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1 Einleitung

1.1 Masern

1.1.1 Historische und epidemiologische Ubersicht

Dem persischen Arzt und Gelehrten Al-Razi, in der abendléndischen Literatur unter dem
Namen Rhazes bekannt, wird die Erstbeschreibung der Masern um etwa 900 n. Chr. zu-
erkannt (Griffin 2001, Katz 1995, Weissbrich et al. 2003). Es wird angenommen, dass er
in einer seiner Schriften die Pocken von den Masern deskriptiv und klinisch unterschei-
den konnte (Griffin 2001).

Masern werden heute als eine relativ neue Krankheit des Menschen angesehen. Es
wird vermutet, dass sie durch enges Zusammenleben von Mensch und Rind in dicht be-
volkerten Gebieten des vorderen und mittleren Orients in der Zeit der ersten Hochkul-
turen entstanden und im 8. Jahrhundert n. Chr. liber die Sarazeneninvasion nach Mittel-
europa gelangt sind (Griffin 2001, McNeill 1976, Norrby et al. 1992, Rolleston 1937).
Es dauerte allerdings noch etwa ein Jahrtausend, bis Anderson und Goldberger Masern
1911 als eine virale Erkrankung identifizieren konnten (Anderson & Goldberger 1911),
und erst nach der erfolgreichen Isolierung und Propagierung des Masernvirus 1954
durch Enders und Peebles (Enders & Peebles 1954) war es moglich, auch einen Impf-
stoff zur Infektionsprophylaxe zu entwickeln. Bis zur Einflihrung der Masernvakzine
galten Masern als klassische Kinderkrankheit, waren doch 95-98 % der Kinder bis zum
Alter von 18 Jahren mit dem Masernvirus infiziert (Langmuir 1962, Langmuir et al.
1962, Snyder et al. 1962). In den Vereinigten Staaten von Amerika sank die Zahl der
berichteten Masernfélle nach Einfiihrung des Masernimpfstoffs von 894.134 im Jahr
1941 um mehr als 99,7 % auf 138 im Jahr 1997 (Maldonado 2001).
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Masern gehdren immer noch zu einer der gefahrlichsten Infektionskrankheiten des
Menschen. Weltweit verstarben im Jahr 2001 etwa 750.000 Menschen, meist Kinder, an
Masern. Damit gehoren sie zu einer der fithrenden Todesursachen im Kindesalter welt-
weit (WHO 2002). Die Weltgesundheitsorganisation WHO und das Weltkinderhilfswerk
der Vereinten Nationen UNICEF verfolgen nach der erfolgreichen, globalen Eradikation
der Pocken das Ziel, auch Masern weltweit zu eliminieren. Der strategische Plan von
2001 sah vor, die mit Masern verbundenen Todesfille bis 2005 durch konsequente
Impfkampagnen zu halbieren und Masern in Amerika bis 2000, in Europa bis 2007 und
im Ostlichen Mittelmeer bis 2010 zu eradizieren (WHO 2001). Seit 1996 sind zwar in
Finnland keine autochthonen Masernerkrankungen mehr aufgetreten (Rose 2003),
jedoch selbst in Liandern mit hohem medizinischem Standard erleiden diese Pline und
Bemiihungen immer wieder Riickschlége. Die Masernepidemien in der ersten Hélfte des
Jahres 2000 im Osten Irlands, Ende 2001 bis Mitte 2002 im Raum Coburg, Anfang bis
Mitte des Jahres 2002 in Siiditalien und in der ersten Hélfte des Jahres 2005 in Hessen
sind beispielhaft fiir einen insuffizienten Durchimpfungsgrad sogar in industrialisierten
Landern (Robert-Koch-Institut 2000a/b, 2002a—c, 2003, 2005a—). Und auch in diesem
Jahr war in einer angesehenen deutschen Tageszeitung zu lesen: ,,Masern breiten sich in
Nordrhein-Westfalen aus‘ (Frankfurter Allgemeine Zeitung, 11.05.2006).

Aktuelle epidemiologische Daten fiir Masern in Deutschland liegen aus den Jahren
2004 und 2005 vor (Robert-Koch-Institut 2006). Bundesweit wurden im vergangenen
Jahr 2005 778 Masernerkrankungen gemeldet. Die Inzidenz belief sich auf 0,9 pro
100.000 Einwohner, wobei die altersspezifische Inzidenz bei den Einjdhrigen am hdchs-
ten lag. Bei zweien der erkrankten Kinder wurde eine Masernenzephalitis, bei 17 eine
Pneumonie und bei elf eine Otitis media diagnostiziert, ein 14jdhriges Madchen verstarb
an den Folgen einer Masernvirusinfektion. Bei 96 % der an Masern Erkrankten lagen
Informationen zum Impfstatus vor, 89 % davon waren nicht geimpft. Erhebungen zum
Durchimpfungsgrad aus dem Jahr 2004 belegen, dass nur 93 % der gerade eingeschul-
ten Kinder mindestens einmal und nur 66 % auch ein zweites Mal gegen Masern ge-

impft worden waren.
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1.1.2 Klassische akute Masern

Masern sind eine hochkontagiose Erkrankung, deren infektidses Agens das Masernvirus
ist. Die Ubertragung erfolgt aerogen als Tropfcheninfektion {iber den Respirationstrakt
oder gar iiber die Bindehaut meist schon wéhrend des Prodromalstadiums, das nach
einer Inkubationszeit von 10—12 Tagen ohne klinische Zeichen einer Infektion mit un-
charakteristischen katarrhalischen Symptomen wie Rhinitis, Halsschmerzen, Heiserkeit,
Miidigkeit und Appetitlosigkeit beginnt. Nach 1-2 Tagen nehmen diese unspezifischen
Beschwerden zu und werden von Fieber, trockenem oder bellendem Husten und einer
Keratokonjunktivitis begleitet, die zu einer ausgesprochenen Lichtscheu fiihrt. Feinkor-
nige, leicht erhabene, graulich-weile Effloreszenzen mit rétlichem Hof an der Wangen-
schleimhaut, die nach weiteren 2-3 Tagen in Verbindung mit einem fleckigen, dunkel-
roten Enanthem erscheinen, werden als Kopliksche Flecken bezeichnet und als patho-
gnomonisch fiir eine Infektion mit dem Masernvirus angesehen (Griffin 2001, Katz
1995, Maldonado 2001, Schuster & Kreth 2001).

Nach einem leichten Fieberabfall geht das Prodromalstadium unter abruptem Fie-
beranstieg in das Exanthemstadium {iber. Das zunichst feinfleckige Exanthem beginnt
hinter den Ohren oder an der Stirn und breitet sich makulopapulds innerhalb eines Tages
zentrifugal liber den Stamm bis auf die Oberschenkel aus und erreicht nach 2-3 Tagen
die FiiBe. Die Schwere der Erkrankung korreliert mit der Auspragung des Ausschlags,
der nur den Stamm erreichen oder sich konfluent {iber das ganze Integument erstrecken
kann. Nicht selten zeigt sich eine milde, himorrhagische Komponente mit Ekchymosen
oder Petechien. Meist besteht zudem eine generalisierte Lymphadenopathie, bisweilen
eine milde Splenomegalie. Bei der Hélfte der akut an Masern Erkrankten sind patholo-
gische, elektroenzephalographische Veranderungen nachzuweisen, die in der Regel tem-
pordrer Natur sind. Der unkomplizierte Verlauf ist durch rasche Entfieberung und das
Abblassen des Exanthems unter braunlicher Verfarbung vier Tage nach seinem Beginn
in Ausbreitungsrichtung gekennzeichnet. Wihrend die tlibrigen Symptome riickldufig
sind, besteht der Husten etwa eine Woche und die allgemeine Mattigkeit einige Wochen

fort. Es wird eine effiziente und protektive Immunantwort ausgelost, die eine lebens-
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lange Immunitdt nach sich zieht (Griffin 2001, Katz 1995, Maldonado 2001, Panum
1938, Schuster & Kreth 2001).

Die Diagnose kann wegen der charakteristischen Symptome im Rahmen einer Epi-
demie meist klinisch gestellt werden. Eine Leukopenie mit Erniedrigung der Granulo-
wie auch der Lymphozytenzahlen ist ein typischer hdmatologischer Laborbefund. Bei
Einzelerkrankungen sollte die Diagnose serologisch gesichert werden. Ein Virusdirekt-
nachweis oder eine Virusisolierung ist nur in Ausnahmefillen notig. Haufig wird bei
Erwachsenen eine hepatische Beteiligung mit Oberbauchschmerzen und einer leichten
Erhohung der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, ggf. verbunden mit einer Hyperbili-
rubinidmie, beobachtet (Maldonado 2001, Schuster & Kreth 2001).

Die Therapie ist symptomatisch, eine spezifische antivirale Therapie gibt es nicht.
Eine Therapie mit Vitamin A kann eine schwere Maserninfektion bei hospitalisierten

oder unterernidhrten Kindern positiv beeinflussen (Maldonado 2001).

1.1.3 Komplikationen und Folgeerkrankungen

Komplikationen einer Infektion mit dem Masernvirus betreffen eine Reihe von Organ-
systemen. Die masernvirusinduzierte Immunsuppression kann fiir Monate anhalten und
somit opportunistische Infektionen begiinstigen oder gar latente virale oder bakterielle
Infektionen reaktivieren.

Im Respirationstrakt stehen die Otitis media und Bronchopneumonien im Vorder-
grund, die meist durch Pneumokokken, Streptokokken der Gruppe A, Staphylococcus
aureus oder Haemophilus influenzae Typ b verursacht werden. Bronchiolitiden oder La-
ryngotracheobronchitiden werden nur noch selten beobachtet. Bei immunsupprimierten
Patienten kann die Riesenzellpneumonie einen fatalen Verlauf nehmen. Elektrokardio-
graphische Verdnderungen konnen Ausdruck einer transienten myo- oder perikardi-
tischen Komponente oder atrioventrikulirer Uberleitungsstdrungen sein, sind aber meist
nicht von klinischer Relevanz. Nicht ungewdhnlich hingegen sind gastrointestinale Be-
schwerden und Diarrhoen, die eine massive Dehydratation bewirken und vor allem in
Entwicklungslandern grof3e Probleme bereiten konnen. Hdmostaseologische Storungen

konnen sich sowohl als disseminierte intravasale Gerinnung mit Gangrianbildung oder
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Verbrauchskoagulopathie im akuten Stadium als auch als thrombozytopenische Purpura
erst einige Wochen nach einer Masernvirusinfektion duflern. Als Sonderform gelten die
hamorrhagischen Masern oder black measles, die mit einem pl6tzlichen Fieberanstieg,
einem konfluenten, himorrhagischen Exanthem und Schleimhautblutungen aus Mund,
Nase oder Magen-Darm-Trakt einhergehen und auf eine Dysregulation der intravasalen
Gerinnung oder auf eine vaskuldre Schidigung zuriickzufiihren sind. Zeichen einer En-
zephalitis oder Pneumonie kommen hinzu (Griffin 2001, Katz 1995, Maldonado 2001,
Schuster & Kreth 2001, Weissbrich et al. 2003).

Besonders gefiirchtet sind neurologische Komplikationen und Folgeerkrankungen.
Haufig sind schon bei einer unkomplizierten Masernvirusinfektion elektroenzephalogra-
phische Abnormalitdten und pleozytotische Liquorverdnderungen nachweisbar.

Die akute postinfektiose Masernenzephalomyelitis ist die hdufigste neurologische
Komplikation, ihre Inzidenz liegt unter den an Masern Erkrankten bei 1-2:1.000. Sie
beginnt im Mittel zwischen dem 3. und 9. Tag nach Auftreten des Exanthems, kann aber
auch schon wihrend der Prodromalphase der Masern oder bis zu einige Wochen nach
Krankheitsbeginn mit Fieber, Kopfschmerzen, Vigilanzstorungen, zerebralen Anfillen,
fokal-neurologischen Auffalligkeiten oder zentralen Koordinationsstérungen klinisch
symptomatisch werden (Katz 1995, Maldonado 2001). Atiologisch wird eine autoimmu-
nologisch vermittelte Reaktion favorisiert, die gegen das basische Myelinprotein gerich-
tet ist, eine Demyelinisierung nach sich zieht und auf einem molekularen Mimikry
beruhen kann (Griffin 2001, Weissbrich et al. 2003). Nur selten existieren Berichte, dass
Masernviren aus Liquor oder Hirngewebe erkrankter Patienten propagiert werden konn-
ten (McLean et al. 1966, ter Meulen et al. 1972). Im Liquor ldsst sich hdufig eine milde
lymphozytire Pleozytose nachweisen, eine Eiweiflerhdhung ist nicht obligat. Fiir die
Diagnosestellung ist der klinische und zeitliche Zusammenhang mit einer Masernvirus-
infektion entscheidend (Weissbrich et al. 2003). Die akute postinfektiose Masernenze-
phalomyelitis gilt als eine ernste und gefdahrliche Komplikation. Sie ist mit einer Letali-
tdt von 30 % und einer Defektheilungsrate von etwa 20 % behaftet, die Verhaltensauf-
falligkeiten, mentale Einschrdnkungen, zerebrale Anfille oder Taubheit beinhalten kann

(Schuster & Kreth 2001, Weissbrich et al. 2003).
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Die measles inclusion body encephalitis ist eine besondere Enzephalitisform, die
auf einer direkten Invasion des zentralen Nervensystems mit dem Masernvirus beruht.
Sie manifestiert sich klinisch nach einer Latenz von wenigen Wochen bis zu sechs Mo-
naten bei Patienten unter massiver Immunsuppression und fiihrt in der Regel rasch zum
Tod (Katz 1995, Schuster & Kreth 2001).

Die subakute sklerosierende Panenzephalitis ist eine sehr seltene, persistente und
langsam progrediente Erkrankung des zentralen Nervensystems. Sie folgt einer Masern-
virusinfektion mit einer Latenz von 6—8 Jahren, die Streuung von 2-30 Jahren allerdings
ist groB3. Das Erkrankungsalter liegt damit durchschnittlich zwischen 9 und 13 Jahren,
selbst junge Erwachsene kdnnen betroffen sein. Seit der Einfiihrung der Masernimpfung
ist die Inzidenz der SSPE deutlich gesunken. Sie wurde in einer ungeimpften Population
oder unter an Masern Erkrankten bisher mit 1:100.000 bis 1:500.000 angegeben, neuere
epidemiologische Berechnungen offenbaren eine vielfach hohere Inzidenz von deutlich
tiber 1:5.000 (Bellini et al. 2005, Campbell et al. 2005, Maldonado 2001, Schuster &
Kreth 2001, Weissbrich et al. 2003).

Der klinische Verlauf weist eine hohe Variabilitit auf. Die Erkrankung manifestiert
sich in Stadium I mit einem generalisierten Nachlassen der intellektuellen Leistungen.
Chorioretinitische Verdnderungen des Augenhintergrunds als Folge einer zentralnervo-
sen Masernvirusinfektion konnen zu diesem Zeitpunkt mitunter beobachtet werden. Der
Ubergang in das Stadium II ist nach Wochen oder Monaten durch das Auftreten neuro-
logischer Symptome gekennzeichnet. Fokale oder gar generalisierte, thythmische Myo-
klonien mit einer Frequenz von etwa 5—15/min sind ein charakteristisches Symptom,
das mit periodischen, hochvoltigen Komplexen langsamer Wellen im Elektroenzephalo-
gramm, den Radermecker-Komplexen, korrespondiert. Dezerebration, Ausfille essen-
tieller Hirnstammfunktionen und volliger Verlust kortikaler Aktivititen sind Kenn-
zeichen der Stadien IIT und IV. In 5 % der Félle werden Spontanremissionen beobachtet,
zwei Drittel der Patienten versterben in Stadium III etwa 3—5 Jahre nach Ausbruch der
ersten Auffilligkeiten. Die Verdachtsdiagnose kann anamnestisch und klinisch gestellt
werden, die endgiiltige Diagnosesicherung sollte neben der serologischen Untersuchung
auf erhohte masernvirusspezifische IgM- und IgG-Antikorpertiter unbedingt den Nach-

weis der intrathekalen Bildung masernvirusspezifischer I1gG-Antikdrper einschlieen.
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Die elektroenzephalographische Untersuchung vermag wegweisend zu sein. Eine spezi-
fische Therapie ist bisher nicht verfiigbar, nur die Masernschutzimpfung stellt eine wirk-
same Privention der Erkrankung dar (Katz 1995, Maldonado 2001, Schuster & Kreth
2001, Weissbrich et al. 2003).

1.2 Das Masernvirus

1.2.1 Taxonomische Einordnung und Aufbau des Masernviruspartikels

Das Masernvirus ist ein umhiilltes Virus mit einer nichtsegmentierten, einzelstrangigen
RNA negativer Polaritdt. Es ist Mitglied und Namensgeber des Genus Morbillivirus und
gehort damit der Ordnung der Mononegavirales, der Familie der Paramyxoviridae und
der Unterfamilie der Paramyxovirinae an, die erst vor einigen Jahren zusammen mit der
Unterfamilie der Pneumovirinae innerhalb der Familie der Paramyxoviridae neu ge-
griindet wurde (International Committee on Taxonomy of Viruses 2002).

Unter dem Genus Morbillivirus sind weitere, phylogenetisch mit dem Masernvirus
verwandte, ausschlieBlich tierpathogene Viren klassifiziert: das Hundestaupevirus CDV,
das Delphinmorbillivirus DMV, das Seehundestaupevirus PDV, das Tiimmlermorbilli-
virus PMV, das Peste-des-petits-ruminants-Virus PPRV und das Rinderpestvirus RPV.
Eine besonders enge Verwandtschaft besteht zum Rinderpestvirus (McNeill 1976).

Das Masernviruspartikel ist ein pleomorphes Virion mit einer variablen Gro3e von
100-300 nm. Seine Hiille besteht aus einer Lipiddoppelschicht und den beiden viralen
Oberflachenproteinen. Das Hidmagglutininprotein ist ein glykosyliertes Transmembran-
protein vom Typ II und von etwa 80 kda GroB3e, das in der Virushiille oder an der Zell-
oberfldche als Homotetramer vorliegt. Es bindet an den zelluldren Rezeptor und deter-
miniert somit den Tropismus des Masernvirus. Das Fusionsprotein ist ein glykosyliertes
Transmembranprotein vom Typ I und von etwa 60 kda GroBe. Aus dem Vorlduferprotein
Fy werden die beiden Untereinheiten F; und F, abgespalten und bilden einen {iber eine
Disulfidbriicke verbundenen, funktionellen Komplex. Als Homotrimer oder -tetramer ist

er in Anwesenheit des H-Proteins fur die Fusion der Virus- und der Wirtszellmembran
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essentiell. An der Innenseite der Virushiille stabilisiert das 37 kda grof8e Matrixprotein
mindestens eines der beiden viralen Oberfldchenproteine und vermittelt die Vernetzung
von Hiille und Nukleokapsid. Dabei scheinen auch Aktinfilamente eine Rolle zu spielen,
die von der infizierten Zelle stammen und bei der Knospung im Viruspartikel verbleiben
(Griffin 2001, Horikami & Moyer 1995).

Die virale, nichtsegmentierte, einzelstrangige RNA negativer Polaritét ist in einem
helikalen Ribonukleoprotein eingebettet. Das 60 kda grofle Nukleokapsidprotein bildet
mit der viralen RNA einen stabilen Komplex, schiitzt sie vor dem enzymatischen Abbau
durch zelluldre Nukleasen und moduliert ihre Replikation. Ein weiterer Bestandteil des
Ribonukleokapsidkomplexes ist das mit etwa 250 kda groBte virale Protein, das Large-
Protein, das zusammen mit dem 70 kda groBBen Phosphoprotein die viruseigene RNA-
abhingige RNA-Polymerase bildet. Das C- und das V-Protein sollen die Masernvirus-
replikation regulieren und fiir die Masernvirusvirulenz unerldsslich sein (Griffin 2001,
Horikami & Moyer 1995). Das Genom umfasst innerhalb der 15.894 Nukleotide sechs
Gene fiir die viralen Strukturproteine und eine nichttranslatierte Region von etwa 1.000
Nukleotiden. Das Phosphoproteingen kodiert fiir das P-, das C- und das V-Protein
(Griffin 2001). Abbildung 1.1 bietet eine schematische Darstellung des Masernvirus.

Abbildung 1.1: Schematische Dar stellung des M asernviruspartikels.
Schematische Darstellung des Masernviruspartikels mit der Hiillmembran zelluldren Ursprungs, der
einzelstrangigen RNA negativer Polaritit und den viralen Proteinen Himagglutininprotein (H), Fusions-

protein (F), Matrixprotein (M), Nukleokapsidprotein (N), Phosphoprotein (P) und Large-Protein (L).
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1.2.2 Zelluldre Rezeptoren fiir Masernviren

Die Adsorption des Virus an die Wirtszelle ist der erste Schritt des Infektionszyklus. Das
Virus bindet dabei in der Regel spezifisch an ein zelluldres Oberflichenmolekiil, das fiir
bestimmte Aufgaben und Funktionen im Wirtsorganismus verantwortlich ist. Fiir das
Masernvirus konnten in der Vergangenheit zwei Oberflichenmolekiile als zelluldre Re-
zeptoren identifiziert werden: das membrane cofactor protein MCP oder CD46 und das

signaling lymphocytic activation molecule SLAM oder CD150.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der vier humanen Hauptisoformen von CD46.
Schematische Darstellung der vier humanen Hauptisoformen von CD46, die sich durch eine variable
Expression der juxtamembraniren, O-glykosylierten Doménen STP und der zytoplasmatischen Enden

CYT-1 oder -2 unterscheiden (modifiziert nach Riley-Vargas et al. 2004).

CD46 gehort der Familie der Komplementrezeptoren an und ist ein fast ubiquitir expri-
miertes Glykoprotein, das die autologe Komplementaktivierung reguliert und korper-
eigene Zellen schiitzt, indem es die Komplementfaktoren C3b und C4b bindet und zur

Inaktivierung freigibt. Eine verminderte Expression von CD46 fiihrt zu einer erhdhten
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Empfindlichkeit und Anfalligkeit der Zellen (Horikami & Moyer 1995, Liszewski et al.
1991, Oglesby et al. 1992, Loveland et al. 1993, Schnorr et al. 1995). CD46 wird
ubiquitdr auf allen humanen Korperzellen mit Ausnahme der Erythrozyten exprimiert
(Cole et al. 1985). Das Ausmal seiner Expression auf der Zelloberfliche kann innerhalb
des Organismus, abhingig von der Zellart, sehr stark variieren (Ogata et al. 1997, Seya
et al. 1990). Beim Menschen werden durch Vererbung und alternatives Spleilen haupt-
sachlich vier Isoformen exprimiert (Riley-Vargas et al. 1994). Abbildung 1.2 bietet eine
schematische Darstellung der vier wesentlichen Isoformen von humanem CD46.

CD46 wurde 1993 als zelluldrer Rezeptor fiir attenuierte Masernvirusstimme be-
schrieben und bestétigt (Dorig et al. 1993, Naniche et al. 1993). Weitere Experimente
zeigten darauthin, dass fiir die Bindung des Hdmagglutininproteins die beiden dufleren
CCP- bzw. SCR-Doménen 1 und 2 ausreichen, wihrend die Komplementbindung {iber
die CCP- bzw. SCR-Doménen 2—4 vermittelt wird (Buchholz et al. 1997, Casasnovas et
al. 1999, Manchester et al. 1995, Manchester et al. 2000a). Jede der humanen Hauptiso-
formen von CD46 kann als Rezeptormolekiil fungieren (Gerlier et al. 1994, Manchester
et al. 1994, Varior-Krishnan et al. 1994). Virulente Masernvirusstimme und klinische
Masernvirusisolate vermdgen CD46 nicht oder nur in Ausnahmeféllen mit sehr geringer
Affinitdt zu binden, rein CD46-exprimierende Zellarten werden daher nicht oder nur
wenig effizient infiziert (Bartz et al. 1998, Buckland & Wild 1997, Erlenhoefer et al.
2002, Hsu et al. 1998, Manchester et al. 2000b, Ono et al. 2001, Tanaka et al 1998,
Tatsuo et al. 2000a). Das Ausmafl der Expression von CD46 an der Oberfliche von
Wirtszellen kann durch Masernviren biphasisch moduliert werden. Allein der Kontakt
der Wirtszelle mit CD46-interagierenden Masernvirusstimmen oder entsprechend infi-
zierten Zellen fiihrt zu einer frithen, die durch die Infektion der Wirtszelle einsetzende
Virusreplikation zu einer endgiiltigen Herabregulation von CD46 von ihrer Oberfliche
(Bartz et al. 1998, Schneider-Schaulies et al. 1995a). Die Fahigkeit eines Masernvirus-
stamms zur Herabregulation von CD46 kann dabei auf wenige Aminosduren in der Se-
quenz des Hamagglutininproteins reduziert werden (Bartz et al. 1996, Lecouturier et al.
1996, Hsu et al. 1998). Einem molekularen Magneten gleich dient CD46 ebenfalls als
zelluldrer Rezeptor fiir eine Reihe humanpathogener Erreger: Streptococcus pyogenes

(Okada et al. 1995), Neisseria gonorrhoeae und meningitidis (Kallstrom et al. 1997),
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Humanes Herpesvirus 6 (Santoro et al. 1999), viele Adenoviren der Gruppen B und D
(Gaggar et al. 2003, Marttila et al. 2005, Segerman et al. 2003) und uropathogene
Escherichia coli (Li et al. 2006).

Neben CD46 ist SLAM als ein weiterer zellulidrer Rezeptor fiir das Masernvirus
bekannt. Es ist ein immunmodulierendes Glykoprotein, das der CD2-Untergruppe der
Immunglobulinsuperfamilie angehoért und konstitutiv an der Zelloberfliche von unreifen
Thymozyten, T-Gedéchtniszellen, einem Teil der B-Lymphozyten und dendritischen
Zellen, die aus Monozyten generiert wurden, exprimiert wird (Cocks et al. 1995,
Sidorenko & Clark 1993). Das Expressionsniveau von SLAM ist bei der Untergruppe
der T-Helfer-1-Zellen um ein Vielfaches hoher als bei T-Helfer-2-Zellen (Hamalainen et
al. 2000). Eine Induktion von SLAM wird bei aktivierten B- und T-Lymphozyten, den-
dritischen Zellen und Monozyten beobachtet (Cocks et al. 1995, Minagawa et al. 2001,
Ohgimoto et al. 2001, Polacino et al. 1996, Punnonen et al. 1997, Sidorenko & Clark
1993). SLAM wird in vier verschiedenen Isoformen exprimiert: zwei membrangebun-
dene Formen mit verschieden langer zytoplasmatischer Doméne sowie einer l9slichen
und einer zytoplasmatischen Form (Cocks et al. 1995). Neben der membrangebundenen
Form besitzen auch losliche Formen von SLAM stimulatorische Aktivitdt (Punnonen et
al. 1997). SLAM kann mit niedriger Affinitét als Selbstligand fungieren (Mavaddat et
al. 2000). Monoklonale, SLAM-spezifische Antikdrper vermdgen eine multimodale
Aktivierung von B- und T-Lymphozyten auszulosen (Cocks et al. 1995, Sidorenko &
Clark 1993). Die biologische Bedeutung des immunmodulierenden Molekiils SLAM ist
umso klarer, wenn man bedenkt, dass Mutationen oder Deletionen des die Funktion von
SLAM kontrollierenden SLAM-assoziierten Proteins den schweren Immundefekt des
lymphoproliferativen Syndroms verursachen (Nichols et al. 2005). Eine schematische
Darstellung von SLAM bietet Abbildung 1.3.

SLAM wurde erstmals 2000 als zelluldrer Rezeptor fiir attenuierte und virulente
Masernvirusstimme beschrieben und im Jahr darauf bestitigt (Erlenhoefer et al. 2001,
Hsu et al. 2001, Tatsuo et al. 2000b). Es scheint niederaffin mit Impf- und hochaffin mit
Wildtypstimmen zu interagieren (Erlenhofer et al. 2002, Ono et al. 2001b). Fiir die
Masernvirusbindung ist die duflere, variable Doméne V essentiell (Ohno et al. 2003,

Ono et al. 2001a). Auch SLAM wird von der Oberflache der Wirtszelle nach Kontakt
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oder Infektion mit Masernviren herabreguliert (Erlenhoefer et al. 2001, Tanaka et al.
2002, Welstead et al. 2004). Wegen seiner immunmodulierenden Funktion und seiner
Interaktion mit Masernviren wird SLAM eine bedeutende Rolle bei der masernvirus-
induzierten Immunsuppression zugeschrieben (Dhiman et al. 2004, Hahm et al. 2003,
Hahm et al. 2004, Sidorenko & Clark 2003).

AR AR ARAARRARARARRRAA
SUUNUKUUURUU I

Zytoplasma

Zellmembran

ITSM

ITSM

Abbildung 1.3: Schematische Dar stellung der membrangebundenen Form von SLAM.

Schematische Darstellung der membrangebundenen Form von SLAM, das durch eine variable distale
Doméne V und eine konstante proximale Domine C2 gekennzeichnet ist. Das zytoplasmatische Ende mit
den zwei tyrosinhaltigen Motiven ITSM ist fiir die intrazelluldre Signaliibertragung notwendig (modifi-

ziert nach Sidorenko & Clark 2003).

1.2.3 Pathophysiologie und Pathogenese der Masernvirusinfektion

Die Eintrittspforte fiir Masernviren in den menschlichen Organismus bilden der obere
und untere Respirationstrakt, vermutlich auch die konjunktivalen Schleimhdute. Mit der
Infektion von nasopharyngealen, trachealen und bronchialen Epithelzellen transportie-
ren infizierte mukosale Makrophagen und dendritische Zellen das Masernvirus in die lo-
kalen, drainierenden Lymphknoten, wo erste Anzeichen einer Infektion als Synzytien-
bildung oder Untergang lymphatischen Gewebes sichtbar werden. Von hier aus breitet

sich das Virus in einer ersten Virdmiephase in das gesamte retikuloendotheliale System,
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hier besonders in weitere Lymphknoten und die Milz, und den iibrigen Respirationstrakt
aus. Im lymphatischen Gewebe und an den epithelialen Oberflichen des Respirations-
trakts entstehen Warthin-Finkeldey-Zellen, Riesenzellen mit eosinophilen, zytoplasma-
tischen Einschlusskorperchen. In einer zweiten Virdmiephase breitet sich das Virus nun
endgiiltig systemisch aus und befdllt Haut, Schleimhéute, Lunge, Gastrointestinaltrakt,
Leber, Nieren und Harnblase. Das Virus repliziert dort vorwiegend in Endothelzellen,
Epithelzellen oder Monozyten. Eine Entziindungsreaktion mit Vasodilatation, Permeabi-
litdtserhdhung und Odembildung, mononuklérer Infiltration und Infektion des umgeben-
den Gewebes ist die Folge (Griffin 2001, Katz 1995, Weissbrich et al. 2003).

Die Symptome der Prodromalphase werden durch die systemische Infektion und
die Zerstorung der epidermalen Schutzschicht der nasopharyngealen und tracheobron-
chialen Schleimhédute gekennzeichnet. Die apikale Freisetzung replizierter Masernviren
fordert deren weitere epitheliale Ausbreitung und fiihrt zu einer effizienten Infektiositét
des Patienten (Weissbrich et al. 2003).

Histopathologisch scheint die initiale Infektion von dermalen, kapilliren Endothel-
zellen bei der Entstehung des charakteristischen makulopapulésen Exanthems die ent-
scheidende Rolle zu spielen. Einzelne Berichte gehen von der Ausbreitung der Infektion
auf epidermale Keratinozyten aus (Griffin 2001, Takahashi et al. 1996). Eher scheint je-
doch eine Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ eine perikapillire zyto-
toxische Entziindungsreaktion auszuldsen, die zur Odembildung, Epithelzellnekrose und
mononukledrer Infiltration und damit zu den typischen Effloreszenzen fiihrt (Kimura et
al. 1975, Weissbrich et al. 2003).

Die pathogenetischen Faktoren fiir die Entstehung neurologischer Komplikationen
sind noch weitgehend unbekannt. Urséchlich fiir die Entstehung der akuten postinfekti-
Osen Masernenzephalomyelitis wird eine autoimmunologisch vermittelte Reaktion favo-
risiert, die gegen das basische Myelinprotein gerichtet ist, eine Demyelinisierung nach
sich zieht und moglicherweise auf einem molekularen Mimikry beruht (Griffin 2001,
Weissbrich et al. 2003). Die neuropathologische Begutachtung bei der measles inclusion
body encephalitis zeigt eine massive Ansammlung eosinophiler, aus Nukleokapsid be-
stehender Einschlusskdrperchen in Neuronen und glialen Zellen. Durch eine fehlerhafte

Replikation und Mutationen im gesamten Masernvirusgenom werden keine kompletten
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und damit infektiosen Masernviruspartikel vervielfiltigt. Die intrazerebrale Ausbreitung
der Ribonukleoproteinkomplexe wird durch mogliche interzelluldre Mikrofusionen er-
klart (Weissbrich et al. 2003). Bei der subakuten sklerosierenden Panenzephalitis wird
neuropathologisch eine diffuse Enzephalitis der grauen und weiflen Substanz vorgefun-
den. Endothelzellen, Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten und mikrogliale Zellen be-
herbergen dabei groBe Nukleokapsideinschliisse. Der pathogenetische Ablauf dieser
progredienten Erkrankung ist trotz intensiver Bemiihungen noch weitgehend unbekannt.
Sequenzuntersuchungen lassen einen klonalen Ursprung der Masernvirusproteine ver-
muten. Eine defiziente Masernvirusreplikation und eine liberschieBende Immunantwort
scheinen zu einer langsamen interneuronalen Ausbreitung von Masernvirusproteinen zu
filhren, die nicht von einem speziellen neurotropen Masernvirusstamm, sondern von

einem gewdhnlichen Wildtypstamm herrithren (Griffin 2001, Weissbrich et al. 2003).

1.3 Das vaskulare Endothel

1.3.1 Strukturelle und topologische Klassifizierung von Epithelien

Das Epithel ist in der anatomischen Gewebelehre das Grenzgewebe, das die Oberfliche
des menschlichen Korpers bedeckt und seine inneren Hohlrdume und Gangsysteme aus-
kleidet. Es wird als eigenstdndiger Gewebetyp von Bindegewebe, Fettgewebe, Knorpel-
und Knochengewebe, Muskelgewebe und Nervengewebe unterschieden und kann nach
seiner Struktur und Topologie klassifiziert werden. Bis auf wenige Ausnahmen besitzen
alle Epithelformen gemeinsame Merkmale. Sie bestehen aus einem soliden Zellverband
ohne BlutgefaBBversorgung, begrenzen luft- oder fliissigkeitsgefiillte Kompartimente und
werden mit dem umgebenden Gewebe durch eine Basallamina verbunden. Epithelien
entwickeln sich embryologisch aus dem Ektoderm, dem Mesoderm oder dem Endoderm
(Drenckhahn 2003b).

Strukturell unterscheiden sich die verschiedenen Epithelformen in ihrem Aufbau
und ihrer Oberflachendifferenzierung. Epithelien kommen einschichtig, mehrschichtig

oder als Ubergangsepithel vor. Einfache, einschichtige Epithelzellverbinde konnen aus
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squamos flachen, kubischen oder zylindrischen Zellen bestehen, deren luminale bzw.
apikale Oberfliche glatt ist oder einen Mikrovillisaum oder Kino- bzw. Stereozilien auf-
weist. Bei den mehrreihigen Epithelien haben alle Zellen Kontakt zur Basallamina, aber
nicht alle Epithelzellen erreichen die luminale bzw. apikale Oberfliche. Das Ubergangs-
epithel ist eine spezialisierte Epithelform des Harntrakts. Mehrschichtige Epithelien be-
stehen aus in Schichten iibereinander gelagerten Epithelzellen, die an der luminalen
bzw. apikalen Oberfldche hochprismatisch oder squamés, ob verhornt oder unverhornt,
vorliegen kdnnen (Drenckhahn 2003b).

Topologisch konnen Epithelien nach ihrer Lage unterteilt und damit in verschie-
dene Gruppen eingeteilt werden. Exoepithelien umfassen das Epithel der Korperober-
fliche und alle Epithelien mit direkter oder indirekter Verbindung zu ihr. Endoepithelien
kleiden innere Hohlrdume aus, die keine Verbindung zur Korperoberflache besitzen. Zu
dieser Gruppe gehoren die GefdlBendothelien. Daneben kdnnen noch weitere speziali-
sierte Epithelien von exokrinen wie endokrinen Driisen oder Sinnesorganen abgegrenzt

werden (Drenckhahn 2003b).

1.3.2 Morphologie und Funktion des GefdBBendothels

Die Morphologie und Funktion von GefidBBendothelien ist von ihrer anatomischen Lage
und ihrem vielfiltigen Aufgabengebiet abhingig. Die geschlossene Endothelzellschicht
der Arterien nimmt den Schub des vorbeiflieBenden Bluts auf und ist wegen der hohen
Scherkréfte langs zum Blutstrom ausgerichtet. Die Endothelausstattung vendser Gefal3e
reicht von einschichtigen bis mehrschichtigen und von liickenhaften bis liickenlosen En-
dothelzellverbanden. Die Kapillaren der terminalen Strombahn sind aus einem unter-
brochenen oder liickenlosen Endothel zusammengesetzt, das Fenestrationen oder Poren
enthalten, von einer kontinuierlichen oder unterbrochenen Basallamina umgeben und
liickenlos oder liickenhaft von perikapilliren Zellen umhiillt sein kann (Bennett et al.
1959, Staubesand 1994). Eine wichtige Voraussetzung fiir die endotheliale Integritdt und
die endothelspezifischen Funktionen ist die Ausbildung von interzelluldren Adhésions-
kontakten und extrazelluldren Verankerungsstrukturen. Haftproteine, unter ihnen Cadhe-

rine, Zelladhidsionsmolekiile der Immunglobulinsuperfamilie, Selektine und Integrine,
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bilden Zell-Zell- oder Zell-Substrat-Kontakte aus. Die interzelluldre Haftung wird durch
Puncta adhaerentia, Fasciae adhaerentes, Zonulae adhaerentes und Maculae adhaeren-
tes vermittelt, Zonulae occludentes, die sogenannten tight junctions, riegeln den Inter-
zellularspalt quasi hermetisch ab (Drenckhahn 2003a).

Das Funktionsspektrum von vaskuldren Endothelzellen ist vielseitig. Sie sind an
der Angiogenese durch Aussprossung und Synthese von Wachstumsfaktoren mafBgeb-
lich beteiligt. Da Endothelzellen vasokonstriktorische und vasodilatatorische Faktoren,
z. B. Endothelin oder Stickstoffmonoxid, sezernieren konnen, spielen sie eine zentrale
Rolle bei der Regulation der GefdaBweite. Zudem konnen sie durch die Sekretion oder
Bindung sowie Aktivierung oder Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren einen entschei-
denden Einfluss auf die himostaseologische Balance ausiiben. Ein fiir Endothelzellen
spezifisches Syntheseprodukt ist der von-Willebrand-Faktor, der in den Weibel-Palade-
Korperchen gespeichert wird und luminal an das Plasma wie basolateral an das sub-
endotheliale Bindegewebe abgegeben wird. Eine weitere Stoffwechselleistung besteht in
der Synthese von Faser- und Proteoglykankomponenten fiir das subendotheliale Binde-
gewebe, z. B. Kollagene oder Fibronektin. Eine elementare Stellung nehmen Endothel-
zellen bei immunologisch-inflammatorischen Prozessen ein. Sie interagieren mit den
Zellen des Immunsystems iiber eine Reihe von Zytokinen und vermitteln die Diapedese
von Leukozyten durch die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen, deren endothelzell-
spezifischer Vertreter E-Selektin oder CD62E ist. Die antigenprésentierende Eigenschaft
von Endothelzellen wird durch die mdgliche Induktion von HLA-Klasse-II-Molekiilen
unterstrichen. Uber ihre Funktion als physikalische Barriere gegeniiber dem umliegen-
den Gewebe hinaus vermitteln Endothelzellen teils komplexe, spezifische Transportvor-
génge fiir den Fliissigkeits- und Stoffaustausch, sei es durch einfache Diffusion, durch
aktiven Transport, durch regulierte Endozytose oder durch erhohte interendotheliale Ge-
faBpermeabilitit (Staubesand 1994).

Eine besondere Stellung kommt vaskuldren Endothelzellen beim Aufbau der Blut-
Hirn- oder Blut-Liquor-Schranke zu, die das zentrale Nervensystem vom systemischen
Blutkreislauf anatomisch und physiologisch trennen. Die klassische Blut-Hirn-Schranke
ist aus einer kapilldren Endothelzellschicht, aus einer sie umgebenden Basallamina, aus

Perizyten und aus der aus astrozytiren Fortsidtzen bestehenden Membrana limitans gliae
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perivascularis aufgebaut und fiir den Schutz des zentralen Nervensystems vor toxischen
Substanzen sowie fiir spezifische Transportvorgéinge und immunologische Prozesse von
essentieller Bedeutung (Pardridge 1999, Rubin & Staddon 1999, Zenker 1993a). Die
Blut-Liquor-Schranke des Plexus choroideus ist durch fenestrierte Kapillaren, ein binde-
gewebiges Stroma und ein liquorbildendes, kubisches Epithel gekennzeichnet (Zenker
1993b). Dabei formieren sich die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke und die Epi-
thelzellen der Blut-Liquor-Schranke jeweils zu einer hochdifferenzierten Zellschicht,
die einen selektiven, transzytiren Stoffaustausch gewéhrleistet und eine unkontrollierte,
parazelluldre Permeabilitdt durch die Existenz von Zonulae occludentes verhindert oder
zumindest erschwert (Pardridge 1999, Rubin & Staddon 1999, Zenker 1993a/b).

1.4 Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit

Die physikalische und funktionelle Integritit des vaskuldren Endothels ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der physiologischen Balance im Gesamtorga-
nismus. Infizierte Gefdendothelzellen konnen entscheidend zur Pathogenese der akuten
Masern, zu den durch das Masernvirus verursachten Komplikationen und zur viral indu-
zierten Immunsuppression beitragen.

Das Ziel der Arbeit besteht darin, die Interaktion von attenuierten und virulenten
Masernvirusstimmen mit humanen Gefdfendothelzellen grundlegend und systematisch
zu untersuchen und eine Basis fiir die Definition pathogenetischer molekularer Mecha-
nismen zu schaffen. Hierzu soll die Kultur primérer humaner Endothelzellen der Nabel-
schnurvene im hauseigenen Laboratorium organisiert und etabliert werden und die mit
dem SV40-Large-T-Antigen transfizierte humane mikrovaskuldre Hirnendothelzelllinie
in Kultur genommen werden. An ihnen soll eine Erhebung des Masernvirusrezeptor-
status nativ und nach Stimulation vorgenommen, die Bindung von Masernviren unter-
sucht und die Infizierbarkeit mit attenuierten und virulenten Masernvirusstimmen und

deren Replikation in der Endothelzellkultur analysiert werden.
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2.1 Zellen

Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene, sogenannte human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), dienen in der Endothelzellforschung als etabliertes in-vitro-
Modell fiir die zellbiologische Funktionalitdt vaskuldrer Endothelzellen. Dabei handelt
es sich um frisch isolierte, primédre endotheliale Zellen, die sich auch ex vivo dhnlich wie
in ihrer physiologischen Umgebung verhalten und die nicht durch eine molekularbio-
logische Manipulation, z. B. in Form einer Immortalisierung, verdandert worden sind.
Weitere Vorteile sind die recht einfache Gewinnung und die breite wissenschaftliche Er-
fahrung seit der Erstbeschreibung (Jaffe et al. 1973).

HUVEC werden aus der menschlichen Nabelschnurvene durch Enzymverdauung
gewonnen und anschlieBend kultiviert. Die hierfiir ndtigen Nabelschniire wurden mit
Genehmigung und freundlicher Unterstiitzung des Kreillsaalsteams der Universitits-
Frauenklinik Wiirzburg in anonymisierter Form in Empfang genommen und weiterver-
arbeitet. Die humane, mit dem SV40-Large-T-Antigen transfizierte und immortalisierte,
mikrovaskulidre Hirnendothelzelllinie human brain microvascular endothelial cells
(HBMEC) war eine freundliche Gabe von Herrn Prof. Kwang Sik Kim, MD, von der
Abteilung fiir pidiatrische Infektiologie des Fachbereichs Padiatrie der Johns-Hopkins-
Universitit in Baltimore, Maryland, Vereinigte Staaten von Amerika.

Die iibrigen Zelllinien waren allesamt am Institut fiir Virologie und Immunbiologie
verfiigbar. Eine Ubersicht iiber die Zellarten und deren Herkunftsspezies gewihrt

Tabelle 2.1.
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Bezeichnung Beschreibung Spezies
HUVEC primére Endothelzellen der Mensch
Nabelschnurvene (Homo sapiens sapiens)
HBMEC mikrovaskuldre, SV40-Large-T-Antigen- Mensch
transformierte Hirnendothelzelllen (Homo sapiens sapiens)
B9S2 semiadhérenter Subklon der EBV- Weilibiischelaffe
transformierten B-Zelllinie B95-8 (Callithrix jacchus)
BIAB lymphoblastoide, Mensch
EBV-transformierte B-Zelllinie (Homo sapiens sapiens)
HeLa Epithelzellen des Zervixkarzinoms Mensch

(Homo sapiens sapiens)

afrikanische Griine Meerkatze

Vero Epithelzellen der Niere
(Chlorocebus aethiops*)
CHOXK1 Ovarialzellen chinesischer Streifenhamster
(Cricetulus griseus)
CHO-5.3 CD46-transfizierte und -exprimierende chinesischer Streifenhamster
Ovarialzellen (Cricetulus griseus)
CHO-SLAM SLAM-transfizierte und -exprimierende chinesischer Streifenhamster
Ovarialzellen (Cricetulus griseus)

Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die verwendeten Zellarten und deren Herkunftsspezies.

(*) dltere Nomenklatur: Cercopithecus aethiops

2.2 Virusstimme

Sédmtliche verwendeten attenuierten und virulenten Masernvirusstimme waren am
Institut fiir Virologie und Immunbiologie Wiirzburg verfiigbar. Die virulenten Masern-
virusisolate mit dem Préafix Wii wurden vor einigen Jahren aus dem Urin von Patienten

mit einer klinisch und serologisch gesicherten Masernerkrankung isoliert, amplifiziert
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und kryokonserviert. Der Impfvirusstamm Edm war bisher iiber Vero-Zellen, die Wild-
typvirusstimme waren iiber BIAB-Zellen passagiert worden. Eine detaillierte Ubersicht

gewdhrt Tabelle 2.2.

Abkiirzung Bezeichnung Genotyp  Jahr Spezimen Isolation
Edm Edmonston B Vaccine/60s A 1954 Blut Vero
WTFb Erlangen.DEU/90 C2 1990 Blut BJAB
Wiid797 Wiirzburg. DEU/96/4797 D2 1996 Urin BJAB
Wi5679 Wiirzburg. DEU/98/5679 C2* 1998 Urin B95a
Wi7671 Wiirzburg. DEU/96/7671 D2* 1996 Urin BJAB

Tabelle 2.2: Ubersicht Uber die verwendeten Maser nvirusstamme.

Neben den international gebrauchlichen und geldufigen Kurzbezeichnungen sind die offiziellen
Bezeichnungen der Virusstimme angegeben. Zudem sind der Genotyp, Angaben zum Jahr der Erst-
isolierung, zum Patientenspezimen, aus dem das Virus isoliert wurde, und die zur Erstisolierung benutzte
Zellart angegeben.

(*) vermutlicher Genotyp

23 Antikdrper und Antikérperseren

Eine Ubersicht iiber die monoklonalen Primir- und polyklonalen Sekundirantikdrper
zeigen Tabellen 2.3 und 2.4 unter Angabe der Antigenspezifitit, der Klonbezeichnung,
der Zielspezies, der Herkunftsspezies und des Isotyps. Einige dieser aufgelisteten Anti-
korper waren urspriinglich am Institut fiir Virologie und Immunbiologie entwickelt,

kloniert und benannt worden. Folgende Primérantikdrper oder Seren wurden eingesetzt:

humanes, masernvirusspezifisches Hyperimmunserum eines an SSPE Erkrankten 12696

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland
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Maus-Anti-Masernvirus-Hédmagglutininprotein-IgG;-Antikorper K4
Maus-Anti-Masernvirus-Hamagglutininprotein-1gGa,-Antikdrper K83
Maus-Anti-Masernvirus-Hamagglutininprotein-1gGo,-Antikdrper L77
Maus-Anti-Masernvirus-Nukleokapsidprotein-1gGa,-Antikdrper F227
Maus-Anti-Mensch-CD9-1gG,-Antikorper K41
Maus-Anti-Mensch-CD46 (SCR1)-IgG;-Antikorper 13/42
Maus-Anti-Mensch-CD46 (SCR1)-IgG;-Antikorper B97

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CD48-1gG;-Antikorper 4H9 (Art.-Nr. sc-8397)
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CD54-1gG;-Antikorper 15.2 (Art.-Nr. C372)

Leinco Technologies, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika

Maus-Anti-Mensch-CD58-1gG;-Antikorper TS2/9.1.4.3 (Art.-Nr. sc-20009)
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CD62E-IgG-Antikorper 68-5H11 (Art.-Nr. 33361 A)
PharMingen, Karlsruhe, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CD150-IgG-Antikorper 5C6

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CD150-1gG;-Antikdrper A12 (Art.-Nr. 37701 A)
PharMingen, Karlsruhe, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-CDw150-IgG;-Antikorper IPO-3 (Art.-Nr. MC-720)

Kamiya, Seattle, Washington, Vereinigte Staaten von Amerika

Maus-Anti-Mensch-HLA-DRa-IgG;-Antikorper TAL.1BS (Art.-Nr. M 0746)
Dako, Hamburg, Deutschland

Maus-Anti-Mensch-HLA-Klasse-I-1gG,,-Antikdrper W6/32

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland
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Maus-Anti-Mensch-vWF-IgG-Antikorper 2F2-A9 (Art.-Nr. 34571 D)
PharMingen, Karlsruhe, Deutschland

Klonbezeichnung Zielmolekiil Zielspezies Herkunftsspezies Isotyp
K4 H Masernvirus Maus 1gG,
K83 H Masernvirus Maus IgGs,
L77 H Masernvirus Maus IgGs,
F227 N Masernvirus Maus IgG,,
K41 CD9 Mensch Maus IgG,
13/42 CD46 Mensch Maus IgG,
B97 CD46 Mensch Maus IgG,
4H9 CD48 Mensch Maus 1gG,
15.2 CD54 Mensch Maus IgG,
TS2/9.1.4.3 CD58 Mensch Maus IgG,
68-5H11 CD62E Mensch Maus IgG,
5C6 CD150 Mensch Maus IgG,
Al2 CD150 Mensch Maus IgG,
IPO-3 CDwl150 Mensch Maus IgG,
TAL.1B5 HLA-DRa Mensch Maus IgG,
W6/32 HLA-Klasse-I Mensch Maus IgGa,
2F2-A9 vWF Mensch Maus 1gG,

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten monoklonalen Primérantikor per.
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Folgende Sekundirantikérper wurden eingesetzt:

Alexa Fluor® 488-konjugierter Ziege-Anti-Maus-IgG (H+L)-IgG-Antikorper
(Art.-Nr. A-11001)
Alexa Fluor® 594-konjugierter Ziege-Anti-Maus-IgG (H+L)-IgG-Antikorper
(Art.-Nr. A-11005)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

FITC-konjugierter Kaninchen-Anti-Maus-Ig-IgG-Antikorper (Art.-Nr. F 0261)
FITC-konjugierter Schwein-Anti-Mensch-Ig-Antikorper (Art.-Nr. n. b.)
Dako, Hamburg, Deutschland

HRPO-konjugierter Ziege-Anti-Maus-IgG (H+L)-IgG-Antikorper
(Art.-Nr. 115-035-003)

Dianova, Hamburg, Deutschland

RPE-konjugierte Kaninchen-Anti-Maus-Ig-F(ab’),-Fragmente (Art.-Nr. R 0439)
Dako, Hamburg, Deutschland

Zielmolekiil Zielspezies Herkunftsspezies Isotyp Konjugat

IgG (H+L) Maus Ziege IgG Alexa Fluor® 488
IgG (H+L) Maus Ziege IgG Alexa Fluor®™ 594
IgG, IgM, IgA Maus Kaninchen IegG FITC

Ig, v. a. 1gG Mensch Kaninchen Ig FITC

IgG (H+L) Maus Ziege IgG HRPO

Ig, v. a. IgG Maus Kaninchen F(ab’), RPE

Tabelle 2.4: Ubersicht (iber die verwendeten konjugierten, polyklonalen Sekundér antikor per.
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2.4 Lektindetektion und Kernfarbung

Ulex-europaeus-Agglutinin I wurde als biotinyliertes Lektin von fluoreszenzfarbstoff-
gekoppeltem Streptavidin detektiert. Zur Gegenfarbung von Zellkernen bei der Immun-

fluoreszenzmikroskopie wurde der DNA-interkalierende Farbstoff DAPI verwendet:

4’ 6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid DAPI (D-1306)
Alexa Fluor® 594-konjugiertes Streptavidin (Art.-Nr. S-11227)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

biotinyliertes Ulex-europaeus-Agglutinin I (Art.-Nr. B-1065)

Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika

FITC-konjugiertes Streptavidin (Art.-Nr. F0422)
Dako, Hamburg, Deutschland

2.5 Enzyme

Fiir die Isolation von Endothelzellen aus der menschlichen Nabelschnurvene, die Kultur
adhérenter Zellen und die Molekularbiologe fanden die folgenden Enzyme und Enzym-

l6sungen Verwendung;:

ATV
(8,0 g/l NaCl, 0,4 g/l KCIL, 1,0 g/l D(+)-Glucose, 0,5 g/l NaHCOs, 0,5 g/l Trypsin 1:250
und 0,2 g/l Versene ad aqua dest. und pH 7,4)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Collagenase A (Art.-Nr. 103 586)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

SuperScript-II"™ Reverse Transcriptase (Art.-Nr. 18064-022)
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
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2.6 Zytokine, Mediatoren, Hormone und Endotoxine

Als Stimulantien fanden folgende Zytokine, Mediatoren, Hormone oder Endotoxine

Verwendung:

Histamin (Art.-Nr. H-7125)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

natiirliches, humanes Interferon-a (Art.-Nr. [IFNa-15)

Strathmann Biotech, Hamburg, Deutschland

rekombinantes, humanes Interferon-y (Art.-Nr. 11040596001)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

rekombinantes, humanes Interleukin-1f (Art.-Nr. IL1B-10)
rekombinantes, humanes Interleukin-4 (Art.-Nr. [L4CC)
rekombinantes, humanes Interleukin-6 (Art.-Nr. IL6CC)

Strathmann Biotech, Hamburg, Deutschland

Lipopolysaccharide von Escherichia coli 055:B5 (Art.-Nr. L-6529)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

rekombinanter, humaner Tumor-Nekrose-Faktor-a (Art.-Nr. TNFa-10)

Strathmann Biotech, Hamburg, Deutschland

2.7 Nukleotide

Folgende Mono- oder Oligonukleotide und DNA-Standard-Leitern fanden Verwendung:

dNTP Mixes 2 mM (Art.-Nr. R0241)
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Art.-Nr. SM0243)
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Art.-Nr. SM0313)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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p(dT);s (Art.-Nr. 814 270)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Primerpaare fiir CD46, SLAM, TLR2 und B-Aktin (s. Tabelle 2.5)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bezeichnung  Spezifitit Zielspezies  5'-3'-Sequenz

CD46 fw GCG CCG CGC ATG GAG CCT ccC G
CD46 Mensch

CD46 rev GGA GGC TTG TAA GTA GGC CTA G

CD150 fw CTC CTC ATT GGC TGA TGG ATC C
CD150 Mensch

CD150 rev GGA GTG GAG ACC TGC TCA TAA A

TLR2 fw GCC AAA GTC TTG ATT GAT TGG
TLR2 Mensch

TLR2 rev TTG AAG TTC TCC AGC TCC TG

B-Aktin fw TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC C
B-Aktin Mensch

B-Aktin rev CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT

Tabelle 2.5: Ubersicht {iber die verwendeten Oligonukleotide.

2.8 Nihrmedien und Seren

Als Ndhrmedien und Seren wurden die folgenden Substanzen und Produkte verwendet.

Selbst erstellte Medien sind ohne Herstellerangaben aufgelistet:

ECGS (Art.-Nr. E-2759)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Einfriermedium

(90 % (v/v) FCS und 10 % (v/v) DMSO)
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FCS (Art.-Nr. S0115)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Heparin 25.000 U (Art.-Nr. H-3149)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Mausserum (Art.-Nr. S25)
Millipore, Schwalbach, Deutschland

Medium 199 mit Earle-Salzen, L-Glutamin und 25 mM HEPES (Art.-Nr. 22340-020)
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

MEM und MEM 2x

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

MEM non-essential amino acids 100x (Art.-Nr. M-7145)
MEM vitamin solution 100x (Art.-Nr. M-6895)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat 5,6 % (w/v)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Natriumpyruvat 100 mM (Art.-Nr. S-8636)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

NuSerum™ IV (Art.-Nr. 51004)
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Overlay-Agar
(25 % (v/v) MEM mit 5 % (v/v) FCS, 37,5 % (v/v) Agar 2 % (w/v), 37,5 % (v/v) MEM
2X)

RPMI 1640 mit L-Glutamin (Art.-Nr. 51800-043)
RPMI 1640 mit 25 mM HEPES und GlutaMAX"™ I (Art.-Nr. 72400-054)
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
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2.9 Losungen und Puffer

Als Losungen und Puffer fanden die folgenden Substanzen und Produkte Verwendung.

Selbst erstellte Losungen oder Puffer sind ohne Herstellerangaben aufgelistet:

Blockierpuffer
(5 % (w/v) Magermilchpulver ad TBS-T-Puffer)

DEPC-H,O
(0,1 % (v/v) Diethylpyrrolidiniumcarbonat in aqua dest.)

destilliertes Wasser

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

DNA-/RNA-Farbpuffer 10x
(50 % (v/v) Glycerin, 0,4 % (v/v) Bromphenolblau, 0,4 % (v/v) Xylencyanol FF ad

aqua dest.)

Elutionspufter
(0,1 M Glycin-HCI ad aqua dest. und pH 2,7)

FACS-Puffer
(0,4 % (w/v) BSA, 0,02 % (w/v) Natriumazid in 1.000 ml PBS®)

First-Strand-Puffer 5x (Bestandteil von Art.-Nr. 18064-022)
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

HBSS" (Art.-Nr. L2045)

Biochrom, Berlin, Deutschland

HEPES (Art.-Nr. 9105.3)
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Laemmli-Probenpuffer
(7,0 ml Tris-HCI 4x mit pH 6,8, 1,0 g SDS, 3,0 ml Glycerin, 1,2 mg Bromphenolblau,
2,0 ml B-Mercaptoethanol, aqua dest. ad 10 ml Endvolumen)

Neutralrotlosung 1,6 % (w/v)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Lysispuffer
(1,0 % (v/v) NP-40-Alternative, 125 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1 mM EDTA sowie
1 Tablette Proteaseinhibitor pro 50 ml Endvolumen ad aqua dest. und pH 7,4)

Paraformaldehyd 3,7 % (w/v)
(37 g Paraformaldehyd in 1.000 ml PBS" oder PBS)

PBS
(8,0 g/ NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,15 g/l Na,HPO, - 2 H>0, 0,2 g/l KH,PO4, 0,167 g/l CaCl, -
4 H,O und 0,1 g/l MgCl, - 6 H,O ad aqua dest. und pH 7,4)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

pBS"”
(8,0 g/l NaCl, 0,2 g/1 KCl, 1,15 g/l Na,HPO, - 2 H,0, 0,2 g/l KH,PO, ad aqua dest. und
pH 7,4)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

PBS-T-Puffer
(0,05 % (v/v) TWEEN® 20 ad PBS und pH 7.4)

Proteingellaufpuffer
(3,03 % (w/v) Tris-Base, 14,4 % (v/v) Glycin, 1,0 % (w/v) SDS ad aqua dest.)

TAE-Puffer
(2 M Tris, 0,57 % (v/v) Essigsdure, 0,6 M EDTA ad aqua dest. und pH 8,0)

TBS-Puffer
(25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ad aqua dest. und pH 7.,4)
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TBS-T-Puffer
(25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) TWEEN® 20 ad aqua dest. und pH 7,4)

Triton X-100 0,25 % (v/v)
(2,5 ml Triton X-100 in 1.000 ml PBS" oder PBS)

Trypanblaulosung 0,4 % (w/v) (Art.-Nr. T-8154)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Waschpuffer A
(20 mM NaH,PO,, 20 mM NaHPO, ad aqua dest. und pH 7,4)

Western-Blot-Puffer [
(0,3 M Tris-HCI, 20 % (v/v) Methanol ad aqua dest. und pH 10,4)

Western-Blot-Puffer II
(0,025 M Tris-HCI, 20 % (v/v) Methanol ad aqua dest. und pH 7.,4)

Western-Blot-Puffer III
(0,025 M Tris-HCI, 20 % (v/v) Methanol, 0,04 M Aminocapronsdure ad aqua dest. und
pH9.4)

2.10 Chemikalien und Antibiotika

Folgende Chemikalien und Antibiotika wurden eingesetzt:

Acrylamid 4K-Losung 30 %, Mix 37,5:1 (Art.-Nr. A1672)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Agar 2 % (W/v)
(2,0 g Bacto™ Agar ad 100 ml aqua dest. und anschlieBende Autoklavierung)

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland
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UltraPure™ Agarose (Art.-Nr. 15510-027)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Aminocapronsédure (Art.-Nr. S-2504)
Ammoniumpersulfat (Art.-Nr. A-3678)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bacto™ Agar (Art.-Nr. 214010)
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Bicinchoninsdurelosung (Art.-Nr. B-9643)
B-Mercaptoethanol (Art.-Nr. M-7154)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Bromphenolblau (Art.-Nr. A3640)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

BSA (Fraktion V) (Art.-Nr. 160069)
ICN Biomedicals, Illkirch, Frankreich

1-Butanol (Art.-Nr. A3066)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

DABCO (Art.-Nr. D-2522)
DEPC (Art.-Nr. D-5758)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid (Art.-Nr. A994.1)
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol 0,1 M (Bestandteil von Art.-Nr. 18064-022)
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

EDTA (Art.-Nr. E-6758)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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Essigsdure (Art.-Nr. A0820)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Entwicklungs- und Fixierlosung

Kodak, Stuttgart, Deutschland

Ethanol absolut (Art.-Nr. A3693)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromidldsung 500 pg/ml (Art.-Nr. E-1385)
Gelatin, Typ A, aus Schweinehaut (Art.-Nr. G-2500)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Glutardialdehyd (~50 % (v/v) in Wasser) (Art.-Nr. 4995.1)
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin (Art.-Nr. 00749)
Ferak Laborat, Berlin, Deutschland

Glycin (Art.-Nr. A1377)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Kombinationslosung aus 100 mg/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin in agqua
dest. in Portionen zu 1,2 ml

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Kupfer-II-Sulfat-Losung 4 % (w/v) (Art.-Nr. B-2284)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Magermilchpulver Instant

Saliter, Obergiinzburg, Deutschland

Methanol (Art.-Nr. 106009)
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Mineral6l (Art.-Nr. 194836)
ICN Biomedicals, Illkirch, Frankreich

MOWIOL® 4-88 (Art.-Nr. 475904)
Calbiochem, Nottingham, England

Natriumazid (Art.-Nr. S-2002)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Natriumchlorid (Art.-Nr. A2942)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat (Art.-Nr. 6346)
Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphophat (Art.-Nr. 01143)
Ferak Laborat, Berlin, Deutschland

Natriumhydroxid-MaB16sung 1 M (Art.-Nr. A1432)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

NP-40-Alternative (Art.-Nr. 492016)
Calbiochem, Nottingham, England

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Art.-Nr. 11873580001)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Paraformaldehyd (Art.-Nr. A3813)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Propidiumiodidlésung 1,0 mg/ml (Art.-Nr. P-4864)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Protein G Sepharose™™ 4 Fast Flow (Art.-Nr. 17-0618-01)
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
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Proteinstandard Kaleidoscope Prestained Standards (Art.-Nr. 161-0324)
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Proteinstandardlésung 1,0 mg/ml (Art.-Nr. P-0914)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Art.-Nr. 10777-019)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Salzsdure-MaBlosung 1 M (Art.-Nr. A1434)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (Art.-Nr. L-3771)
TEMED (Art.-Nr. T-9281)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Tris (Art.-Nr. A1086)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100 (Art.-Nr. X100)

TWEEN® 20 (Art.-Nr. P-1379)

Xylencyanol FF (Art.-Nr. X-4126)
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2.11 Kits

Es wurden folgende Kits verwendet:

Alexa Fluor” 488 Monoclonal Antibody Labeling Kit (Art.-Nr. A-20181)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Amersham ECL™ Western Blotting Detection Reagents (Art.-Nr. RPN2106)
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
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GenElute™ Mammalian Total RNA Purification Kit (Art.-Nr. RTN10)
Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Mycoplasma Plus™ PCR Primer Set (Art.-Nr. 302008)

Stratagene, La Jolla, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika

PuRe Taq Ready-To-Go ™ PCR Beads (Art.-Nr. 27-9558-01)
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

2.12 Ein- und Mehrwegmaterialien

Steriles Einwegmaterial fiir Experimente in den Bereichen Zellkultur, Proteinbiochemie
und Molekularbiologie wurden von Eppendorf, Hamburg, greiner bio-one, Fricken-
hausen, Nalge Nunc, Wiesbaden, und Sarstedt, Niimbrecht, alle Deutschland, bezogen.
Sehr hiufig verwendete oder spezielle Materialien sind nachstehend aufgefiihrt. Steri-
lisierbare Schraubverschlussflaschen, Erlenmeyerkolben, Vakuumiiberlaufflaschen oder

Glaspipetten verschiedener Grof3e wurden von Schott, Mainz, Deutschland, geliefert.

Deckgliser
Superior Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Dialyseschlduche Typ 27/32
Serva, Heidelberg, Deutschland

Durchflusszytometrieréhrchen (Art.-Nr. RE03)
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Einmalhandschuhe
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Einmalskalpelle

Zentrallager des Universitdtsklinikums Wiirzburg, Deutschland
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Elektrophoreseapparatur
Geltrager

Glasarbeitsplatte

Kamme verschiedener Grof3e

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Kammerobjekrttriger Lab-Tek™ I Chamber Slide™ System aus Permanox™
mit 2 (Art.-Nr. 177429), 4 (Art.-Nr. 177437) oder 8 Kammern (Art.-Nr. 177445)
Nalge Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Kryokonservierungsrohrchen (Art.-Nr. 122 2XX)

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Membranfilter 0,2 um mit 47 mm Durchmesser
Nitrozellulosetransfermembran Protran® 0,45 um

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Pasteurpipetten
Nalge Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Pipettenspitzen
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rollerkulturflaschen

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Rontgenfilme

Kodak, Stuttgart, Deutschland

20-ml-Spritzen Primo

Biittner-Frank, Erlangen, Deutschland

Millex®-GS oder -HA Ultracleaning Filter Unit 0,22 oder 0,45 pm
Millipore, Schwalbach, Deutschland

36



2 Material

Einmalkiivetten UVette®

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Venenverweilkatheter Vasculon® Plus 16 G

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
handelsiibliche Wiascheklammer

Whatman-Papier Typ GB002 (Art.-Nr. 013151)
Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Zellkulturflaschen Cellstar ™ mit Filter
GroBen 25 cm” oder 50 ml (Art.-Nr. 690 175), 75 cm® oder 250 ml (Art.-Nr. 668 175),
175 cm? oder 550 ml (Art.-Nr. 660 175) oder 175 cm? oder 650 ml (Art.-Nr. 661 175)

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturflaschen Cellstar™ ohne Filter
GroBen 25 cm” oder 50 ml (Art.-Nr. 690 170), 75 cm® oder 250 ml (Art.-Nr. 658 170),
175 cm? oder 550 ml (Art.-Nr. 660 160) oder 175 cm? oder 650 ml (Art.-Nr. 661 160)

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatten 6 Wells (Art.-Nr. 657 160)

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatten Costar® 12 Wells (Art.-Nr. 3512)

Corning, Corning, New York, Vereinigte Staaten von Amerika

Zellkulturplatten 24 Wells (Art.-Nr. 662 160)
Zellkulturplatten 48 Wells (Art.-Nr. 677 180)
15-ml-Zentrifugenrohrchen (Art.-Nr. 188 261)
50-ml-Zentrifugenréhrchen (Art.-Nr. 227 261)

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland
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2.13 Apparaturen und Geréte

Die Experimente wurden in einem Laboratorium der Sicherheitsstufe 2 des Instituts fiir
Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland, durchgefiihrt. Es standen neben
den folgend aufgefiihrten Geriten ein Brutraum mit 37 °C, ein Kiihlraum mit 4 °C, ein
Gefrierraum mit —20 °C und Aufbewahrungstanks mit fliissigem Stickstoff zur Verfii-
gung. Soweit nicht anders angegeben, wurden Zentrifugationsschritte in der Stand-

zentrifuge Rotixa KS vorgenommen.

Analysewaage

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Autoklav 23
MELAG Medizintechnik, Berlin, Deutschland

BioPhotometer 6131

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Blottingapparatur

Institut fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg, Deutschland

Brutschrianke 33 und 37 °C

Heraeus, Hanau, Deutschland

Digitalkamera DC 300F

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Durchflusszytometer FACScan™ mit Software Lysis II"™ und CellQuest™

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Eismaschine AF30

Scotsman, Mailand, Italien
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Filterapparatur

n. b.

Fluoreszenzmikroskop Aristoplan
Inversmikroskop Labovert FS

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Kiihlschrank 4 °C
Siemens, Miinchen, Deutschland

Bauknecht, Schorndorf, Deutschland

Magnetheizriihrer Ikamag RCT
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Mikropipetten
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikrowellengerit

Panasonic, Hamburg, Deutschland

Netzgerit
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

pH-Meter
Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim, Deutschland

Rotoren JA-10 und JA-20
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Proteinchromatographie

Pharmacia LKB, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Standzentrifuge J2-MC
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
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Standzentrifuge Rotixa KS
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Sterilwerkbank
Gelaire, Sydney, Australien

Thermal Cycler DNA 480

Perkin Elmer, Boston, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika

Tietkiihltruhe —80 °C

Revco, Asheville, North Carolina, Vereinigte Staaten von Amerika

Tiefkiihlschrank —20 °C
Siemens, Miinchen, Deutschland

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Tischzentrifuge Millifuge
Millipore, Schwalbach, Deutschland

Transilluminator
Ultraviolettlichteinheit

Vilber Lourmat, n. b., Frankreich

Vortexer
Wasserbad
GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland

Wippschiittler
Edmund Biihler, Tiibingen, Deutschland

Zahlkammer nach Neubauer

Superior Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland
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3.1 Zellbiologische Methoden
3.1.1 Gewinnung von Endothelzellen aus der menschlichen
Nabelschnurvene

3.1.1.1  Ansetzen der Enzyml6sung

500 mg lyophilisierte Collagenase A, ein aus Clostridium histolyticum isoliertes,
ungereinigtes Gemisch aus Clostridiopeptidase A, Proteasen, Polysaccharidasen und
Lipasen, werden in 1.000 ml steriler PBS gelost. Da die lyophiliserte Collagenase A
herstellungsbedingt nicht als steril anzusehen ist, wird diese Losung zur Minderung des
Kontaminationsrisikos mittels einer sterilisierten Filterapparatur fiir wissrige Losungen
gereinigt, indem ein Vakuum an eine einem Membranfilter von 0,2 um Porengrof3e
nachgeschaltete Auffangkammer angelegt wird. Die gefilterte Kollagenase-A-Ldsung
wird dann in Portionen zu etwa 40 ml, ausreichend zur Verarbeitung von etwa zwei
Nabelschniiren von jeweils etwa 25 cm Linge, in sterile, 50 ml fassende Zentrifuga-
tionsrohrchen tiberfiihrt, zur Vermeidung von Aktivitédtsverlusten rasch eingefroren und
bis zu drei Monate bei —20 °C aufbewahrt. Zeitnah vor der anstehenden Isolierung von
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene kann diese Losung bei Raumtemperatur oder
im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und nach Erwdrmung auf eine Temperatur von 37 °C

bei maximaler Enzymaktivitit verwendet werden.
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3.1.1.2  Isolierung der Endothelzellen

Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene, sogenannte human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), kénnen durch Enzymbehandlung aus der Nabelschnurvene
gewonnen und anschlieBend kultiviert werden. Die Isolationsmethode folgt weitgehend
dem urspriinglichen und weiterentwickelten Protokoll (Jaffe et al. 1973), das kiirzlich
noch einmal anschaulich zusammengefalit wurde (Marin et al. 2001).

Die Nabelschnur wird zundchst kindsnah abgeklemmt und mit einem scharfen
Skalpell nahe der Abklemmungsstelle und nahe der Plazenta durchtrennt. Um einer
Austrocknung und einer bakteriellen Besiedlung entgegenzuwirken, wird die Nabel-
schnur in einem sterilen geschlossenen Glasgefdl mit Schraubverschluss, das mit etwa
80 ml steriler, mit einer Zweifachkombination Antibiotika versetzter PBS gefiillt ist, im
Kiihlschrank bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Moglichst friih und innerhalb einer Zeitspanne von hdchstens 12 h wird mit der
Isolierung von Endothelzellen der Nabelschnurvene begonnen. Obwohl die Nabelschnur
vom Kind und der Plazenta nicht unter streng sterilen Bedingungen entnommen werden
konnte, werden zur Verringerung des Kontaminationsrisikos im Vorfeld der Zellkultur
ein steriler Arbeitsplatz und sterile Instrumente flir die Isolierung vorausgesetzt. Unter
der Sicherheitswerkbank wird der Arbeitsplatz eingerichtet.

Zuerst wird die menschliche Nabelschnur aus dem Glas herausgenommen, kurz in
70 % (v/v) technisches Ethanol eingetaucht und in steriler PBS bis zur unmittelbaren
Verarbeitung eingelegt. Beide Enden der Nabelschnur werden auf einer sterilen Glas-
arbeitsplatte mit einem Skalpell um etwa 1 cm gekiirzt, die Reststiicke verworfen. Aus
einem 16 G dicken Venenverweilkatheter wird die Kaniile entfernt. Nun wird die Nabel-
schnurvene aufgesucht und gegeniiber den beiden Nabelschnurarterien abgegrenzt. Der
verbliebene Katheter wird vorsichtig in die Vene eingeschoben und mit einer handels-
iiblichen, sterilisierten Wascheklammer so fixiert, dal auch unter erh6htem intraveno-
sem Druck keine Fliissigkeit aus der Vene entweichen kann. Nun wird die Vene in ihrer
gesamten Linge mit mindestens 40 ml steriler PBS in 20-ml-Spritzen solange gespiilt,
bis makroskopisch kein vendses Blut mehr sichtbar ist. Mit auf 37 °C erwéarmter 0,05 %

(w/v) Kollagenase-A-Losung wird die iiberschiissige PBS ausgespiilt, die Nabelschnur
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am dem Katheter entgegengesetzten Ende, im Folgenden das untere Ende genannt, mit
einer Metallklemme abgeklemmt. Nun kann die Nabelschnurvene mit der 37 °C
warmen 0,5 % (w/v) Kollagenase-A-Losung prall gefiillt werden. Nach Abklemmung
der Nabelschnur unterhalb der Wéscheklammer und Entfernung der Wéscheklammer
wird der Katheter vorsichtig gezogen. Es folgt eine Inkubation der Nabelschnur in
einem mit steriler PBS gefiillten Wasserbad bei 37 °C fiir 7 min. Abbildung 3.1 verdeut-

licht die anatomischen Verhéiltnisse der Nabelschnur.

Abbildung 3.1: Schematischer Quer schnitt durch die menschliche Nabelschnur.
Schematischer Querschnitt durch die menschliche Nabelschnur mit der V. umbilicalis (V), den beiden
Aa. umbilicales (A) und den Resten von Ductus allantoicus (D1) und Ductus omphaloentericus (D2), die

in die gallertartige Substanz der Wharton-Sulze eingebettet sind (modifiziert nach Pschyrembel 1998).

Nach der Inkubationszeit wird die Nabelschnur fiir ungefidhr 2 min leicht massiert, um
die Endothelzellverbinde in der Nabelschnurvene besser 16sen zu konnen. Anschlieend
wird im Abstand von 1,5 cm der unteren Metallklemme eine weitere angebracht und die
Nabelschnur mit einem Skalpell zwischen diesen beiden Metallklemmen durchtrennt.
Die letztangebrachte Klemme wird nun entfernt und der Inhalt der Nabelschnurvene in
ein Zentrifugationsrohrchen mit Medium 199 und 10 % (v/v) FCS einlaufen lassen. Die
Nabelschnurvene wird nicht ausgedriickt oder mit steriler PBS nachgespiilt. Im An-
schluss wird die Zellsuspension bei Raumtemperatur und 1.200 rpm, etwa 150-200 g,
iiber 10 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird nun je
nach geschitzter Zellausbeute in etwa 10 ml HUVEC-Medium aufgenommen und in

ZellkulturgefaBBe ausgesit. Die Zellkultur wird spétestens nach einer Ruhezeit von 24 h
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mikroskopisch beurteilt und nach mehreren Waschschritten mit frischem, auf 37 °C er-
wiarmtem HUVEC-Medium versorgt. Dabei werden auch mdglicherweise noch vorhan-
dene Erythrozyten beseitigt, die durch enzymatische Auflosung von Blutkoageln in die
Kultur gelangt sind. Die HUVEC befinden sich nun in der 0. Passage und kdnnen bis
kurz vor Erreichen eines konfluenten, einschichtigen Zellverbandes, eines sogenannten

Monolayers, vermehrt werden.

3.1.2 Kultur und Konservierung von Zellen

3.1.2.1  Beschichtungslosungen

fur die Kultur von humanen Endothelzellen

5,0 g Gelatine vom Typ A aus Schweinehaut werden in 1.000 ml destilliertem Wasser
auf eine Temperatur zwischen 80 und 100 °C erhitzt und bis zur vollstdndigen Auflo-
sung der Gelatine unter stetem Riihren auf einem beheizbaren Magnetriihrgerdt inku-
biert. Die erhaltene 0,5 % (w/v) Gelatinelosung wird anschliefend iiber etwa 1 h unter
einem Druck von 1 bar bei einer Temperatur von 120-130 °C in einem Autoklaven
sterilisiert und in praktischen Portionen zu etwa 50 ml bei Verwendung innerhalb zwei
Wochen bei 4 °C im Kiihlschrank oder -raum, bei Lagerung von bis zu drei Monaten bei
—20 °C im Gefrierschrank oder -raum aufbewahrt.

Zur Bereitstellung von 1.000 ml 2 % (v/v) Glutardialdehydlésung werden 20 ml
Glutardialdehyd in 980 ml steriler PBS geldst und bei —20 °C eingefroren gelagert. Eine

Aufbewahrung bei 4 °C ldnger als eine Woche wird vermieden.

3.1.2.2  Beschichtung von Zellkulturgefd3en

fur die Kultur von humanen Endothelzellen

Fiir die Kultur von HUVEC oder HBMEC sollten giinstige Adhédrenz- und Wachstums-
bedingungen geschaffen werden, indem die Zellkulturgefifle mit Gelatinelosung alleine
oder einer Kombination von Gelatinelosung und anschlieBender Quervernetzung der

Kollagenfibrillen mittels Glutardialdehydlosung beschichtet werden. Hierbei werden
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Boden von ZellkulturgefdBlen aus Kunststoff zunachst mit 0,5 % (w/v) Gelatinelosung
bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Die Boden werden dann von {iberschiissiger
Gelatinelosung befreit und einmalig mit steriler PBS gewaschen, indem der Boden der
Zellkulturgefafe fiir 10 min mit steriler PBS versetzt wird. Die Waschlosung kann dann
mittels steriler Glaspipetten abgenommen werden. Im Anschluss kénnen die Zellkultur-
gefidle bei 4 °C zwischengelagert werden.

Bdden von ZellkulturgefaBBen aus Glasmaterialien werden zundchst ebenfalls mit
0,5 % (w/v) Gelatinelosung behandelt. Nach Abnahme der tiberschiissigen Gelatine-
16sung werden die am Boden anhaftenden Kollagenfasern nun mittels 2 % (v/v) Glutar-
dialdehydlosung iiber 30 min vernetzt. Wegen der zytotoxischen Wirkung von Glutardi-
aldehyd werden drei Waschschritte mit steriler PBS von je 10 min Dauer angeschlossen.

Auch die so beschichteten Zellkulturgefa3e konnen dann bei 4 °C gelagert werden.

3.1.2.3  Kultur adhdrent und in Suspension wachsender Zellen

Adhérent wachsende Zellen werden in mit Filtern ausgestatteten ZellkulturgefdBen aus
Kunststoff in an die jeweilige Zellart angepasstes Zellkulturmedium mit Beimischung
von FCS und Antibiotika im befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und unter Begasung
mit CO; zu einem Konzentrationsgemisch von 95 % (v/v) Luft und 5 % (v/v) CO, inku-
biert. Nach Vermehrung und vor Ausbildung eines vollstindig konfluenten Zellrasens
werden die Zellen nach einem Waschschritt mittels etwa 1 ml, moglichst 37 °C warmer
ATV-Losung pro 50 cm® Kulturoberfliche gelost, mit Zellkulturmedium versetzt und
nach Bedarf im Verhéltnis von etwa 1:5 bis 1:10 wieder in neue Zellkulturgefdle aus-
gesdt. Das Zellkulturmedium wird alle 2—3 d abgezogen und durch frisches ersetzt.

Als Zellkulturmedien fiir die adhidrent wachsenden, nichtendothelialen Zellarten
kommen folgende Zusammensetzungen zum Einsatz: fiir B95a-Zellen RPMI 1640 mit
10 % (v/v) FCS und 200 mM L-Glutamin, fiir Vero-Zellen NaHCOs-gepuftertes MEM
mit 5 % (v/v) FCS und 200 mM L-Glutamin, fiir HeLa-Zellen NaHCOs-gepuffertes
MEM mit 10 % (v/v) FCS und 200 mM L-Glutamin und fiir CHO-K1-Zellen und deren
Abkommlinge NaHCOs-gepuffertes MEM mit 5 % (v/v) FCS und 200 mM L-Glutamin.

Zur Verringerung des Risikos der Kontamination der Kulturen mit Bakterien wird eine
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Antibiotikakombination von Penicillin und Streptomycin mit einer Endkonzentration
von je etwa 240 pg/ml im Medium verwendet.

Die Kultur endothelialer Zellen erfordert im Gegensatz dazu hohere Anspriiche an
die Kulturgefdle und die Zusammensetzung des Nahrmediums. Die Boden der Kultur-
gefialle werden hierbei zur verbesserten Zelladhédrenz vorbeschichtet. Fiir die Kultur von
HUVEC wird als Grundndhrmedium Medium 199 mit Earle-Salzen, 2 mM L-Glutamin
und 25 mM HEPES verwendet. Eine Anreicherung findet mit 20 % (v/v) FCS, 5 U/ml
Heparin, 30 pg/ml ECGS und der schon genannten Antibiotikakombination statt. Fiir
die Kultur von HBMEC wird RPMI 1640 mit 25 mM HEPES und GlutaMAX™ I mit
10 % (v/v) FCS, 10 % (v/v) NuSerum™™ IV, 1 % (v/v) MEM non-essential amino acids
100x, 1 % (v/v) vitamin solution 100x, 1 mM Natriumpyruvat, 5 U/ml Heparin,
30 pg/ml ECGS und ebenfalls der Antibiotikakombination angereichert. Es werden nur
HUVEC in der 0. und 1. Passage, gelegentlich in der 2. Passage, und HBMEC zwischen
der 16. und 20. Passage eingesetzt.

BJAB-Zellen als Vertreter von Suspensionszellen werden ebenfalls in mit Filtern
ausgestatteten ZellkulturgefaBBen aus Kunststoff in RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin
und zusétzlich 10 % (v/v) FCS und der schon beschriebenen Antibiotikakombination im
befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und unter Begasung mit CO;, zu einem Konzen-
trationsgemisch von 95 % (v/v) Luft und 5 % (v/v) CO; inkubiert. Erreichen die Zellen
in der Suspensionskultur eine Dichte, die eine weitere Zellvermehrung erschwert,
werden die Zellen je nach Bedarf im Verhéltnis von etwa 1:5 bis 1:10 wieder in neue
Zellkulturgefaf3e tiberfiihrt und mit entsprechendem Zellkulturmedium versetzt. Ist eine
solche Zelldichte noch nicht erreicht, wird dem Zellkulturgefal3 frisches Medium hinzu-
gegeben. Fiir die Produktion groBerer Zellmengen wird die jeweilige Zellsuspension in
Rollerkulturflaschen unter kontinuierlichem Rollen im Brutraum bei 37 °C inkubiert.
Um eine hohere Pufferkapazitit des Zellkulturmediums bei hier fehlender CO,-Be-
gasung zu erreichen, wird dem Zellkulturmedium 25 mM HEPES zugesetzt.

Um die kultivierten Zellen vor den Komplementfaktoren und kreuzreagierenden
Antikorpern zu schiitzen, wird das FCS vor seiner Verwendung fiir 30 min bei 60 °C
inaktiviert und erneut zur Abkiihlung gebracht. Nun ist das inaktiverte FCS bei einer

Lagertemperatur von 4 °C zur Anreicherung von Nidhrmedien verwendbar.
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3.1.2.4  Kultur von Hybridomzellen zur Antikérpergewinnung

Hybridomzellen, die durch die Fusion von Antikérper produzierenden Zellen mit den
immortalisierten, murinen Myelomzellen SP2/0 entstanden sind, werden in RPMI 1640
mit L-Glutamin mit 10 % (v/v) FCS als leicht adhdrente Zellen im befeuchteten Brut-
schrank bei 37 °C und unter Begasung mit CO; zu einem Konzentrationsgemisch von
95 % (v/v) Luft und 5 % (v/v) CO; inkubiert. Bei Erreichen eines recht konfluenten
Zellrasens wird das iiberstehende Ndhrmedium regelmiBig gegen frisches ausgetauscht.
Das entfernte Ndhrmedium dient dabei als Ausgangslosung zur Aufreinigung und Kon-
zentrierung des monoklonalen Antikorpers. Zur Teilung der Zellkultur reicht es aus, den
Boden der Zellkulturflasche mit Ndahrmedium zu spiilen, um die erhaltene Zellsus-

pension zu teilen und neu auszuséen.

3.1.2.5  Zellzéhlung

Zellen werden vor ihrer Verwendung fiir Experimente gezdhlt. Hierfiir wird ein Hamo-
zytometer in Form einer Zdhlkammer mit einer Einteilung nach Neubauer benutzt.
Adhérent wachsende Zellen werden zunichst gelost und in eine homogene Suspension
versetzt. In Suspension wachsende Zellen werden ebenfalls durch vorsichtiges Schiitteln
in eine homogene Suspension tiberfiihrt.

Sollen bereits abgestorbene Zellen nicht in die Zdhlung eingehen, werden 100 pl
einer solchen Zellsuspension mit einem gleichen Volumen 0,4 % (w/v) Trypanblau-
16sung versetzt und resuspendiert. Die Zelldichte ergibt sich nun aus der Multiplikation
der ausgezéhlten Zellen eines der neun Quadrate der Zahlkammer nach Neubauer mit
dem Faktor 2 - 10" und beschreibt die Zellzahl je pl. Blau gefirbte Zellen werden nicht
in die Zahlung eingeschlossen. Die Zdhlvorgénge werden mindestens zweimalig separat
durchgefiihrt. Natiirlich kann nun auf die Gesamtzellzahl in der urspriinglichen Sus-
pension zuriickgerechnet werden, indem die ermittelte Zelldichte mit dem Volumen der

urspriinglichen Zellsuspension multipliziert wird.
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3.1.2.6  Kryokonservierung von Zellen

Zellen konnen durch Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff gelagert und nach dem
Auftauen wieder zur Kultur verwendet werden. Dafiir werden etwa 2 - 10° adhirent
wachsende nach Ablésung und 1 - 107 in Suspension wachsende Zellen in Suspension
fiir 10 min bei 1.200 rpm, etwa 200 g, und 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand durch
Dekantierung verworfen und das Zellpellet in 2 ml 4 °C kaltem Einfriermedium, be-
stehend aus FCS mit 10 % (v/v) DMSO, resuspendiert. Anschlieend werden je 1 ml
der Zellsuspension in auf —20 °C vorgekiihlte Kryokonservierungsrohrchen iiberfiihrt.
Um eine Abkiihlung der Zellsuspension um etwa 1 °C pro Minute zu erreichen, wird das
Kryokonservierungsrohrchen in einem Styroporbehilter zunichst fiir 2 h im Gefrier-
schrank bei —20 °C, anschlieBend fiir weitere 10 h im Gefrierschrank bei —80 °C
zwischengelagert, bevor es in fliissigem Stickstoff fiir einen ldngeren Zeitraum gelagert
werden kann.

Zum Auftauen der Zellen wird das Kryokonservierungsrohrchen mit der Zell-
suspension in ein auf 37 °C vorgewirmtes Wasserbad getaucht und unmittelbar nach
Antauen der gefrorenen Zellsuspension mit 70 % (v/v) Ethanol ziigig abgewischt. Zum
vollstdndigen Auftauen der Zellsuspension wird der Inhalt des R6hrchens in 9 ml, auf
37 °C vorgewidrmtes Zellkulturmedium ftberfiihrt. Zur weiteren Verdiinnung des Ein-
friermediums erfolgt nun rasch die Zentrifugation der Zellsuspension fiir 10 min bei
etwa 1.200 rpm, etwa 200 g, um toxische Effekte des Einfriermediums, speziell des
Zellstabilisators DMSO, auf die Zellen zu minimieren. Das Zellpellet wird dann in
frisches Kulturmedium aufgenommen. Nach Aussden der Suspension der adhirent
wachsenden Zellen werden die Zellkulturgefdf3e wie iiblich inkubiert und nach erfolgter
Anheftung der Zellen an die Oberfléche spétestens 24 h nach Entfernen des Zellkultur-
mediums mit frischem Zellkulturmedium versorgt. Die Zellen werden zuvor in ihrer
Vitalitit und Morphologie beurteilt. Das Wachstumsverhalten der Zellen ist nun
abhingig von der Zellart, der eingefrorenen Charge und der Qualitdt des Einfrier- und

Auftauvorgangs.
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3.1.2.7  Mykoplasmentestung

Prinzipiell werden Zellkulturen tiglich auf ihr Wachstumsverhalten und ihre Morpho-
logie beurteilt. Kontaminationen der Zellkultur mit Bakterien, Pilzen und Hefen kdnnen
so in ausreichendem MalBe frithzeitig mikroskopisch eindeutig erkannt werden. Eine
Kontamination der Zellkultur mit Mykoplasmen, die sich intrazelluldr in Vakuolen
vermehren, ist mikroskopisch nicht oder nur sehr schwer indirekt zu erkennen. Im
Verdachtsfall wird die Zellkultur unmittelbar verworfen und durch eine neu aufgetaute
Charge ersetzt. RegelméBig, in jedem Fall vor jedem Einfriervorgang, werden Zellkul-
turen auf eine Kontamination mit Mykoplasmen untersucht. Dazu wird die Zellkultur
fir 3 d im jeweiligen Zellkulturmedium mit FCS ohne die Zweifachkombination
Penicillin und Streptomycin inkubiert. Der Nachweis einer Verunreinigung erfolgt dann
aus dem zellfreien Uberstand iiber die Bestimmung von Mykoplasmen-DNA mittels
eines Mykoplasmen-PCR-Detektions-Kits. Ist der Mykoplasmennachweis positiv, wird
die Kultur durch eine nichtkontaminierte Charge ersetzt. Auf eine mykoplasmenspezi-
fische antibiotische Therapie konnte allerdings im Rahmen dieser wissenschaftlichen

Arbeit verzichtet werden.

3.2 Histo- und zytochemische Methoden

3.2.1 Herstellung der Eindecklésung

Grundsubstanz fiir die Eindeckldsung fiir die Phasenkontrast- und Immunfluoreszenz-
mikroskopie ist MOWIOL® 4-88. In einem Erlenmeyerkolben werden 2,4 g MOWIOL®
4-88 und 6,0 g Glycerin gemischt, vorsichtig unter stetem Riithren mit 6,0 ml aqua dest.
versetzt und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel werden 2,42 g Tris-Base in
etwa 80 ml aqua dest. geldst, die Losung mit HCI-MaBlosung 1 M auf pH 8,5 titriert
und mit aqua dest. auf 100 ml einer 0,2 M Tris-HCI-Losung mit pH 8,5 aufgefiillt. Nach
der Inkubationszeit wird der Ansatz um 12 ml der 0,2 M Tris-HCI-L&sung mit pH 8,5

ergidnzt und unter weiterhin stetem Riihren fiir etwa 15 min nun bei 50 °C auf dem

49



3 Methoden

Magnetheizriihrer inkubiert. Nach dem Losen der Substanzen folgt ein Zentrifugations-
schritt in der Standzentrifuge J2-MC mit dem Rotor JA-20 fiir 15 min bei 6.400 rpm,
etwa 3.200 g, und 20 °C, um eventuell nicht geloste Bestandteile zu entfernen. Nun
werden 18 ml des Uberstandes vorsichtig in ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt,
mit 0,45 g DABCO zu einer Endkonzentration von 2,5 % (w/v) versetzt und kurz bei
37 °C im Wasserbad in Losung gebracht. Anschliefend kann die Eindeckldsung portio-
niert und bei —20 °C gelagert werden.

322 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen werden mit dem Durchflusszytometer FACScan™
von Becton Dickinson unter Verwendung der Software Lysis II"™ durchgefiihrt. Die so
erhaltenen Rohdaten werden anschlieBend mit der Software CellQuest™ ausgewertet.

Im Hinblick auf den Ablauf der Immunfluoreszenzfarbungen wird hier zwischen
Oberflachen- und Intrazelluldrfarbungen und zwischen Einfach- und Doppelfarbungen
mit oder ohne Gegenfiarbung der nichtvitalen Zellen unterschieden. Grundsitzlich wird
folgendes Protokoll angewendet. Adhidrent wachsende Zellarten werden zunéchst mit
PBS") zweimalig gewaschen und mit HBSS" und 1 mM EDTA in eine Zellsuspension
iiberfiihrt. Ein dhnliches Vorgehen verlangen Suspensionszellen, die mehrfach fiir 10
min bei 1.200 rpm, etwa 200 g, bei 4 °C mit PBS") gewaschen werden. Die Volumina
der Losungen werden den Wachstumsfldchen oder Suspensionsvolumina entsprechend
angepasst.

Sodann werden 2—5 - 10* Zellen in einem Volumen von 200 pl in ein spezielles, fiir
das Durchflusszytometer ausgelegtes Rohrchen pipettiert. Die Anzahl der Rohrchen
richtet sich dabei nach der Anzahl der unterschiedlichen Messungen. Zunichst werden
die Rohrchen fiir 10 min bei 1.200 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand mit
einer unter Vakuum stehenden Pasteurpipette verworfen. Nun wird das Pellet in 100 pl
3,7 % (v/v) Paraformaldehyd in PBS" aufgenommen, resuspendiert und die Zellen fiir
7-10 min auf Eis fixiert. AnschlieBend werden die Zellsuspensionen mit jeweils 1 ml
FACS-Puffer gewaschen, was ein erneutes Zentrifugieren und Verwerfen des Uber-

standes beinhaltet. Fiir intrazelluldre Farbungen werden die fixierten Zellen nun mit je
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100 pl Triton X-100 0,25 % (v/v) in PBS") permeabilisiert, wieder fiir 10 min auf Eis
inkubiert und erneut mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen.

Zur Vorbereitung der Immunfarbungen werden unspezifische Antikorperbindungs-
stellen mit jeweils 1 ml RPMI 1640 mit 10 % (v/v) FCS {iber 30 min auf Eis oder {iber
Nacht im Kiihlschrank blockiert, bevor sich ein Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer an-
schlieBt. Nun folgt die Inkubation der Zellen mit dem Primérantikdrper oder dem bio-
tinylierten Lektin in einer zuvor kontrollierten und angepassten Verdiinnungsstufe von
etwa 1:100 bis 1:50 in einem Volumen von 75-100 pl fiir etwa 45 min auf Eis. Nach
mindestens zwei Waschschritten mit 1 ml FACS-Puffer konnen die Zellen mit einem
fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Sekundirantikorper, meistens mit dem polyklonalen
FITC-konjugierten Anti-Maus-IgG-Antikorper, in einer Verdiinnungsstufe von 1:100
oder mit dem fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Streptavidin in einem Volumen von 75—
100 pl fir 45 min in lichtgeschiitzter Umgebung im Kiihlschrank inkubiert werden.
Nach mindestens zwei erneuten Waschschritten mit 1 ml FACS-Puffer werden die Zell-
pellets in jeweils 50-300 pl FACS-Puffer aufgenommen und resuspendiert.

Um nichtvitale Zellen durchflusszytometrisch auszuschlieBen, konnen die Pellets
in 25 pl einer Propidiumiodidlésung in einer Endkonzentration von 1 pg/ml zur Gegen-
farbung aufgenommen und dann wéhrend der Messphase nicht beriicksichtigt werden.
Abweichend vom Protokoll der Einfachfarbungen werden Oberflachendoppelfiarbungen
zum Nachweis einer Masernvirusinfektion und der Masernvirusrezeptorexpression mit
dem direktmarkierten, MV-H-spezifischen Antikorper K4 durchgefiihrt. Fiir die
Detektion der CD46- und SLAM-spezifischen Primdrantikérper 13/42 und 5C6 wird ein
RPE-gekoppelter Sekundérantikorper zur Vermeidung von Kreuzreaktionen verwendet.
Dabei wird im Rahmen des Protokolls nach der Farbung mit den Primér- und Sekundér-
antikorpern vor Zugabe des direktmarkierten Antikorpers ein Blockierschritt mit muri-
nem Serum vorgenommen.

Nach Abschluss der direkten oder indirekten Immunfluoreszenzfarbungen wird die
durchflusszytometrische Analyse ziigig vorgenommen. Dabei wird nach Ausgrenzung
morphologisch toter und propidiumiodidpositiver Zellen die Fluoreszenzintensitit von
5-10° bis 1 - 10* Zellen gemessen und gegeniiber der Negativkontrolle eines nicht bin-

denden, isotypen Antikorpers analysiert.
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323 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Fiir immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen stehen mit dem Lab-Tek®-II-
Chamber-Slide™-System Kammerobjekttriger aus UV-durchlissigem Kunststoff zur
Verfligung. Adhirent wachsende Zellen werden dabei in Kammern direkt auf dem
Objekttrager kultiviert und je nach Versuchsanordnung infiziert und immungeférbt.

Fiir die indirekte Immunfluoreszenzfarbung wird das Ndhrmedium mittels einer
unter einem schwachen Vakuum stehenden Pasteurpipette vorsichtig abgezogen und der
Zellmonolayer zweimal vorsichtig mit 200 pl PBS gewaschen. Im weiteren Verlauf
werden die Arbeitsschritte auf Eis und mit anschlieBenden, mindestens einmaligen
Waschschritten mit 400 pl PBS fiir 2 min vorgenommen, Inkubationen werden im Kiihl-
schrank bei 4 °C durchgefiihrt. Einem Fixierungsschritt mit 3,7 % (w/v) Paraform-
aldehydldsung in PBS fiir etwa 7-10 min folgt die Permeabilisierung der Zellen mit
0,25 % (v/v) Triton X-100 in PBS fiir 10 min. AnschlieBend werden unspezifische Anti-
korperbindungsstellen mit 400 pl kaltem MEM und 10 % (v/v) FCS tiber 1 h blockiert.
Nun werden die Zellen mit der Verdiinnung des Primirantikdrpers oder des Ulex-
europaeus-Agglutinins I fiir 1 h und danach mit der Verdiinnung des Sekundiranti-
korpers oder des farbstoffgekoppelten Streptavidins fiir 1 h inkubiert. Zur verbesserten
und verldngerten Fluoreszenzintensitdt wird der rotes oder griines Licht emittierende
Farbstoff Alexa Fluor” in einer Verdiinnung von 1:400 gewihlt, zur Visualisierung der
Zellkerne wird der blaues Licht emittierende, DNA-interkalierende Farbstoff DAPI in
einer Verdiinnung von 1:300 bis 1:1.000 eingesetzt.

Nach mehrmaligen Waschschritten mit 400 ul PBS kann nun der Kammeraufsatz
entfernt, der Objekttriger kurz getrocknet und mit wenigen Tropfen der angesetzten
Eindecklésung MOWIOL® 4-88 iiberschichtet werden. Das aufgesetzte Deckglas wird
gegebenenfalls mit handelsiiblichem Nagellack nach auBlen hin versiegelt. Die immun-
fluoreszenzmikroskopische Auswertung wird nun mit dem Fluoreszenzmikroskop
Aristoplan und der Digitalkameraeinheit DC 300F durchgefiihrt und dokumentiert. Es
stehen dabei mehrere Objektive, darunter ein Olimmersionsobjektiv 100x, und mehrere

Filter zur Verfliigung.
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33 Virologische Methoden

3.3.1 Amplifikation attenuierter Masernvirusstimme

Zur Amplifikation attenuierter Masernvirusstimme, hier als einzigen Vertreter Edm,
werden Vero-Zellen in 175-cm*Zellkulturflaschen bis zur Ausbildung eines Monolayers
mit einer Dichte von etwa 80 % kultiviert und nach Entfernung des Ndhrmediums mit
etwa 5 ml serumfreiem Ndhrmedium versetzt. AnschlieBend wird die Kultur mit dem
Masernvirusstamm Edm mit einer MOI von 0,01 inokuliert und fiir 60 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wird das Nahrmedium abgezogen und durch 15 ml
des serumhaltigen Nahrmediums ersetzt. Die Zellkultur wird nun bis zum Erreichen des
maximalen zytopathischen Effekts noch vor der Lyse der infizierten Zellen iiber einen
Zeitraum von etwa 3—5 d im Brutschrank bei 33 °C inkubiert. Dann wird das Medium
abgezogen und mit 2—4 ml serumfreiem Nidhrmedium ersetzt, so dass der Zellmonolayer
gerade noch benetzt ist, und die Zellkulturflasche iiber Nacht bei —80 °C eingefroren.
Am darauf folgenden Tag wird der Zellmonolayer bei 4 °C langsam zum Auftauen
gebracht, das zellgebundene Masernvirus mit Hilfe eines Zellschabers und durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren freigesetzt. Nun wird das Zelldebris flir 15 min bei
4.000 rpm, etwa 2.000 g, und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand in Kryokonser-
vierungsrohrchen aliquottiert und bei —80 °C verwahrt.

Gleichzeitig zu dieser Viruspréiparation werden Vero-Zellen bis auf den Schritt der
Infektion mit dem Masernvirusstamm exakt gleich behandelt. Man erhilt einen Uber-
stand, der als negative Kontrolle fiir Infektionsversuche genutzt werden kann und als

Mockpriparation bezeichnet wird.

332 Amplifikation virulenter Masernvirusstimme

Zur Amplifikation der iibrigen virulenten Masernvirusstimme werden 1 - 107 bis 1 - 10°®
BJAB-Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 1.200 rpm und Raumtemperatur
pelletiert, in 2—3 ml serumfreies Ndhrmedium aufgenommen und resuspendiert. Darauf-

hin wird die Zellsuspension mit dem zu amplifizierenden Masernvirusstamm mit einer
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MOI von 0,01 inokuliert und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird der
infizierten Zellsuspension 25 ml serumhaltiges Ndhrmedium hinzugegeben und bis zum
Erreichen des maximalen zytopathischen Effekts noch vor der Lyse der infizierten
Zellen fiir etwa 3—5 d im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach Bedarf kann in diesem
Zeitraum serumhaltiges Ndhrmedium hinzugegeben werden. Zum Zeitpunkt des
maximalen zytopathischen Effekts wird die infizierte Zellsuspension fiir 10 min bei
1.200 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert und als Inokulum fiir eine tags zuvor
mit frischem RPMI 1640 mit L-Glutamin und 25 mM HEPES gleichen Volumens ver-
setzte Suspensionskultur nichtinfizierter BJAB-Zellen in Rollerkulturflaschen verwen-
det.

Unter stetem Rollen auf einer Rollapparatur wird die infizierte Suspensionskultur
im Brutraum bei 37 °C und einem Volumen von etwa 1.200 ml weiter inkubiert und bei
Erreichen des maximalen zytopathischen Effekts vor Lyse der infizierten Zellen durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 1.200 rpm und 4 °C pelletiert. Nach Resuspendierung des
Pellets in 5 ml, 4 °C kaltem, serumfreiem RPMI 1640 wird ein Einfriervorgang bei
—80 °C tiber Nacht angeschlossen. Am darauf folgenden Tag wird das zellgebundene
Masernvirus durch langsames Auftauen der Suspension bei 4 °C und vorsichtiges Auf-
und Abpipettieren freigesetzt. Sodann wird das Zelldebris fiir 15 min bei 4.000 rpm,
etwa 2.000 g, und 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand in Kryokonservierungsrohrchen
aliquottiert und bei —80 °C verwahrt.

Gleichzeitig zu dieser Viruspraparation werden BJAB-Zellen bis auf den Schritt
der Infektion mit dem Masernvirusstamm auch hier exakt gleich behandelt. Man erhalt
einen Uberstand, der als negative Kontrolle fiir Infektionsversuche genutzt werden kann

und als Mockpréparation bezeichnet wird.

333 Virustiterbestimmung mittels Plaquetitration

Der Plaquetest erlaubt eine recht genaue Berechnung des Titers infektidser Viruspartikel
in der Virusstammldsung. Da sich die sehr gut adhdrierenden Vero-Zellen wegen ihrer
Rezeptorausstattung nur fiir die Titerbestimmung von Masernvirusimpfstimmen eignen

und die fiir Masernviruswildtypstimme einsetzbaren B95a-Zellen sich sehr leicht bei
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ihrer Uberschichtung abldsen, kann der Plaquetest nur zur Quantifizierung des Titers
von Edm verwendet werden.

Zur Durchfiihrung des Tests werden 1 - 10° Vero-Zellen in eine 6-Well-Zellkultur-
platte ausgesit und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C zur Adhésion gebracht. Am
darauf folgenden Tag werden Verdiinnungsreihen von jeweils 1:10 von der zu unter-
suchenden Virusstammlosung bei 4 °C angefertigt und je 1 ml davon auf einen fast kon-
fluierenden Vero-Zellmonolayer der 6-Well-Zellkulturplatte iiberfiihrt, von dem zuvor
das Néhrmedium vollstindig abgezogen worden ist. Nach einer Inkubationszeit von 60
min bei 37 °C wird das virushaltige Ndhrmedium abpipettiert, der Zellmonolayer
zweimal mit serumfreiem Ndhrmedium bei 37 °C gewaschen und vorsichtig mit 40 °C
temperiertem Overlay-Agar iiberschichtet. Nach dem Erstarren des Overlay-Agars bei
Raumtemperatur werden die iiberschichteten, infizierten Zellmonolayer fiir einige Tage
bis zur Ausbildung deutlicher Infektionsfoci, die durch den zytopathischen Effekt des
Virus im Zellmonolayer entstehen, bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit 1 ml 1:100
in PBS verdiinnter Neutralrotlosung 1,6 % (w/v) fiir 60 min gefarbt. Hiernach wird die
tiberschiissige Neutralrotldsung verworfen, die Zellkulturplatte im Brutschrank bei 37
°C verwahrt und nach 24-48 h hinsichtlich der Ausbildung von Plaques beurteilt, die
sich als ungefdarbte Areale gegeniiber der gefiarbten Umgebung abgrenzen lassen. Es
wird die Verdiinnungsstufe zur Auszdhlung der Plaques verwendet, die keine Inter-
ferenzen zwischen verschiedenen Plaques bietet. Die Anzahl der Plaques gibt den rezi-

proken Wert der infektiosen Partikel in 1 ml der Virusstammlosung wieder.

334 Virustiterbestimmung mittels Endpunkttitration

Die Konzentration infektioser Partikel in Préparationen der Masernvirusstimme Edm,
WTFb, Wii4797, Wii5679 und Wii7671 wird mittels Endpunkttitration bestimmt. Dazu
werden 3-5 - 10* Vero-Zellen zur Titerbestimmung von Edm und 3-5 - 10* B95a-Zellen
zur Titerbestimmung der iibrigen Masernvirusstimme in 48-Well-Zellkulturplatten mit
jeweils 400 pl Ndhrmedium mit 5 % (v/v) FCS ausplattiert, iber Nacht im Brutschrank
bei 37 °C zur Adhédsion gebracht und am darauf folgenden Tag mit bei 4 °C angesetzten

Verdiinnungsreihen von je 1:4 des Virusinokulums beimpft. Nach einer Inkubationszeit
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von etwa 5 d und tiglicher lichtmikroskopischer Beurteilung wird aus mindestens drei
Ansitzen die Verdiinnungsstufe als Basis fiir die Auswertung verwendet, die eben noch
zu einer deutlichen Infektion mit zytopathischem Effekt in der Zellkultur flihrt. Die
Titerangabe erfolgt nun, dquivalent zum Plaquetest, in pfu/ml.

B95a-Zellen eignen sich wegen ihrer Permissivitdt fiir virulente Masernvirus-
stimme und gleichzeitig wegen ihres adhdrenten Wachstumsverhaltens sehr gut zur
Titerbestimmung mit diesem Verfahren. In der Vergangenheit hat sich kein Unterschied
zwischen Titerbestimmungen mit durchflusszytometrisch gefiithrtem Nachweis einer
Infektion von BJAB-Zellen und mit lichtmikroskopisch erkennbarem zytopathischem

Effekt bei B95a-Zellen ergeben.

335 Virusbindungsassay

Fiir das Virusbindungsassay werden adhérente Zellen zunédchst mit 37 °C warmem
PBS" zweimalig gewaschen und mit HBSS® und 1 mM EDTA in eine Zellsuspension
tiberfiihrt. Ein dhnliches Vorgehen verlangen Suspensionszellen, die mehrfach fiir 10
min bei 1.200 rpm, etwa 200 g, bei Raumtemperatur mit PBS” gewaschen werden.
Daraufhin werden 5 - 10* Zellen in einem Durchflusszytometerréhrchen mit attenuierten
und virulenten Masernvirusstimmen bei verschiedenen MOI, innerhalb einer MOI mit
vergleichbaren Himagglutininmengen, fiir 1 h bei 4 oder 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wird die Menge an gebundenem Hémagglutininprotein mittels der MV-H-spezifischen
Primérantikorper K83 oder L77 in einer Verdiinnung von 1:50 bis 1:100 als fixierte Ein-
fachfiarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei wird die relative Virusbindung
angegeben, indem der Durchschnitt der Fluoreszenzintensitdt der virushaltigen Proben
als Vielfaches des Durchschnitts der Fluoreszenzintensitiit der Kontrollprobe mit der

jeweiligen Mockpréparation berechnet wird.

3.3.6 Infektions- und Infektionsinhibitionsassay

Fiir das Infektionsassay werden 2 - 10* bis 2 - 10° Zellen mit verschiedenen Masern-

virusstimmen und Mockpréiparationen bei einer MOI von 0,01-0,5 fiir 1 h bei 37 °C in
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einem geringen Volumen in serumfreiem Ndhrmedium inkubiert, anschlieBend mit
serumhaltigem Medium gewaschen und fiir eine je nach Versuchsanordnung festgesetz-
ter Dauer bebriitet. Die Zellen werden mindestens zweimal tdglich auf ihre Beschaffen-
heit kontrolliert. Zur Messung des Infektionsausmalles kann nun die Expression von
MV-H an der Zelloberfliche durchflusszytometrisch gemessen oder die Produktion von
MV-N im Zytoplasma durch die Immunfluoreszenzmikroskopie detektiert und visua-
lisiert werden.

Der Ablauf des Infektionsinhibitionsassays unterscheidet sich durch die Vorinku-
bation der zu infizierenden Zellen mit einem Antikorper, der die rezeptorvermittelte
Aufnahme von Masernviren selektiv hemmt. Zum Einsatz kommt hierbei der CD46-
spezifische, monoklonale Antikorper B97 in verschiedenen Konzentrationen. Nun wird
die Detektion von intrazelluliren Masernvirusproteinen und damit der Infektion durch
die Immunfluoreszenzmikroskopie mittels eines humanen Hyperimmunserums eines an
SSPE Erkrankten und des FITC-gekoppelten, gegen humane Immunglobuline gerichte-

ten Sekunddrantikorpers vorgenommen.

3.3.7 Quantifizierung der Masernvirusreplikation

Mit der Methode der Endpunkttitration kann das Ausmal} der Replikation von Masern-
viren in einer Zellkultur mit definierter Zellzahl und definiertem Kulturvolumen analy-
siert werden. Dazu werden 1 - 10° Zellen in 12-Well-Zellkulturplatten iiberfithrt und im
jeweiligen Zellkulturmedium bis zur vollstindigen Adhédrenz inkubiert. Nach Infektion
der Zellen mit verschiedenen Masernvirusstimmen bei einer MOI von 0,1 werden die
infizierten Zellkulturen in 1 ml des jeweiligen Zellkulturmediums mit FCS 5 % (v/v)
tiber 7 d bebriitet, um bei der Quantifizierung der Masernvirustiter schlieBlich Stor-
einfliisse durch die differierenden Konzentrationen von FCS zu vermeiden. Zur Bestim-
mung der Masernvirustiter werden die Zellkulturplatten bei —80 °C eingefroren und am
ndchsten Tag bei 4 °C langsam aufgetaut. Das zellgebundene Virus wird mit Hilfe eines
Zellschabers und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren freigesetzt. Nun wird das
Zelldebris fiir 15 min bei 4.000 rpm, etwa 2.000 g, und 4 °C abzentrifugiert, der Uber-
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stand in Kryokonservierungsrohrchen aliquottiert und bei —80 °C im Gefrierschrank bis

zur zeitnahen Virustiterbestimmung durch die Endpunkttitration verwahrt.

3.3.8 Inaktivierung von Masernviren

Masernviren konnen unter Einwirkung von Ultraviolettlicht inaktiviert werden. Hierzu
wird 1,0 ml der Masernvirusldsung in eine kleine Petrischale von 35 mm Durchmesser
pipettiert. Die Inaktivierung wird nun bei 1,5 J/cm® fiir 30 min bei gedffnetem Deckel

unter Ultraviolettlicht vorgenommen.

34 Proteinbiochemische Methoden

34.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wird mit dem Bicinchoninsduretest durch-
geflihrt. Dieser Test nutzt die Reduktion von zweiwertigem zu einwertigem Kupfer
durch die Anwesenheit von Proteinen. Die einwertigen Kupferionen werden dann durch
Bicinchoninsdure in violetten Komplexen gebunden, deren maximale Absorption bei
562 nm liegt und gegeniiber einer Proteinstandardldsung photometrisch gemessen
werden kann. Dabei verhélt sich der Absorptionsgrad direkt proportional zur Protein-
konzentration.

Fiir die Durchfiihrung des Tests werden 50 pl der zu messenden Probe mit 2,0 ml
einer Verdiinnung von 1:50 Kupfer-1I-Sulfat-Losung in Biconchoninsdure versetzt,
gemischt, fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieend auf Eis abge-
kiihlt. In einer Kunststoftkiivette wird nun die Absorption bei 562 nm gegeniiber zwei
Eichlosungen photometrisch bestimmt Als Nullwert wird ein Ansatz mit 50 pl PBS
anstatt der zu messenden Probe hergestellt. Von einer Proteinstandardléosung mit einer
definierten Proteinkonzentration werden 10 pl in einem Ansatz photometrisch gemessen

und als weiterer Eichwert verwendet. Mit dem vorhandenen Photometer kénnen die ent-
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sprechenden Parameter eingegeben und automatisch die Proteinkonzentrationen in den

Proben berechnet werden.

342 Aufreinigung von monoklonalen Antikorpern

Die antikdrperhaltigen Uberstinde der Hybridomzellkultur werden auf 4 °C abgekiihlt
und gelagert. Ist ein Gesamtvolumen von mindestens 500 ml erreicht, werden die
Uberstéinde fiir 15 min bei 6.000 rpm, etwa 4.500 g, und 4 °C zentrifugiert, um noch
vorhandene Zellen und Zellbruchstiicke zu pelletieren. Diese Uberstinde werden mittels
eines Membranfilters mit 0,2 um Porengrofe sterilfiltriert. Zur Reinigung wird die
Methode der Sdulenchromatographie gewihlt. Dazu wird der sterilfltrierte Uberstand im
Kiihlraum bei 4 °C tiber Nacht zirkulér iiber eine Protein-G-Sepharose-Sédule gepumpt,
die zuvor noch einmal mit Waschpuffer A gespiilt und gereinigt worden ist. Am Morgen
darauf folgen die weiteren Schritte. Zunichst wird die Protein-G-Sepharose-Sdule mit
Waschpuffer A gespiilt. AnschlieBend werden die an Protein G gebundenen Antikérper
in einem sauren Elutionspuffer bei einem pH von 2,7 geldst und in Réhrchen mit je-
weils 0,5 ml vorgelegter basischer Tris-Losung mit einem pH von 11 aufgefangen. Die
erhaltene Antikorperlosung wird nun iiber Nacht in Dialyseschlduche iiberfithrt und
iiber Nacht gegen 5 | PBS dialysiert. Nach geeigneter Aliquottierung kann nun die anti-
korperenthaltende Losung bei —20 °C aufbewahrt werden. Die Quantitidt und Qualitét
der Antikdrpergewinnung wird dann iiber die photometrische Messung der Proteinkon-

zentration und {iber die Durchflusszytometrie gemessen.

343 Direktmarkierung eines monoklonalen Antikdrpers

Zur Durchfiihrung von Immunfluoreszenzdoppelfarbungen fiir die Durchflusszytometrie
wurde der MV-H-spezifische, monoklonale Antikdrper K4 mit dem Fluoresenzfarbstoff
Alexa Fluor”™ 488 mit Hilfe des Alexa Fluor® 488 Monoclonal Antibody Labeling Kits

nach Anleitung des Herstellers direktmarkiert.

59



3 Methoden

344 Herstellung von Zelllysaten

Um spezifische exprimierte und translatierte Proteine mittels der Western-Blot-Analyse
zu detektieren, mul} zunéchst ein proteinhaltiges Lysat der zu untersuchenden Zellen
hergestellt werden, um das Proteingemisch dann in der SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese auftrennen zu konnen, bevor in der Western-Blot-Analyse Proteine mit einem
antikorperspezifischen Epitop visualisiert werden konnen. Hierzu werden adhirente
Zellmonolayer in 75 cm® groBen Zellkulturflaschen zunichst zweimal mit etwa 7,5 ml
PBS") gewaschen und mit etwa 10 ml HBSS" und 1 mM EDTA, unterstiitzt durch vor-
sichtiges Absplilen des Bodens, in eine Zellsuspension iiberfiihrt. In Suspension
wachsende Zellen werden fiir 5 min bei 1.200 rpm, etwa 150-200 g, und 4 °C abzentri-
fugiert und in etwa 10 ml PBS", moglich ist auch PBS, aufgenommen.

Adhirent und in Suspension wachsende Zellen werden nun in gleicher Weise be-
handelt. Es werden mindestens zwei weitere Zentrifugations- und Waschschritte mit
PBS" durchgefiihrt. Vor dem letzten Zentrifugationsschritt wird die Zellzahl ermittelt,
woraufhin etwa 1 - 10’ Zellen in einem letzten Zentrifugationsschritt pelletiert, in 300 pl
Lysispuffer aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert werden. Nach dem Schritt
der Lysierung konnen die Zellkerne fiir 30 min bei 12.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert
werden. Der proteinhaltige Uberstand kann nun bei —80 °C gelagert und fiir die weiteren

Schritte verwendet werden.

345 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung und Aufkonzentrierung des durch Zelllyse
erhaltenen Proteingemischs und damit als Grundlage fiir die anschlieBende Western-
Blot-Analyse. Die 1970 beschriebene Methode der SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese nutzt hierbei verschiedene Besonderheiten (Laemmli 1970). Eingebettet in eine
Polyacrylamidmatrix werden die Proteine durch die Pridsenz von Natriumdodecylsulfat
zylindrisch aufgefaltet, von einer negativ geladenen Hiille umgeben und elektropho-
retisch nach ihrer linearen GroRe aufgetrennt. Die Verwendung eines diskontinuier-

lichen Gelsystems erlaubt eine Aufkonzentration verschiedener Proben an der Grenze
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zwischen einem Sammel- und einem Trenngel, die sich durch verschiedene pH-Werte
unterscheiden und in denen Glycinionen in ungleichen Ladungszustédnden vorliegen.

Die eigentliche Gelelektrophorese von Proteinen wird in einer Matrix mit einer
Konzentration von 10 % (w/v) Acryl-/Bisacrylamid durchgefiihrt. Fiir zwei mittelgrof3e
Trenngele von je knapp 16 ml Volumen werden folgende Substanzen und Reagentien
gemischt: 10,75 ml Acryl-/Bisacrylamid 30 % (w/v), 8,0 ml Tris-HCI1 1,5 M und pH 8,9,
12,75 ml aqua dest. und 160 pl SDS 20 % (w/v). Mit Zugabe von 280 pul Ammonium-
persulfat 10 % (w/v) und 10 ul TEMED wird die Polymerisation eingeleitet, die Trenn-
gellosung moglichst blasenfrei bis auf etwa 4,5 cm unterhalb der Glasplattenkanten
einer mittleren Gelelektrophoreseapparatur gegossen und vorsichtig mit Butanol iiber-
schichtet und abgedichtet. Der Abschluss der Polymerisation ist nach 30-60 min bei
Raumtemperatur erreicht. Nun wird das polymerisierte Trenngel griindlich von Butanol
befreit und mit dem Sammelgel iiberschichtet, das aus folgenden Substanzen und
Reagentien besteht: 1,25 ml Acryl-/Bisacrylamid 30 % (w/v), 1,25 ml Tris-HCI 1,0 M
und pH 6,8, 6,0 ml aqua dest. und 50 pl SDS 20 % (w/v). Mit Zugabe von 100 ul
Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) und 10 ul TEMED wird erneut die Polymerisation ein-
geleitet, ein Kamm fiir die Auftragstaschen eingesetzt und 30 min bei Raumtemperatur
abgewartet.

Fiir die weitere Vorbereitung wird die Gelelektrophoreseapparatur mit einfach kon-
zentriertem Proteingellaufpuffer gefiillt und auch die Auftragstaschen damit blasenfrei
ausgespiilt. Nun werden pro Auftragstasche 50 pg der zu untersuchenden Proteinproben
mit aqua dest. auf ein Volumen von 45 pl aufgefiillt, mit 15 ul Laemmli-Probenpuffer
versetzt und fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Sodann kdnnen die Auftragstaschen mit 10
ul des Kaleidoskopproteinmarkers und 60 pl der Proben beladen werden, bevor an die
Apparatur eine Stromstirke von 16 mA angelegt und fiir etwa 12—15 h solange beibe-
halten wird, bis eine libersichtliche Verteilung der Proteinstandards mit Fokus auf das zu
detektierende Protein erreicht ist. Dieses Gel kann nun fiir die Western-Blot-Analyse

verwendet werden.
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3.4.6 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse dient hier zum Nachweis und zur GroBeneinschédtzung der
nachzuweisenden Proteine aus den angefertigten Zelllysaten. Die 1979 verdftentlichte
Methode wird nach folgendem Schema durchgefiihrt (Towbin et al. 1979).

Die durch die Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden in
einem elektrischen Feld einer Blottingapparatur auf eine Nitrozellulosemembran trans-
feriert. Dabei wird von der unten liegenden Anode zur oben liegenden Kathode der Auf-
bau wir folgt vorgenommen: drei mit Western-Blot-Puffer I getrdnkte Lagen Whatman-
Papier, zwei mit Western-Blot-Puffer II getrinkte Lagen Whatman-Papier, eine in
Western-Blot-Puffer 1 dquilibrierte Nitrozellulosemembran, gefolgt vom ebenfalls in
Western-Blot-Puffer II dquilibrierten Polyalcrylamidgel, vier mit Western-Blot-Puffer
III getrankte Lagen Whatman-Papier. Eventuell auftretende Luftblasen werden mit einer
Glaspipette ausgerollt. Bei einer Stromstirke von 140 mA findet nun der Transfer {iber
60 min statt, eine erste Kontrolle ist durch Sichtbarwerden der Markerbanden auf der
Nitrozellulosemembran moglich.

Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran werden nun
in einer Wanne auf einem Wippschiittler mit 10-20 ml Magermilchpulver enthaltenden
Blockierpuffers iiber 60 min bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C besetzt.
Nach einem Waschschritt von etwa 5 min mit 20 ml TBS-T-Puffer wird die Nitro-
zellulosemembran mit dem spezifisch bindenden Antikdrper in zuvor getesteten Ver-
diinnungen, je nach Proteinkonzentration und Reinheit bei 1:40 und 1:400 liegend, in 10
ml Blockierpuffer {iber Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert. Am darauf folgenden Tag
kann der Uberstand entfernt und die Nitrozellulosemembran mit jeweils 20 ml PBS-T-
Puffer einmal fiir 10 min und dreimal fiir 5 min bei Raumtemperatur gewaschen und
geschwenkt werden.

Zur Visualisierung der Bindungsstellen des Primarantikdrpers wird nun ein System
aus der Meerrettichperoxidase und einem Substrat, das durch die Enzymeinwirkung in
eine Photonen emittierende Substanz umgewandelt wird. Dazu wird die Nitrozellulose-
membran mit einem 1:1.000 verdiinnten, peroxidasekonjugierten Sekundérantikorper in

10 ml Blockierpuffer iiber hochstens 60 min bei Raumtemperatur schwenkend inku-
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biert. Anschliefend wird die Transfermembran dreimal mit jeweils 20 ml TBS/T-Puffer
und einmal mit 20 ml TBS-Puffer fiir jeweils 5 min bei Raumtemperatur gewaschen und
geschwenkt, bevor die Membran kurz luftgetrocknet und die eigentliche Enzymreaktion
mit dem ECL™-Reagenz gestartet wird. Dazu werden die ECL™-Lésungen 1 und 2 in
gleichen Teilen zu einem Volumen von etwa 5 ml gemischt und in einem kleinen Gefal3
fiir 60 min bei Raumtemperatur mit der Nitrozellulosemembran in Verbindung gebracht.
Nach kurzer Trocknungsphase wird der Nitrozellulosemembran ein lichtgeschiitzter
Rontgenfilm exponiert, der durch die emittierten Photonen fiir 10, 20, 30 oder 60 min
geschwirzt wird. AnschlieBend kann der Rontgenfilm entwickelt, fixiert, gespiilt und

analysiert werden.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Isolation von Ribonukleinsduren

Um die Transkription bestimmter Gene auf der Ebene der mRNA nachzuweisen, muf3
zundchst das gesamte, in den Zellen existierende RNA-Gemisch extrahiert und isoliert
werden. Die Isolation wird mit dem GenElute™ Mammalian Total RNA Purification
Kit durchgefiihrt, die entsprechend nétigen Losungen und Puffer sind dabei gebrauchs-
fertig vorhanden und RNAse-freie Bedingungen Voraussetzung.

Nach mindestens zweimaligen Waschschritten werden 3—5 - 10° adhirent oder in
Suspension wachsende Zellen mit 500 pl Lysispuffer mit B-Mercaptoethanol versetzt
und vorsichtig homogenisiert. Nun kann das erhaltene Lysat im blauen S&ulenanteil
filtriert und fiir 2 min zentrifugiert werden. Nach Verwerfen des blauen Filters wird dem
Zentrifugat ein gleiches Volumen 70 % (v/v) Ethanol hinzugefiigt und invertiert. Von
dem Gemisch werden 700 pl entnommen, in die rote Sdule pipettiert und fiir 1 min
zentrifugiert. Nun kann die abzentrifugierte Losung verworfen werden. Die in der Sdule
gebundene RNA wird mit jeweils 500 pul zweier verschiedener Waschpuffer 1 und 2 und

Zentrifugationsschritten fiir 1 min dreimal gereinigt und letztlich mit 50 pl des Elutions-
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puffers und einem Zentrifugationsschritt zuriick in Losung gebracht. Eine Lagerung der

extrahierten RNA bei —20 oder —80 °C ist moglich.

3.5.2 Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen wird photometrisch durchgefiihrt,
wenn sichergestellt ist, dass die Nukleinsdurelosungen weitgehend frei von Verunreini-
gungen sind. Dabei werden 5 pl der zu untersuchenden Lésung mit 95 pl aqua dest. ver-
diinnt und in fiir Ultraviolettlicht durchlissige Kiivetten, sogenannte UVetten®, iiber-
fiihrt. Uber die Messung der Extinktion im Ultraviolettbereich bei einer Wellenléinge
von 260 nm gegeniiber einer Kontrolllosung von 100 pl aqua dest. erhdlt man die
Nukleinsdurekonzentrationen unter Annahme folgender Faktoren: 1,000 Einheiten Eyq
entsprechen einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml oder dquivalent einer DNA-Kon-
zentration von 50 pg/ml. Durch Einrechnung der eingesetzten Verdiinnungsstufe erhélt
man die Nukleinsdurekonzentrationen. Gleichzeitig wird die Extinktion der Proben-
16sung im Ultraviolettbereich bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen, der Quotient
Es60/Eas0 gebildet und daraus der Reinheitsgrad der Probelosung als Qualitédtskontrolle
festgestellt. Reine RNA-Priparationen weisen einen Quotienten von 2,0, reine DNA-

Prédparationen einen Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 auf.

3.53 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Die Gelelektrophorese dient zur Kontrolle von RNA- und DNA-Préparationen und zur
Dokumentation von Amplifikationsprodukten nach der Durchfiihrung einer Polymerase-
Kettenreaktion. Die 1989 veroftentlichte Methode nutzt hierbei die unterschiedlichen
Laufgeschwindigkeiten negativ geladener Molekiile in einer Agarosematrix, an die ein
elektrisches Feld angelegt wird (Sambrook et al. 1989). Kleinere Fragmente der negativ
geladenen Nukleinsduren finden sich nach Anlage eines elektrischen Feldes iiber eine
bestimmte Zeiteinheit anodenndher als groBBere Fragmente.

Fiir den Nachweis von DNA, aber auch von RNA, wird 1,0 % (w/v) Agarose als
Pulver in 50-60 ml TAE-Puffer im Mikrowellengerét sooft kurz aufgekocht, bis keine
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Schlieren mehr zu sehen sind. Nach Abkiihlung unter kithlendem Wasser auf etwa 50 °C
und Zugabe von 10 pl einer Ethidiumbromidldsung zu einer Endkonzentration von etwa
0,1 pg/ml wird die Agaroselosung in einen Geltrdger gegossen und ein entsprechender
Kamm zur Aussparung der Ausgangstaschen eingesetzt. Nach Polymerisation der Aga-
roselosung zum Agarosegel wird der Geltrdger in die Elektrophoreseapparatur mit TAE-
Puffer eingesetzt und der Kamm vorsichtig entfernt. Nun kénnen die Ausgangstaschen
mit den DNA-Proben, die zuvor mit 10 % (v/v) Farbpuffer 10x versehen worden sind,
beladen werden. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Molekiile in
einem angelegten elektrischen Feld von 90 V werden diese in einem Transilluminator

unter Ultraviolettlicht sichtbar gemacht und fotografiert.

3.54 Reverse Transkription

Zum Nachweis spezifischer Sequenzen von transkribierten Genabschnitten wird die aus
Zelllysaten isolierte mRNA in einzelstrangige, komplementdre cDNA umgeschrieben,
die dann als Matrize fiir die Amplifikation spezifischer Nukleinsduresequenzen fiir die
PCR verwendet wird. Ein erster Schritt ist die Bindung von Desoxythymidin-Oligo-
nukleotiden an das polyadenylierte Ende des heterogenen Gemischs aus mRNA. Nun
kann durch die reverse Transkriptase eine Kopie der Nukleinsduresequenz in Form
stabiler cDNA erzeugt werden.

Der Reaktionsansatz fiir die Synthese der cDNA setzt sich aus verschiedenen
Komponenten zusammen, RNase-freie Pipettenspitzen und Reaktionsgefda3e sind dabei
Voraussetzung. Etwa 0,65 pg totale RNA, je nach Konzentration in Volumina von 1,0-
7,0 ul, 1,0 ul p(dT);s-Primer und 1,0 pl ANTP Mixes 2 mM werden vermischt, mit
DEPC-H,O auf ein Volumen von 12,0 pl aufgefiillt, kurz zentrifugiert und zur Einzel-
strangtrennung fiir 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach einer schnellen Abkiihlung auf Eis
werden 4,0 pl First-Strand-Puffer 5x, 2,0 ul Dithiothreitol 0,1 M und 1,0 pl des re-
kombinanten RNase-Inhibitors zugefiigt. Der Reaktionsansatz wird nun gemischt, kurz
zentrifugiert, fiir 2 min bei 42 °C temperiert, dann um 1,0 pl der reversen Transkriptase

erginzt und erneut gemischt. Es folgt eine Inkubationsphase von 50 min bei 42 °C und
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eine Inaktivierungsphase von 15 min bei 70 °C. Die generierte cDNA kann bei —20 oder

—80 °C eingefroren oder direkt fiir die PCR verwendet werden.

3.55 Polymerase-Kettenreaktion

Die 1985 publizierte Methode der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al. 1985) dient
nun zum Nachweis bestimmter Sequenzen im ¢cDNA-Gemisch. Die einzelnen tempera-
turabhdngigen Schritte der Denaturierung, des Annealings und der Extension werden
nach entsprechender manueller Programmierung eines Thermocyclers automatisch vor-
gegeben.

Der Reaktionsansatz fiir die Amplifikation spezifischer Gensequenzen umfasst
folgende Komponenten. In ein Reaktionsgefal werden 21 pl aqua dest. vorgelegt, je 1,0
pl der der Gensequenz entsprechenden Forward- und Reverse-Primer hinzupipettiert,
2,0 ul der zu untersuchenden ¢cDNA zugefiigt und um ein PuRe Taq Ready-To-Go™
PCR Bead ergénzt. Da die Abdeckung des Thermocyclers nicht beheizbar ist, wird der
Reaktionsansatz nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge mit 30 pl Mineral6l
iberschichtet. Nach vorsichtigem Einlegen der Reaktionsgefidle werden nun die ein-
zelnen, sich iiberwiegend wiederholenden, zeitabhingigen Temperatureinstellungen pro-
grammiert und ausgefiihrt.

Zunichst wird mit einer Vorabsequenz begonnen, fiir die Denaturierung bei 95 °C
werden 2 min, fiir das Annealing bei 56 °C 1 min und fiir die Extension bei 72 °C
ebenfalls 1 min eingerdumt. AnschlieBend folgen 30 Zyklen nach folgendem Muster:
Denaturierung bei 95 °C fiir 45 s, Annealing fiir 56 °C fiir 45 s und Extension bei 72 °C
fiir 1 min. Die letzte Sequenz sieht fiir die Denaturierung bei 95 °C 1 min, fiir das
Annealing bei 56 °C 1 min und fiir die Endextension bei 72 °C 2 min vor. Danach wird
die Temperatur auf 0 °C heruntergefahren und bis zur Entnahme der Proben gehalten.
Das Amplikon kann nun durch die Agarose-Gelelektrophorese sichtbar gemacht wer-

den.
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4.1 Charakterisierung der Endothelzellen

4.1.1 Voruntersuchungen zur Kultur von Endothelzellen

Um hervorragende Bedingungen fiir die Amplifikation und das Ausbilden von konfluen-
ten Zellrasen moglichst ohne Liicken und Uberwachsungen zu erzielen, wurde zunichst
das Adhirenz- und Wachstumsverhalten der verwendeten Endothelzellen auf unter-
schiedlichen Oberflichen von Zellkulturflaschen, -platten oder Kammerobjekttragern
untersucht. Kunststoffmaterialien, die mit einer 0,5 % (w/v) Gelatinel6sung beschichtet
wurden, boten dabei ordentliche Voraussetzungen, da HUVEC und HBMEC sehr gut an
der Oberfldche hafteten und einen konfluenten Monolayer ausbildeten. Ohne jegliche
Beschichtung traten vermehrt Liicken und Uberwachsungen auf. Eine Quervernetzung
der Kollagenfibrillen mit 2 % (v/v) Glutardialdehyd war nur bei Einsatz von Glas-
materialien zum Erzielen dhnlicher Bedingungen vonndten. Wegen der erhohten Zell-

toxizitdt von Glutardialdehyd wurde die Verwendung von Glasmaterialien vermieden.

4.1.2 Morphologie der Endothelzellen

Neben der sorgsamen, protokollgenauen Durchfiihrung der Isolation von HUVEC war
schon die Morphologie und das Wachstumsverhalten der Zellen in der Phasenkontrast-
mikroskopie ein wichtiges Kriterium fiir die erfolgreiche Isolation von HUVEC. In Ab-
grenzung vor allem zu Fibroblasten und glatten Muskelzellen zeigten sich HUVEC als
einschichtig und konfluierend wachsende, pflastersteinartige Verbidnde nah aneinander

liegender, groBer, flacher, polygonaler Zellen mit einem Zellkern und meist mehreren
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Nukleoli. Schon nach kurzer Adhédrenzzeit von etwa 1-2 h waren bei diinner Aussaat
Zellnester mit HUVEC zu erkennen. Eventuell im Uberstand befindliche Erythrozyten
aus nicht ausspiilbaren, intravendsen Blutkoageln konnten durch mehrmaliges Waschen
entfernt werden. Abbildung 4.1 zeigt Beispiele fiir in Kultur genommene HUVEC

knapp 24 h nach ihrer Isolation aus der Nabelschnurvene.

Abbildung 4.1: Mikroskopische Darstellung von HUVEC 24 h nach ihrer | solation.
Dicht (A) oder diinn (B) ausgesite, frisch isolierte Zellsuspension nach einer Ruhezeit von 24 h. Kultur
von HUVEC mit massenhaft Erythrozyten aus kleinen intravendsen Blutkoageln im Uberstand vor (C)

und nach (D) einmaligem Waschen. Vergroferung 125x.

HUVEC und HBMEC unterschieden sich in ihrer Morphologie und ihrem Wachstums-
verhalten. Abbildung 4.2 verdeutlicht den Unterschied zwischen den beiden Zellarten.
Im Vergleich zu HUVEC, die sich als groBe, flache, polygonale Zellen einschichtig,
konfluierend und pflasterstein- bzw. kachelartig nah aneinander liegend ausbreiteten,
mufl man HBMEC als etwas kleinere und rundlichere, flache Zellen bezeichnen, bei
denen sich einzelne Zellen oder Zellauslaufer in vitro gelegentlich iiber dem ein-

schichtigen Zellrasen erhaben ausbildeten. Quantifiziert und vergleicht man die Zell-
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dichte der beiden Endothelzellarten kurz nach Erreichen der Konfluenz, so zeigt sich,
dargestellt in Tabelle 4.1, dass die Zelldichte von HBMEC die von HUVEC etwa um
den Faktor 1,75 {ibersteigt.

Abbildung 4.2: M or phologie und Wachstumsver halten von HUVEC und HBMEC.
Vergleich der Morphologie und des Wachstumsverhaltens von HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D)
nach Erreichen der Konfluenz. VergroBerungen 250x (A, B) und 400x (C, D).

Zellart Zelldichte
HUVEC 165.158 £ 24.641* Zellen/cm®
HBMEC 294.584 + 35.200* Zellen/cm®

Tabelle 4.1: Vergleich der Zelldichte von HUVEC und HBMEC.

Mittelwert und einfache Standardabweichung (*) vom Mittelwert nach vier unabhéngigen Messungen.
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4.1.3 Expression von Endothelzellmarkern und

Adhiésionsmolekiilen

Zur Charakterisierung und zur Uberpriifung der Endothelzelleigenschaften von HUVEC
und HBMEC wurden die Expression und die Bindung einiger endothelzellspezifischer
Molekiile immunfluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch bestimmt. Zu
den wichtigsten endothelzellspezifischen Markerproteinen gehort der von-Willebrand-
Faktor. Das Lektin Ulex-europaeus-Agglutinin I als weiterer wichtiger Marker bindet
spezifisch an endotheliale Glykoproteine und Glykolipide und kann fluoreszenzmikro-
skopisch visualisiert werden.

Unter den Oberflaichenmolekiilen, die die Leukozytenadhdsion an Endothelzellen
vermitteln, ist CD54, das I[CAM-1, ein sehr wichtiger, allerdings ein weit verbreiteter
und damit kein spezifischer Vertreter, CD62E, das E-Selektin, hingegen wird kurzfristig
nach entsprechender Stimulation nur von Endothelzellen exprimiert und kann daher
ebenfalls als endothelzellspezifischer Marker fungieren. Neben der ubiquitdren Aus-
stattung von humanen Zellen mit den HLA-Molekiilen HLA-Klasse-I finden sich bei
Endothelzellen auch antigenpriasentierende Eigenschaften in Form von HLA-Klasse-II-
Molekiilen. Daher wurde neben der Expression der Adhidsionsmolekiile CD54 und
CD62E und des HLA-Molekiils HLA-Klasse-I die stimulationsabhédngige Expression
des HLA-Molekiils HLA-Klasse-II analysiert, die die antigenprisentierende Eigenschaft
der Endothelzellen unterstreichen sollte.

Abbildung 4.3 zeigt die immunfluoreszenzmikroskopische Férbung des in intra-
zelluldren Vesikeln gespeicherten von-Willebrand-Faktors. Bet HUVEC war bis zur 2.
Passage die Existenz des groBen und hdmostaseologisch wichtigen Proteinmultimers
nachweisbar, bei HBMEC in der 16.—18. Passage gelang dieser Nachweis nicht. In Ab-
bildung 4.4 ist die Expression des von-Willebrand-Faktors in den Weibel-Palade-Kor-
perchen von HUVEC noch einmal vergroBBert dargestellt. Typisch ist hierbei eine ldng-
liche Morphologie der Vesikel.
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Abbildung 4.3: Fluoreszenzmikroskopische Dar stellung des vVWF bei HUVEC und HBMEC.

Immunfluoreszenzmikroskopische Bestimmung des endothelialen Markermolekiils vWF (griin), der
sich in intrazelluldren Vesikeln gespeichert darstellt, bei HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D). Die Zell-
kerne (blau) sind mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI gefarbt worden. VergroBBerungen 160x
(A, B) und 400x (C, D).

Abbildung 4.4: Speicherung desvVWF in den Weibel-Palade-K 6r perchen von HUVEC.

Immunfluoreszenzmikroskopische Bestimmung des vWF (griin) in den sich ldnglich darstellenden
intrazelluldren Vesikeln, den Weibel-Palade-Korperchen. Die Zellkerne (blau) sind mit dem DNA-interka-
lierenden Farbstoff DAPI gefarbt worden. VergroBerung 1.000x.
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Abbildung 4.5: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweisvon UEA-1 bel HUVEC und HBMEC.

Immunfluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Bindung von UEA-1 (rot) an die Oberfliche von
HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D). Die Zellkerne (blau) sind mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff
DAPI gefarbt worden. VergroBerungen 160x (A, B) und 400x (B, D).

Die endothelzellspezifische Bindung des Ulex-europaeus-Agglutinins I war bei allen
kultivierten HUVEC immunfluoreszenzmikroskopisch nachweisbar und bildete einen
oberflachlichen, regelméfBigen Saum aus. HBMEC wiesen prozentual eine verminderte
Bindung durch das Lektin auf, positive Zellen zeigten jedoch ein ausgeprigtes Fluores-
zenzsignal. Diese Beobachtungen sind in Abbildung 4.5 exemplarisch dargestellt.
Interessant war, dass HBMEC filiforme Ausldufer zu Nachbarzellen und zum Objekt-
trigerboden ausbildeten.

Um die Expression des von-Willebrand-Faktors und Bindung des Ulex-europaeus-
Agglutinins I zu quantifizieren, wurden die Fluoreszenzsignale durchflusszytometrisch
gemessen und ausgewertet, die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.6 und 4.7 darge-
stellt. Im Histogramm zeigte sich bei HUVEC ein gegeniiber der Isotypenkontrolle
eindeutig nach rechts verschobenes, breitbasiges Fluoreszenzsignal als Ausdruck einer

ausgeprigten Expression des von-Willebrand-Faktors und einer umfassenden Bindung
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des Ulex-europaeus-Agglutinins 1. Statistisch gesehen exprimieren mehr als 90 % der
HUVEC den von-Willebrand-Faktor, anhand der Form der Histogrammkurve diirfen
fast alle HUVEC so angesehen werden. Wihrend bei HBMEC der Nachweis des von-
Willebrand-Faktors immunfluoreszenzmikroskopisch nicht gelang, ergab die FACS-
Analyse ein sehr geringes Fluoreszenzsignal, das knapp iiber 40 % der Zellen positiv
bewertete und in seiner Intensitét lediglich das der Isotypenkontrolle 2,7fach iibertraf.
Die durchflusszytometrische Messung der Bindung des Ulex-europaeus-Agglutinins I
an HUVEC oder HBMEC offenbarte jedoch ein deutliches und, anhand der Form der
Histogrammkurve zu urteilen, nahezu alle Zellen betreffendes Fluoreszenzsignal, das

auch hier wieder eine schwichere Auspriagung bei HBMEC als bet HUVEC offenbarte.
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Abbildung 4.6: Zytometrische Dar stellung des vWF und UEA-1 bei HUVEC und HBMEC.
FACS-Analyse der Expression von vWF (A, B) durch und der Bindung von UEA-1 (C, D) an HUVEC
(A, C) und HBMEC (B, D) gegeniiber einer Isotypenkontrolle.
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Abbildung 4.7: Ubersicht iiber die Expression desvWF bei HUVEC und HBMEC.
Ubersicht iiber die FACS-Analyse der Expression von vWF durch HUVEC und HBMEC. Dargestellt
sind die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen (A) und die Intensitét des mittleren Fluoreszenzsignals als

Index des Mittelwertes (B) gegeniiber einer Isotypenkontrolle.

Eine Darstellung der Expression der Adhédsionsmolekiile CD54 und CD62E sowie des
HLA-Molekiils HLA-Klasse-II durch HUVEC und HBMEC in Abhéngigkeit von Zeit
und eingesetztem Stimulans bietet Abbildung 4.8. Die durchflusszytometrisch analysier-
te Intensitét der Fluoreszenzsignale wurde gegeniiber Isotypenkontrollen abgeglichen.

HUVEC und HBMEC wiesen ein durchgéingig kontinuierliches Expressionsmuster
von CD54 auf. Dieses Niveau konnte durch die Stimulation der Zellen mit IL-1p und
TNF-a signifikant gegeniiber der Mediumkontrolle gesteigert werden. Quasi keinen Ef-
fekt auf das Expressionslevel zeigte die Stimulation mit IFN-a oder IFN-y. Die Hochst-
werte wurden nach etwa 6 h erreicht, dabei schien die Stimulation von HUVEC im
Vergleich zu HBMEC von anhaltenderer Wirkung zu sein, die Intensitét des Fluores-
zenzsignals bet HBMEC war allerdings ausgeprégter.

Die Expressionskinetik von CD62E bestitigte die zu erwartenden Ergebnisse. Sehr
ziigig nach Beginn der Stimulation wurde eine starke Expression des endothelzellspezi-
fischen Adhisionsmolekiils durch die Zytokine IL-1p und TNF-a induziert und zeigte
schon nach etwa 6 h ihren Hohepunkt. Interessant allerdings ist, dass der stimulierende
Effekt von IL-1p auf die Expression von CD62E durch HBMEC ausblieb, wihrend sich

TNF-a als potentes Stimulans erwies.
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Abbildung 4.8: Expressionskinetik von CD54, CD62E und HLA-Klasse-I1.

Durchflusszytometrische Expressionskinetik von CD54 (A, B), CD62E (C, D) und HLA-Klasse-II (E,
F) bei HUVEC (A, C, E) und HBMEC (B, D, F) nach Stimulation mit IL-1f 1.000 U/ml, IFN-a
1.000 U/ml, IFN-y 200 U/ml oder TNF-a 200 U/ml gegeniiber einer Mediumkontrolle. Legende s. (B).
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Die Eigenschaft der Endothelzellen als antigenprdsentierende Zellart wurde durch die
Messung des HLA-Molekiils HLA-Klasse-II iiber einen Zeitraum von bis zu 2 d
untersucht. Nach Ablauf von 48 h ab dem Beginn der Stimulationsphase hob sich das
Fluoreszenzmuster von HUVEC unter Stimulation mit [FN-y deutlich gegeniiber der
Isotypenkontrolle ab, die Stimulation der Zellen mit IL-1B, IFN-o oder TNF-a zeigte
diesbeziiglich erwartungsgemil keinen Effekt auf die Expression des HLA-Molekiils.
Ein differentes Verhalten ist flir HBMEC anzumerken. Das HLA-Klasse-1I-Molekiil war
bei HBMEC durch eine entsprechende Stimulation nicht nachweisbar, allerdings konnte
ein positiver Fluoreszenzausschlag einer kleinen Subpopulation der HBMEC nach

sechsstiindiger Stimulation mit IL-1p verzeichnet werden.
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Abbildung 4.9: Zytometrische Dar stellung von CD54 und CD62E.

Durchflusszytometrische Quantifizierung der Adhésionsmolekiile CD54 (A, D) und CD62E (B, C, E, F)
bei HUVEC (A—C) und HBMEC (D-F) gegeniiber einer Isotypenkontrolle. Zur Messung der Expression
von CD62E wurden HUVEC und HBMEC fiir 6 h mit TNF-a 200 U/ml (C, F) vorstimuliert.
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Die durchflusszytometrisch gewonnenen Daten dieser Versuchsanordnung sind in den
Abbildungen 4.9 und 4.10 als FACS-Diagramme und in Abbildung 4.11 als Ubersicht in
Form eines Sidulendiagramms exemplarisch und noch einmal zusammenfassend
dargestellt. Hinsichtlich der Expression von CD54 und HLA-Klasse-I waren bei unbe-
handelten HUVEC und HBMEC eindeutige Fluoreszenzsignale nahezu aller Zellen
nachweisbar. Das Expressionsniveau von CD54 konnte durch die Stimulation der Zellen
mit IL-1B oder TNF-a iiber 6 h noch um das bis zu knapp 6fache gesteigert werden.
Einen gewissen stimulierenden Effekt auf das Ausmal3 der Expression von CD54 und
HLA-Klasse-II hatte dabei auch die zweitdgige Stimulation mit den Interferonen IFN-a
und IFN-y, unter der die Intensitit des durchschnittlichen Fluoreszenzsignals fiir CD54

oder HLA-Klasse-I um das bis zu 3fache anstieg.
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Abbildung 4.10: Zytometrische Dar stellung von HLA-Klasse-l und -I1.

Durchflusszytometrische Quantifizierung der HLA-Molekiile HLA-Klasse-I (A, D) und -II (B, C, E, F)
bei HUVEC (A—C) und HBMEC (D-F) gegeniiber einer Isotypenkontrolle. Zur Messung der Expression
von HLA-Klasse-II wurden HUVEC und HBMEC fiir 48 h mit [FN-y 200 U/ml (C, F) vorstimuliert.
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Wurden HUVEC und HBMEC ohne weitere Behandlung auf die Expression von
CD62E und HLA-Klasse-II hin iiberpriift, wiesen die untersuchten Zellen kein gegen-
tiber der Isotypenkontrolle abweichendes Fluoreszenzsignal auf. Lediglich HUVEC
waren nahezu als Gesamtpopulation imstande, nach ihrer Stimulation mit TNF-a tiber
6 h CD62E oder mit IFN-y iiber 48 h HLA-Klasse-II signifikant an ihrer Zelloberflache
zu présentieren. Beit HBMEC war nur eine kleine Subpopulation von 10-15 % der
Zellen in der Lage, CD62E nach sechsstiindiger Stimulation mit TNF-a zu exprimieren.
Eine vergleichbare Anzahl HBMEC offenbarte nach sechsstiindiger Stimulation mit
IL-1B ein gegeniiber der Isotypenkontrolle deutlich positives Fluoreszenzsignal bei
Messung des HLA-Klasse-II-Molekiils. Die Stimulation mit IFN-y erwies sich als kein

potentes Mittel, eine Expression des HLA-Klasse-II-Molekiils zu induzieren.
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Abbildung 4.11: Ubersicht iiber die Expression von Adhasions- und HLA-Molekiilen.

Quantitative Darstellung der Expression der Adhdsionsmolekiile CD54 und CD62E sowie der HLA-
Molekiile HLA-Klasse-I und -II bei stimulierten und nichtstimulierten HUVEC (A, B) und HBMEC (C,

D). Dargestellt sind die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen (A, C) und die Intensitdt des mittleren

Fluoreszenzsignals als Index des Mittelwertes (B, D) gegeniiber einer Isotypenkontrolle. Legende s. (A).
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4.2 Expression von Masernvirusrezeptoren durch Endothelzellen

4.2.1 Transkription von Masernvirusrezeptoren

Untersucht man die Wechselwirkung zwischen Masernviren und Endothelzellen, ist eine
genaue Analyse der Expression der bekannten Masernvirusrezeptoren CD46 und SLAM
durch die verwendeten Zellarten HUVEC und HBMEC unabléssig. Um den Nachweis
der Proteinexpression schon auf der friihen Ebene zwischen der Transkription und
Translation zu fithren, wurde die Methode der RT-PCR eingesetzt, die unter der Voraus-
setzung, dass die zu untersuchenden Proteine konstitutiv exprimiert werden, schlie8lich

proteinspezifische Sequenzen sehr sensitiv und spezifisch detektieren kann.
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Abbildung 4.12: Gesamt-RNA von BJAB-Zellen, HUVEC und HBMEC.

Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-RNA von BJAB-Zellen (A), HUVEC (B) und HBMEC
(C). Spuren: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (1), unbehandelte Zellen (2), mit IL-18 100 U/ml (3), mit
TNF-o 1.000 U/ml (4) oder mit LPS 1 pg/ml (5) fiir 48 h stimulierte Zellen, mit UV-inaktiviertem WTFb
(6) oder Wii4797 (7) bei einer MOI von 1 fiir 2 h inkubierte Zellen.

In Abbildung 4.12 ist die gelelektrophoretische Auftrennung der gesamten intrazellu-
laren RNA nach ihrer Isolation aus BJAB-Zellen, HUVEC und HBMEC dargestellt. Als

Hauptbestandteil der gesamten zelluldren RNA zeigt sich eine typische Verteilung von
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28S- und 18S-rRNA als klare Banden. Das heterogene Gemisch der mRNA ist in seiner
diffusen Verteilung nicht abzugrenzen. Die unterschiedliche Ausbeute und die daher
differierenden Konzentrationen der RNA wurden durch Einsatz entsprechender Volu-
mina filir den Schritt der reversen Transkription ausgeglichen.

Nach der reversen Transkription konnte nun das heterogene Gemisch der stabilen
cDNA unter Verwendung der eigens dafiir konzipierten und bereits genannten Primer-
paare auf das Vorhandensein von humanen, CD46- und SLAM-spezifischen Sequenzen
hin analysiert werden. Zur qualitativen Kontrolle der PCR und groben quantitativen
Abschétzung der Amplifikationsprodukte wurde zusétzlich eine Gensequenz des ubi-
quitdr vorhandenen Proteins B-Aktin amplifiziert. Als Positivkontrolle fungierte RNA,
die aus einer unbehandelten Population von BJAB-Zellen gewonnen wurde.

Die Amplifikationsprodukte fiir den Nachweis humaner CD46- und SLAM-spezi-
fischer mRNA bei unbehandelten und stimulierten HUVEC und HBMEC sind in den
Abbildungen 4.13, 4.14 und 4.15 zu finden. Bei beiden Endothelzellarten konnte CD46-
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Abbildung 4.13: Nachweisvon CD46- und SL AM -spezifischer mRNA.

Nachweis von CD46- (A) und SLAM-spezifischer mRNA (B) bei BJAB-Zellen, HUVEC und HBMEC
gegeniiber einer B-Aktin-Kontrolle (C) mittels RT-PCR. Amplifikationsprodukte: CD46 935 bp, SLAM
445 bp, B-Aktin 661 bp. Spuren: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (1), BJAB-Zellen (2), HUVEC (3) und
HBMEC (4).
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Abbildung 4.14: Nachweis von CD46-spezifischer mRNA bel stimulierten HUVEC und HBMEC.

Nachweis von CD46-spezifischer mRNA (A, B) bei HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D) gegeniiber
einer B-Aktin-Kontrolle (C, D) mittels RT-PCR. Amplifikationsprodukte: CD46 935 bp, B-Aktin 661 bp.
Spuren: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (1), HUVEC oder HBMEC (2—7), ohne Stimulation (2), Stimu-
lation mit IL-1 100 U/ml (3), TNF-a 1.000 U/ml (4) oder LPS 1 pg/ml (5) fiir 48 h, Inkubation mit UV-
inaktiviertem WTFb (6) oder Wii4797 (7) bei einer MOI von 1 fiir 2 h, als Kontrolle BJAB-Zellen (8).

spezifische mRNA nachgewiesen werden, ihr RNA-Pool wies aber im Gegensatz zu
BJAB-Zellen kein SLAM-spezifisches Transkript auf.

Um die Expression von SLAM bei Endothelzellen moglicherweise induzieren zu
koénnen, wurden HUVEC und HBMEC verschiedentlich stimuliert oder mit inaktivier-
ten Masernviren inkubiert. Hintergrund dieses Versuchs ist auch der gelungene Nach-
weis von TLR2-spezifischen Transkripten bei HUVEC und HBMEC, der in Abbildung
4.16 gezeigt ist. Weder die Stimulation von HUVEC und HBMEC mit IL-1B in einer
Konzentration von 100 U/ml, TNF-a in einer Konzentration von 1.000 U/ml oder Lipo-

polysaccharid in einer Konzentration 1 pg/ml tiber 48 h noch die Inkubation der Zellen
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mit UV-inaktiviertem WTFb oder Wii4797 2 h vor der RNA-Extraktion bei einer MOI
von 1 hatten einen Einfluss auf das Expressionsverhalten. Zusammenfassend ist nun da-
von auszugehen, dass HUVEC und HBMEC den Masernvirusrezeptor CD46 aus-
reichend bilden konnen, SLAM jedoch weder konstitutiv noch nach Stimulation auf

mRNA-Ebene zu exprimieren in der Lage sind.
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Abbildung 4.15: Analyse von SL AM-spezifischer mRNA bei stimulierten HUVEC und HBMEC.

Analyse von SLAM-spezifischer mRNA (A, B) bei HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D) gegeniiber
einer B-Aktin-Kontrolle (C, D) mittels RT-PCR. Amplifikationsprodukte: SLAM 445 bp, B-Aktin 661 bp.
Spuren: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (1), HUVEC oder HBMEC (2—7), ohne Stimulation (2), Stimu-
lation mit IL-13 100 U/ml (3), TNF-a 1.000 U/ml (4) oder LPS 1 pug/ml (5) fiir 48 h, Inkubation mit UV-
inaktiviertem WTFDb (6) oder Wii4797 (7) bei einer MOI von 1 fiir 2 h, als Kontrolle BJAB-Zellen (8).
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Abbildung 4.16: Nachweisvon TL R2-spezifischer mRNA bel HUVEC und HBMEC.

Nachweis von TLR2-spezifischer mRNA (A) bei HUVEC und HBMEC gegeniiber einer -Aktin-Kon-
trolle (B) mittels RT-PCR. Amplifikationsprodukte: TLR2 347 bp, p-Aktin 661 bp. Spuren: GeneRuler™
100 bp (A) oder 1 kb (B) DNA Ladder (1), unbehandelte HUVEC (2) und HBMEC (3).

422 Expression von Masernvirusrezeptorproteinen

Die Expression der Masernvirusrezeptoren an der Oberfldche der Endothelzellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Exemplarische Ergebnisse der Messungen fiir den
Nachweis von CD46 sind in Abbildung 4.17 zu sehen. HUVEC und HBMEC zeigten
deutliche Fluoreszenzsignale nahezu aller gemessenen Zellen, die Fluoreszenzsignale
der Zellen nach ihrer Stimulation mit IL-1B, TNF-a, IFN-a oder IFN-y {iber 48 h wichen
nicht erkennbar von dem der Mediumkontrolle ab.

Andere Ergebnisse wurden bei der Analyse des Masernvirusrezeptors SLAM
erzielt. Abbildung 4.18 zeigt auch hier ausfiihrliche exemplarische Messungen. Selbst
unter Einsatz der drei von verschiedenen Klonen stammenden, SLAM-spezifischen
Antikorper 5C6, A12 und IPO-3, die allesamt eindeutige Fluoreszenzsignale bei SLAM-
exprimierenden B95a-Zellen erzeugten, war der Masernvirusrezeptor bet HUVEC und
HBMEC auch durchflusszytometrisch nicht nachweisbar. Auch die Stimulation der
Zellen mit IL-1p, TNF-a, IFN-a oder IFN-y iiber ebenfalls 48 h hatte keinerlei Einfluss
auf dieses Expressionsverhalten. Die in Abbildung 4.19 gezeigte Expressionskinetik von
CD46 und SLAM bei HUVEC und HBMEC in Abhéngigkeit der Stimulation {iber
maximal 48 h untermauert noch einmal diese Beobachtungen. Interessanterweise ist

vielmehr eine Verminderung der Expression von CD46 iiber diesen Zeitraum hinweg
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auffillig, die moglicherweise auf die zunehmende Zelldichte wéhrend der Versuchs-

anordnung zuriickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 4.17: Expression von CD46 durch HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Expression von CD46 durch HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D) unter Verwendung
des CD46-spezifischen mAk 13/42 gegeniiber einer Isotypenkontrolle. HUVEC und HBMEC wurden un-
behandelt verwendet (A, B) oder mit TNF-o 200 U/ml fiir 6 h stimuliert (C, D).

Eine Ubersicht iiber die Intensitiit der durchflusszytometrisch gemessenen Fluoreszenz-
signale bietet Abbildung 4.20. Nahezu die gesamte Population B95a-Zellen offenbarte
erwartungsgemal eine ausgeprdgte Expression von SLAM. Die mit SLAM verwandten
Molekiile CD48 und CD58, die moglicherweise dhnliche Proteinsequenzen wie SLAM
aufweisen und daher auch als mogliche Masernvirusrezeptoren fungieren konnen, waren
nicht nachweisbar. Weder HUVEC noch HBMEC exprimierten SLAM an ihrer Ober-
fliche, ein Umstand, der durch die Verwendung dreier verschiedener SLAM-spezi-

fischer Antikorper noch einmal untermauert wurde. Der monoklonale Antikdrper IPO-3

85



4 Ergebnisse

zeigte als einziger ein diskretes Fluoreszenzsignal vor allem bet HBMEC, das in einer
gegeniiber der Isotypenkontrolle erhdhten Rate fluoreszenzpositiver Zellen und einem
erhohten Index des Mittelwertes seinen Ausdruck fand. In der Form der Histogramm-
kurve gab es keinen Anhalt fiir eine erkennbare Rechtsverschiebung oder eine fluores-
zenzpositive Subpopulation. Wie bei B95a-Zellen war auch bei Endothelzellen keine

Oberfliachenexpression von CD48 oder CD58 nachweisbar.
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Abbildung 4.18: Expression von SLAM durch B95a-Zellen, HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Expression von SLAM durch B95a-Zellen (A), HUVEC (B, D) und HBMEC (C, E)
unter Verwendung der SLAM-spezifischen mAk 5C6, A12 und IPO-3 gegeniiber einer Isotypenkontrolle.
HUVEC und HBMEC wurden entweder unbehandelt verwendet (B, C) oder mit IL-1f 1.000 U/ml fiir
knapp 24 h stimuliert (D, E).
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Abbildung 4.19: Expressionskinetik von CD46 und SLAM bei HUVEC und HBMEC.

Durchflusszytometrische Expressionskinetik von CD46 (A, B) und SLAM (C, D) bei HUVEC (A, C)
und HBMEC (B, D) nach Stimulation mit IL-1p 1.000 U/ml, IFN-a 1.000 U/ml, IFN-y 200 U/ml oder
TNF-0 200 U/ml unter Verwendung der CD46- und SLAM-spezifischen mAk 13/42 und 5C6 gegeniiber
einer Mediumkontrolle. Legende s. (D).

Eine quantitative Zusammenfassung des Expressionsmusters ist in Abbildung 4.21 dar-
gestellt. B95a-Zellen zeigten unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers 5C6, der
tiber diese Zelllinie hergestellt wurde, erwartungsgeméil eine markante Expression des
Masernvirusrezeptors SLAM, dagegen keinerlei Expression von CD46 unter Verwen-
dung des monoklonalen Antikorpers 13/42, der die bei B95a-Zellen nicht vorhandene
duBere Domédne SCRI1 erkennt. Die Vertreter der Endothelzellen HUVEC und HBMEC

waren durch eine signifikante Expression von CD46 gekennzeichnet, ein Nachweis von
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SLAM gelang nicht. Zusétzlich dienten zwei verschiedene, von CHO-K1 abstammende
Zelllinien als Positivkontrollen fiir den Nachweis der Masernvirusrezeptoren. CHO-K 1

zeigte als unbehandelte, native Zelllinie keine Expression von CD46 oder SLAM.
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Abbildung 4.20: Expression von SLAM, CD48 und CD58 durch HUVEC und HBMEC.

Ubersicht iiber die durchflusszytometrische Quantifizierung der Expression von SLAM, CD48 und
CD58 durch HUVEC und HBMEC unter Verwendung der SLAM-spezifischen mAk 5C6, A12 und IPO-
3. HUVEC und HBMEC wurden entweder unbehandelt oder mit IL-1f 1.000 U/ml stimuliert. Als
Positivkontrolle fiir die Expression von SLAM dienten B95a-Zellen. Dargestellt sind die Rate der fluores-
zenzpositiven Zellen (A) und die Intensitit des mittleren Fluoreszenzsignals als Index des Mittelwertes

(B) gegeniiber einer Isotypenkontrolle.
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Abbildung 4.21: Ubersicht tiber CD46- und SLAM -exprimierende Zellen.

Ubersicht iiber die durchflusszytometrische Quantifizierung der Expression von CD46 und SLAM
durch B95a-Zellen, HUVEC und HBMEC im Vergleich zu CHO-K 1, CH-5.3 und CHO-SLAM unter Ver-
wendung der CD46- und SLAM-spezifischen mAk 13/42 und 5C6. Dargestellt sind die Rate der fluores-
zenzpositiven Zellen (A) und die Intensitit des mittleren Fluoreszenzsignals als Index des Mittelwertes

(B) gegeniiber einer Isotypenkontrolle.

Ein starkes Fluoreszenzsignal fiir CD46 war von der Zelllinie CHO-5.3 zu erwarten, die
humanes CD46 durch ein stabiles Plasmid an der Oberfliche prisentiert. Als Kontrolle
fiir die Expression von humanem SLAM kam die Zelllinie CHO-SLAM zum Einsatz,

die stabil mit der fiir SLAM kodierenden Sequenz transfiziert ist. Der positive Nachweis
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der Masernvirusrezeptorexpression bei den verschiedenen CHO-Zellen war auch fiir
ihre Verwendung bei den Infektionsuntersuchungen von elementarer Bedeutung.

Um auch gegebenenfalls intrazelluldr gespeicherte Proteine nicht vom Nachweis
durch die RT-PCR und FACS-Analyse auszunehmen, wurde der zelluldre Proteingehalt
mittels Western-Blot-Analyse auf die Existenz der Masernvirusrezeptoren untersucht.
Diese Methode ergab einen positiven Nachweis von CD46 bet HUVEC und HBMEC
unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers 13/42. Nebenbefundlich fiel einerseits
das Fehlen einer zweiten Bande, damit das Fehlen einer weiteren Isoform von CD46,
und andererseits eine geringe, wenige kda umfassende GréBendifferenz der beit HUVEC
detektierten Isoform im Vergleich zu BJAB-Zellen und HBMEC auf. Nur bei BJAB-
Zellen konnte die typische, diffuse, bei 7090 kda lokalisierte Bande als Zeichen einer
heterogenen Glykosylierung von SLAM nachgewiesen werden. Somit bot auch dieses

Verfahren keinen Hinweis auf eine SLAM-Expression durch HUVEC oder HBMEC.
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Abbildung 4.22: Expression von CD46 und SLAM durch BJAB-Zellen, HUVEC und HBMEC.

Western-Blot-Analyse der Expression von CD46 (A) und SLAM (B) durch BJAB-Zellen, HUVEC und
HBMEC unter Verwendung der CD46- und SLAM-spezifischen mAk 13/42 und 5C6. Proteinbanden:
CD46 ~67 kda, SLAM 70-90 kda. Spuren: BJAB-Zellen (1), HUVEC (2-4), HBMEC (5-7), ohne Stimu-
lation (1, 2, 5), Stimulation mit IL-4 100 U/ml (3, 6) oder mit TNF-a 250 U/ml (4, 7) fiir 48 h.
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4.3 Bindung von Masernviren an Endothelzellen

Ein erster elementarer Schritt fiir die Infektiositit von Masernviren ist ihre Bindung an
die zelluldren Rezeptoren der Zielzellen. Das MaR3 der Virusbindung kann als indirekter
Indikator fiir die Prisenz von zelluldren Rezeptoren an der Zelloberfliche dienen. Daher
wurden die Bindungskapazititen von Endothelzellen fiir den attenuierten Masernvirus-
stamm Edm und fiir einige Vertreter virulenter Masernvirusstimme unter Einsatz unter-
schiedlicher Virusmengen, angegeben als MOI, durchflusszytometrisch mittels eines
gegen das Himagglutininprotein des Masernvirus gerichteten Antikdrper analysiert.

In Abbildung 4.23 sind die Ergebnisse der Bindungsversuche mit dem attenuierten
Masernvirusstamm Edm und dem virulenten Masernvirusstamm WTFb an HUVEC in
Abhiingigkeit von ihrer Vorstimulation als Ubersicht dargestellt. Eine hohe Bindungs-
kapazitit fiir Edm zeigten HUVEC schon bei geringen Mengen an eingesetztem Virus,
die sich durch Erh6éhung der eingesetzten Virusmengen noch einmal deutlich erhdhen
lieB3. Fast alle Zellen boten positive Fluoreszenzsignale. Die Bindungskapazitét fiir den
Wildtypstamm WTFD fiel im Vergleich zu Edm deutlich geringer aus, die Fluoreszenz-
signale bewegten sich, abhingig von der eingesetzten Virusmenge, im Bereich des 2—
4fachen gegeniiber den Mockkontrollen. Die Stimulation der HUVEC 42 h vor den
Messungen mit TNF-a oder IFN-y hatte keinen Einfluss auf die Bindungskapazitét fiir
WTFb, die Intensitdt der Fluoreszenzsignale bei der Analyse der Bindungskapazitit fiir
Edm fiel bei gleichen Messbedingungen nach Stimulation mit TNF-a etwas, mit IFN-y
um das 2—3fache deutlich geringer aus.

Die Ergebnisse umfangreicher Messungen der Bindungskapazititen von HUVEC
und HBMEC fiir Edm und WTFb sowie die weiteren virulenten Masernvirusstimme
Wii4797, Wii5679 und Wii7671 sind in Abbildungen 4.24 und 4.25 verdeutlicht. Die
Bindungskapazitét fiir Edm war bei beiden Endothelzellarten sehr hoch, die Intensitét
der Fluoreszenzsignale korrelierte dabei jeweils sehr gut mit der eingesetzten Virus-
menge. Die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen fiel durch die sich iiberschneidende
Unterteilung in fluoreszenzpositive und -negative Zellen bei HUVEC geringer aus als

bei HBMEC und lag bei beiden Zellarten unter der zuvor gemessenen Rate. Anhand der
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klar nach rechts verschobenen Histogrammkurven lie3 sich allerdings eine Bindung von
Edm an nahezu alle HUVEC und HBMEC abschitzen.

Hinsichtlich der Bindungskapazitdt von HUVEC und HBMEC fiir Wildtypstimme
offenbarte sich ein heterogenes Bild. Fiir WTFb und Wii5679 lag die Bindungskapazitit
auf niedrigem Niveau bis zur 8fachen Intensitidt der Mockkontrolle, bis zu 13 % der
HUVEC und 20 % der HBMEC wiesen positive Fluoreszenzsignale auf. Positive
Fluoreszenzsignale wurden fiir Wii4797, abhingig von der eingesetzten Virusmenge, bei
bis zu 41 % der HUVEC und 56 % der HBMEC festgestellt, fiir Wii7671 waren es noch
bis zu 30 % der Endothelzellen. In Anbetracht des zweigipfligen Verlaufs der Histo-
grammkurven schien es sich dabei um Subpopulationen zu handeln, auf die der Haupt-

teil der Bindungskapazitit fiel.
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Abbildung 4.23: Ubersicht tiber die Masernvirusbindung an native und stimulierte HUVEC.

Durchflusszytometrische Quantifizierung der Bindung der Masernvirusstimme Edm und WTFb an
unbehandelte sowie mit TNF-a 200 U/ml oder IFN-y 1.000 U/ml iiber 42 h stimulierte HUVEC bei unter-
schiedlichen MOI, bei einer Temperatur von 37 °C und unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk
L77. Dargestellt sind die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen (A) und die Intensitit des mittleren

Fluoreszenzsignals als Index des Mittelwertes (B) gegeniiber entsprechenden Mockkontrollen.
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Abbildung 4.24: Analyse der Maser nvirusbindung an HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Bindung der Masernvirusstimme Edm (A, F), WTFb (B, G), Wii4797 (C,H),
Wii5679 (D, I) und Wii7671 (E, J) an HUVEC (A—E) und HBMEC (F-J) bei unterschiedlichen MOI, bei
einer Temperatur von 37 °C und unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk K83 gegeniiber ent-
sprechenden Mockkontrollen. Beschriftung s. (A).

94



4 Ergebnisse

A 100 o 1
< 75 ]
E 80
Gl 54 MOI [2,5
N 60
g 41 W5
'g 40 29
° 19
§ 20 ° 2 7 7 9
3 S 3 6
ol o o =l N e ™l
mock Edm WTFb W u4797 Wu5679 Wu7671
Virusstamme
8 35 o1
g
°© MOI B2,5
g
@ ms5
3 16
> 1
E ., .
: ol e
s , , , B
mock Edm WTFb W 14797 Wi5679 Wa7671
Virusstamme
C 100 . 86
a1
N 74
€ g0 T
Q
= 56 MOI [2,5
N 60 53
;q%) 40 W5
'g 40 28
o
[} 18 20 s A
T 20 5 16
“ -1l ]
0+ ° ° ° T T T T T
mock Edm WTFb W 4797 Wu5679 Wu7671
Virusstamme
01

MV-H-Index des Mitte lwertes U

32
MOI 02,5
H5
11
5
4 4
2 2 3 1 2 3 3

mock Edm WTFb W i4797 Wii5679 Wi7671
Virusstdmme

Abbildung 4.25: Ubersicht iiber die M aser nvirusbindung an HUVEC und HBMEC.

Durchflusszytometrische Quantifizierung der Bindung der Masernvirusstimme Edm, WTFb, Wii4797,
Wii5679 und Wii7671 an HUVEC (A, B) und HBMEC (C, D) bei unterschiedlichen MOI, bei einer Tem-
peratur von 37 °C und unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk K83. Dargestellt sind die Rate der
fluoreszenzpositiven Zellen (A, C) und die Intensitit des mittleren Fluoreszenzsignals als Index des

Mittelwertes (B, D) gegeniiber entsprechenden Mockkontrollen.
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4.4 Infektion von Endothelzellen mit Masernviren

4.4.1 Mikroskopische Darstellung der Masernvirusinfektion

Zur Analyse und zum Nachweis der Infektion von humanen vaskulidren Endothelzellen
mit verschiedenen Masernvirusstimmen wurden verschiedene Ansdtze gewihlt. Die
Auswirkung einer Masernvirusinfektion auf die Zellmorphologie wurde phasenkontrast-
mikroskopisch beurteilt, das AusmaB, die Ausbreitung und die Intensitét einer Masern-
virusinfektion wurden neben Kontrolluntersuchungen mit anderen permissiven Zellarten
unter Einsatz der indirekten Immunfluoreszenz mikroskopisch visualisiert und durch-
flusszytometrisch quantifiziert. Schlielich wurden die Replikation und Produktion von
Masernviren innerhalb der Zellkultur mittels der Endpunkttitration bestimmt.

Zunichst wurden das Ausmal, die Ausbreitung und die Intensitdt einer Masern-
virusinfektion innerhalb einer Kultur von HUVEC und HBMEC mit dem attenuierten
Masernvirusstamm Edm und den virulenten Masernvirusstimmen WTFb, Wii4797 und
Wii5679 bei verschiedenen MOI {iber 3 d untersucht und phasenkontrast- sowie immun-
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Zur immunfluoreszenzmikroskopischen Detektion
einer Masernvirusinfektion wurde das intrazelluldr reichlich replizierte Nukleokapsid-
protein unter Verwendung des spezifischen, monoklonalen Primérantikorpers F227 und
des Alexa Fluor” 488-gekoppelten Sekundirantikorpers ausgewihlt.

In Abbildung 4.26 sind HUVEC phasenkontrastmikroskopisch dargestellt, die ent-
weder uninfiziert belassen oder mit den Masernvirusstimmen Edm, WTFb, Wi4797
und Wii5679 tiiber bis zu 3 d infiziert worden waren. In vor allem mit Edm, aber auch
mit virulenten Masernvirusstimmen infizierten Kulturen konnten zytopathische Effekte
in Form von Synzytienbildung schon nach 24 h beobachtet werden, einige Areale des
mit Edm infizierten Monolayer waren nach 72 h lysiert. Auffillig bei einer grofen Zahl
von HUVEC war in besonders mit WTFb und Wii5679 infizierten Kulturen eine Ver-
anderung der Morphologie von einem polygonalen, konfluenten und pflastersteinartigen
hin zu einem lénglichen, fast spindelférmigen Zellbild.

Der hellfeldmikroskopischen Begutachtung steht die immunfluoreszenzmikro-

skopische Masernvirusdetektion in Abbildung 4.27 gegeniiber. In der Reihe der unbe-
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handelten Zellen lief3 sich erwartungsgemal} kein Nukleokapsidprotein nachweisen. Die
Masernvirusinfektion verbreitete sich sehr effizient in mit Edm infizierten Kulturen un-
ter Bildung von zytopathischen Effekten. Eine &hnliche Beobachtung galt auch fiir den
virulenten Stamm Wii4797, der sich unter Bildung von zytopathischen Effekten nach
72 h ebenfalls in einem grofBen Anteil der Zellen nachweisen lie3. Etwas verhaltener ge-
staltete sich die Ausbreitung der Infektion von HUVEC mit den beiden virulenten Stdm-
men WTFb und Wii5679, eine Infektion der Zellen war aber eindeutig festzustellen.

Bei gleichen Untersuchungsbedingungen zeigte die Infektion von HBMEC mit den
vier verschiedenen Masernvirusstimmen ein dhnliches, in einigen Punkten allerdings
unterschiedliches Infektionsmuster, das in den Abbildungen 4.28 und 4.29 dargestellt
ist. Nach der Infektion mit Edm offenbarten HBMEC von Beginn an eine deutlich stér-
kere Tendenz zur Synzytienbildung als HUVEC, die Infektion von HBMEC mit den
virulenten Stimmen WTFb, Wii4797 und Wii5679 ergab ein im Vergleich zu HUVEC
geringeres Ausmal} von Synzytienbildung und zellmorphologischer Alteration. Immun-
fluoreszenzmikroskopisch konnten die phasenkontrastmikroskopisch gewonnenen Ein-
driicke bestétigt werden. Unter klarer Bildung von Synzytien lieB sich bei Edm ein sehr
hoher Anteil von infizierten HBMEC darstellen, wahrend das Ausmal} der nachgewie-
senen Infektion von HBMEC mit den virulenten Stimmen offensichtlich gering, aber
positiv ausfiel. Interessant war die Beobachtung, dass vermeintlich eher die erhaben lie-
genden oder oberflachlichen Zellen infiziert zu sein schienen.

In Ergdnzung zu den Untersuchungen der Kinetik der Infektion von HUVEC und
HBMEC mit den verschiedenen Masernvirusstimmen wurden, allerdings ohne Einsatz
des virulenten Masernvirusstamms Wii4797, parallele Untersuchungsreihen bei einer
fiinffach hoheren MOI von 0,5 durchgefiihrt, die in den Abbildungen 4.30 bis 4.33 auf-
gefiihrt sind. Die Infektion von HUVEC wie auch HBMEC mit Edm ging in ansteigen-
dem MalB schon nach 48 h mit einer ausgepréagten Synzytienbildung und Zelllyse einher,
so dass sich nach 72 h groBle Liicken im Zellmonolayer gebildet hatten und nur noch
scheinbar eher weniger infizierte Areale zuriickgeblieben, aber morphologisch alteriert
aufzufinden waren. Eine effiziente Infektion von HUVEC boten auch die beiden viru-

lenten Masernvirusstimme WTFb und Wii5679, so zeigte sich ein groBBerer Anteil zyto-
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pathischer Effekte innerhalb des Zellmonolayers, verbunden mit einer morphologischen
Verdnderung vieler {ibriger Zellen.

Auch immunfluoreszenzmikroskopisch war die Beobachtung einer stirkeren In-
fektion von HUVEC und HBMEC als bei Einsatz der geringeren MOI nachzuvoll-
ziehen. Nach der Infektion beider Endothelzellarten mit Edm war eine ausgepriagte Syn-
zytienbildung mit reichlich exprimiertem Nukleokapsidprotein nachweisbar. Auch die
beiden Vertreter der Wildtypstimme WTFb und Wii5679 verursachten eine recht ausgie-
bige Infektion von HUVEC und HBMEC, dabei schien sich erneut eine deutlich stér-
kere und schnellere oder effizientere Infektion von HUVEC als von HBMEC zu zeigen.
Die Infektion von HUVEC mit Wii5679 zeigte einige gut durchinfizierte Areale mit
einer auffdllig kornigen, intrazytoplasmatischen Verteilung des Nukleokapsidproteins
ohne Tendenz zur Synzytienbildung. Diese Variante einer Nukleokpasidverteilung konn-
te im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit so noch nicht beobachtet werden.

Abbildung 4.34 zeigt eine weitere, eher zufillig beobachtete Auftilligkeit der In-
fektion von HUVEC mit Wii4797. Vor der routinemifigen Kernfarbung mit dem DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI wurde in einem Versuch entdeckt, dass
nach Ablauf von 138 h nach der Infektion mit Wii4797 in einer Kultur von HUVEC das
virale Nukleokapsidprotein intranukledr angereichert wurde, eine Beobachtung, die
nach der Infektion der gleichen Zellen unter gleichen Bedingungen mit Edm und WTFb
nicht gemacht worden war. In Abbildungen 4.35 und 4.36 ist beispielhaft die Bildung
von Synzytien nach Infektion von HUVEC und HBMEC mit verschiedenen Masern-
virusstimmen phasenkontrast- und immunfluoreszenzmikroskopisch aufgezeigt. Dabei
wiesen HBMEC nach ihrer Infektion mit Edm eine stirkere Tendenz zur Synzytien-
bildung als HUVEC auf, zusitzlich beinhalteten die Synzytien hier eine grofere Zahl
von Zellen. Nach Infektion der Zellen mit dem virulenten Masernvirusstamm Wii4797
konnten Synzytien nachgewiesen werden, die jedoch kleiner und weniger zahlreich als
bei einer Infektion mit Edm waren. Nur gelegentlich konnten einzelne, bis zu 18 Zell-
kerne umfassende Synzytien detektiert werden. Auch nach der Infektion von HUVEC
mit Wii5679 kam die Bildung von Synzytien vor, die erwartungsgemil} bei einer MOI
von 0,5 stirker ausgeprigt zu sein schien. Abbildung 4.37 zeigt Nahaufnahmen von in-

fizierten HBMEC, die lange, diinne filiforme Ausldufer ausbildeten.
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Abbildung 4.26: Morphologie von infizierten HUVEC bei einer MOI von 0,1.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Infektion von HUVEC mit Edm (D-F), WTFb (G-I),
Wii4797 (J-L) und Wii5679 (M—0) 24 h (A, D, G, J, M), 48 h (B, E, H, K, N) und 72 h (C, F, I, L, O)
nach Infektionsbeginn bei einer MOI von 0,1. Zum Vergleich sind uninfizierte HUVEC abgebildet (A—C).

Vergroflerung 125x.

99



4 Ergebnisse

Abbildung 4.27: Ausbreitung einer Masernvirusinfektion bei HUVEC und einer MOI von 0,1.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Ausbreitung einer Infektion von HUVEC mit Edm (D-F),
WTFb (G-I), Wii4797 (J-L) und Wii5679 (M—O) 24 h (A, D, G, J, M), 48 h (B, E, H, K, N) und 72 h (C,
F, I, L, O) nach Infektionsbeginn bei einer MOI von 0,1 unter Verwendung des MV-N-spezifischen mAk
F227 (griin). Zum Vergleich sind uninfizierte HUVEC abgebildet (A—C). Die Zellkerne (blau) sind mit
dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI geférbt worden. VergroBerung 250x.
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Abbildung 4.28: Morphologie von infizierten HBMEC bei einer MOI von 0,1.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Infektion von HBMEC mit Edm (D-F), WTFb (G-1),
Wii4797 (J-L) und Wii5679 (M—0) 24 h (A, D, G, J, M), 48 h (B, E, H, K, N) und 72 h (C, F, I, L, O)
nach Infektionsbeginn bei einer MOI von 0,1. Zum Vergleich sind uninfizierte HBMEC abgebildet (A—
C). VergroBerung 125x.

101



4 Ergebnisse

Abbildung 4.29: Ausbreitung einer M asernvirusinfektion bei HBMEC und einer MOI von 0,1.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Ausbreitung einer Infektion von HBMEC mit Edm (D-F),
WTFb (G-I), Wiid797 (J-L) und Wii5679 (M—0) 24 h (A, D, G, J, M), 48 h (B, E, H, K, N) und 72 h (C,
F, I, L, O) nach Infektionsbeginn bei einer MOI von 0,1 unter Verwendung des MV-N-spezifischen mAk
F227 (griin). Zum Vergleich sind uninfizierte HBMEC abgebildet (A—C). Die Zellkerne (blau) sind mit
dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI geférbt worden. VergroBerung 250x.
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Abbildung 4.30: Morphologie von infizierten HUVEC bei einer MOI von 0,5.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Infektion von HUVEC mit Edm (D-F), WTFb (G-I)
und Wii5679 (J-L) 24 h (A, D, G, J), 48 h (B, E, H, K) und 72 h (C, F, I, L) nach Infektionsbeginn bei
einer MOI von 0,5. Zum Vergleich sind uninfizierte HUVEC abgebildet (A—C). VergroBerung 125x.
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Abbildung 4.31: Ausbreitung einer Masernvirusinfektion bei HUVEC und einer MOI von 0,5.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Ausbreitung einer Infektion von HUVEC mit Edm (D-F),
WTFb (G-I) und Wii5679 (J-L) 24 h (A, D, G, J), 48 h (B, E, H, K) und 72 h (C, F, I, L) nach Infektions-
beginn bei einer MOI von 0,5 unter Verwendung des MV-N-spezifischen mAk F227 (griin). Zum Ver-
gleich sind uninfizierte HUVEC abgebildet (A—C). Die Zellkerne (blau) sind mit dem DNA-interkalieren-
den Farbstoff DAPI gefarbt worden. VergroBerung 250x.
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Abbildung 4.32: Morphologie von infizierten HBMEC bei einer MOI von 0,5.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Infektion von HBMEC mit Edm (D-F), WTFb (G-I)
und Wii5679 (J-L) 24 h (A, D, G, J), 48 h (B, E, H, K) und 72 h (C, F, I, L) nach Infektionsbeginn bei
einer MOI von 0,5. Zum Vergleich sind uninfizierte HBMEC abgebildet (A—C). Vergroflerung 125x.
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Abbildung 4.33: Ausbreitung einer Masernvirusinfektion bei HBMEC und einer MOI von 0,5.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Ausbreitung einer Infektion von HBMEC mit Edm (D-F),
WTFb (G-I) und Wii5679 (J-L) bei einer MOI von 0,5 in einem Zeitraum von 24 h (A, D, G, J), 48 h (B,
E, H, K) und 72 h (C, F, I, L) nach Infektionsbeginn unter Verwendung des MV-N-spezifischen mAk
F227 (griin). Zum Vergleich sind uninfizierte HBMEC abgebildet (A—C). Die Zellkerne (blau) sind mit
dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI geférbt worden. Vergroferung 250x.

106



4 Ergebnisse

Abbildung 4.34: Intranukledre Anreicherung des Nukleokapsidproteins bei infizierten HUVEC.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der intranukleéren Anreicherung des Nukleokapsidproteins bei
HUVEC 138 h nach der Infektion mit Wii4797 bei einer MOI von 0,01 unter Verwendung des MV-N-
spezifischen mAk F227 (griin). Vergroferung 400x.

Abbildung 4.35: Synzytienbildung bei infizierten HUVEC und HBMEC.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Synzytienbildung (Pfeile) mindestens dreier Zellen bei
HUVEC (A, C) und HBMEC (B, D) 3 d nach der Infektion mit Edm (A, B) und Wii4797 (C, D) bei einer
MOI von 0,1. VergroBerung 250x.
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Abbildung 4.36: Synzytienbildung bei infizierten HUVEC.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Synzytienbildung bei HUVEC 24 h (C), 48 h (A) und 72 h
(B, D) nach der Infektion mit Wii4797 (A, B) und Wii5679 (C, D) bei einer MOI von 0,1 (A, B) oder 0,5
(C, D) unter Verwendung des MV-N-spezifischen mAk F227 (griin). Die Zellkerne (blau) sind mit dem
DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI geférbt worden. VergroBerung 400x.

Abbildung 4.37: Ausbildung filiformer Audlufer bel infizierten HBMEC.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Ausbildung filiformer Ausldufer bei HBMEC 48 h nach
der Infektion mit WTFb (A) und Wii4797 (B) bei einer MOI von 0,1 unter Verwendung des Hyperimmun-
serums eines an SSPE Erkrankten (griin). Die Zellkerne (blau) sind mit dem DNA-interkalierenden Farb-
stoff DAPI gefirbt worden. Vergroferung 400x.
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Zur Kontrolle der Synzytienbildung wurden BJAB-Zellen bei einer niedrigen MOI von
0,01 mit den virulenten Masernvirusstimmen infiziert und bis zu 3 d nachbeobachtet.
Wihrend die Infektion mit WTFb schon nach 24 h eine ausgeprigte Synzytienbildung
hervorrief, waren die mit Wii4797, Wii5679 und Wii7671 infizierten Kulturen von
BJAB-Zellen durch eine geringe bis mafBige, langsamer verlaufende Synzytienbildung
gekennzeichnet. Auffillig war auch eine Verdnderung der Morphologie dieser Zellen zu
kleinen, dysmorphen, apoptotisch anmutenden Zellen zu beobachten. Abbildung 4.38
gewihrt dazu eine bildliche Ubersicht.

i
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Abbildung 4.38: Zytopathische Effekte bei infizierten BJAB-Zellen.

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der zytopathischen Effekte in Form von Synzytienbil-
dungen (weie Pfeile) oder Verdnderung der Zellmorphologie (graue Pfeile) bei BJAB-Zellen 24 h nach
der Infektion mit WTFb (B), Wii4797 (C), Wii5679 (D) und Wii7671 (E) bei einer MOI von 0,01. Zum
Vergleich sind uninfizierte BJAB-Zellen abgebildet (A). VergroBBerung 400x.
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4.4.2 Durchflusszytometrische Auswertung der Masernvirusinfektion

Zur Quantifizierung des Ausmalles, der Ausbreitung und der Intensitit der Masern-
virusinfektion wurden HUVEC und HBMEC durchflusszytometrisch auf die Expression
des Masernvirushdmagglutininproteins und damit auf die Infektion mit Masernviren
analysiert. Als Kontrolle fungierte dabei die Zelllinie B95a, die permissiv flir attenuierte
wie auch virulente Masernvirusstimme ist.

Eine Ubersicht iiber die durchflusszytometrische Quantifizierung der Infektion von
HUVEC und HBMEC mit dem attenuierten Masernvirusstamm Edm und den virulenten
Masernvirusstimmen WTFb, Wii4797 und Wii5679 gewidhren Abbildungen 4.39 und
4.40, die dazugehorigen Histogrammkurven sind in Abbildung 4.41 dargestellt. HUVEC
und HBMEC exprimierten das Hdmagglutininprotein schon nach 24 h durch 20-30 %
ithrer Zellen, nach 72 h waren nahezu alle HBMEC, nach 96 h nahezu alle HUVEC in
der Kultur infiziert. Vor allem bei HBMEC war eine schnelle und damit effiziente Aus-
breitung der Infektion durch Edm zu beobachten, die sich bei B95a-Zellen so nicht
darstellen lieB. In die Messungen nach 72, in jedem Fall 96 h aufwiérts gingen infizierte
und lysierte Zellen oder groBe Synzytien aufgrund der durchflusszytometrischen
Bedingungen nicht ein und zeigten somit eher falsch-niedrige Werte. Die Intensitéts-
kurve der mittleren Fluoreszenzsignale als Ausdruck der Intensitdt der oberfldchlichen
Hamagglutininexpression stieg fiir HUVEC und HBMEC vergleichbar stetig an, um
nach 96 h bet HBMEC und nach 120 h beit HUVEC beim 150fachen des Fluoreszenz-
signals gegeniiber der Mockkontrolle ein Plateau zu erreichen. Die Intensitdtskurve fiir
B95a-Zellen stieg ab dem dritten Tag deutlich steiler als diejenige von HUVEC und
HBMEC bis auf Werte von knapp dem 400fachen Fluoreszenzsignal gegeniiber der
Mockkontrolle an. Auch die Histogrammkurven sollen diese Ergebnisse noch einmal
verdeutlichen. Fiir B95a-Zellen war ein verhaltenerer Verlauf der Infektion mit Edm
gegeniiber Endothelzellen, dafiir eine starker nach rechts verschobene Kurve nach 120 h
zu erkennen. Bei HUVEC und HBMEC war eine starke Himagglutininexpression schon
nach 48 h zu beobachten, die bei HBMEC schon nach 96 h ein dhnliches Ausmal} wie
nach 120 h erreichte.
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Unter den virulenten Masernvirusstimmen WTFb, Wii4797 und Wii5679 hob sich
Wii4797 bei der Infektion von HUVEC deutlich ab. Wihrend die Expression des Him-
agglutininproteins iiber 6 d hinweg nur bei 10-20 % der gemessenen, mit WTFb und
Wii5679 infizierten HUVEC und HBMEC nachweisbar war, konnte eine effiziente
Ausbreitung von Wii4797 in der Kultur von HUVEC ab dem dritten Tag, so aber nicht
in der von HBMEC verzeichnet werden. Die Intensititskurven der mittleren Fluores-
zenzsignale als Ausdruck der Intensitdt der oberflachlichen Himagglutininexpression
von WTFb und Wii5679 verhielten sich fir HUVEC und HBMEC &hnlich flach und
erreichten das 5—15fache des Fluoreszenzsignals der Mockkontrolle. Die Infektion von
HUVEC mit Wii4797 zeigte ein mittelstarkes und deutlich ansteigendes Niveau der
Hamagglutininexpression im Bereich des 40fachen des Fluoreszenzsignals der Mock-
kontrolle, die Intensitdt der Infektion von HBMEC dagegen dhnelte der der {ibrigen
Wildtypstimme. Die FACS-Kurven veranschaulichen diese Ergebnisse. Die virulenten
Masernvirusstimme infizierten allesamt sehr effizient, vollstindig und in vergleichbarer
Weise B95a-Zellen, Unterschiede zur Infektion mit dem attenuierten Masernvirusstamm
Edm fanden sich lediglich im Fluoreszenzniveau ab dem vierten Tag nach
Infektionsbeginn. Die Mehrzahl der HUVEC und HBMEC wiesen keinerlei von der
Mockkontrolle abhebendes Fluoreszenzsignal auf, ein kleiner Teil der Zellen zeigte mit
einem heterogen, plateauartig iiber die mittleren bis hohen Fluoreszenzbereiche verteil-
ten Fluoreszenzsignal eine klare Himagglutininexpression. Die Histogrammkurven, die
fir die Infektion von HUVEC mit Wii4797 stehen, offenbarten nach dem Zeitraum von
48 h einen zweigipfligen Verlauf, so dass von einer effizienten, nicht alle Zellen be-

treffende Infektion dieser Endothelzellart ausgegangen werden kann.
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Abbildung 4.39: I nfektionsausbreitung und —kinetik von Masernviren bei HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Infektion von B95a-Zellen (A), HUVEC (B) und HBMEC (C) mit Edm, WTFb,
Wii4797 und Wii5679 bei einer MOI von 0,5 iiber 6 d unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk
K83. Dargestellt ist die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen. Legende s. (A).
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Abbildung 4.40: I nfektionsintensitét und —kinetik von Masernviren bei HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Infektion von B95a-Zellen (A, B), HUVEC (C, D) und HBMEC (E, F) mit Edm (A,
C, E), WTFb, Wii4797 und Wii5679 (B, D, F) bei einer MOI von 0,5 iiber 6 d unter Verwendung des M V-
H-spezifischen mAk K83. Dargestellt ist die Intensitét des mittleren Fluoreszenzsignals als Index des

Mittelwertes gegentiber entsprechenden Mockkontrollen. Legende s. (A, B).
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Abbildung 4.41: Analyse der I nfektionsintensitét von Masernviren bei HUVEC und HBMEC.

FACS-Analyse der Infektion von B95a-Zellen (A, D, G, J), HUVEC (B, E, H, K) und HBMEC (C, F, 1,
L) mit Edm (A-C), WTFb (D-F), Wii4797 (G-1) und Wii5679 (J-L) bei einer MOI von 0,5 iiber 48, 96
und 120 h unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk K83 gegeniiber einer Mockkontrolle.
Beschriftung s. (A).
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Abbildung 4.42: Stimulationsabhéngige Infektionskinetik von Masernviren bei HUVEC.

FACS-Analyse der Infektion von HUVEC mit Edm (A), WTFb (B), Wii4797 (C) und Wii5679 (D) bei
einer MOI von 0,1 {iber 6 d in Abhdngigkeit der Stimulation der Zellen mit IFN-a 1.000 U/ml, IFN-y 100
U/ml, IL-1B 100 U/ml, IL-4 50 U/ml, IL-6 100 U/ml, TNF-o. 100 U/ml, LPS 1 pg/ml und Histamin
10 uM gegeniiber der Mediumkontrolle unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk K83. Dargestellt

ist die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen. Legende s. (A).

Um einen begiinstigenden oder sogar hemmenden Effekt einer Zellstimulation auf die
Masernvirusinfektion zu untersuchen, wurden in einer weiteren Versuchsreihe HUVEC
und HBMEC vor und nach Beginn der Infektion mit verschiedenen Zytokinen, Lipo-
polysacchariden von Escherichia coli und dem Hormon Histamin stimuliert. Uber-
sichten hierzu gewdhren Abbildungen 4.42 und 4.43. Die Ergebnisse zeigten dabei im
Vergleich zu unstimulierten HUVEC und HBMEC keinen wesentlichen und signifikant
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begiinstigenden oder hemmenden Effekt der Stimulation mit IL-1p, IL-4, IL-6, TNF-a,
LPS oder Histamin auf die Ausbreitung der Infektion innerhalb der Kultur. Die Stimu-
lation von HUVEC und HBMEC mit IFN-a und IFN-y schien eine Hemmung der Aus-
breitung der Infektion mit Edm, in geringerem MafBle mit Wii4797, innerhalb der Kultur
zu bewirken, da die Rate der infizierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten
Zellen niedrig blieb und auch der Zuwachs an infizierten Zellen iiber den gesamten

Messzeitraum verhalten ausfiel.
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Abbildung 4.43: Simulationsabhéngige I nfektionskinetik von Masernviren bei HBMEC.
FACS-Analyse der Infektion von HBMEC mit Edm (A), WTFb (B), Wii4797 (C) und Wii5679 (D) bei
einer MOI von 0,1 {iber 6 d in Abhdngigkeit der Stimulation der Zellen mit IFN-a 1.000 U/ml, IFN-y 100
U/ml, IL-1B 100 U/ml, IL-4 50 U/ml, IL-6 100 U/ml, TNF-o. 100 U/ml, LPS 1 pg/ml und Histamin
10 uM gegeniiber der Mediumkontrolle unter Verwendung des MV-H-spezifischen mAk K83. Dargestellt

ist die Rate der fluoreszenzpositiven Zellen. Legende s. (A).
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443 Replikation und Amplifikation von Masernviren

SchlieBlich wurde in anschlieBenden Versuchen die Infektion von Endothelzellen mit
attenuierten und virulenten Masernvirusstimmen durch ihre Replikation und Produktion
von infektidsen Masernviruspartikeln innerhalb der Kulturen von HUVEC und HBMEC
mittels der Endpunkttitration analysiert. Die Ergebnisse sind als Virustiter in Abhéngig-
keit der Zeit nach Infektionsbeginn in Abbildung 4.44 anschaulich dargestellt. Der at-
tenuierte Masernvirusstamm Edm konnte von Endothelzellen deutlich besser repliziert
und produziert werden als von der Zelllinie B95a, ein Titer von 1:15.625 wurde erzielt.
Die Replikation und Produktion der {ibrigen virulenten Masernvirusstimme erreichte
bei B95a-Zellen mit 1:625 dhnliche Titer wie bei Edm, der Stamm W1ii4797 schien stetig
effizient bis zu einem Titer von 1:15.625 repliziert zu werden. Im Vergleich zu Edm er-
zielten die virulenten Virusstimme in HUVEC und HBMEC insgesamt niedrigere Titer,
die hochsten Titer lagen zwischen 1:125 und 1:625. HBMEC setzten insgesamt weniger
infektioses Virus frei als HUVEC. Die Replikation und Produktion von funktionstiich-
tigen und damit infektiosen Partikeln erreichte bei allen drei verwendeten Zellarten und

allen vier verwendeten Masernvirusstimmen ihren Hohepunkt nach etwa 96 h.
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Abbildung 4.44: Replikation von Masernviren in Endothelzellkulturen.

Kinetik der Masernvirustiter nach Infektion von jeweils 1 - 10° B95a-Zellen, HUVEC und HBMEC mit
Edm (A), WTFb (B), Wii4797 (C) und Wii5679 (D) bei einer MOI von 0,1 in 1 ml Zellkulturmedium
iber 7 d. Dargestellt sind die Gesamttiter von zellgebundenem und freiem Masernvirus nach deren Be-

stimmung durch die Endpunkttitration. Legende s. (A).

4.5 Rezeptorbenutzung und Modulation der Rezeptorexpression

durch Masernviren

Unter den bekannten Masernvirusrezeptoren CD46 und SLAM kam anhand der bis-
herigen Ergebnisse nur CD46 als Rezeptormolekiil bei HUVEC und HBMEC in Frage.
Um zu beurteilen, ob virulente Masernvirusstimme in der Lage sind, CD46 als Ober-

flichenmolekiil fiir ihre Bindung und rezeptorvermittelte Aufnahme in die Zielzellen zu
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benutzen, wurden eine Reihe weiterer Untersuchungen angeschlossen. Die Ergebnisse
sind in der Tabelle 4.2 und den Abbildungen 4.45 und. 4.46 dargestellt. Neben B95a-
Zellen, die nur ein im Vergleich zu der humanen Isoform verkiirztes CD46-Molekiil ex-
primieren, dem die masernvirusbindenden Doménen fehlen, aber iiber eine hochgradige
Expression von SLAM auf ihrer Oberfliche verfiigen, wurden die Zelllinie CHO-K1
und ihre Abkdmmlinge CHO-5.3 und CHO-SLAM eingesetzt, mit vier verwendeten
Masernvirusstimmen infiziert und auf die Bildung von zytopathischen Effekten hin
phasenkontrastmikroskopisch analysiert und ausgewertet.

Der attenuierte Masernvirusstamm Edm konnte die Zelllinien klar infizieren, die
entweder CD46 oder SLAM exprimieren. Dabei schien die Infektion von SLAM-posi-
tiven Zelllinien etwas langsamer abzulaufen, da hier weniger zytopathische Effekte auf-
traten. Den virulenten Masernvirusstimmen WTFb, Wii4797 und Wii5679 gelang es
vortrefflich, in den SLAM-positiven Zelllinien B95a oder CHO-SLAM zu replizieren,
thnen war es jedoch nicht moglich, die CD46-exprimierende Zelllinie CHO-5.3 zu infi-
zieren. Die weder CD46 noch SLAM exprimierende Zelllinie CHO-K1 wies nach

Infektion mit allen vier Masernvirusstimmen keinen zytopathischen Effekt auf.

Zellart Masernvirusrezeptor zytopathischer Effekt durch Masernvirusstamm
CD46 SLAM Edm WTFb Wii4797 Wii5679
B95a nein* ja ++ ++ +++ +++
CHO-K1 nein nein - — _ _
CHO-5.3 ja nein +++ - - _
CHO-SLAM nein ja ++ +++ -+ +++

Tabelle 4.2: Ubersicht (iber die Rezeptor benutzung ver schiedener Maser nvirusstamme.

Ausmal} des mikroskopisch sichtbaren zytopathischen Effekts der Masernvirusstimme Edm, WTFb,
Wii4797 und Wii5679 bei den Zelllinien B95a, CHO-K1, CHO-5.3 und CHO-SLAM etwa 48 h nach
Infektion bei einer MOI von 0,1. Ausmal} des zytopathischen Effekts: (—) kein zytopathischer Effekt
erkennbar, (+) bis zu 25 %, (++) 25-50 % oder (+++) mehr als 50 % beteiligte Zellen.

(*) CD46 ohne die das Masernvirus bindenden Doménen SCR1 und SCR2
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Ein weiteres Indiz fiir eine von CD46 unabhéngige Infektion von Endothelzellen wére
der Nachweis einer unveréndert starken Infektion von HUVEC und HBMEC mit viru-
lenten Masernvirusstimmen in Ab- und Anwesenheit von CD46-blockierenden, mono-
klonalen Antikdrpern. Es wurden hierzu HUVEC und HBMEC vor ihrer Infektion mit
Masernviren mit dem CD46-spezifischen, die Masernvirusbindungsstelle an der SCR1-
Domine blockierenden Antikdrper B97 und mit dem CD9-spezifischen, die Masern-
virusbindung nicht beeintriachtigenden Antikorper K41, beide in einer Konzentration
von 10 pg/ml, inkubiert und anschlieBend mit Edm und Wii4797 infiziert. Nach Ablauf
von 48 h wurden die Masernvirusproteine mittels eines MV-spezifischen Hyperimmun-
serums eines an SSPE Erkrankten und einem entsprechenden Sekunddrantikdrper
immunfluoreszenzmikroskopisch detektiert. Die Anwesenheit von B97 bewirkte eine
fast géinzlich inhibierte Infektion von HUVEC und HBMEC mit Edm, die Infektiositét
von Wii4797 wurde nicht oder kaum spiirbar gehemmt.

Da eine Infektion mit dem Masernvirus eine Herabregulation der Expression des
Eintrittsrezeptors mit sich fiihrt, wurden Untersuchungen zur Rezeptormodulation durch
verschiedene Masernvirusstimme sowohl bei HUVEC und HBMEC als auch bei der
Zelllinie BJAB durchgefiihrt. Dabei wurde die Intensitit der Expression von CD46 und
SLAM nur bei infizierten, d. h. MV-H-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch
48-66 h nach Infektionsbeginn analysiert. Die Infektion mit Edm bewirkte einen Riick-
gang der Expression von CD46 bei BJAB-Zellen um etwa 25 %, bei HUVEC um etwa
35-40 % und bei HBMEC um 40 % gegentiiber der Mockpriparation von Vero-Zellen.
Dagegen zeigte die Infektion mit Edm keine Modulation der Expression von SLAM bei
BJAB-Zellen. Wurden die Zellen mit WTFEFb, Wii4797 oder Wii5679 infiziert, war bei
BJAB-Zellen wie auch bei HUVEC und HBMEC keine Verminderung, sondern eher
eine Steigerung des Expressionslevels von CD46 zu verzeichnen. Einen eindeutigen,
herabregulierenden Effekt hatten diese virulenten Masernvirusstimme auf das Ausmal3
der Expression von SLAM bei BJAB-Zellen. Dieses wurde durch die Infektion mit
WTFb um knapp mehr als 50 %, mit Wii4797 um etwa 30 % und mit Wii5679 um etwa
35 % gegeniiber der Mockpriparation von BJAB-Zellen gesenkt. Zusammenfassend
zeigten die Untersuchungen eine Herabregulation von CD46 ausschlieSlich durch Edm

und eine von SLAM ausschliefSlich durch WTFb, Wii4797 und Wii5679.
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Abbildung 4.45: Infektion von Endothelzellen in Anwesenheit CD46-inhibierender Antikor per.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Infektion von HUVEC (A-D) und HBMEC (E-H) mit
Edm (A, B, E, F) und Wi4797 (C, D, G, H) 48 h nach Infektionsbeginn bei einer MOI von 0,1 in An-
wesenheit des CD46-bindenden mAk B97 10 ug/ml (B, D, F, H) gegeniiber der Kontrolle mit dem CD9-
spezifischen mAk K41 10 pg/ml (A, C, E, G). Masernvirusproteine (griin) wurden iiber das Hyperimmun-
serum eines an SSPE Erkrankten detektiert. Die Zellkerne (blau) sind mit dem DNA-interkalierenden
Farbstoff DAPI gefarbt worden. VergroBerung 160x.
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Abbildung 4.46: Rezeptormodulation durch attenuierte und virulente M aser nvir usstdmme.

FACS-Analyse der Rezeptorexpression und -modulation von CD46 (A) und SLAM (B) bei BJAB-
Zellen (A, B), HUVEC und HBMEC (nur A) 48 h (BJAB-Zellen) oder 66 h (HUVEC und HBMEC) nach
ihrer Infektion mit Edm, WTFb, Wii4797 und Wii5679 bei einer MOI von 0,5 unter Verwendung der
CD46- und SLAM-spezifischen mAk 13/42 und 5C6 und des direktmarkierten MV-H-spezifischen mAk
K4. Dargestellt ist die prozentuale Abweichung der Intensitét des mittleren Fluoreszenzsignals gegeniiber

Kontrollen mit Vero- (mock v) oder BJAB-Mockpriparationen (mock b).
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5.1 Bedeutung von Gefédflendothelzellen

in der Pathogenese einer Masernvirusinfektion

Vaskuldre Endothelzellen sind neben Epithelzellen, Monozyten bzw. Makrophagen und
Lymphozyten in der Pathogenese und Pathophysiologie einer Masernvirusinfektion als
wichtige Zielzellen fiir das Masernvirus anzusehen (Griffin 2001). Es wird vermutet,
dass das charakteristische Masernexanthem durch die Infektion dermaler Kapillarendo-
thelzellen und damit assoziiert durch perivaskulére, leukozytire Infiltrate ausgelost wird
(Griffin 2001, Kimura et al. 1975). Epithelzellen der Epidermis, der Schweif3driisen und
der Haarfollikel scheinen dabei infiziert zu sein (Yanagihara et al. 1998). Einem Bericht
zufolge sind im Kapillarendothel von Lymphknoten und Thymus Masernvirusantigene
nachweisbar (Moench et al. 1988). In autoptisch gewonnenem Hirngewebe von Verstor-
benen mit fatalen Verldufen einer Masernvirusinfektion sind ebenfalls infizierte Gefal3-
endothelzellen beschrieben worden (Esolen et al. 1995). Zudem ist eine Infektion kapil-
larer Endothelzellen bei der subakuten sklerosierenden Panenzephalitis mehrfach durch
neuropathologische Analysen dokumentiert (Allen et al. 1996, Cosby & Brankin 1995,
Isaacson et al. 1996, Kirk et al. 1991). Infizierte endotheliale Zellen kdnnen auch bei in-
fizierten Rhesusmakaken nachgewiesen werden (McChesney et al. 1997).
Experimentelle Forschungsarbeiten, die Wechselwirkungen zwischen Masernviren
und vaskuldaren Endothelzellen in vitro untersucht und beschrieben haben, sind recht rar.
Es ist bekannt, dass der attenuierte Masernvirusstamm Edmonston bovine aortale Endo-
thelzellen infizieren kann (Csonka et al. 1990, Friedman et al. 1981). Primédre murine
mikrovaskulidre Hirnendothelzellen sind mit dem Masernvirusstamm Human 2 infizier-

bar und neigen zu einer verhaltenen Ausbildung eines zytopathischen Effekts (Brankin
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et al. 1995). Die hybride Endothelzelllinie EAhy-926 ist fiir den auf Vero-Zellen ampli-
fizierten, virulenten Masernvirusstamm Halonen voll suszeptibel (Soilu-Hanninen et al.
1996). Experimente, die die kontaktvermittelte Virusiibertragung einer infizierten Mo-
nozytenlinie auf humane Endothelzellen der Nabelschnurvene von der kontaktunabhin-
gigen Virusiibertragung liber einen Membranfilter unterscheiden, lieBen eine sehr gute
Infizierbarkeit mit den Impfstimmen Moraten, Zagreb und CAM-70 sowie dem zellkul-
turadaptierten Wildtypstamm Ph26 vermuten, wihrend die Wildtypstimme jm77, Chil
und Pa2 eine geringere Infektiositit offenbarten (Hummel et al. 1998). Eine Induktion
der prokoagulatorischen Aktivitdt von humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene ist
durch die Infektion mit einem auf Vero-Zellen propagiertem klinischem Masernvirus-
isolat moglich (Mazure et al. 1994), eine Induktion von ICAM-1 ist nach der Infektion
mit den Impfstimmen Moraten und CAM-70 sowie mit dem gering passagierten Wild-
typstamm Ed-wt nachgewiesen worden (Harcourt et al. 1999).

Eine systematische Untersuchung der Interaktion von attenuierten und virulenten
Masernvirusstimmen mit priméiren oder immortalisierten humanen GefédBendothelzellen
in vitro ist bislang nicht publiziert. Die bisherig verdffentlichten Arbeiten haben zudem
auch nicht zwischen CD46-benutzenden Impf- und SLAM-benutzenden Wiltypstdmmen

unterschieden.

52 Auswahl des Zellkulturmodells und

Charakterisierung der verwendeten vaskuldren Endothelzellen

Um die Wechselwirkung von Masernviren mit vaskuldren Endothelzellen experimentell
in vitro zu charakterisieren und die Rolle vaskuldrer Endothelzellen in der Pathogenese
einer Masernvirusinfektion oder ihrer Komplikationen zu verstehen, ist es bedeutsam,
sich mit der Auswahl der Zellkulturmodelle der Situation in vivo anzundhern. Mit den
human umbilical vein endothelial cells und den human brain microvascular endothelial
cells kamen fiir die Versuchsplanung ausschlieBlich vaskuldre Endothelzellen humaner

Herkunft zum Einsatz. Die Arbeit mit den beiden Zellarten stellt ein in-vitro-Modell dar
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und kann zwar keinen vollstindigen, aber dennoch einen anndhernden Anspruch auf
Authentizitét in vivo erheben.

Human umbilical vein endothelial cells dienen in der Endothelzellforschung als
etabliertes in-vitro-, ja sogar als ex-vivo-Modell fiir die zellbiologische Funktionalitdt
vaskuldrer Endothelzellen. Als primére Endothelzellen der menschlichen Nabelschnur-
vene sind sie nicht durch eine sekundire Manipulation in Form einer Immortalisierung
verdandert worden und konnen dadurch eher die Verhéltnisse in vivo reprasentieren als es
transfizierte oder hybridisierte endotheliale Zelllinien vermdgen. Ein unschétzbarer Vor-
teil fiir infektiologische Experimente ist ihr fetaler Ursprung, ein Kontakt der Zellen mit
bakteriellen oder viralen Krankheitserregern hat bisher nicht oder wenig wahrscheinlich
stattgefunden. Ein gewisser, aber vernachlissigbarer Nachteil stellt ihre makrovaskuldre
Eigenschaft und das eher mehrschichtige Wachstumsverhalten in vivo dar. Weitere Vor-
ziige sind ihre recht einfache Gewinnung und die breite wissenschaftliche Erfahrung seit
ihrer Erstbeschreibung (Jaffe et al. 1973).

Human brain microvascular endothelial cells, eine aus Hirnbiopsien isolierte und
mit dem SV40-Large-T-Antigen transfizierte humane mikrovaskuldre Hirnendothelzell-
linie, werden fiir infektiologische Untersuchungen zur Rolle der Blut-Hirn-Schranke bei
der Neurovirulenz humanpathogener Bakterien oder Viren verwendet. Die Zelllinie ex-
primiert oder bindet die zerebrospezifischen Endothelzellmarker y-Glutamyltranspepti-
dase, Carboanhydrase IV und Ulex-europaeus-Agglutinin I, das Expressionsniveau des
von-Willebrand-Faktors nimmt jedoch mit zunehmender Passagierung ab (Stins et al.
2001). Mit diesen Eigenschaften qualifiziert sich die humane mikrovaskuldre Hirnendo-
thelzelllinie in Verbindung mit den Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene
fiir eine systematische Untersuchung der Interaktion von Masernviren mit vaskuldren
Endothelzellen auch im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung auf die Neurovirulenz
des Erregers.

Zur Bearbeitung der Fragestellung dieser Arbeit wurde zunichst die Isolation und
Kultur von Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene HUVEC im hauseigenen
Laboratorium organisiert, etabliert und optimiert. Zusétzlich wurde die humane mikro-
vaskuldre Hirnendothelzelllinie HBMEC in Kultur genommen. Wegen moglicher Inter-

ferenzen durch masernvirusspezifische Antikorper wurde trotz géngiger Empfehlungen

125



5 Diskussion

auf den Einsatz von humanem Serum als Mediumzusatz verzichtet. Beide endothelialen
Vertreter wurden anschlieBend charakterisiert und auf ihre Endothelzelleigenschaften
tiberpriift.

Morphologisch wiesen HUVEC wie HBMEC ein unterschiedliches, aber typisches
endotheliales Wachstumsmuster auf (Abbildungen 4.1 und 4.2). Der immunfluoreszenz-
mikroskopische und durchflusszytometrische Nachweis der endothelzellspezifischen
Molekiile von-Willebrand-Faktor, Ulex-europaeus-Agglutinin I und E-Selektin bei fast
der gesamten Population der HUVEC belegt die endotheliale Eigenschaft und den ho-
hen Reinheitsgrad der priméren Zellen als essentielle Grundlage fiir die anschlieBenden
Experimente (Abbildungen 4.3—4.9 und 4.11). HBMEC hingegen schienen einige endo-
theliale Eigenschaften mit der Immortalisierung oder zunehmender Passagierung quali-
tativ und quantitativ verloren zu haben (Abbildungen 4.3, 4.5-4.9 und 4.11). Unter der
Annahme, dass die durchflusszytometrische Messung der immunfluoreszenzmikrosko-
pischen Detektion in ihrer Sensitivitét leicht liberlegen ist, darf eine schwache Positivi-
tdt von HBMEC fiir den von-Willebrand-Faktor postuliert werden (Abbildungen 4.3, 4.6
und 4.7). Einen eindeutigen Beweis konnte der Nachweis von vWF-spezifischer mRNA
durch die Methode der RT-PCR bieten. Neben der qualitativen und quantitativen Analy-
se der bedeutendsten endothelzellspezifischen Markermolekiile wurde die Expression
verschiedener weiterer endothelialer Oberflachenproteine bestimmt, die die leukozytére
Interaktion mit vaskulidren Endothelzellen durch Adhision oder Signaliibertragung ver-
mitteln. Es wurde nicht nur der eindeutige Nachweis von ICAM-1 und des ubiquitér
exprimierten HLA-Molekiils HLA-Klasse-I, sondern auch des HLA-Molekiils HLA-
Klasse-II nach Stimulation der Zellen mit IFN-y oder IL-1p gefiihrt, der die Funktion
der Leukozytenadhésion und Antigenprisentation beider Endothelzellarten unterstreicht

(Abbildungen 4.8-4.11).
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53 Systematische Analyse

der Masernvirusrezeptorexpression durch Gefdflendothelzellen

Bislang wurden die Oberflachenmolekiile CD46 und SLAM als Masernvirusrezeptoren
identifiziert (Erlenhoefer et al. 2001, Dorig et al. 1993, Hsu et al. 2001, Naniche et al.
1993, Tatsuo et al. 2000b). Eine vollstindige und systematische Analyse der Expression
der beiden Masernvirusrezeptoren durch vaskuldre Endothelzellen gibt es bislang nicht.
Daher wurde hier die Expression von CD46 und SLAM auf verschiedenen zelluldren
Ebenen bei HUVEC und HBMEC mittels RT-PCR, Western-Blot-Verfahren und Durch-
flusszytometrie untersucht. Die Analysen belegen eine konstitutive Expression von
CD46 durch beide Zellarten, SLAM hingegen wurde bei HUVEC und HBMEC weder
auf der Ebene der transkribierten mRNA noch auf der Ebene des translatierten Proteins
nachgewiesen (Abbildungen 4.12, 4.13 und 4.17-4.22). Da eine Aktivierung von Mono-
zyten mit Phytohdmagglutinin, LPS oder UV-inaktivierten Masernviren bei eben diesen
Zellen zu einer Induktion der Expression von SLAM fiihrt (Minagawa et al. 2001) und
diese Induktion iiber eine Aktivierung von TLR2 vermittelt zu werden scheint (Bieback
et al. 2002), wurden weiterfithrende Experimente angeschlossen, um eine Induktion der
Expression von SLAM bei HUVEC und HBMEC detektieren zu kénnen. Dafiir wurden
beide Zellarten mit IL-1p, TNF-a, LPS oder UV-inaktiviertem WTFb oder Wii4797 vor-
stimuliert und wiederum auf die Expression von SLAM iiberpriift. Die Ergebnisse
zeigen auf, dass solch eine Induktion trotz der Expression von TLR2 durch HUVEC und
HBMEC nicht moglich ist (Abbildungen 4.15, 4.16, 4.18-4.20 und 4.22). Die Vor-
stimulation der Endothelzellen bewirkte ebenfalls keinen wesentlichen Effekt auf das
Expressionsniveau von CD46 (Abbildungen 4.14, 4.17, 4.19 und 4.22). Im Rahmen
dieser Untersuchungsreihen wurde erstmals TLR2-spezifische mRNA bei HBMEC
nachgewiesen (Abbildung 4.16). Da ausschlieBlich polyklonale TLR2-spezifische Anti-
korper fiir eine indirekte Immunfluoreszenzdetektion zur Verfiigung standen, war auf
eine durchflusszytometrische Bestitigung der Befunde wegen schwacher Signale und
storender Interferenzen verzichtet worden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die beiden humanen Endothelzell-

vertreter HUVEC und HBMEC den Masernvirusrezeptor CD46 in einem physiologisch
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bedeutenden Ausmal} exprimieren. Eine Expression von SLAM, sei sie konstitutiv oder
induziert, ist nicht moglich. Diese Schlussfolgerung deckt sich mit Beobachtungen bei
der immunhistochemischen Untersuchung von pathologischen Pradparaten auf die Ex-

pression von Masernvirusrezeptoren (McQuaid & Cosby 2002).

5.4 Wechselwirkung

zwischen Masernviren und vaskuldaren Endothelzellen

Fiir eine systematische Analyse der Wechselwirkung zwischen Masernviren und vasku-
laren Endothelzellen wurden ausfiihrliche Untersuchungen zur Infektion von vaskuldren
Endothelzellen mit Masernviren angestellt und um Experimente zur Bindung und Re-
plikation von Masernviren an und in vaskuldren Endothelzellen ergidnzt. Dariiberhinaus
wurden Analysen zur Rezeptorbenutzung der verwendeten Masernvirusstimme und zur
Rezeptormodulation angeschlossen.

Um dem Ziel natiirlicher Bedingungen in vitro méglichst nah zu kommen, wurden
neben der Wahl eines humanen Zellkultursystems, mit HUVEC sogar eines priméiren
Zellkultursystems, virulente Masernvirusstimme eingesetzt, die zuvor nicht {iber Vero-
Zellen, sondern ausschlieBlich iiber lymphozytire, auch SLAM exprimierende Zellen
propagiert wurden, um den Selektionsdruck einer Adaptation an CD46 zu minimieren.
Es konnte hier und auch schon zuvor belegt werden, dass die verwendeten Masernvirus-
stimme CD46-exprimierende CHO-5.3-Zellen nicht infizieren (Abbildung 4.21, Tabelle
4.2 und Erlenhofer et al. 2002). Es besteht ein allgemeiner Dissens liber die Rezeptor-
benutzung von klinischen Masernvirusisolaten oder gering passagierten Masernvirus-
wildtypstdmmen. Einem Bericht zufolge konnen zwei iiber PBMC propagierte klinische
Masernvirusisolate CD46 als zelluldren Rezeptor verwenden (Manchester et al. 2000b).
Es gibt und mehren sich aber Publikationen, die aufzeigen, dass klinische Masernvirus-
isolate oder virulente Masernvirusstimme mit SLAM, nicht aber mit CD46 interagieren,
es sei denn, sie sind nicht an CD46-exprimierende Zellen durch hohen Selektionsdruck
adaptiert (Bartz et al. 1996 und 1998, Buckland & Wild 1997, Erlenhofer et al. 2002,
Hsu et al. 1998, Johnston et al. 1999, Lecoutourier et al. 1996, Ono et al. 2001b, Rima
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et al. 1997, Schneider-Schaulies et al. 1995b, Tanaka et al. 1998, Xic et al. 1999). In
bisherigen Arbeiten iiber die Wechselwirkung zwischen Masernviren und vaskuldren
Endothelzellen wurde entweder kein humanes und moglichst priméres Zellkultursystem
gewihlt (Brankin et al. 1995, Csonka et al. 1990, Friedman et al. 1981, Soilu-Hanninen
et al. 1996), wurden nur Impfstimme oder solche Wildtypstimme verwendet, die an
Vero-Zellen und damit unter hohem Selektionsdruck an CD46 adaptiert waren (Brankin
et al. 1995, Friedman et al. 1981, Mazure et al. 1994), oder war nicht belegt, ob die
eingesetzten Masernviruswildtypstimme CD46 als zelluldren Rezeptor nutzen kdnnen
(Harcourt et al. 1999, Hummel et al. 1998).

Es konnte hier nachgewiesen werden, dass der attenuierte Masernvirusstamm Edm
sowie auch die virulenten Masernvirusstimme WTFb, Wii4797 und Wi5679 die beiden
vaskuldren Endothelzellvertreter HUVEC und HBMEC infizieren kdnnen (Abbildungen
4.26-4.33 und 4.39—4.41). Die nachweisliche Infektion von HUVEC und HBMEC mit
den attenuierten und virulenten Masernvirusstimmen ging mit einer morphologischen
Alteration und der Bildung eines zytopathischen Effekts einher, der zwar durch eine
verhaltene Synzytienbildung, aber deutliche Zelllyse gekennzeichnet war (Abbildungen
4.26-4.33, 4.35 und 4.36). Auch bei BJAB-Zellen ist die Synzytienformierung stamm-
abhingig (Abbildung 4.38). Die Beobachtung der Ausbildung filiformer Ausldufer bei
infizierten HBMEC war bisher nicht beschrieben worden (Abbildung 4.37). Interessan-
terweise wurde gesehen, dass das Nukleokapsidprotein unter langeren Kulturbedingun-
gen auch intranukledr angereichert wird (Abbildung 4.34). Eine mogliche Erklarung da-
fiir konnte ein Mangel an exprimiertem Phosphoprotein oder eine Mutation in dessen
Gensequenz sein (Huber et al. 1991).

Angesichts der hochgradigen Expression von CD46 durch Endothelzellen verwun-
dert es nicht, dass fiir den Impfstamm Edm ein enormes Infektionsausmal} und eine sehr
gute Ausbreitungseffizienz nachgewiesen werden konnte (Abbildungen 4.26—4.33 und
4.39-4.41). Beides konnte durch die Anwesenheit CD46-spezifischer Antikorper deut-
lich reduziert werden (Abbildung 4.45). Eine differentielle Betrachtungsweise ist fiir die
Infektion der beiden Endothelzellarten mit den virulenten Masernvirusstimmen nétig.
Wihrend WTFb und Wii5679 bei einer MOI von 0,1 nur eine Subpopulation von etwa
1020 % der HUVEC und HBMEC nachweislich infizierten, musste Wii4797 eine recht
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gute Ausbreitungstendenz in der Kultur von HUVEC und deutlich weniger in derjenigen
von HBMEC bescheinigt werden (Abbildungen 4.26—4.33 und 4.39-4.41). Durch die
Anwesenheit CD46-spezifischer Antikorper war die Infektion mit Wii4797 nicht hemm-
bar (Abbildung 4.45). Eine Stimulation von HUVEC und HBMEC mit Zytokinen, LPS
von Escherichia coli und dem Hormon Histamin vor und noch wihrend der Infektion
trug keinen eindeutigen begiinstigenden oder hemmenden Effekt auf die Masernvirus-
infektion mit sich, IFN-a und IFN-y schienen allerdings das Infektionsausmal leicht
abzuschwichen (Abbildungen 4.42 und 4.43). Die durchflusszytometrisch gewonnenen
Daten zur Untersuchung der Rezeptormodulation durch die verwendeten Masernviren
bekriftigen die SchluBfolgerung aus dem Infektionsinhibitionsversuch, dass CD46 nur
fiir den attenuierten Masernvirusstamm Edm, nicht aber fiir die virulenten Masernvirus-
stimme WTFb, Wii4797 und Wii5679 als zellulirer Rezeptor auf BJAB-Zellen oder
vaskuldren Endothelzellen fungiert (Abbildung 4.46).

Die Verteilung der Bindungskapazitit von HUVEC und HBMEC fiir die Masern-
virusstimme spiegelt in etwa die Infektiositdt der Stimme in der Kultur wieder. Fiir
Edm lag die Bindungskapazitét, abhingig von der eingesetzten Virusmenge, im hohen,
fiir Wii4797 im mittleren und fiir WTFb, Wii5679 und Wii7671 im niedrigen Bereich
(Abbildungen 4.23-4.25). Auch wenn die Amplifikation von virulenten Masernvirus-
stimmen in infizierten HUVEC und HBMEC keine sehr hohen Titer erreichte, so war
doch eine im Vergleich zu Edm nur unwesentlich geringgradigere Replikation und

Amplifikation infektioser Masernviruspartikel nachweisbar (Abbildung 4.44).

5.5 Pathogenetische Uberlegungen und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen eine von den beiden Masernvirusrezeptoren CD46
und SLAM unabhéngige Infektion humaner vaskuldrer Endothelzellen mit Masernvirus-
wildtypstdmmen. Anhand dieser Beobachtungen darf ein weiterer, noch nicht bekannter
zelluldrer Masernvirusrezeptor postuliert werden, der den Tropismus von Masernviren

fiir Epithel- und Endothelzellen sowie fiir diverse Zellen des zentralen Nervensystems
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erklaren konnte. Die mogliche Existenz eines noch unbekannten zelluliren Rezeptors
wird durch Untersuchungen mit rekombinanten Wildtypstimmen untermauert, die auch
SLAM-negative Zellen ohne Beteiligung von CD46 infizieren konnen (Hashimoto et al.
2002, Takeuchi et al. 2002). Auch ein von einem zelluldren Rezeptor unabhingiger Auf-
nahme- und Ausbreitungsmechanismus ware dhnlich wie bei neuronalen Zellen denkbar
(Allen et al. 1996, Duprex et al. 1999, Lawrence et al. 2000, McQuaid et al. 1998,
Meissner & Koschel 1995, Urbanska et al. 1997). Bestrebungen zur Aufklarung des
viralen Aufnahme- und Ausbreitungsmechanismus konnten weitere Einblicke in die
Pathogenese einer Masernvirusinfektion oder ihrer Komplikationen bieten.

Der sichere Nachweis der Infizierbarkeit humaner Gefdendothelzellen mit viru-
lenten Masernvirusstimmen auch in vitro ermoglicht es, die Erfahrungen mit dem Zell-
kulturmodell fiir zukiinftige Untersuchungen zu nutzen. Es ist als sicher anzusehen, dass
Endothelzellen in der Pathogenese neurologischer Komplikationen, sei es direkt oder in-
direkt, involviert sind. Die Invasion von Masernviren in das zentrale Nervensystem mit
Uberwindung der Blut-Hirn- oder Blut-Liquor-Schranke ist grundsitzlich iiber folgende
Wege denkbar:

1. Infektion von Kapillarendothelzellen der Blut-Hirn-Schranke mit
nachfolgender Zerstorung des Endothelzellverbandes oder mit basolateralem

Knospen infektidser Partikel

2. Transmigration und Neuroinvasion infizierter Leukozyten

unter Vermittlung immunologisch aktivierter Kapillarendothelzellen

3. Infektion von Epithelzellen der Blut-Liquor-Schranke mit nachfolgender
Zerstorung des Epithelzellverbandes oder mit apikalem Knospen infektidser

Partikel

4. retrograde neuronale Infektion iiber das periphere Nervensystem

oder die Fila olfactoria und den Bulbus olfactorius

5. Ausbreitung der Infektion iiber die zirkumventrikuldren Organe
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Angesichts der mehrfach dokumentierten Berichte iiber eine Infektion zerebrovaskuldrer
Endothelzellen beim Menschen in vivo (Allen et al. 1996, Cosby & Brankin 1995,
Esolen et al. 1995, Isaacson et al. 1996, Kirk et al. 1991) scheinen die zwei, ja sogar
drei letzten Varianten weniger bedeutsam. Die qualitative und quantitative Analyse der
Adhisionsmolekiilexpression sowie Zytokin- und Chemokinsekretion infizierter Endo-
thelzellen wird moglicherweise neue pathogenetische Aspekte bei der Entstehung
dermaler oder neurologischer Komplikationen erschlieBen konnen. Die Membranfilter-
kultur konnte den Endothelzellverband der Blut-Hirn-Schranke simulieren, apikales
oder basolaterales Knospen differenzieren oder in Kokultivation mit Mono- und
Lymphozyten Aufschluss iiber komplexe immunologisch-inflammatorische Prozesse

bieten.
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Zusammenfassung

Obwohl eine wirksame Schutzimpfung verfiigbar ist, sind Masern noch immer weltweit
verbreitet. Mit etwa 750.000 Todesfillen jéhrlich gehoren sie zu den geféhrlichsten In-
fektionskrankheiten im Kindesalter tiberhaupt. Komplikationen in Verbindung mit einer
Masernvirusinfektion stellen nicht nur wegen der viral induzierten Immunsuppression
keine seltenen Ereignisse dar. Besonders gefiirchtet sind schwer verlaufende Infektionen
bei immunsupprimierten Patienten und neurologische Komplikationen, die sich als ver-
schiedene Formen der Enzephalitis manifestieren und mit einer hohen Defektheilungs-
rate und Letalitdt einhergehen. Viele pathogenetische Aspekte und pathophysiologische
Vorgénge sind dabei noch nicht génzlich verstanden.

Vaskuldre Endothelzellen sind neben Epithelzellen, Monozyten und Makrophagen
sowie Lymphozyten als wichtige Zielzellen fiir das Masernvirus bei der Ausbreitung der
Masernvirusinfektion und Entstehung ihrer Komplikationen anzusehen. In immunhisto-
chemisch aufbereiteten pathologischen Schnittpréparaten wurden in infizierten und stark
entziindlich verdnderten Arealen immer wieder infizierte Gefd3endothelzellen gefunden.
Eine systematische Untersuchung der Interaktion von Masernviren mit humanen Gefal3-
endothelzellen in vitro lag allerdings bislang nicht vor.

Das Ziel dieser Dissertation war es nun, die Interaktion von attenuierten und viru-
lenten Masernvirusstimmen mit humanen Geféendothelzellen grundlegend und syste-
matisch zu untersuchen und eine Basis fiir die Definition pathogenetisch bedeutsamer
molekularer Mechanismen zu schaffen. Hierfiir wurde mit priméren Endothelzellen der
menschlichen Nabelschnurvene und einer humanen mikrovaskuldren Hirnendothelzell-
linie ein rein humanes Zellkulturmodell gewéhlt und unter Verwendung attenuierter und

virulenter Masernvirusstimme den natilirlichen Bedingungen Rechnung getragen. Als
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Zusammenfassung

essentielle Grundlage fiir die Untersuchungsreihen wurden die Endothelzellen auf endo-
thelzellspezifische Markermolekiile hin untersucht und charakterisiert.

Einzig die Oberflachenproteine CD46 und SLAM sind bislang als zelluldre Rezep-
toren fiir das Masernvirus identifiziert worden. Es konnte hier eindeutig nachgewiesen
werden, dass HUVEC und HBMEC auf verschiedenen zelluldren Ebenen konstitutiv
CDA46, nicht aber SLAM exprimieren. Weder eine Aktivierung der Endothelzellen mit
diversen Zytokinen und Stimulantien, noch der Kontakt der Endothelzellen mit inakti-
vierten Masernviren vermochte eine Expression von SLAM zu induzieren, obwohl eine
Expression von TLR2 klar aufgezeigt werden konnte. Es konnte hier ebenfalls belegt
werden, dass sowohl der attenuierte Masernvirusstamm Edm als auch die virulenten
Masernvirusstimme WTFb, Wii4797 und Wii5679 Endothelzellen infizieren und eine
morphologische Zellalteration mit Ausbildung eines zytopathischen Effekts hervorrufen
konnen. Weitere Analysen zeigten fiir Edm und W1ii4797 ein enormes Infektionsausmaf3
und eine sehr gute Ausbreitungseffizienz, die durch die Anwesenheit CD46-spezifischer
Antikorper nur bei Edm klar reduziert werden konnte. Eine Aktivierung der Endothel-
zellen mit diversen Zytokinen und Stimulantien trug keinen eindeutigen beglinstigenden
oder hemmenden Effekt auf die Masernvirusinfektion mit sich, IFN-a und IFN-y
schienen das Infektionsausmal} abzuschwichen. Folgeversuche zur Rezeptormodulation
durch Masernviren deuten darauf hin, dass CD46 nur fiir den attenuierten Masernvirus-
stamm Edm, nicht aber fiir die virulenten Masernvirusstimme WTFb, Wii4797 und
Wii5679 als zelluldrer Rezeptor fungiert.

Die Ergebnisse dieser Dissertation belegen eine von den beiden Masernvirusrezep-
toren CD46 und SLAM unabhéngige Infektion humaner vaskuldrer Endothelzellen mit
Masernviruswildtypstimmen. Diese Beobachtungen lassen einen weiteren, bislang noch
nicht bekannten zelluldren Rezeptor oder einen von einem zelluldren Rezeptor unabhin-
gigen Aufnahme- und Ausbreitungsmechanismus bei Gefdllendothelzellen vermuten. Es
darf weiterhin als sicher angesehen werden, dass Endothelzellen in der Pathogenese von

masernvirusinduzierten Komplikationen, sei es direkt oder indirekt, involviert sind.
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Aa.

aqua dest.

Art.-Nr.
ATV
Aufl.
bar
bp
BSA
bzw.
C

°C
C2
CCP
CD

cDNA

CDhV
cm
cm

CYT-x

Abkiirzungen

(lat.) arteriae

(lat.) aqua destillata

(dt.) destilliertes Wasser

Artikelnummer

(engl.) advanced trypsin-versene

Auflage

Bar

Basenpaare

bovines Serumalbumin

beziehungsweise

(Bezeichnung eines Masernvirusproteins)
Grad Celcius

(engl.) constant domain 2

(engl.) complement control protein

(in Verbindung mit einer Zahl und ggf. mit einem Buchstaben)
(engl.) cluster of differentiation

(engl.) complementary desoxyribonucleic acid
(dt.) komplementire Desoxyribonukleinsdure
(engl.) canine distemper virus

Zentimeter

Quadratzentimeter

(engl.) cytoplasmic domain (ggf. unter Angabe der Doméne x)
(lat.) dies

(dt.) Tag(e)
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Abkiirzungen

DABCO
DAPI
DEPC
DFG

d. h.
DMSO
DMV
DNA

dNTP
Dr. med.

Dr. med. vet.

Dr. rer. nat.

dT

dt.

Ex
EBV
ECGS
ECL
Edm
EDTA

em.
engl.
E-Selektin

et al.

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]oktan

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrrolidiniumcarbonat
Deutsche Forschungsgemeinschaft
das heif3t

Dimethylsulfoxid

(engl.) dolphin morbillivirus

(engl.) desoxy-ribonucleic acid

(dt.) Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat

(lat.) doctor medicinae

(dt.) Doktor der Medizin

(lat.) doctor medicinae veterinariae
(dt.) Doktor der Tierheilkunde

(lat.) doctor rerum naturalium

(dt.) Doktor der Naturwissenschaften
Desoxythymidin

deutsch

Extinktion bei einer Wellenldnge von X nm
Epstein-Barr-Virus

(engl.) endothelial cell growth supplement
(engl.) enhanced chemoluminescence
(engl.) Edmonston

(engl.) ethylenediaminetetraacetic acid
(dt.) Ethylendiamintetraessigsdure
(lat.) emeritus

englisch

endotheliales Selektin

(lat.) et alii (oder) et aliae

(dt.) und andere (oder) und weitere

(bei Antikorpern) Fragment
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Abkiirzungen

Fy (bei Masernvirusproteinen) Fusionsprotein
(ggf. unter Angabe der Untereinheit x)
FACS (engl.) fluorescence-activated cell scan

(dt.) fluoreszenzaktivierte Zytometrie (oder) Durchflusszytometrie

FCS (engl.) fetal calf serum
(dt.) fetales Kédlberserum
FITC (engl.) fluorescent isothiocyanate
frz. franzosisch
fw (engl.) forward
G Gauge
g (bei Zentrifugationsschritten) Gravitation
g (bei Mengenangaben) Gramm
ggf. gegebenenfalls
griech. griechisch
h (lat.) hora(-ae)
(dt.) Stunde(n)
H (bei Masernvirusproteinen) Himagglutinin
H (bei Antikorpern) (engl.) heavy chain
HBMEC (engl.) human brain microvascular endothelial cells

(dt.) humane mikrovaskuldare Hirnendothelzellen

HBSS (engl.) Hanks’ balanced salt solution

HBSS" HBSS ohne Calcium- und Magnesiumionen
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsdure
Hg. Herausgeber

HLA (engl.) human leukocyte antigen

HLA x HLA-Klasse-x

HRPO (engl.) horseradish peroxidase

(dt.) Meerrettichperoxidase
HUVEC (engl.) human umbilical vein endothelial cells
(dt.) Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene

ICAM-1 (engl.) intercellular adhesion molecule 1

137



Abkiirzungen

IFN-a
IFN-y
Ig
IgA
IgGx
IgM
IL-1PB
ITSM
U

kb
kda

lat.
LPS

mAk
MCP
MD

MEM
mg
ng
min
ml

ul

pum

mM

Interferon-a

Interferon-y

Immunglobulin(e)

Immunglobulin A

Immunglobulin G (ggf. unter Angabe der Subklasse x)
Immunglobulin M

Interleukin-13

(engl.) immunoreceptor tyrosine-based switch motif
(engl.) international unit(s)

(dt.) internationale Einheit(en)
Joule

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

(bei Antikdrpern) (engl.) light chain
lateinisch

Lipopolysaccharid

Molar

monoklonaler Antikdrper

(engl.) membrane cofactor protein
(engl.-lat.) Medicinae Doctor

(dt.) Doktor der Medizin

(engl.) minimum essential medium
Milligramm

Mikrogramm

Minute(n)

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

Mikrometer

Millimolar
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mock (Scheinviruspréparation ohne Virus)

mock b (Scheinviruspraparation ohne Virus mit BJAB-Zellen)
mock v (Scheinviruspraparation ohne Virus mit Vero-Zellen)
MOI (engl.) multiplicity of infection

mRNA (engl.) messenger ribonucleic acid

(dt.) kodierende Ribonukleinsdure

MV Masernvirus

N Nukleokapsid

n. b. nicht bekannt

n. Chr. nach Christus

nm Nanometer

NP-40 (Bezeichnung eines Detergens)

Nr. Nummer

P-Protein (bei Masernvirusproteinen) Phosphoprotein
PBMC (engl.) peripheral blood mononuclear cells
PBS (engl.) phosphate-buffered saline

PBS-T (engl.) phosphate-buffered saline TWEEN®
PBS" PBS ohne Calcium- und Magnesiumionen
PCR (engl.) polymerase chain reaction

(dt.) Polymerase-Kettenreaktion

PDV (engl.) phocine distemper virus
pfu (engl.) plaque forming unit
(dt.) plaque-bildende Einheit
pH (lat.-griech.) pondus Hydrogenii
PhD (engl.-lat.) Philosophiae Doctor
(dt.) Doktor der Philosophie
PMV (engl.) porpoise morbillivirus
PPRV (frz./engl.) peste-des-petits-ruminants virus
Prof. Professor
% Prozent
rev (engl.) reverse
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RNA

RNase
RPE

RPMI
RPV
rRNA

RT

SCRx
SDS

SLAM
SSPE
STP
SV40
TAE
TBS
TBS-T
TEMED
TLR2

™

TNF-a

(engl.) ribonucleic acid

(dt.) Ribonukleinsadure

Ribonuklease

R-Phycoerythrin

(engl.) rounds per minute

(dt.) Umdrehungen pro Minute

(Bezeichnung eines Kulturmediums) Roswell Park Memorial Institute
(engl.) rinderpest virus

(engl.) ribosomal ribonucleic acid

(dt.) ribosomale Ribonukleinsdure

(engl.) reverse transcription

(dt.) reverse Transkription

Sekunde(n)

siche

Sedimentationskoeffizient nach Svedberg

(engl.) short consensus repeat (ggf. unter Angabe der Domaéne x)
(engl.) sodium dodecyl sulfate

(dt.) Natriumdodecylsulfat

(engl.) signaling lymphocytic activation molecule
subakute sklerosierende Panenzephalitis

(engl.) serin-threonin-prolin-rich domain

(engl.) Simian (vacuolating) virus 40

(engl.) Tris-Acetate-EDTA

(engl.) tris-buffered saline

(engl.) tris-buffered saline TWEEN®
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

(engl.) toll-like receptor 2

(dt.) Toll-dhnlicher Rezeptor 2

(engl.) trade mark

Tumor-Nekrose-Faktor-a

(engl.) unit(s)
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Abkiirzungen

UEA-1
UNICEF

uv

V. a.

(v/v)

vWF

WHO

(W/v)

z. B.

Die Bezeichnungen von Zelllinien, Masernvirusstimmen oder Antikérperklonen sind in
in Kapitel 2 detailliert aufgefiihrt oder aus dem Textzusammenhang ersichtlich. Sowohl
die Kurzbezeichnungen der chemischen Elemente als auch die Schreibweise chemischer
Summenformeln nach Hill diirfen als bekannt vorausgesetzt werden. Firmennamen und
Produktbezeichnungen sowie Artikelnummern sind stindigen Anderungen unterworfen

und erheben daher keinen Anspruch auf aktuelle Giiltigkeit. Die Angaben im Literatur-

(dt.) Einheit(en)
Ulex-europaeus-Agglutinin I

(engl.) United Nations International Children’s Emergency Fund
(oder) United Nations Children’s Fund
Ultraviolettlicht

(engl.) variable domain

(als Einheit einer Zahl) Volt
(Bezeichnung eines Masernvirusproteins)
(lat.) vena

vor allem

(engl.) volume per volume

(dt.) Volumen pro Volumen
von-Willebrand-Faktor

(engl.) World Health Organization

(dt.) Weltgesundheitsorganisation
Wiirzburg

(engl.) weight per volume

(dt.) Gewicht pro Volumen

(in Verbindung mit einer Zahl) —fach

zum Beispiel

verzeichnis sind an den Standard der Datenbank Pubmed angelehnt.
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