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I. EINLEITUNG

1.1 Das Interferonsystem alleemein

Isaacs und Lindemann inkubierten im Jahr 1957 Membranen von Hiihnerzellen
mit hitzeinaktiviertem Influenzavirus . Zu ihrer Uberraschung bemerkten sie, daB
das Medium nun die Féhigkeit erwarb, einer Virusvermehrung entgegen zu
wirken. Im Zusammenhang mit diesem Vorgang tauchte eine Substanz auf,
welche von den Viruspartikeln zu unterscheiden war. Sie nannten diese Substanz
,Interferon® (Isaacs und Lindenmann 1957).

Heute zdhlt das Interferon (IFN) zu den Zytokinen mit auto- und parakrinem
Wirkmechanismus. Seine Wirkungen sind pleiotrop (Goodbourn et al. 2000).
Dazu zdhlen nicht nur die antivirale Eigenschaft, sondern auch die Regulation des
Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Immunantwort (Pestka et al.
1987, Samuel 1988).

Die IFNe werden in zwei Gruppen unterteilt, dem Typ-I- und dem Typ-II-IFN.
Das Typ-I-IFN wiederum hat zwei Klassen. Das o-IFN wird von Leukozyten
gebildet, wihrend das B-IFN von Fibroblasten sezerniert wird (Vilcek und Sen
1996). Das Typ-II-IFN wird auch y-IFN genannt. Es wird von T-Lymphozyten
und natiirlichen Killerzellen synthetisiert und wird deshalb auch als Immuno-IFN
bezeichnet (Samuel 1991). Die GroBe der o,p, und y-IFNe betrigt jeweils 143,
145 und 146 Aminosiuren. Sdurestabilitit kennzeichnet die a- und [-IFNe
(Vilcek und Sen 1996), wihrend das y-IFN séurelabil ist (Gray et al. 1982).

Die Anzahl der IFNgene und deren Lokalisation sind bekannt. Das a-IFN besitzt
mindestens 15 funktionelle Gene und neun Pseudogene auf Chromosom Nummer
neun (Weismann und Weber 1986), identisch mit dem Chromosomenlokus des [3-
IFNs, fiir welches nur ein Gen kodiert (Henco et al. 1985). Die Erbinformation fiir
das y-IFN befindet sich hingegen auf Chromosom Nummer zwolf (De Grado et al.
1982).

Die zellmembrangebundenen Rezeptoren fiir das Zytokin IFN unterscheiden sich
entsprechend dem Typ-I- und Typ-II-IFN in einen Typ-I- und Typ-II-Rezeptor.
Der Typ-I-Rezeptor ist auf Chromosom 21 (Raziuddin et al. 1984) und der
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Rezeptor vom Typ-II auf Chromosom 6 gelegen (Rashidbaigi et al. 1986). In der
Interaktion zwischen IFN und Rezeptor liegt auch die Wirtsspezifitdt begriindet
(Joklik 1990). Eine Zelle ohne Induktor produziert kein IFN. Also mul3 die
Synthese zuerst aktiviert werden.

IFN gilt bei der Therapie der sekundir progressiven Multiplen Sklerose als
wirksam (Kappos 1998). Bei kornealer Herpesinfektion wird IFN als gesicherte
Indikation, bei  Therapie der Hepatitis B als Standard und bei der
Haarzellenleukdmie als Therapie der Wahl gegeben (Classen et al. 1998). Um die
etwa 30 durch IFN vermittelten Wirkungen aber therapeutisch besser einsetzen zu
konnen, sind noch genauere Erkenntnisse iiber die komplexe Wirkweise dieses

Zytokines erforderlich.

1.2 Ubertragung des IFN-Signals

Es ist mittlerweile bekannt, da3 das IFN selbst keine antivirale Eigenschaften hat
(Vengris et al. 1975). Es wird zwar nach Virusinfektion gebildet und sezerniert,
bindet dann aber auto- und parakrin an den membranstindigen Rezeptor
(Friedmann 1979). Dies fiihrt nun zur Expression von zelluliren Genen. Diese
werden ,,IFN Stimulated Gens*“(ISGs) genannt, welche unter anderem fiir Proteine
kodieren, die direkt antivirale Wirkungen haben. So spaltet z.B. die
2",5"Oligoadenylat-Synthetase (OASE) virale und zelluldire RNA (Samuel 1991).
Das Mx Protein hemmt die Virusvermehrung, indem es Viruspolymerasen
blockiert (Staeheli et al. 1993).

Wie fiihrt nun die Bindung von INF an einen Rezeptor, der in der Zellmembran
lokalisiert ist, zur  Aktivierung der Transkription von Promotoren? Diese
Signalvermittlung wird z.B. {iber die sogenannte Jak-STAT-Kette weitergeleitet
(Darnell et al. 1994). Die Januskinase (Jak) wird nach Ligandenbindung an den
Rezeptor aktiviert. Diese phosphorylisiert nun die im Zytoplasma konstitutiv
vorhandenen STAT-Proteine (Signal Transducer and Activator of Transcription).
Diese verbinden sich mit einem weiteren Protein, dem ISGF3y, welches
letztendlich an die Promotoren von ISGs bindet und zur Genexpression fiihrt. In

den Promotoren von ISGs existiert eine Verstiarkerregion, welche ISRE (IFN
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Stimulated Regulatory Element) genannt wird (Levy et al. 1991). Auch der
Promoter des ISG-15 enthélt ein ISRE, welches in vorliegender Arbeit oft
verwendet wird (s.u.). Die Aktivierung der ISGs kann verhindert werden indem
die PKR, eine dsRNA abhingige Proteinkinase blockiert wird. Dies macht sich
z.B. das Adenovirus zu nutze (Mathews und Shenk 1991) oder kann im Versuch
mittels Aminopurin (Tiwari et al. 1988) erreicht werden.

Ahnlich wie fiir die ISGs das ISRE als Enhancer dient, existieren fiir die IFN-
Gene Verstédrkerregionen, die als IFNregulatorische Element (IRE) bezeichnet
werden (Fujita et al. 1985). Das IRE liegt stromaufwérts in den Promotoren der
IFNgene und steuert die Expression. Es hat drei Komponenten, ndmlich zwei
positiv regulatorische Doménen (PRD), die PRD-I und PRD-II genannt werden.
Die dritte Doméne ist negativ regulatorisch und wird deshalb als NRD-I
bezeichnet (Goodbourn und Maniatis 1988). Das ISRE dhnelt dem IRE und

erklart so, warum viele Faktoren an beide Elemente binden konnen.

1.3 Die IRF- Familie

IRF-1

Das ,,JFN Regulatory Factorl*“ (IRF-1) wird durch IFN Typ-I und Typ-II,
Virusinfektion und dsRNA induziert (Miyamoto et al. 1988, Fujita et al. 1989).
Das Protein ist 329 Aminoséuren lang und besitzt ein Molekulargewicht von 37,3
kDa (Miyamoto et al. 1988). IRF-1 selbst aktiviert die Transkription von
IFNgenen und von IFN stimulierten Genen (ISGs) (Pine et al. 1990, Henderson et
al. 1997).

IRF-2

Das ,,JFN Regulated Factor 2* (IRF-2) wird konstitutiv exprimiert. Typ-I-IFN und
Virusinfektion bewirken Geninduktion. IRF-2 verdringt IRF-1 von der DNA-

bindenden Doméne und wirkt somit also Repressor von IRF-1 (Harada et al.

1989).
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IRF-3 ist 491 Aminosduren lang. Seine Transkription wird durch dsRNA
induziert. Es bindet wie alle IRF an das ISRE (Grant et al. 1995) und ist
Bestandteil des weiter unten besprochenen Faktors DRAF-1 (Weaver et al. 1997).

ISGF3

Das ,,IFN Stimulated Gene Factor 3* setzt sich aus den zwei Komponenten ISGF-
3o und ISGF-3y zusammen und ist latent im Zytoplasma vorhanden (Levy et al.
1989). ISGF-3a besteht aus dem STAT1, welches jeweils ein 91 und ein 84 kDa
Protein enthilt, und aus STAT2, das 113 kDa schwer ist. ISGF3-y ist die 48 kDa
schwere Untereinheit, welche im Zellkern an das ISRE bindet. ISGF-3 wird durch
IFN Typ-I aktiviert. Um die Wirtszelle auf diesem Weg bei Virusbefall zu

schiitzen, muB also zuerst B-IFN synthetisiert werden.

DRAF1

Das ,,Double Stranded Activated Factor 1 (DRAF1) wird direkt {iber dsSRNA
aktiviert und bindet an das ISRE (Daly und Reich 1993). Es besteht aus der
Untereinheit IRF-3, welche latent im Zytoplasma vorhanden ist und nach
Induktion zum Nukleus transloziert. Als Koaktivatoren dienen CBP und p300,
welche mit IRF-3 interagieren (Weaver et al. 1997). DRAF1 ist unabhéngig von
IFN und fiir seine Aktivierung ist keine de-novo Proteinsynthese notwendig.
DRAF]1 konnte deshalb die Wirtszelle auf raschem Wege vor einem Virusbefall

warnen.
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II. FRAGESTELLUNG

ISRE-bindende Komplexe wurden bisher in Zellen identifiziert, die mit Adenovirus
(Daly und Reich 1993), Vesicular Stomatitis Virus (Bovolenta et al. 1995),
Cytomegalievirus (Navarro et al. 1998), Respiratory Syncytial Virus (Takeuchi et al.
1998) oder New Castle Desease Virus (NDV) (Yoneyama et al. 1996, Weaver et al.
1998) infiziert wurden. Da nicht bekannt ist, inwiefern ISRE-bindende Komplexe
virusspezifisch sind, ist es von Bedeutung, mit weiteren, alternativen Virusarten zu
arbeiten. In vorliegender Arbeit soll geklart werden, ob und welche ISRE-bindenden
Komplexe durch eine Infektion mit Sindbisvirus, aus dem Genus der a-Viren,
induziert werden.

In Vorversuchen wurde ein ISRE-bindender Komplex entdeckt und als SABP 1
bezeichnet. SABP 1 ist durch Sindbisvirus- bzw. NDV-Infektion, poly rl:rC und o-
INF induzierbar (Behr et al. 2001). Ndhere Charakterisierung soll nun erfolgen,
insbesonders ob SABP 1 und ISGF3 identisch sind.

Ein weiteres ISRE-bindende Protein konnte nach Sindbisinfektion identifiziert werden
und wurde SABP 4 genannt. Es war wahrscheinlich, dass SABP 4 dem DRAFI1
entspricht.

Zusatzlich ist es von Interesse, ob eine Sindbisinfektion nicht nur in sekundéren
Mausefibroblasten wie 1.929-Zellen zu einer Induktion ISRE-bindender Komplexe
fiihrt, sondern auch in primédren Méusefibroblasten der Staimme C57 black bzw. Balb C

oder in primdren Hiithnerfibroblasten moglich ist.
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III. MATERIALIEN UND METHODEN

II1.1. Materialen

I11.1.1 Zellen

1.1 L929

1.2 L.990722, fehlender IFN Typ-II-Rezeptor (Huang et al. 1993)
1.3 MEF SV 40 6.1.4, fehlender IFN Typ-I-Rezeptor (Miiller et al. 1994)
1.4 MEF a Rec. 22, wiederhergestellter IFN Typ-I-Rezeptor

1.2 Zellkultur

2.1 MEM:

0,6 mM Arginin, 0,1 mM Cystin, 2,0 mM Histidin,
0,4 mM Isoleucin, 0,4 mM Leucin, 0,4 mM Lysin,
0,1 mM Methionin, 0,2 mM Phenylalanin,

0,4 mM Threonin, 0,05 mM Tryptophan,

0,2 mM Tyrosin, 0,4 mM Valin, 5,5 mM Glukose,
116 mM NacCl, 5,4 mM KCl, 1,8 mM CacCl,

1,0 mM MgCl, * 2 H,0, 23,8 mM NaHCOg

1 mg/1 Cholin, 1 mg/l Folsdure

2 mg/1 Inositol, 1 mg/l Nicotinamin

1 mg/l Pantothensdure, 1 mg/l Pyridoxal,

0,1 mg/l Riboflavin, 1mg/ Thiamin

Das MEM wurde mit 5% fetalem Kélber Serum (FKS) komplementiert

und prophylaktisch gegen bakterielle Kontaminationen mit 2-10° U
Penicillin und Streptomycin behandelt. Der ph-Wert wurde mit NahCos
und Phenolrot als Indikator auf 7,2-7,4 eingestellt (Eagle 1959).

2.2 0,25% Trypsin

2.3 PBS (pro 11):
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8,0g NaCl

0,2g KCI

1,44g Na,HPO4
0,24g KH,PO4

11.1.3 Virus

3.1 Sindbisvirus HR (Dr. Gert Wengler, Heidelberg)

3.2 Plaquetest:
PBS
2% low melting Sea-Plaque Agarose
Neutralrotlsg. 0,1g/60ml H,O, steril filtriert
MEM mit 10% FKS
doppeltkonz. MEM mit 20% FKS

I11.1.4 Kernextrakte

4.1.1 Puffer A:
(fiir 10 ml) 100 pul 1 M Hepes, 100 ul 1M KCI, 2ul 0,5 M EDTA,
10 ul 100 mM EGTA, 10 ul 1 M DTT, 50 ul 0,1 M PMSF, ad 10
ml Aqua dest. (Schreiber et al.1989)

4.1.2 Puffer C:
(fiir 10 ml) 200 ul 1 M Hepes, 800 ul 5M NacCl, 20ul 0,5 M EDTA,
100ul 100 mM EGTA, 10 ul 1 M DTT, 100 ul 0,1 M PMSF, ad 10
ml mit Aqua dest. (Schreiber et al. 1989)

4.2 PBS: siehe Zellkultur

4.3 PBS (-Ca™,-Mg")
4.4 10% Nonidetlsg.
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4.5 Proteinbestimmung;:

Puffer C: s.o.
Aqua dest.
Roti®-Quant: Carl Roth GmbH Karlsruhe

I11.1.5 Nucleotid-Oligomere

5.1.1 human A ISG 15-ISRE + ISG 15-ISRE Reg.Nr.6077D+6076D
5.1.2 human A PRDI + PRDI Reg.Nr.6072D+6073D,
Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

5.2 Annealing-Puffer:
4ul 5M NaCl
20ul 1M MgCl,
20ul 1M TrisHCI ph=7,5

Konzentrierung:
20ul 3M Na-acetat
500ul C;HOH
70% Ethanol

20ul TE

I11.1.6 Radioaktive Markierung

2,7ul Nucleotidoligos

1ul T4 PNK Puffer MBI Fermentas

3,8ul DEPC-H,0

2ul y-ATP** Amersham Pharmacia Biotech U.K.Limited
0,5ul T4 PNK MBI Fermentas
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10mM NaHPO,
NaAC pH6
Glycogen Merck, Darmstadt

100% Ethanol
TE

DEPC-H,0: 100ml Aqua steril + 100ul DEPC

I11.1.7 Gelretardationsverfahren

7.1 5% Polyacrylamidgel:

(ca.60 ml)
10ml Acryl Rotiphoresegel 30%Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
3ml 5 X TBE
5 X TBE (11):
54g Trisbase

27,5g Borsdure
20ml 0,5 M EDTA pHS8,0
auf 11 mit Aqua dest. auffiillen

450ul APS 10% Fa. Serva Feinbiochemika,
Heidelberg
45ul TEMED (Tetramethylendiamin) Fa. Merck Kg,
Darmstadt
7.2 3 X Bindungspuffer:
60mM Hepes
3mM DTT
3mM EDTA

150mM KCl
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12 % Ficoll
7.3 Laufpuffer: 0,25 X TBE

7.4 6X Gelladepuffer (1ml):
250ul 1 % Bromphenolblau
250ul 1 % Xylenecyanol
300ul Glycerin
200ul DEPC

7.5 Gel-Fixierer (11):
850ml Aqua dest.
100ml Essigsdure
50 ml Methanol

7.6 Rontgenfilme  Fuji RX

I11.1.8. Inhibitoren:

8.1 2-Aminopurin Trockenlsg. : SIGMA
8.2 Actinomycin D
8.3 Cycloheximid

I11.1.9 NEM-Inaktivierung

NEM Sigma
DTT Sigma

I11.1.10 IFN-Behandlung

Typ-I-Interferon, Maus, rekombinant, Calbiochem
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II1.1.11 Antiseren

11.1 IRF-2(C19),rabbit polyklonal IgG, 200pg/ml,  Santa Cruz Biotechnology

11.2 STAT1a(C-39),rab.poly. IgG, Dilution 1:75, Hr. Th. Decker, Institut f.
Mikrobiologie und Genetik, Uni. Wien

11.3 IRF-3 anti-mouse rabbit serum, Takashi Fujita, Tokyo

11.4 IRF-1 anti-chicken rat serum (Zoller et al. 1999)
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1I1.2. METHODEN

111.2.1 Zellen und Zellkultur

111.2.1.1 Zellkultur sekundiarer Fibroblasten

Die Kultivierung der L-929 Zellen erfolgte als Oberflaichenkultur in Roux-
Flaschen aus Glas und fiir Zellkulturen in Kunststoff-Roux-Flaschen und
Petrischalen (Durchmesser 10 cm).

Die Zellen erhielten Minimal Essential Medium (MEM) und zusétzlich 5%iges
fetales Kédlberserum.

Beim Umsetzen wurden die Zellen nach einer Einwirkzeit von 3min bei 37°C

vom Boden der Petrischalen mit 0,5% Trypsin abgeldst.

111.2.1.2 Zellkultur priméirer Fibroblasten

Primére Fibroblasten wurden aus Hiihnerzellen bzw. Mauszellen der Stimme
C57- und Balb C angefertigt. Fiir die Gewinnung der Hiihnerzellen wurden elf
Tage alte, bebriitete Eier verwendet. Nach steriler Entnahme der Embryonen
wurden diese in eiskaltem PBS préipariert. Extremititen und innere Organe
wurden entfernt, das verbleibende Gewebe in eine 50 ml-Spritze gefiillt und in
einen Rundkolben mit Riihrfisch gepresst.

Zum homogenisierten Gewebe kamen 150 ml PBS hinzu, das Gewebe wurde
aufgeschiittelt und 10 min absitzen gelassen. Das iiberstehende PBS wurde
abgeschiittet und dieser Vorgang zweimal wiederholt.

Pro Embryo wurden 5 ml 37°C warme Trypsinlosung zugegeben und 30 min bei
37 °C gertihrt. Unter Zugabe von 20 ml Kulturmedium wurde die Zellsuspension
durch Gazefilter filtriert und bei 4°C 15 min mit 1200 rpm zentrifugiert.

Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das Pellet mit 10 ml Medium suspendiert,
auf 25 ml aufgefiillt und durch einen zweiten Gazefilter filtriert.

Nach Anlegen einer 1:100 Verdiinnung wurden die Zellen in der Fuchs-Rosenthal
Zihlkammer ausgezédhlt und so ausgesdt, dal zum Zeitpunkt der

Extraktgewinnung der Zellrasen konfluent war.



Materialien und Methoden 14

I11.2.2 Virus und Infektion

Die Aufbewahrung der Sindbisviren erfolgte in Stocklésungen bei -80°C in
einer Konzentration von 4-10° Virus pro ml. Die m.o.i.(multiplicity of infection)

wurde aus dem Produkt von Virustiter und Volumen der Viruslosung, geteilt

durch die Zellzahl, berechnet.

Zur Bestimmung des Virustiters wﬁrde eine Verdiinnungsreihe der Virusldsung
in Zehnerschritten in PBS angefertigt. Nach Absaugen des Mediums von den
Petrischalen, folgte ein Waschschritt mit PBS, 37°C, welches dann von den Zellen
entfernt wurde. AnschlieBend wurden 50ul Virusverdiinnung gleichmiBig in der
Schale aufgetragen und die Petrischalen fiir 1h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Wihrenddessen wurde niedrig schmelzende 2% Sea-Plaque-Agarose mit
doppeltkonzentriertem MEM (20% FKS) 1:1 versetzt. Diese Mischung wurde bei
39-40°C im Wasserbad gehalten. Nach 1h Virusadsorption lieB man je 2ml des
Agarose-Mediumgemisches vom Rand her in die Platten flieBen. Nun wurden die
Platten bei Raumtemperatur verfestigt und dann 24h bei 37 °C in den Brutschrank
gestellt.

Nach 24 h wurde der Farbagar bereitet, indem 0,1g Neutralrot in 60ml Aqua dest.
gelost und steril filtriert wurde. Nun wurden 2ml Neutralrotlsg. auf 30ml
Agarose-Medium gemischt, s.0. Hiervon wurde 1ml auf die Platten gegeben und
bei Raumtemperatur verfestigt. Erneut folgte eine Inkubation von 24h im
Brutschrank bei 37°C. Dann wurden die Plaques der -einzelnen
Verdiinnungsschritte ausgezéhlt.

Der Virustiter in PFU (plaque forming units) pro ml lieB sich aus dem Produkt aus
Plaquezahl, Virusverdiinnung und dem Faktor 20 berechnen.

Zur Virusinfektion wurde das Medium von den konfluenten Zellen der
Petrischale abgezogen und diese mit PBS bei 37°C gewaschen.

Die  Adsorptionslosung, bestechend aus 1 ml PBS pro Petrischale und
berechneter Virusmenge, wurde  gleichmifBig auf den Zellrasen verteilt. Die
uninfizierten Kontrollen wurden mit einer Scheininfektionslosung behandelt,

welche nur PBS ohne Virusldsung enthielt. Die Petrischalen wurden nun fiir 1h in
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den Brutschrank bei 37°C gestellt und alle 15 min geschwenkt. AnschlieBend
wurde das PBS entfernt und die Zellen in der Petrischale mit MEM bedeckt. Die
Petrischalen wurden nun bis zum Zeitpunkt der Gewinnung der Extrakte im

Brutschrank aufbewahrt.

1112.3. Inhibitorversuche

111.2.3.1 Aminopurinversuch

Als Inhibitor der PKR wurde 100 mM Aminopurin verwendet. Die Petrischalen
wurden zweimal mit PBS gewaschen. Einem Teil der Schalen wurden dabei
jeweils zusétzlich 20 ul Aminopurin zugegeben.

Nun fand eine Vorinkubation fiir 30 min mit 10 ml MEM und 20 pl Aminopurin
statt.

Das MEM wurde abpipettiert und der Infektions- bzw. Scheininfektionslosung
wurden 2 upl Aminopurin hinzugefiigt. Nach 60 min wurden die Losung
abgezogen und mit 10 ml MEM und zusidtzlich 20 pul Aminopurin fiir 18 h
inkubiert.

Zur Kontrolle wurde ein Teil der infizierten bzw. uninfizierten Petrischalen nicht
mit Aminopurin behandelt.

Die Gewinnung der Kernextrakte erfolgte wie {iblich (s.u.).

111.2.3.2 Actinomycinbehandlung

Das Versuchprotokoll entsprach dem Aminopurinprotokoll. Als Inhibitor wurden

5 ug Actinomycin D pro ml MEM bzw. PBS verwendet.

I11.2.3.3 Cycloheximidbehandlung

Das Protokoll entsprach dem Aminopurinprotokoll. Als Inhibitor wurden 50 pg
Cycloheximid pro ml MEM bzw. PBS verwendet.
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111.2.4 IFN-Behandlung

Das Protokoll entsprach der Virusinfektion, nur dafl anstatt des Virus pro ml

MEM 103 U IFN hinzugefiigt wurden.

I11.2.5 Gewinnung der Kernextrakte

Ca. 18h post infectionem wurde das Medium von den in die Petrischalen
eingeséten, konfluenten Zellen abgenommen. Zur Herstellung der Zeitkurve
wurden die Extrakte zu entsprechend anderen Zeitpunkten gewonnen. Der
Zellrasen wurde mit 10 ml PBS (frei von Ca*" und Mg*") gewaschen. Wiederholt
wurden 5 ml PBS aufgetragen und die Zellen nun mit einem Gummischaber vom
Boden abgeldst. Nach abziehen dieser Suspension wurde nochmals mit 5 ml PBS
gesplilt und die insgesamt 10 ml Zelllosung anschlieBend fiir 5 min bei 4°C in
einem Spitzrohrchen mit 15000rpm zentrifugiert. Nach AbgieBen des Uberstandes
und Resuspension mit 5 ml PBS schloB sich eine zweite Zentrifugation fiir 5 min
bei 4°C und 12000rpm an. Das Pellet wurde trockengelegt, dann mit 1400ul
Puffer A gelost und fiir 15 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 100ul 10%
Nonidetlsg. schlo sich 10 sekiindiges Vortexen und ein Zentrifugieren von
30s,12000 rpm bei 4°C an. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in
80ul Puffer C gelost. Diese Losung wurde nun fiir 15min bei 4°C auf den
Schiitteltisch gestellt. SchlieBlich wurde fiir Smin bei 14000 rpm, 4°C,
zentrifugiert und der Uberstand, der den Kernextrakt darstellt, aliquotiert und bei

-80°C tiefgefroren.
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I11.2.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Hierfiir wurden 2l der Kernextrakte zu 8oopul Aqua dest. in eine Mikrokiivette
bei Raumtemperatur (RT) gegeben. Als Indikator wurde 20 pl Roti®-Quant
beigefiigt und durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Zur Herstellung der Null-
Wert-Probe wurde anstelle des Proteins 2ul Puffer C beigemischt. Nach 20min
wurden die optische Dichte bei 595nm im Photometer gemessen. Anhand einer

Eichkurve wurde der Proteingehalt berechnet.

I11.2.7 Herstellung von Doppelstrang-ISRE

Als Endkonzentration wurde 359pm dsISRE pro 200ul angestrebt. Entsprechend
den Mengenangaben des Herstellers wurden Sense- und Antisensestrang vereint
und mit Annealing Puffer versetzt. Der Ansatz wurde auf 200 pl mit H,O
aufgefiillt, 10min auf 75°C erhitzt und schlieBlich 3h auf RT abgekiihlt.

Um den Ansatz zu konzentrieren wurden die Oligos mit Na-Acetat und 100%
Ethanol versetzt. Es erfolgte ein Zentrifugieren mit 14000 rpm fiir 10 min. Das
Pellet wurde mit 400 pl 70% Ethanol gewaschen und wiederholt 10 min mit
14000 rpm zentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde das Pellet mit 5 pl TE gelost
und somit ein ca. 30-fache Konzentrierung erzielt. Die Aufbewahrung der ds-

ISRE erfolgte bei —20°C.

I11.2.8 Radioaktive Markierung der DNA
ISG15- bzw. PRDI-Oligonucleotide wurden mit 32P-y-ATP wie folgt markiert:
2,7ul Oligonucleotide, 1pul T4 PNK Puffer A, 4,8ul DEPC-H,O und 1ul **P-y-

ATP wurden zusammenpipettiert und bei 70 °C fiir Smin erhitzt.

Nach 3 min abkiihlen bei 4°C  wurden 0,5ul T4 PNK hinzugegeben.
Anschliefend wurde der Ansatz bei 37°C 1h lang inkubiert.

Wihrenddessen wurde die NAP-Sdule mit Na,HPO,4 gespiilt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde der Ansatz 5 min bei 65°C erhitzt, somit die Markierung

gestoppt und 90 pl 10mM Na,HPO,4 hinzugegeben.
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Der Ansatz wurde auf die NAP-Saule gegeben, mit 400 ul NA,HPO,4 achtmal
eluiert und das jeweilige Eluat in 8 Caps auf Eis gesammelt. Pro Fraktion Eluat
wurden 1 pl entnommen, um deren Aktivitdt im Szintigraphen zu bestimmen.

Die einzelnen Fraktionen wurden mit 40 pul NaAC (pH 6), 1 pul Glycogen und
880ul 100% Ethanol bei 4°C gefillt und fiir 15 min bei RT stehen gelassen.
SchlieBlich wurde 15 min bei 4°C mit 12000 rpm zentrifugiert. Nach abpipettieren
der Uberstéinde wurden die Fraktionen mit 400 pul 70% Ethanol gewaschen und
nochmals bei 4°C 10 min mit 12000 rpm zentrifugiert.

Die Uberstinde wurden abgenommen und die Pellets 5 min bei 37°C getrocknet,
dann mit 20 pl 1xTE geldst und fiir 10 min bei 4°C stehen gelassen.

Jeweils 0,5 pl pro Fraktion wurden fiir die Aktivitdtsbestimmung in Szintigraphen

abgenommen und die radioaktiv markierten Proben bei —20°C aufbewahrt.

I11.2.9 Gelretardationsverfahren (engl. eletrophoresis mobility shift assay)

Die Reaktionsvolumina pro Ansatz betrugen 15 pl. Diese bestanden aus Sul 3x
Bindungspuffer, 2,5ul poly dI:dC und aus 1pul radioaktiver Probe, welche eine
Aktivitdt von ca. 20000cpm besall und in DEPC-Wasser geldst war. Der Ansatz
wurde flir 10min auf Eis gestellt und anschlieend mit ca.10ug Protein vereinigt.
Mit entsprechendem Volumen Puffer C wurde das Endvolumen von 15pul erreicht.
Nach Ablauf einer Inkubationszeit von 30min bei 4°C wurden zu der
Probenkontrollspur 3ul 6 X Gelladepuffer zugefiigt. Zur Auftragung auf ein 5 %
Polyacrylamid-Gel wurden die Reaktionsvolumina halbiert und so in zwei
Geltaschen geladen. Als Laufpuffer wurde 0,25 X TBE verwendet. Die
Auftrennung erfolgte mit einer Spannung von 200V iiber einen Zeitraum von ca.
3h. Die Rontgenfilme wurden bei —80°C entsprechend lange belichtet und auf
einem Mustek 600 Scanner mit Paint Shop Pro gescannt. Auf den nativen
Rontgenfilmen sind die Banden am deutlichsten sichtbar. In den meisten

Graphiken sind nur ein oder zwei Bahnen pro Extrakt dargestellt.
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111.2.10 NEM-Inaktivierung
Hierfiir wurden den Kernextrakte 0,5 ul NEM (50mM) zugegeben. Nach 20 min

bei RT wurden die Ansétze fiir 5 min in Wassereis gestellt. Die Zugabe von 0,6 pl
DTT (250 mM) sollte die Reaktion stoppen. Nach 10 min wurde mit obigen

Gelretardationsverfahren weiter gearbeitet.

I11.2.11 Supershift-Assay

Im Supershift-Assay wurden die Kernextrakte, bevor sie mit dem radioaktiven
Reaktionsvolumen vereinigt wurden, lh bei 4°C mit den jeweiligen Antiseren

inkubiert. Das Volumen der Antiseren betrug 0,5ul.
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IV.ERGEBNISSE

IV. Der Bindungskomplex SABP 1

IV.1.1 NEM-Alkylierung von SABP 1

Nach Infektion mit Sindbisvirus konnte in L929-Zellen ein ISRE-bindendes Protein
induziert werden (s. Abb. 1). Es wurde als SABP 1 (Sindbis Activated Binding Protein)
bezeichnet. SABP 1 erschien auBlerdem in Versuchen nach Infektion mit NDV,
Behandlung mit poly rl:rC und Gabe von a-IFN (Behr et al. 2001). Die vergleichsweise
kurze Laufstrecke im Gelretardationsverfahren wies auf ein relativ groes Protein hin,
das an das ISRE bindet.

Werden Proteine der IRF-Familie alkyliert, verlieren sie ihre DNA-bindende Fahigkeit.
N-Ethylmaleimid (NEM) alkyliert Sulthydrylgruppen (Levy et al.1989). Um zu testen,
ob auch SABP 1 empfindlich gegeniiber NEM ist, wurden Kernextrakte aus Sindbis
infizierten Zellen gewonnen. Scheininfizierte und infizierte Zellen wurden vor der
Bindungsreaktion mit der markierten DNA-Probe mit NEM behandelt. Zur Kontrolle
wurden zusétzlich scheininfizierte und infizierte Extrakte ohne NEM auf das Gel
geladen. Es zeigte sich, dal SABP 1 in den infizierten Extrakten ohne NEM
nachweisbar ist. In den mit NEM behandelten Extrakten bindet SABP 1 jedoch nicht an
die Probe. So wurde bewiesen, dafl die DNS-Bindung von SABP 1 empfindlich
gegeniiber der Alkylierung durch NEM ist und einen Transkriptionsfaktor der IRF-
Gruppe enthilt.
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Abb. 1 NEM-Inaktivierung von SABP 1
L929-Zellen wurden scheininfiziert oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert.

Extraktgewinnung erfolgte 18 Stunden nach Infektion. Die Extrakte mit NEM-Behandlung
wurden vor der ISRE-Bindungsreaktion mit 50 mM NEM und 250 mM DTT behandelt (s.
Material und Methoden). Die Extrakte wurden anschlieBend mit einer ISG15-Probe im
Gelretardationsverfahren getestet, Laufzeit 3 Stunden, Spannung 200 V, Raumtemperatur
(RT), Belichtung 20 Tage. Spuren 1,2: uninfiziert, Spuren 3,4: uninfiziert und NEM-
Behandlung, Spuren 5,6: infiziert, Spuren 7,8: infiziert und NEM-Behandlung. Die Position
von SABP 1 und einer konstitutiven (konst.) Bande ist eingezeichnet. SABP 1 verschwindet in

Spur 7,8.

1V.1.2 Ist PKR-Aktivitit notwendig fiir Induktion von SABP 1?

Das Genom des Sindbisvirus liegt wihrend seines Replikationszyklus partiell als
doppelstringige RNA vor (Strauss 1994). Die PKR, welche Serin- bzw. Threoninreste
phosphoryliert, ist in diesem Zusammenhang eine sehr interessante Proteinkinase, da sie
von doppelstrangiger RNA abhingig ist. Wird diese blockiert, wird auch die
Aktivierung von manchen ISG unterdriickt (Wathelet et al.1989). Demnach konnte die
PKR auch eine Rolle in der Aktivierung von SABP 1 besitzen. Um dies zu priifen,
wurde der Einfluss von 2-Aminopurin, ein spezifischer Inhibitor der PKR, untersucht..
Ein Teil der Zellen wurde wihrend der Infektion mit Sindbisvirus zusétzlich mit 2-
Aminopurin behandelt. Kernextrakte wurden von scheininfizierten und mit Sindbisvirus
infizierten L929-Zellen hergestellt. Die Extrakte wurden mit einer ISG —15 Probe im

Gelretardationsverfahren getestet. Das Erscheinen von SABP 1 wurde von diesem
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Inhibitor nicht beeinflult (s. Abb. 2, Spur 7 bzw. 8) und zeigte, dal SABP 1

unabhéngig von der mit 2-Aminopurin gechemmten PKR aktiviert wird.

Kontrolle Aminopurin
U | U |

SABP1>

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 2 Ist die PKR-Aktivitdt notwendig fiir die Induktion von SABP 1?
L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spuren 1,2), mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert

(Spuren 3,4), scheininfiziert und mit Aminopurin behandelt oder mit 60 PFU/Zelle infiziert und
mit Aminopurin behandelt (Spuren 7,8). Extraktgewinnung erfolgte 18 Stunden nach Infektion.
Die Kernextrakte wurden mit einer ISG15-Probe im Gelretardationsverfahren getestet, RT,
5%iges Gel, Laufzeit 3 Stunden, Spannung 200V, Belichtung 9 Tage. Die Position von SABP

1 ist eingezeichnet. SABP 1 erscheint auch unter Aminopurinbehandlung (Spuren 7.,8).

IV.1.3 SABP 1 enthélt STAT 1

SABP 1 war also durch die Infektion mit Sindbisvirus aktivierbar (s.0.). Auch durch
NDV, poly rL:rC, o-IFN war eine Induktion moglich (Behr et al.). SABP 1 war
unempfindlich gegeniiber 2-Aminopurin, sensitiv gegeniiber NEM (s.0.) und es handelt
sich um ein relativ groes Protein. All diese Beobachtungen treffen auch fiir das
bekannte ISGF3 zu (Yoneyama et al. 1997, Fu et al. 1990, Bovolenta et al. 1995, Levy
et al. 1989 ). Sind nun SABP 1 und ISGF3 identisch?



Ergebnisse 24

Eine der Untereinheiten von ISGF3 ist STAT-1 (Fu 1992). Binden nun STAT-1-
Antikorper das SABP 1, wiirde dies weiter dafiir sprechen, dal} es identisch mit ISGF3
ist. Hierflir wurden Kernextrakte aus mit Sindbisvirus infizierten L929-Zellen vor der
DNA-Bindungsreaktion mit STAT-1-Antiserum inkubiert. Im Gelretardationsverfahren
zeigte sich, dal unter der Verwendung von STAT-1-Antiserum SABP 1 gebunden
wird. Daher ist zu schlieBen, dal SABP 1 dem ISGF3 entspricht (s. Abb. 3, Spur 4).

<SABP4

<SABP1

Abb. 3 SABP 1 enthilt STAT-1.
1.929-Zellen wurden scheininfiziert oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert.

Extraktgewinnung erfolgte 18 Stunden nach Infektion. Vor Auftragen auf das Gel wurden die
Kernextrakte mit Antiserum (AS) gegen STAT-1 fiir 1h inkubiert und mit einer ISG15-Probe
mit Gelretardationsverfahren getestet, Laufzeit 3 Stunden, Spannung 200 V, RT. Spur 1
uninfiziert. Spur 2 uninfiziert mit AS. Spur 3 infiziert. Spur 4 infiziert mit AS. Die Position von
SABP 1 ist eingezeichnet. SABP 1 verschwindet in Spur 4. Das Antiserum bindet auch
unspezifisch an die radioaktive Probe (). Beschreibung von SABP 4 s. Kap. IV.2.
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1V.2.1 Der Bindungskomplex SABP 4

IV.2. Der Bindungskomplex SABP 4 in Zellen vom Typ L.990772 und 1.929

Neben SABP1 konnte ein zweites ISRE-bindendes Protein durch das
Sindbisvirus induziert werden. Es wurde als SABP 4 bezeichnet und besal} eine
geringere elektrophoretische Mobilitét als SABP1 (s. Abb.4).

Neben der durch INF-induzierten Jak-STAT-Kette war es von Interesse zu
untersuchen, ob auch eine direkte Aktivierung von ISGs in Abwesenheit der
Proteinsynthese durch DRAF 1 in der mit Sindbisvirus infizierten Zelle ausgelost
werden kann.

SABP 4 wurde erstmals in L929-Zellen entdeckt (s. Abb.4, Spur. 6 bzw. 7). Ruft
nun Sindbisinfektion auch in alternativen Zellinien eine vergleichbare Bande
hervor? Deshalb wurden 1.990772-Zellen, eine sich aus 1.929-Zellen ableitende
Mauszellinie, mit Sindbisvirus infiziert und davon Kernextrakte hergestellt. Im
Gelretardationsverfahren erschien mit einer radioaktiv markierten ISG15-Probe
eine Bande, die beziiglich Groe und Laufstrecke dem SABP 4 in L929-Zellen
entspricht (s. Abb. 4). Zusitzlich ist zu erkennen, daf eine konstitutive Bande in
den uninfizierten Spuren nach Infektion verschwindet. Hier werden also Proteine

im Rahmen der Infektion deaktiviert.
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Abb.4 Induktion SABP 4 in 1.990772- und 1.929-Zellen.

L990772- bzw. 1.929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,4,5), mit 30 PFU/Zelle mit
Sindbisvirus infiziert (Spur 2,3) oder mit 60 PFU (Spur 6,7) sindbisinfiziert. Nach 18 h
wurden Kernextrakte gewonnen und diese mit einer [SG15-Probe im
Gelretardationsverfahren getestet. Laufzeit 3 Stunden, RT, 5%iges Gel, Spannung 200V ,
Belichtungszeit 25 Tage (L990772) bzw. 3Tage (L929). In Spur 2,3 und 6,7 ist SABP 4
zu sehen, welches nicht in Spur 1 und 4,5 zu erkennen ist. Die Position von SABP 4,
SABP 1/ISGF3 und dem konstitutiven (konst.) Protein ist eingetragen.

1V.2.2 Multiplizitatsabhingigkeit der Induktion von SABP 4

Um zu untersuchen, inwiefern SABP 4 mit der infizierenden Virusmenge
korreliert, sollte mit steigender PFU-Zahl beimpft werden. L929-Zellen wurden
mit 15,30,60 bzw. 100 PFU pro Zelle mit Sindbisvirus infiziert. Die gewonnenen
Kernextrakte zeigten im Gelretardationsverfahren bei sdmtlichen Virusmengen

SABP 4 (s. Abb. 5).
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Abb. 5 Multiplizitdtsabhidngigkeit der Induktion von SABP 4.

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 15 (Spur 3.,4), 30 (Spur 5,6), 60
(Spur 7,8), oder 100 PFU/Zelle (Spur 9,10) mit Sindbisvirus infiziert. Nach 18 Stunden

wurden Kernexktrakte gewonnen und diese mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3

Stunden, RT, 5%iges Gel, Spannung 200V, Belichtungszeit 11 Tage. SABP 4 ist in Spur
1,2 nicht, in Spur 3-10 zu erkennen. Die Position von SABP 4 und SABP 1/ISGF3 ist

eingezeichnet

1V.2.3 Zeitlicher Verlauf der Induktion von SABP 4

Das Erstellen einer Zeitkurve sollte das Auftreten von SABP 4 in der infizierten
Zelle ndher bestimmen. [929-Zellen wurden mit Sindbisvirus infiziert.
Kernextrakte wurden nach 5,9, 11, bzw. 14.5 Stunden nach Infektion gewonnen
und mit einer radioaktiv markierten ISG-15-Probe im Gelretardationsverfahren
untersucht. In den infizierten Zellen tauchte SABP 4 deutlich ab 9 Stunden nach
Infektion auf (s. Abb. 6).
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Abb. 6 Zeitlicher Verlauf der Induktion von SABP 4.

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit Sindbisvirus infiziert (Spur 3-
10). Die Kernextrakte wurden nach 5 Stunden (Spur 3,4), 9 Stunden (Spur 5,6),11
Stunden (Spur 7,8) und 14,5 Stunden (Spur 9,10) nach Infektion gewonnen und im
Gelretardationsverfahren mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges
Gel, Spannung 200V, Belichtungszeit 18 Tage. SABP 4 ist in Spur 1,2 nicht, in Spur 5-
10 zu erkennen. SABP 4 und SABP1/ISGF3 sind eingezeichnet.

1V.2.4 SABP 4 bindet nicht an PRDI

Oben wurde gezeigt, dal SABP 4 an das ISRE bindet, welches im ISG-15
enthalten ist. Bindet SABP 4 auch an den PRD-I-Abschnitt in der Promotorregion
des IFN-Abschnitts? Dazu wurde anstatt einer ISG15-Probe eine PRDI-Probe
radioaktiv markiert. Kernextrakte, die zum SABP 4-Nachweis im
Gelretardationsverfahren ~ verwendet worden waren, wurden nun mit der
markierten PRDI-Probe getestet. Es zeigte sich, daB das SABP 4 nicht
nachweisbar ist, also nicht an PRDI bindet (s. Abb. 7). Zum Vergleich wird das
schneller wandernde SABP 1/ISGF 3 aber deutlich gebunden.
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SABP1>

Abb. 7 SABP 4 bindet nicht an PRDI.

L929-zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus
infiziert (Spur 3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und diese mit einer
radioaktiv markierten PRDI-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden , 5%iges Gel, Spannung
200V, Belichtungsdauer 18 Tage . Der langsam migrierende Komplex SABP4 ist in den
Spuren 1-4 nicht zu erkennen.

1V.2.5 Ist PKR-Aktivitit notwendig fiir die Induktion von SABP 4?

Die PKR hat eine zentrale Funktion in der Physiologie und Signaliibertragung der
Zelle. Dieser Versuch wurde vergleichbar zur Untersuchung von SABP 1 (s. Kap.
IV.1.2.) durchgefiihrt:

2-Aminopurin ist ein spezifischer Inhibitor der PKR. Zellen wurden mit und ohne
Aminopurin behandelt. Die infizierten Kernextrakte aus aminopurinbehandelten
Zellen zeigten im Gelretardationsverfahren keinen Unterschied zu den aus
infizierten, aber nicht aminopurinbehandelten Zellen (s. Abb. 8). Daher spielt die
PKR bei der Aktivierung von SABP 4 keine Rolle.
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Abb. 8 Ist die PKR-Aktivitit notwendig fiir die Induktion von SABP 4?

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2), mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus
infiziert (Spur 3,4), scheininfiziert und mit Aminopurin behandelt (Spur5,6) oder mit 60
PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert und mit Aminopurin behandelt (Spur 7,8). Laufzeit
3 Stunden , 5%iges Gel, Spannung 200V, Belichtungsdauer 18 Tage. SABP 4 ist in Spur
3,4 und Spur 7,8 zu erkennen.

1V.2.6 Transkription zelluldrer Gene und Induktion von SABP 4

Von groflem Interesse war schlieBlich, ob fiir die Induktion von SABP 4 zelluldre
RNA-synthese notwendig ist. Zur Kldrung dieser Frage wurde der Effekt des
Transkriptionsinhibitor Actinomycin D untersucht. Hierfiir wurden L929-Zellen
mit Sindbisvirus infiziert und ein Teil mit Actinomycin behandelt. Die
gewonnenen Extrakte wurden mit einer ISG15-Probe im Gelretardationsverfahren
getestet. SABP 4 tauchte sowohl in den mit Inhibitor behandelten, als auch in den
unbehandelten, infizierten Kontrollextrakten auf (s. Abb. 9). Behandlung mit
Actinomycin ohne Infektion als Kontrolle, fiihrte zu keiner Induktion des
Komplexes. SABP 4 ist also von der zelluldren Transkription unabhingig und

wird durch Sindbisvirus nur aktiviert.
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An dieser Stelle muB3 erinnert werden, da3 Actinomycin die IFN-Wirkung hemmt
(Taylor 1964). SABP 4 ist in diesem Versuch trotzdem nachweisbar. Deshalb ist
davon auszugehen, dafl SABP 4 nicht liber IFN aktiviert wird.

1V.2.7 Wird SABP 4 in Abwesenheit der Proteinsynthese induziert?

Cycloheximid hemmt die Elongation der Proteinsynthese.Um zu sehen, ob die
Induktion von SABP4 abhingig von der Translation ist, wurden L929-Zellen mit
Sindbisvirus infiziert und ein Teil der Kulturen zusitzlich mit Cycloheximid
behandelt. Zur Kontrolle wurden Zellen nur scheininfiziert bzw. scheininfiziert
und mit Cycloheximid behandelt. Die gewonnen Kernextrakte wurden mit einer
ISG15-Probe im Gelretardationsverfahren untersucht. Es zeigte sich, da3 SABP 4
durch  Cycloheximidbehandlung nicht mehr nachweisbar ist, ebenso taucht
SABP1/ISGF3 nicht mehr auf (s. Abb. 9). Dies ist dadurch zu erkldren, da3 die
Hemmung der Proteinsynthese auch die RNA-Synthese des Virus hemmt. Dies
weist darauf hin, daB8 fiir die Aktivierung von SABP4 virale RNA als Agens

dienen konnte.
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Abb.9 Der Einfluss von Actinomycin und Cycloheximid auf SABP 4.

L929-zellen wurden scheininfiziert (Spur 1), scheininfiziert und mit Actinomycin (A) behandelt
(Spur 2), scheininfiziert und mit Cycloheximid (C) behandelt (Spur 3), mit jeweils 60 PFU/Zelle
mit Sindbisvirus infiziert (Spur 4), infiziert und mit Actinomycin (A) behandelt (Spur 5) oder
infiziert und mit Cycloheximid (C) behandelt (Spur 6). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte
gewonnen und diese im Gelretardationsverfahren mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3
Stunden , 5%iges Gel, Spannung 200V, Belichtungsdauer 20 Tage. SABP 4 ist in Spur 4,5 zu
sehen, die Position von SABP 1/ISGF3 ist eingezeichnet.

1V.2.8 Stimulation von SABP 4 durch o-IFN

Wie in der Diskussion ausfiihrlich besprochen wird, ist der Cycloheximidversuch nicht
eindeutig zu interpretieren. Daher wurde untersucht, ob SABP 4 abhdngig von a-IFN
ist. Fiir diesen Versuch wurde die Zellinie 1L990722 mit Sindbisvirus infiziert oder
mit a-IFN behandelt. Zur Kontrolle wurden L990722 Zellen scheininfiziert bzw. nicht
mit  o-IFN  behandelt. Die  gewonnenen  Kernextrakte  wurden  im
Gelretardationsverfahren verglichen. Dabei zeigte sich, dal SABP 4 in den infizierten

Zellen nachweisbar ist, in den a-IFN behandelten Zellen aber nicht zu sehen ist. Das
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bekanntermaBBen IFN-abhingige SABP 1/ISGF 3 taucht jedoch in den o-IFN-
behandelten Zellen auf (s. Abb. 10). Es ist deshalb zu schlieen, da3 SABP 4 nicht von

o-IFN stimuliert wird.

|<sABP4

<SABP1

1 2 3

Abb.10 Stimulation von SABP 4 durch a-IFN.
L990722 Zellen wurden scheinbehandelt (Spur 1), mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert
(Spur 2) oder mit a-IFN behandelt (Spur 3). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen
und diese im Gelretardationsverfahren mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden,
5%iges Gel, Spannung 200V, Belichtungsdauer 25 Tage. SABP 4 ist in Spur 2 zu sehen. Die
Position von SABP 1/ISGF 3 ist eingezeichnet.

1V.2.9 Wird SABP 4 durch IFN-Typ-I induziert ?

Nach obigen Ergebnissen ist die Induktion von SABP 4 sehr wahrscheinlich unabhéngig
von IFN-Typ I (s. Kap. IV.2.7). Um dies zu iiberpriifen, wurde die Induktion von SABP
4 in Maiuseembryofibroblasten (MEF), die keinen funktionierenden Typ-I-IFN-
Rezeptor besaBen, durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden MEF in den Versuch
einbezogen, deren Typ-I-IFN-Rezeptor rekonstitutiert worden war. Nach Infektion mit
Sindbisvirus zeigte sich im Gelretardationsverfahren, da3 sowohl in den Zellen ohne

Typ-I-IFN-Rezeptor als auch in den Zellen mit rekonstitutiertem Rezeptor, SABP 4
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auftauchte (s. Abb. 11). Dagegen erschien in den rezeptorlosen Zellen SABP 1/ISGF3
nicht, von dem erwiesen ist, dal es unabhingig von Typ-I-IFN (s.0.) ist. So wurde

bewiesen, da3 SABP 4 unabhéngig von IFN aktiviert wird.

MEF SV 40 6.1.4 MEF Rec. 22
1 u 1 u

SABP4>| B & -

SABP1>

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb.11 Wird SABP 4 iiber Typ-I-IFN induziert ?
MEF ohne Typ-I-IFN-Rezeptor wurden scheininfiziert (Spur 3,4), mit 60 PFU/Zelle mit

Sindbisvirus infiziert (Spur 1,2), MEF mit rekonstituiertem Rezeptor scheininfiziert (Spur7,8)
oder mit 60 PFU/Zelle infiziert (Spur 5,6). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen
und im Gelretardationsverfahren mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges
Gel, Spannung 200V, Belichtungsdauer 14 Tage. SABP 4 ist in Spur 1,2,5,6 zu sehen. Zum
Vergleich ist in Spur 5,6 SABP 1/ISGF3 zu erkennen.

IV.2.10 Enthédlt SABP 4 IRF-2, STATI, IRF-3 bzw. CBP/p300 ?

Zur weiteren Charakterisierung der Zusammensetzung von SABP 4 wurden Versuche
mit Antiseren durchgefiihrt. Kernextrakte von mit Sindbisvirus infizierten L929-Zellen
wurden mit verschiedenen Antiseren inkubiert. Bei der Verwendung von Antiseren
gegen IRF-2 bzw. STATI zeigte sich, dal diese Antikdrper nicht an SABP 4 binden (s.
Abb. 12 bzw. Abb. 13). Nach Inkubation mit IRF-3-Antiserum kam es jedoch zum Shift
von SABP 4 (s. Abb. 14). Antiserum gegen CBP/p 300 interagierte ebenfalls mit dem
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neuen Protein (Behr et al. 2001). Da IRF-3 und CBP/p 300 Bestandteile von DRAF-1
sind (Weaver et al. 1997), kann SABP 4 mit DRAF-1 gleichgesetzt werden.

<SABP4

<SABP1

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb.12 Enthélt SABP 4 IRF-2 ?

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1-4) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert
(Spur 5-8). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und ein Teil dieser fiir 1 Stunde
mit Antiserum gegen IRF-2 inkubiert (Spur 3,4 und 7,8) und im AnschluB im
Gelretardationsverfahren mit einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges Gel,
Spannung 200V, Belichtungsdauer 11 Tage. SABP 4 wird nicht von IRF-2 gebunden und ist in
Spur 5-8 zu sehen.
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<SABP4

<SABP1
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Abb.13 Enthélt SABP 4 STATI1 ?

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert.
(Spur 3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und die der Spur 2 und der Spur 4
mit STATI-Antiserum vor der DNA-Bindungsreaktion fiir 1h inkubiert. Das
Gelretardationsverfahren wurde mit einer ISG15-Probe durchgefiihrt. Laufzeit 3 Stunden,
5%iges Gel, Spannung 200 V, Belichtungsdauer 5 Tage. SABP 4 wird nicht durch das STATI1-
Antiserum gebunden, i.Ggs. zu SABP1. Das Antiserum bindet auch unspezifisch an die
radioaktive Probe ().

<SABP4

*

<SABP1

Abb.14 Enthalt SABP 4 IRF-3?

L929-Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus infiziert.
(Spur 3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und die der Spur 2 und der Spur 4
mit IRF-3-Antiserum vor der DNA-Bindungsreaktion fiir 1 Stunde inkubiert. Das
Gelretardationsverfahren wurde mit einer ISG15-Probe durchgefiihrt. Laufzeit 3 Stunden,
5%iges Gel, Spannung 200 V, Belichtungsdauer 5 Tage. SABP 4 wird in Spur 4 durch das IRF-
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3-Antiserum gebunden und ist somit nicht mehr zu sehen. Das Antiserum bindet auch
unspezifisch an die radioaktive Probe (x).
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IV.3 Konnen ISRE-bindende Komplexe in Zellen der Méiusestimme C57 black

bzw. Balb C durch Sindbisvirus induziert werden ?

Um die komplexen Abwehrmechanismen der Zelle bei Virusinfektion in ihrer
Gesamtheit besser zu verstehen, sind Untersuchungen mit mdoglichst vielen
Zelltypen notwendig. Da es sich bei 1L929-Zellen um permanente Fibroblasten
handelt, sollten zusétzlich primére Fibroblasten aus Mausen gewonnen werden,
um einen Schritt ndher am nativen Modell zu sein.

Es wurden primére Fibroblasten der Mausstimme C57 black und Balb C
verwendet. Die aus mit Sindbisvirus infizierten bzw. scheininfizierten Zellen
gewonnen Kernextrakte wurden mit einer radioaktiven ISGI15-Probe im
Gelretardationsverfahren analysiert. Dabei trat in den infizierten Extrakten ein
ISRE-bindender Komplex auf, welcher in den scheininfizierten nicht induziert
wurde (s. Abb. 15 a bzw. Abb. 15 b). Dieser zeigt das Laufverhalten wie SABP
1/ISGF3. Durch Sindbisvirus induzierte Komplexe sind also nicht nur in
permanten L929- und L.990722-Zellen mdglich. Die Moglichkeit, dal3 es sich bei
diesem ISRE-bindenden Komplex um SABP 1 handelt, mull aber noch in

weiteren Versuchen erhirtet werden.
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1 2 3 4
Abb. 15 a Abb. 15b

Abb.15 a ISRE-bindende Komplexe in Primédren Méausefibroblasten C57 black.

Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus
infiziert (Spur 3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und diese mit einer
ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges Gel, RT, Spannung 200 V,
Belichtungsdauer 20 Tage . Ein ISRE-bindender Komplex ist in Spur 3,4 zu sehen.

Abb.15 b ISRE-bindende Komplexe in Priméire Mausefibroblasten Balb C.

Zellen wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit Sindbisvirus
infiziert (Spur 3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und diese mit einer
ISG15-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges Gel, RT, Spannung 200 V,
Belichtungsdauer 10 Tage. Ein ISRE-bindender Komplex ist in Spur 3,4 sehen.
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IV.4 Lassen sich ISRE-bindende Komplexe auch in avidren Zellen durch

Sindbisvirus induzieren?

Sindbisinduzierte ISRE-bindende Komplexe sind also in Fibroblasten diverser
Maiusezellinien bzw. Maiusestimmen zu finden. Um die Bedeutung der ISRE-
bindenden Komplexe in der zelluldiren Abwehr weiter zu beurteilen, sollte die
Induktion vom ISRE-bindenden Komplexen durch Sindbisvirus nicht nur in

Séugetierzellen, sondern auch in avidren Zellen beobachtet werden.

IV.4.1 ISG 15- bzw. PRD-I-bindende Komplexe

Um diese Frage zu untersuchen, wurde mit Hiihnerzellen gearbeitet. Aus
Hithnerembryonen wurden primére Fibroblasten angefertigt. Diese wurden mit
Sindbisvirus infiziert und nach 18 Stunden Kernextrakte gewonnen. Mit einer
radioaktiv markierten ISG15- bzw. - PRD-I-Probe wurden die Extrakte im
Gelretardationsverfahren analysiert. Es erschien im Versuch mit der ISG 15-
Probe ein relativ langsam wandernder, sehr breiter ISRE-bindender Komplex, der
in den scheininfizierten Kontrollextrakten nicht zu sehen war (s. Abb. 16 a). Im
Versuch mit der PRD-I-Probe ist ein Komplex zu sehen, der etwas schneller lauft

(s. Abb. 16 b)
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Abb. 16 a Abb. 16 b

Abb.16 a Primére Hiihnerfibroblasten mit ISG15-Probe.

Primére Hiithnerfibroblasten wurden scheininfiziert (Spur 1) oder mit 60 PFU/Zelle mit
Sindbisvirus infiziert (Spur 2,3). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte gewonnen und
diese mit einer ISG15-Probe im Gelretardationsverfahren getestet. Laufzeit 3 Stunden,
5%iges Gel, Spannung 200V, Belichtungsdauer 23 Tage. Ein ISRE-bindender Komplex
(]) ist in Spur 2,3 zu sehen.

Abb.16 b Primédre Hiithnerfibroblasten mit PRDI-Probe.

Primére Hiihnerfibroblasten wurden scheininfiziert (Spur 1,2) oder mit 60 PFU/Zelle mit
Sindbisvirus infiziert (3,4). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte hergestellt und mit
einer PRDI-Probe getestet. Laufzeit 3 Stunden, 5%iges Gel, RT, Spannung 200V,
Belichtungsdauer 18 Tage. In Spur 3,4 ist ein Komplex (]) zu sehen.




Ergebnisse 42

1V.4.3 IRF-1-Antiserum bindet an die durch Sindbisvirus induzierten Komplexe

IRF-1, ein Faktor aus der IRF-Familie, ldsst sich in primédren Hiihnerfibroblasten
durch Behandlung mit IFN zu induzieren (Jungwirth et al. 1995). Handelt es sich
bei den durch Sindbisvirus in Hiihnerfibroblasten induzierten Komplexen um
welche, die IRF-1 enthalten? Die Kernextrakte wurden jeweils zur Kontrolle
ohne IRF-1-Antiserum, mit Praimmunserum und mit IRF-1-Antiserum inkubiert.
Im Gelretardationsverfahren konnte gezeigt werden, dafl ISG15 bindende
Komplexe nach Reaktion mit IRF-1-Antikdrpern nicht mehr nachweisbar sind (s.
Abb. 17). Ein weiterer Versuch wurde auch unter Verwendung einer PRDI-Probe
durchgefiihrt, wobei demonstriert wurde, da3 auch hier PRDI-bindende Faktoren

unter Gabe von IRF-1-Antiserum nicht mehr erscheinen (Daten nicht gezeigt).
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Abb.17 IRF-1-Antiserum bindet an die durch Sindbisvirus induzierten Komplexe.
Primédre Hiithnerfibroblasten wurden scheininfiziert (Spur 1-6) oder mit 60 PFU/Zelle mit
Sindbisvirus infiziert (Spur 7-12). Nach 18 Stunden wurden Kernextrakte hergestellt und
diese mit Prdimmunserum (Spur 3,4 und 9,10) oder mit Antiserum gegen IRF-1 (Spur
5,6 und 11,12) fiir 1 Stunde inkubiert und im Anschluf} im Gelretardationsverfahren mit
einer ISG15-Probe getestet. Laufzeit ca. 3 Stunden, 5%iges Gel, RT, Spannung 200V,
Belichtungsdauer 13 Tage. In Spur 7-10 sind ISRE-bindende Komplexe (<,]) zu sehen,
welche in Spur 11,12 von Anti-IRF-1 gebunden werden und dadurch nicht auftreten.
Aufgrund von unspezifischer Bindung der radioaktiven Probe mit dem Pradimmun- bzw.
Immunserum treten Banden (x,#) auf.
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V. DISKUSSION

Die hier vorgestellten Beobachtungen erweitern die bisher beschriebenen Erkenntnisse
beziiglich der Abwehrmechanismen der Wirtszelle gegen virale Infektion.

Anhand zahlreicher {ibereinstimmender FEigenschaften sind die in dieser Arbeit
gefundenen ISRE-bindenden Komplexe, welche sich durch Sindbisinfektion in L929-
Zellen induzieren lassen, mit DRAF1 und ISGF 3 (Daly and Reich 1993, Yoneyama et
al. 1998, Levy et al. 1989) gleichzusetzen. Die Behandlung mit NEM verhinderte die
ISRE-bindende Fahigkeit von SABP 1, was charakteristisch fiir die Proteine der IRF-
Familie ist (Levy et al. 1989). Die beiden durch Sindbisvirus aktivierten Komplexe
SABP1 und SABP4 sind hinsichtlich ihrer Laufstrecke im Gelretardationsverfahren
und ihrer Proteinzusammensetzung deutlich von dem durch Vesicular Stomatitis Virus
aktivierten Bindungsprotein VIBP (Bovolenta et al. 1995) oder von einem IRF, welches
durch Adenovirusreplikation induzierbar ist (Feigenblum et al. 1998), zu unterscheiden.
Hingegen existiert ein durch Cytomegalievirus induzierte Faktor CIF (Navarro et al.
1998), welcher im Gegensatz zu dem durch Sindbisvirus induziertem Faktor nicht
sensitiv gegeniiber NEM ist.

SABP 1 ist sowohl durch Sindbisvirus bzw. NDV als auch durch Transfektion mit poly
rl:rC (Behr et al. 2001) und durch o-IFN induzierbar. Gabe von Aminopurin, einem
spezifischem PKR-Inhibitor, hatte keinen hemmenden Effekt auf die Aktivierung von
SABP 1. Demnach spielt die dsSRNA-abhéngige PKR keine Rolle in der Aktivierung
von SABP 1. Hinweise auf andere Wege der Signaltransduktion, an der die PKR nicht
beteiligt ist, erhielt man durch Untersuchungen von PKR-knock-out-Zellen (Yang 1995
et al.).

Die Identitét von SABP1 mit ISGF 3 ist erwiesen durch Versuche mit NDV, poly rl:rC,
o-IFN, 2-Aminopurin, NEM wund der Linge der relativer Laufstrecke im
Gelretardationsverfahren. Auch in Versuchen mit Antiseren gegen STATI, einem
Bestandteil von ISGF3 (Fu et al. 1992), lieB3 sich SABP1 binden.

Der zweite durch Sindbisinfektion induzierte ISRE-bindende Komplex SABP4 ist in der
Zelle das erstemal neun Stunden nach Infektion nachweisbar. Ist fiir die Induktion von
SABP 4 eine Signalvermittlung durch IFN notwendig? Erstens ist nach a-IFN-

Stimulation keine Induktion von SABP 4 zu beobachten. Wenn mit dem
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Transkriptionshemmer Actinomycin-D der IFN-vermittelte Weg verhindert wurde,
erschien nach Infektion die Bande trotzdem. Auch in  Zellen, die keinen
funktionierenden IFN-Rezeptor besalen, war SABP 4 induzierbar. Die Eigenschaft
nicht durch IFN induzierbar zu sein, erinnert an DRAF 1 (Daly und Reich 1993).

Auf den ersten Blick widersprachen sich obige Ergebnisse mit Actinomycin bzw.
Cycloheximid. Man wiirde erwarten, dal bei einer Unabhédngigkeit von der
Proteinsynthese der Komplex auch unter Cycloheximidbehandlung nachweisbar wird.
Dafl  Kernextrakte der cycloheximidbehandelten Zellen kein SABP 4 zeigen, ist
folgendermallen zu erkldren: Cycloheximid hemmt selbstverstindlich nicht nur die
Proteinsynthese, sondern auch virale Vorgidnge. Dadurch wird die Virusaktion friih
inhibiert und es wird keine Aktivierung von ISRE-bindenden Proteinen durch Infektion
ausgeldst. Das negative Ergebnis mit Aminopurin beziiglich SABP 4 weist darauf hin,
daf} die Induktion von SABP 4 iiber ein Signaltransduktionskette erfolgt, in der die PKR
keine Rolle spielt.

SchlieBlich wurde gezeigt, dal SABP 4 nicht an PRDI, die Promotorregion der IFN-
gene bindet. Das wiirde bedeuten, da3 dieser Faktor nicht die IFN-Synthese aktiviert
oder zumindest nicht direkt aktiviert. Versuche mit Antiserum gegen IRF-3 bzw.
CBP/p300, welche Bestandteile von DRAF1 sind, zeigten da3 SABP4 mit DRAF1
gleich zu setzen ist.

Es sei noch darauf hingewiesen, das DRAF1 als Kandidat fiir eine Schnellantwort des
Organismus gegen Virusbefall betrachtet wird. Da fiir die Aktivierung von DRAF1 wie
oben gezeigt keine Proteinsynthese notwendig ist, wiirde dies auch plausibel fiir
Sindbisvirusinfektion erscheinen. Dagegen spricht aber das Ergebnis der Zeitkurve, in
der DRAF1 erst ab 9 Stunden, d.h. also sehr spit im Replikationszyklus nachweisbar
ist. Das spite Erscheinen von SABP 4 konnte allerdings mit der Sensitivitit der
Nachweismethode zu erkldren sein

Die Versuche mit Antiseren zeigen, da3 wir es mit einem DRAF 1-Homolog zu tun
haben. Unerklérlich ist, dal3 SABP 4 in der hier verwendeten 1.929-Zellinie nicht durch
poly rL:rC induzierbar ist. Da L929 keine eindeutig definierte Zellinie ist, sondern eine
ganze Zellinie unter diesem Namen beschrieben wird, wurde versucht durch
Sindbisvirus induzierte ISRE-Bindungskomplexe auch in verschiedenen anderen

Zellinien und in priméren Zellen zu finden. ISRE-bindende Komplexe wurden neben
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der meist verwendeten L929-Zellinie auch in HeLa-Zellen (Levy et al. 1989), HEC-1
(Daly and Reich 1993) und in humanen Fibroblasten (Levy et al. 1989, Navarro et al.
1998) beschrieben. Bei Verwendung permanenten Zellinien besteht der Nachteil, dal3
die Bedingungen natiirlich nicht mit denen im nativen Organismus iibereinstimmen.
Daher sollte mit primdren Méusefibroblasten der Stimme C57 und Balb C untersucht
werden, ob  ISRE-bindende Komplexe auch in primiren Zellen durch Sindbisvirus
induzierbar sind. Es konnte demonstriert werden, dafl nach Sindbisinfektion auch in den
primdren Maéusefibroblasten ISRE-bindende Komplexe nachweisbar sind. Das
Laufverhalten der Komplexe der primdren Miusefibroblasten dhnelt dem der in L.929-
Zellen. Eine weitere Charakterisierung konnte in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt
werden. Da dhnliche Faktoren nun in Zellen verschiedener Spezies und in priméiren
bzw. permanenten Zellen nachgewiesen werden konnen, handelt es sich dabei um eine
weit verbreiteten Abwehrmechanismus der Wirtszelle.

In der Evolution wurde das IFN-System hochkonserviert (Jungwirth et al. 1995). Der
Transkriptionsapparat, welcher durch IFN-Typ-I in avidren Zellen induziert wird,
besitzt groBe Ahnlichkeit zu dem entsprechendem System beim Siuger (Jungwirth et
al. 1995, Zoller et al. 1992). Funktionelle Unterschiede der Transkriptionsfaktoren IRF-
1 und dem Mx Protein wurden aber beschrieben (Zoller et al.1999).

Es sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob durch Sindbisvirus induzierte
Komplexe nicht nur in Sdugern, sondern auch im avidren Zellen nachweisbar sind. In
primdren Hithnerembryofibroblasten 146t sich durch Sindbisinfektion die Synthese von
IFN induzieren (Lockart et al. 1968). Primire Hithnerembryofibroblasten wurden mit
Sindbisvirus infiziert und es zeigte sich, da ISG15- und PRDI-bindende Komplexe
existieren.

IRF-1 kann in primdren Hiithnerfibroblasten mittels IFN-Behandlung induziert werden
(Jungwirth et al. 1995). Im Gegensatz zu Sdugern enthalten die in Hiihnerfibroblasten
induzierten ISRE-Bindungskomplexe den Transkriptionsfaktor IRF-1. Es ist sehr
interessant, daf} die Antwort der Wirtszelle auf Sindbisinfektion in Hiihnerzellen sich so
sehr von der in Méiusen unterscheidet, obwohl die cis- und trans-Elemente des IFN-
induzierten Transkriptionsapparates sich sehr stark gleichen (Jungwirth et al. 1995).
Dies demonstriert die hohe Bedeutung des IFN-Systems in der Evolution beziiglich der
Verteidigung der Wirtszelle gegen einen Virus.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Der durch Sindbisvirus in L929-Zellen aktivierte Transkriptionsfaktor SABP 1 gehort
zur IRF-Familie. SABP1 stimmt mit seinem Laufverhalten in Versuchen mit NDV, poly
rl:rC und o-IFN mit ISGF3 {iberein. Bei der Verwendung von Antikdrpern gegen
STATI, ein Bestandteil von ISGF3 (Fu 1992), wurde SABP1 gebunden. SABP1 ist
daher mit ISGF3 gleichzusetzen.

Der zweite entdeckte Faktor SABP4 wurde in L929 und in L990722-Zellen
nachgewiesen. SABP4 war bei einer Multiplizitdt von 15 bis 100 PFU/Zelle und neun
Stunden nach Infektion nachweisbar. Die Supershiftanalyse mit Antikorpern gegen IRF-
2, STATI, IRF-3 und CBP/p300 zeigte, dal SABP4 mit DRAF1 (Daly und Reich 1997)
zu vergleichen ist. Auch in priméiren Méausefibroblasten Balb C und C57 black konnten
ISRE-bindende Komplexe durch Sindbisinfektion induziert werden. Eindeutig lassen
sich ISRE-bindende Komplexe nur mit einem ISRE aus der ISG-15 Promotor
nachweisen. Mit PRDI-I-ISRE konnten keine SABP 4-dhnlichen Komplexe in mit
Sindbisvirus infizierten Zellen nachgewiesen werden.

Ebenso wie bei SABP1 wurde auch die Induktion von SABP4 durch die Behandlung
mit Aminopurin nicht beeinfluft. Wurde zum Zeitpunkt der Infektion Actinomycin D
hinzugegeben, erschien SABP4 dennoch. Die Hemmung von SABP 4 durch
Cycloheximid 148t sich dadurch erkldren, daB3 in Abwesenheit von Proteinsynthese
keine Replikation von Sindbisvirus stattfindet. SABP 4 wird nicht durch IFN-Typ-I
induziert. Deshalb wird SABP 4 auch in Zellen ohne Typ-I-IFN-Rezeptor durch
Sindbisvirus aktiviert.

Im Gegensatz zu Sdugetierzellen wurden in primiren Hiithnerfibroblasten mit einer

ISG15- bzw. PRD-I-Probe zahlreiche Komplexe gefunden, welche IRF-1 enthielten.
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