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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Interferon (IFN)

M. Hoskins, G. Findlay und F. MacCallum gelang 1935 erstmals der Nachweis, dass Affen
die mit avirulenten Gelbfieberviren infiziert wurden bis zu 24 Stunden nach Infektion vor
einer Reinfektion mit dem Wildtypvirus geschiitzt sind. Die Ursache fiir diese bahnbre-
chende Beobachtung, die als ,, Virusinterferenz“ beschrieben wurde, blieb lange unklar.
Mehr als 20 Jahre spéter beobachteten A. Isaacs und J. Lindenmann, dass Eifliissigkeiten
von befruchteten Hiihnereiern, die zuvor mit inaktiviertem Influenzavirus infiziert wurden,
eine Substanz enthielten, die andere Hiihnereier vor einer Infektion mit dem lebenden Vi-
rus schiitzen (Isaacs & Lindenmann, 1957). Diese ca. 20 kDa groen antiviralen Proteine,
deren Wirkungsweise sowohl autokrin als auch parakrin ist und die als Reaktion auf eine
Virusinfektion von Zellen gebildet werden, wurden aufgrund ihrer Eigenschaft mit der vi-
ralen Replikation zu interferieren, als Interferone bezeichnet (Isaacs & Lindenmann, 1957;
Pestka et al., 2004). Die enorme Bedeutung von Interferonen wird deutlich, wenn man die
Tatsache bedenkt, dass Menschen mit angeborenen genetischen Defekten im Interferonsy-
stem schon im frithen Kindesalter an viralen Infektionen sterben (Dupuis et al., 2003).
Interferone steuern in der frithen Phase einer Infektion die unspezifisch wirkende angebore-
ne Immunantwort, bevor die adaptive spezifische Immunantwort eingreifen kann (Randall
& Goodbourn, 2008). Neben antiviralen Eigenschaften beeinflussen Interferone nicht nur
die Zellteilung und das Zellwachstum, sondern modulieren auch die adaptive Immunant-
wort und die Apoptose (Basler & Garcia-Sastre, 2002; Goodbourn et al., 2000). Nach
heutigem Stand der Forschung lassen sich die Interferone aufgrund ihrer unterschiedlichen
Rezeptoren und ihrer vorhandenen Sequenzhomologien in 3 Klassen einteilen: Typ I, Typ
IT und die erst 2003 entdeckten Typ III Interferone (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al.,
2003; Zhou et al., 2007).

Die wichtigsten Mitglieder der Typ I Interferone, die innerhalb weniger Stunden nach
Infektion gebildet werden konnen, sind IFN-a und -3 (Guidotti & Chisari, 2000). Zur Grup-
pe der IFN-« Proteine gehéren mehrere verschiedene, teilweise glycosylierte Subtypen, die
alle von einer Multigenfamilie kodiert werden. Diese verschiedenen Subtypen weisen eine
Aminosdurehomologie von bis zu 90% innerhalb einer Spezies auf (Pestka et al., 2004; van
Pesch et al., 2004; van Pesch & Michiels, 2003). Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei
den IFN-a produzierenden Zellen hauptséchlich um Makrophagen, Monozyten und Gra-
nulozyten handelt, galt IFN-«v auch lange als Leukozyten-Interferon (Havell et al., 1975).
Von IFN-3, welches von nahezu allen Zellen, hauptséchlich jedoch von virusinfizierten Fi-

broblasten (Fibroblasten-Interferon) synthetisiert wird, existiert nur ein Subtyp (Havell
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et al., 1975; Goodbourn et al., 2000). Weiterhin gehoren zur Typ I Interferonfamilie die
weniger gut beschriebenen Interferone wie IFN-w, IFN-x sowie Limitin (LaFleur et al.,
2001; Oritani et al., 2000; Hardy et al., 2004, Pestka et al., 2004). Es wird angenommen,
dass fiir die Synthese von IFN-a die vorangegangene Synthese von IFN-3 Voraussetzung
ist (Erlandsson et al., 1998). Eine Deletion des IFN-a Gens bei der Maus auf Chromosom 4
erhoht die Anfalligkeit fiir virale Infektionen deutlich (Dupuis et al., 2003). Beim Menschen
befinden sich die Gene der Typ I Interferonfamilie auf dem Chromosom 9, wobei charak-
teristisch ist, dass die Sequenzen keine Introns enthalten (Braganca & Civas, 1998). Der
hohe Homologiegrad der Typ I Interferone, ihre Lage innerhalb eines Chromosomclusters
sowie die gemeinsame intron-freie Struktur der Gene lassen auf eine evolutionére Entwick-
lung durch Genduplikation, ausgehend von einem gemeinsamen Ausgangsgen, schlieffen
(Roberts et al., 1998). Die Signaltransduktion der Typ I Interferone, IFN-ov und IFN-3,
erfolgt iiber einen gemeinsamen ubiquitdr auf allen kernhaltigen Zellen exprimierten Re-
zeptor. Dieser Rezeptor setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen: IFN-a-Rezeptorl
(IFNARI) und IFN-a-Rezeptor2 (IFNAR2) (siche Abb. 1 A). Die Bindung der Interferone
an den Rezeptor induziert die Rezeptordimerisierung und die anschliefende Autophospho-
rylierung sowie die Phosphorylierung der Protein-Tyrosinkinasen TYK-2 (IFNAR1) und
JAK-1 (IFNAR2) (Platanias, 2005). Eine weiterfithrende Beschreibung der Signaltrans-
duktion am Beispiel von IFN-/3 in Fibroblasten erfolgt in Abschnitt 1.2.

Das sdurestabile IFN-v (Typ II Interferon), frither auch als T-Helferzellen produzieren-
des Immun-Interferon bezeichnet, befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 12
und bei der Maus auf dem Chromosom 10 (Pestka et al., 2004). Wie der frithere Name schon
sagt, wird es hauptséchlich von T-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
gebildet und zeigt keinerlei Sequenzhomologien zu den Typ I Interferonen. Die Signaltrans-
duktion von Typ II Interferon erfolgt iiber einen spezifischen Typ II Interferonrezeptor, der
in keinem Zusammenhang mit dem Typ I Interferonrezeptor steht (Platanias, 2005).

2003 wurde eine neue Klasse von Interferonen, die Typ III Interferone, beschrieben.
Diese werden je nach Referenz entweder als IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 (Kotenko et al.,
2003) oder IL28A, IL28B und IL29 bezeichnet (Sheppard et al., 2003). In der Maus sind
bislang nur orthologe Gene fiir IFN-A2 und IFN-A3 identifiziert worden (Bartlett et al.,
2005; Lasfar et al., 2006). Typ III Interferone verfiigen, wie schon die zuvor beschriebenen
Interferonklassen, {iber antivirale Eigenschaften, wobei es sich bei den hauptproduzierenden
Zellen wahrscheinlich um plasmazytoide dendritische Zellen handelt (pDC)(Coccia et al.,
2004). Die Gene fiir Typ III Interferone, die im Gegensatz zu den Typ I Interferonen
Introns enthalten und beim Menschen auf dem Chromosom 19 und bei der Maus ebenso
wie die Typ I Interferone auf dem Chromosom 4 lokalisiert sind, besitzen nur eine geringe

Sequenzhomologie von ca. 20% zu den IFN-« Interferonen. Die Signaltransduktion wird
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Unterschiedliche Gemeinsamer Aktivierung
Rezeptoren Signaltransduktionsweg der gleichen
Gene

IFNAR2

JAK-L
A |F’\;I’B ®
Ty / ﬁ
o ’/ /_\_/—\_/
IFNARL W‘E 1}
ISGF-3 |
IL1ORB Aa
B \, Transkriptionale Aktivierung von

TYK-2 >300 Genen (ISGs)

IEN-L IL28Ra

Abbildung 1: Vergleich des Typ I (A) und Typ III (B) Interferonrezeptors (modifiziert nach
www.deduveinstitute.be/Interferone.php, 12.02.2010).

iiber einen eigensténdigen Typ III Interferonrezeptor reguliert (Platanias, 2005), der aus
den Untereinheiten IL1I0RSZ und IL28Ra besteht (Abb. 1 B). Die IL10RS Untereinheit
wird dabei ubiquitdr exprimiert und ist Teil des IL-10 spezifischen Rezeptors, wogegen die
IL28Ra Untereinheit spezifisch fiir den Typ III Interferonrezeptor ist (Kotenko et al., 2003).
Die Expression dieser IL28Ra Untereinheit wurde bislang auf priméren Keratinozyten,
Darmzellen und Makrophagen, nicht aber auf Milzzellen, peritonealen Makrophagen sowie
endothelialen Zellen nachgewiesen (Hou et al., 2009; Ank et al., 2008; Sommereyns et al.,
2008). Demzufolge wurde eine zelltypspezifische Expression des Typ III Interferonrezeptors
eindeutig belegt (Kotenko & Donnelly, 2006). Aufgrund dieser genannten Divergenzen ist
fiir die Typ III Interferone nur eine Bezeichnung als Typ I Interferon-ihnliche Proteine
zuldssig (Kotenko et al., 2003; Gad et al., 2009). Obgleich sich die Rezeptoren von Typ I und
Typ III Interferon deutlich unterscheiden (siehe Abb. 1 A, B), wurden bislang beziiglich der
intrazelluldren Signaltransduktionswege sowie der Aktivierung Interferon-stimulierender
Gene (ISGs) keine nennenswerten Unterschiede belegt (Onoguchi et al., 2007; Yang et al.,
2005).

1.2 Interferon-Synthese und Interferon-Signaltransduktion

Die Bindung der Interferone an die unterschiedlichen Rezeptoren 16st in der Zelle eine Si-
gnalkaskade aus, die zur Ausbildung des antiviralen Status, zur Regulation der Zellteilung
sowie zur Freisetzung weiterer Zytokine fiihrt (siehe Abschnitt 1.1). Wie in Abb. 2 gezeigt,
werden konservierte Strukturen von Pathogenen, sogenannte PAMPs (pathogen assocoiated

molecular patterns), bei denen es sich z.B um Nebenprodukte des viralen Replikationszy-
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kluses wie doppelstrangige oder einzelstrangige RNA handelt, in Fibroblasten (Klassischer
Typ I Interferon-Signalweg) von intrazelluldren Rezeptoren wie RIG-I (retinoic acid indu-
cible gene I, Yoshimura et al., 2007), MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene-5,
Andrejeva et al., 2004) sowie von TLR3 (Toll like receptor 3, Alexopoulou et al., 2001) er-
kannt. Diese Proteine regulieren iiber die Adapterproteine IPS1 (interferon-beta promoter
stimulator 1, Kawai et al., 2005) im Fall vom RIG-I und MDA-5 und TRIF ( TIR-domain-
containing adaptor-inducing interferon [3) im Fall von TLR3 (Yamamoto et al., 2002; Kawai
et al., 2005) die Kinasen TBK-1 (TANK-binding kinase-1) und IKK-€e (oncogenic kinase
of the IKK family). Diese Kinasen bewirken nachfolgend eine Phosphorylierung und somit
Aktivierung des Transkriptionsfaktor IRF-3 (interferon regulatory factor 3), ein Mitglied
der Familie der Interferon-Regulator-Faktoren (Interferon regulatory factors, IRFs) und ein
zentraler Faktor in der IFN-S-Induktion (Wathelet et al., 1998; Paz et al., 2006).
Phosphoryliertes IRF-3 bildet Homo- und- Heterodimere aus, transloziert in den Zellkern
und bewirkt die Synthese von IFN-G-mRNA (siehe Abb. 2, Hiscott et al., 1999). Ein an-
derer wichtiger Transkriptionsfaktor, NF-xB (Nuklear Faktor xB) wird nach Erkennung
fremder Substanzen durch die Proteinkinase R (PKR) aktiviert (Kumar et al., 2000).
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Abbildung 2: Ubersicht Typ I Interferonsytem (modifiziert nach Haller et al., 2006).

Nach Bindung von sekretiertem IFN-3 an den Typ I Interferonrezeptor (siche Abb.
2) kommt es zur Dimerisierung dieses Rezeptors, was abschlieflend zur Aktivierung der
Janus-Kinasen JAK-1 und TYK-2 fiithrt. Diese Aktivierung fithrt wiederum zur Phospho-
rylierung von STAT-1 und STAT-2 (signal transducer and activator of transduction), die

als Folge dieser Phosphorylierung Heterodimere bilden und in den Zellkern translozieren.
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Abschlieflend interagiert dieser Komplex aus STAT-1/STAT-2 mit IRF-9 (interferon re-
gulatory factor 9) und bildet den trimeren Komplex ISGF-3 (interferon stimulated gene
factor 3). Dieser Komplex aktiviert letztendlich zahlreiche ISGs (interferon stimulated
genes), die fiir unterschiedliche antivirale Proteine und unter anderem IRF-7 kodieren (in-
terferon regulatory factor 7) (Haller et al., 2006). Hierbei verlauft die Aktivierung von
IRF-7 iiber den gleichen Signaltransduktionsweg wie zuvor fiir IRF-3 beschrieben (Iwa-
mura et al., 2001). Phosphoryliertes IRF-7 transloziert in den Zellkern, initiiert dort die
Transkription unterschiedlicher IFN-a Gene (Iwasak & Medzhitov, 2004) und somit die
Synthese der verschiedenen IFN-a Subtypen, die sogenannte zweite Welle der Interferone
(Marié et al., 1998; Sato et al., 2000).

In plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) wird IRF-7 nicht wie in Fibroblasten erst
iiber IRF-3 und IFN-( synthetisiert, sondern liegt bereits in inaktiver Form in diesen Zellen
vor. Nach Stimulation von endosomsténdigen TLRs (TLR7-9) durch virale Nukleinsduren
wird IRF-7 in pDCs iiber den Adapter MyD88 (Myeloid differentiation primary respon-
se gene 88) direkt aktiviert (Diebold et al., 2004; Crozat & Beutler, 2004; Honda et al.,
2005). Diese Regulation ermoglicht sehr schnell die Synthese grofierer Mengen an IFN-a
und beschreibt die pDCs als wichtige Interferon-Produzenten.

Zu den am besten charakterisierten Interferon-stiumulierenden Gen-Produkten (ISG)
gehoren OAS (27,57-Oligoadenylatsynthetase, Silverman, 1994), PKR (Poteinkinase R,
Williams, 1999) sowie das Mx-Protein (Myzovirus resistance protein, Haller & Kochs, 2002;
Haller et al., 2006). Die durch dsRNA aktivierte OAS (2°-5"-Oligoadenylatsynthetase)
synthetisiert 2°-5’-Oligoadenylate. Diese wiederum binden an eine RNase L (latent im
Zytoplasma vorhandene Endoribonuklease) und aktivieren diese, was zum Abbau viraler
und zelluldrer RNA fiihrt (Borden et al., 2007). Die Aktivierung der Proteinkinase R (PKR)
erfolgt ebenfalls durch dsRNA, wobei die PKR den Translationsinitiationsfaktor elF2«
phosphoryliert und damit gleichzeitig inaktiviert. Als Folge dieser Inaktivierung kommt es
zur Inhibierung der Translation zellulérer als auch viraler mRNA. Da die PKR eine wichtige
Rolle bei der Virusbekdmpfung spielt, besitzen fast alle Viren Strategien zur Ausschaltung
der PKR-Aktivitdt (Borden et al., 2007). Mx-Proteine aus der Familie der Dynamin-ar-
tigen GTPasen (GTPase-Aktivitit) hemmen die Transkription sowohl von Influenzaviren
als auch von Vesikular-Stomatitis-Viren (VSV) (Haller et al., 2006). Diese Proteine sind
in der Lage, ohne zusétzliche IFN-a/3 induzierende Proteine eine Virusvermehrung zu
inhibieren.

Neben der Induktion der zuvor genannten ISGs, denen eine direkte antivirale Funktion
zugeordnet werden kann, modulieren Typ I Interferone auch die adaptive Immunantwort.
Eine wichtige Funktion der Typ I Interferone hinsichtlich der Modulation der adaptiven

Immunantwort ist die Verstdrkung der Expression von MHC-Klasse-I-Antigenen und co-
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stimulatorischen Molekiilen, wie z.B. CD80, CD86 und CD40. Durch diese Verstirkung
wird die Féahigkeit der Zellen zur Préasentation von viralen Antigenen auf der Oberfliche
gesteigert und das Erkennen und die Lyse der infizierten Zellen durch zytotoxische T-Zellen
erleichtert (Theofilopoulos et al., 2005; Kolumam et al., 2005). Des Weiteren aktivieren Typ
I Interferone natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), virusinfizierte Zellen zu téten und Zyto-
kine freizusetzen (Reiter, 1993; Biron & Brossay, 2001). Auch wurde beschrieben, dass Typ
I Interferone die Differenzierung von pDCs in reife antigenpréasentierende Zellen induzieren
(Asselin-Paturel et al., 2001).

1.3 Pneumoviren
1.3.1 Taxonomie von Pneumoviren

Das respiratorische Synzytialvirus (RSV) gehort zur Familie der Paramyzoviridae, inner-
halb der Ordnung Mononegavirales. Viren dieser Ordnung zeichnen sich durch ein nicht-
segmentiertes RNA Genom negativer Polaritéit aus (Collins et al., 2001). Die Paramyzovi-
ridae unterteilen sich in die Unterfamilien Paramyzovirinae und Pneumovirinae (Tab. 1),
wobei sich die Unterfamilie der Pneumovirinae in die Gattungen Pneumovirus und Meta-
pneumovirus aufgliedert. Die Spezies der repiratorischen Synzytialviren HRSV (humanes
respiratorisches Synzytialvirus), BRSV (bovines respiratorisches Synzytialvirus), ORSV
(ovines respiratorisches Synzytialvirus), CRSV (caprines respiratorisches Synzytialvirus)
bilden zusammen mit dem Pneumonievirus der Maus (PVM) den Genus Pneumovirus
(Tab. 1). Das respiratorische Synzytialvirus wurde erstmals 1956 aus einem Schimpan-
sen mit Symptomen einer Atemwegserkrankung isoliert und als CCA (chimpanzee cory-
za agent) beschrieben (Blount et al., 1956). Kurze Zeit spiter wurde das Virus erstmals
beim Menschen beschrieben und nachfolgend als humanes respiratorisches Synzytialvirus
(HRSV) bezeichnet (Chanock & Parrott, 1965). Der Name respiratorisches Synzytialvirus
ist auf die Assoziation des Erregers mit dem Respirationstrakt und der in der Zellkultur
typischen zytopathischen Effekte der Synzytienbildung zuriickzufiihren. Nach und nach
wurden auch in anderen Spezies verwandte Viren nachgewiesen. Paccaud und Jaquier ge-
lang 1967 der Nachweis des bovinen respiratorischen Synzytialvirus (BRSV) (Paccaud &
Jacquier, 1970), bei dem neben klinisch dhnlichen Symptomen eine dem HRSV #hnliche
Serologie nachgewiesen werden konnte (Walravens et al., 1990). Bei Ziegen (caprines RSV)
und bei Schafen (ovines RSV) konnte ebenfalls ein serologisch verwandtes Virus identifiziert
werden (Walravens et al., 1990; Alansari & Potgieter, 1993).
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Tabelle 1: Charakteristische Vertreter der Familie Paramyzoviridee (modifiziert nach Modrow et al., 2003).

Familie Unterfamilie Genus Tier Mensch
Paramyzoviridae  Paramyzovirinae  Respirovirus Sendai-Virus Parainfluenza 1/3
Rubulavirus Simian-Virus 5 Mumpsvirus
Awvulavirus Newcastle-Disease-Virus /
Morbillivirus Hundestaupevirus Masernvirus
Henipavirus Niphavirus (Schwein; Hund)  Niphavirus
Pneumovirinae Pneumouvirus BRSV (Rind) humanes
ORSV (Schaf) respiratorisches
CRSV (Ziege) Synzytialvirus (HRSV)
PVM (Maus)
Metapneumovirus  Rhinotracheitisvirus (Pute) humanes
Metapneumovirus

1.3.2 Morphologie von Pneumoviren

Das humane respiratorische Synzytialvirus (HRSV) und das Pneumonievirus der Maus
(PVM) besitzen ein ca. 15222 nt bzw. 14886 nt grofies Genom und bilden 10 subgenomi-
sche RNAs aus, die fiir 11 Proteine (RSV) bzw. 12 Proteine (PVM) kodieren (Collins et al.,
2001). Die Gestalt des Virions kann filamentos mit einem Durchmesser von 60-100 nm oder
sphérisch mit einem Durchmesser von 150-300 nm sein. Die virale RNA bildet zusammen
mit dem Nukleoprotein (N), der RNA-Polymerase (L), dem Phosphoprotein (P) und dem
M2-1-Protein den Ribonukleoproteinkomplex (RNP-Komplex) (sieche Abb. 3), der als Ma-
trize fiir die Transkription und Replikation dient. Dabei wird das M2-1-Protein nicht bei
der Replikation benétigt, sondern dient bei der Transkription als Antiterminationsfaktor
(Fearns & Collins, 1999). Auf dem Transkript von M2, das fiir M2-1 kodiert, befindet
sich noch ein zweiter offener Leserahmen, der fiir das M2-2-Protein kodiert. Dieses nicht
essentielle Protein fungiert als Regulationsfaktor zwischen Replikation und Transkription
(Bermingham & Collins, 1999). Alle weiteren Transkripte, aufler die M2-mRNA | besitzen

Negativstrang-RNA

SH-Protein
M-Protein

F-Protein

G-Protein

N, Pund L
(RNP-Komplex)-Proteine

Abbildung 3: Darstellung des RSV-Virions (modifiziert nach Hacking & Hull, 2002).
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nur einen offenen Leserahmen.

Das Viruspartikel ist von einer Lipidmembran umgeben, auf dessen Innenseite sich das
Matrixprotein M befindet (siehe Abb. 3). Dieses Protein ist fiir die Interaktion von RNP-
Komplex und Wirtsmembran verantwortlich. In der Virushiille eingelagert sind das Glyko-
protein G, das Fusionsprotein F und das hydrophobe Protein SH (siehe Abb. 3). Das
G-Protein, ein Typ II Transmembranprotein (N-Terminus intrazelluldr), vermittelt durch
die Bindung an Glykosaminglykanen den Kontakt zur Wirtszelle und erméglicht somit das
Einbringen des Virons (Levine et al., 1987). Das F-Protein, ein Typ I Transmembranprote-
in (N-Terminus extrazelluldr), ein Heterodimer aus F1- und F2-Teilen vermittelt sowohl die
Fusion der Viruspartikel mit der Zelle als auch die Fusion von benachbarten Zellen, wie es
bei der Synzytienbildung stattfindet (Choppin et al., 1975). Die Funktion des SH-Proteins,
ein integrales Glykoprotein in der Virushiille, ist nicht genau bekannt. Aktuelle Publika-
tionen diskutieren jedoch eine Rolle des SH-Proteins im TNF-a-Signalweg (Fuentes et al.,
2007). Am 3’-Ende des Genoms befinden sich die Gene fiir die Nichtstrukturproteine NS1
und NS2. Das leicht saure NS1-Protein (pline,.=4,97) und das leicht basische NS2-Protein
(PLineo.=9,21) sind nur in infizierten Zellen, nicht in Virionen nachweisbar (Collins et al.,
2001). Fiir diese Nichtstrukturproteine, die bei RSV nachweislich als Interferonantago-
nisten fungieren, gibt es bei den anderen Paramyxoviren keine homologen Gegenstiicke
(Schlender et al., 2000). Eine detaillierte Beschreibung der Nichtstrukturproteine von RSV
und PVM im Hinblick auf die Funktion als Interferonantagonisten erfolgt in Abschnitt 1.6.
Am 3’-Ende des Genoms befindet sich eine kurze, als Leader bezeichnete Sequenzfolge, die
zwar transkribiert wird, aber nicht fiir Aminosduren kodiert (Promotorsequenz fiir Tran-
skription). Am 5 -Ende des Genoms befindet sich ein nichttranskribierter Bereich (Trailer),
der die Termination der Transkription vermitteln. Kurze nichttranskribierte Sequenzfolgen
(intergenische Nukleotide), die in ihrer Lénge zwischen 1-56 Nukleotiden variieren, fin-
den sich zwischen den einzelnen Genen (Collins et al., 2001). Konservierte Sequenzfolgen
befinden sich an den jeweiligen Start (S)- und Endpunkten (E) der einzelnen Gene (S/E-
Consensus). Diese Bereiche grenzen die intergenischen Regionen ein und vermitteln eine
geregelte Transkription. Die M2- und L-Gene besitzen im Gegensatz zu den restlichen Ge-
nen iiberlappende Stop/Start-Signale (68 nt), so dass die Transkription der M2-mRNA
innerhalb des L-Gens terminiert wird (Collins et al., 2001).

1.3.3 Transkription und Replikation von Pneumoviren

Die Transkription der viralen RNAs erfolgt nach dem sequentiellen Stop-Start-Mechanis-
mus, ausgehend vom 3°-Ende des Genoms. Hiebei beginnt die Transkription im Bereich

der Leader-Sequenz, die dem ersten Gen vorgeschaltet ist. Es wird eine kurze, zur Sequenz
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des Leaders komplementéire RNA gebildet, die vor dem Beginn des ersten Gens (NS1-Gen)
abbricht. Der Polymerasekomplex riickt danach einige Nukleotide bis zum Startsignal der
mRNA Synthese (S-Consensussequenz) des NS1-Gens auf, bleibt dabei mit dem Virus-
genom verbunden und die Polymerisationsreaktion startet erneut (Collins et al., 2001).
Die Polymerisation endet im Bereich der Consensussequenz E, iiberspringt die intergeni-
sche Region zwischen NS1-Gen und NS2-Gen und startet die Polymerisationsreaktion an
der S-Consensussequenz des NS2-Gens. Dieser sich wiederholende Mechanismus zwischen
Stop der Polymerisation, Uberspringen der intergenischen Region und erneutem Start der
Polymerisationsreaktion wird als sequentieller Stop-Start-Mechanismus bezeichnet. Alle
mRNA-Molekiile sind am 5“-Ende gecappt und am 3’-Ende polyadenyliert. Beim sequen-
tiellen Stop-Start-Mechanismus kann es vorkommen, dass der Polymerasekomplex beim
Uberspringen der intergenische Region von der RNA-Matrize abfillt (Collins et al., 2001).
Als Folge davon nimmt die Menge an synthetisieren Transkripten, wie bei allen anderen
Vertretern der Mononegavirales, ausgehend vom 3’-Ende des Genoms stetig ab. Diese ge-
richtete Genexpression wird als polarer Konzentrationsgradient bezeichnet.

Neben der Synthese der einzelnen mRNAs fiir die jeweiligen Gene, ist fiir die Bildung
neuer Virusgenome die Synthese eines durchgehenden RNA-Molekiils (kein Abbruch der
Synthese an den Consensussequenzen) in Positivstrangorientierung (Antigenom, positive
Polaritiat) Voraussetzung. Dieses Antigenom bildet zusammen mit den viralen Proteinen
den zuvor beschriebenen RNP-Komplex und dient als Matrize fiir weitere genomische RNA-
Strénge (siehe Abb. 4; Collins et al., 2001). Zeigt sich am Ende der Replikationszyklen eine

ausreichende Menge an N-; M2-1- und M2-2-Protein, erfolgt eine Umstellung vom Tran-
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Abbildung 4: Replikationszyklus des respiratorischen Synzytialvirus (modifiziert nach Hacking & Hull,
2002).
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skription auf Replikation. Somit werden nicht mehr kurze mRNAs sondern vollstéindige
Antigenome synthetisiert, die zur Herstellung kompletter Virusgenome dienen (Cowton
et al., 2006; Cheng et al., 2005; Bermingham & Collins, 1999; Fearns & Collins, 1999). Die
Freisetzung der Viren erfolgt als ,,Budding-Prozess®, also als Umkehrprozess der vorherge-
henden Membranfusion (siche Abb. 4).

1.4 Das respiratorische Synzytialvirus (RSV)
1.4.1 Epidemiologie und Pathogenitit

HRSYV ist die héufigste Erkrankung des unteren Respirationstraktes bei Sduglingen und
Kleinkindern weltweit. Die HRSV-Infektionen treten in den Regionen der gemifBigten
Breitengrade jdhrlich in den Wintermonaten wéahrend der sogenannten RSV-Saison von
Oktober/November bis April/Mai auf. Der Haupterkrankungs-Peak liegt in Deutschland
meist zwischen Dezember und Mérz. Je nach Breitengrad gibt es jedoch Unterschiede im
zeitlichen Auftreten der saisonalen HRSV-Infektionen (Collins & Graham, 2008; Weigl
et al., 2002; Weigl et al., 2001). Das Virus tritt ubiquitir auf und eine Ubertragung erfolgt
iiberwiegend durch Nasensekrete und Tropfcheninfektionen. Bis zum Ende des zweiten Le-
bensjahres liegt bei jedem Kleinkind eine fast 100%ige Serokonversion fiir RSV-spezifische
Antikérper vor, wobei eine lebenslange Immunitét jedoch nicht erlangt werden kann (Col-
lins & Graham, 2008). Reinfektionen mit RSV sind daher sehr haufig, zeigen jedoch in der
Regel einen milderen Krankheitsverlauf (Henderson et al., 1979; Collins & Graham, 2008).
Die Inkubationszeit von HRSV belauft sich auf vier bis sechs Tage, wobei im Normalfall
bei Kindern ohne weitere Grunderkrankungen die Infektionen im Nasopharynxbereich als
Rhinitis verbunden mit leichtem Fieber hiufig harmlos verlaufen. Nur in ca. 30% der Er-
krankungen ist auch der Larynx betroffen (Collins et al., 2001). Schwere Verlaufsformen
mit Ausbildung einer Bronchiolitis oder Pneumonie, die bis zur Hospitalisierung fithren
sind jedoch in 1-2% der Féille moglich. Die Erkrankungsdauer betrdgt je nach Schwe-
re der Infektion 1-2 Wochen. Risikopatienten fiir einen schweren Verlauf der Infektion
sind immunspuppremierte und dltere Menschen ebenso wie Frithgeborene und Kleinkinder
mit chronischer Herz- und Lungensymptomatik. Bei diesen Patienten verlauft eine HRSV-
Infektion meist als schweres und teilweise lebensbedrohliches Krankheitsbild. Allein in den
USA wird HRSV fiir 70.000 bis 126.000 registrierte Krankheitsfélle von Bronchiolitis und
Pneumonie jahrlich bei Séuglingen und Kleinkindern verantwortlich gemacht (Daten der
WHO; World Health Organization, http://www.who.int/vaccine research/diseases
/ari/en/index2.html, 03.07.2010). Durch Literaturdaten lésst sich auerdem eine erhéhte
Anfélligkeit von Asthma im Zusammenhang mit einer HRSV-Infektion belegen (Bramley
et al., 1999; Schwarze & Gelfand, 2002; Collins & Graham, 2008).
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HRSV infiziert zuerst die Zellen des oberen Respirationstrakts, wobei es durch die
Virusvermehrung zu zytopathogenen Effekten mit Ausbildung von mehrkernigen Riesen-
zellen, den sogenannten Synzytien, und epithelialen Zellnekrosen kommt. Des Weiteren
sind Anhdufungen von peribronchiolaren Infiltraten, bestehend hauptséichlich aus Lym-
phozyten, Plasmazellen und Makrophagen die Folge. Breitet sich das Virus im Laufe der
Infektion auf den unteren Respirationstrakt aus, sind Verdickungen der intraalveoldren
Winde durch mononukleére Zellinfiltrationen, Lungenédeme und schliefflich der Kollaps
der mit Mukus gefiillte Alveolen die Folge (Collins et al., 2001; Collins & Graham, 2008).
Dieses macht bei ca. 1% der betroffenen Siuglinge und Kleinkinder eine Hospitalisierung
erforderlich. Die therapeutischen Mafinahmen umfassen sowohl die Beatmung von Pati-
enten mit Hypoxie, die Verabreichung von Ribavirin als antivirale Therapie, sowie den
Einsatz der Antikorper Palivizumab und RSV-IGIV bei Frithgeborenen, Kindern mit Im-
munsuppression oder bronchopulmonaler Dysplasie (Rodriguez, 1999; Rudolph, 2002).
Trotz erheblicher Bemiihungen sind Impfstoffe gegen eine HRSV-Infektion bisher nicht zu-
gelassen, obwohl schon einige Ansétze vorhanden waren. Formalininaktivierte Todimpstoffe
boten nicht nur keinen Impfschutz gegen eine HRSV-Infektion, sondern zeigten stattdessen
eine Verstarkung der Pathologie nach vorangegangener Infektion mit dem Wildtypvirus.
Dagegen waren abgeschwéchte Lebendimpfstoffe in klinischen Studien entweder zu stark
attenuiert oder fiir die Anwendung bei Sduglingen zu pathogen (Collins & Murphy, 2005;
Karron et al., 1997; Collins & Graham, 2008).

1.4.2 Immunologie

Die erste Barriere fiir das Virus bildet die unspezifische, angeborene Immunantwort. In
Folge dieser Reaktion zeigt sich anscheinend eine Aktivierung des NF-xB-Signalweges,
ausgelost durch die Bindung des viruseigenen F-Proteins an TLR4 (Toll-like-Rezeptor 4)
und den CD14-Rezeptor, und somit eine Freisetzung von Typ I Interferon und TNF-« (Tu-
mornekrosefaktor alpha) sowie den Chemokinen CCL-5 (RANTES, chemokine C-C-motif
ligand 5), Eotaxin (CCL-11) und Interleukin 8 (IL-8) (Kurt-Jones et al., 2000; Tian et al.,
2002). Diese Aktivierung der inflammatorischen Marker bewirkt eine Einwanderung von
Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, NK-Zellen (natiirliche Killer-
zellen) sowie dendritischen Zellen (DC) in die Lunge. Die neutrophilen Granulozyten bil-
den hierbei mit 80% die grofite Gruppe der eingewanderten Zellen (Everard et al., 1994).
Im spéteren Verlauf der Infektion konnte im Mausmodell eine deutliche Induktion der
T-Zellantwort, welche mit dem Schweregrad der RSV-Infektion im Zusammenhang steht,
belegt werden (Openshaw, 1995; Collins & Graham, 2008). Daneben konnten zytotoxische
T-Lymphozyten (CTLs, CD8'-Lymphozyten) als Hauptmediatoren fiir die Viruseliminati-
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on im Mausmodell eindeutig identifiziert werden (Cannon et al., 1988; Collins & Graham,
2008). Den CTLs wurde nicht nur eine wichtige Rolle bei der Viruselimination, sondern
auch eine entscheidende Rolle bei der Immunpathologie einer RSV-Infektion zugewiesen
(Graham et al., 1991; Ostler et al., 2002).

1.5 Das Pneumonievirus der Maus (PVM)
1.5.1 Die geschichtliche Entwicklung von PVM

Das Pneumonievirus der Maus (PVM) wurde als erstes Mitglied (siche Tab. 1) der Fami-
lie der Paramyxzoviridae, Unterfamilie der Pneumovirinae beschrieben. Das Virus wurde
erstmals 1938 aus Mausen isoliert, die in einer Versuchsreihe zur Identifikation von neuen
humanen respiratorischen Viren, aus Proben von Patienten mit akuten Erkrankungen des
Respirationstrakts, als Tiermodell dienten. Die M&use wurden mit den klinischen, naso-
pharyngealen Proben intranasal infiziert und die Lungenhomogenate der infizierten Méause
dienten zur sequentiellen Weiterpassage in klinisch gesunden M&usen. Nach wiederholter
Passage der Lungenhomogenate entwickelten zuvor klinisch gesunde M&ause deutliche Sym-
ptome einer Erkrankung des unteren Respirationstrakts bis hin zu einer schweren Pneu-
monie (Horsfall et al., 1940; Smith et al., 1984; Carthew & Sparrow, 1980).

Obwohl das Virus den Namen ,,Pneumonievirus der Maus“ tréigt, konnte der urspriingliche
Wirt des Virus bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Eine natiirliche Infektion von
Ma&usen konnte jedoch, trotz fehlender Kenntnisse {iber den eigentlichen biologischen Ur-
sprung, nachgewiesen werden (Weir et al., 1988; Richter et al., 1988). Neben M#usen ist
auch bei anderen Nagetieren wie z.B. Baumwollratten, Kaninchen und Meerschweinchen
eine Infektion mit PVM moglich (Horsfall, 1946). Antikérper gegen PVM oder ein dhnliches
Virus wurden nicht nur bei Nagetieren, sondern auch im Rahmen einer in England durch-
gefithrten Studie bei ungefahr 80% der Bevolkerung im Serum nachgewiesen, wobei keine
klinische Erkrankung einer ,,PVM“-Infektion im Menschen bisher identifiziert wurde (Prin-
gle & Eglin, 1986).

Durch Sequenzanalysen wurde eine Ahnlichkeit des Aufbaus des PVM-Genoms zum HRSV-
Genom auf Aminosiureebene bestitigt (Chambers et al., 1990). Bis auf das zweite Trans-
lationsprodukt des P-Gens, P ORF2, konnte allen Proteinen von PVM ein entsprechendes
HRSV-Analogon zugeordnet werden (Collins et al., 2001), wobei die Sequenz-Homologie
der Proteine von PVM und HRSV erhebliche Unterschiede aufweist. Fiir die N- und L-
Proteine von PVM konnte mit 52-60% die hochste Aminosdurehomologie zu den Proteinen
von HRSV gezeigt werden. Das G-Protein, das SH-Protein, das M2-2-Protein sowie die
in dieser Dissertation relevanten NS-Proteine zeigen keine nennenswerten Sequenzhomolo-

gien mit den namentlich gleichen Proteinen von HRSV. Die Homologie der vier weiteren
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Proteine (P, M, M2-1, F) liegt zwischen 33-45% (Krempl et al., 2005).

1.5.2 Pathologie und Immunologie

In der Literatur sowie in der Anwendung im Labor findet man zwei verschiedene virulen-
te Stamme vom PVM: PVM15 und PVMJ3666. Bei dem Isolat PVM15 (PVM strain 15,
ATCC: VR-25; GenBank accession number: AY729016) handelt es sich um das original
beschriebene virulente Virus, welches als einziges Isolat bei der American Type Culture
Collection (ATCC) hinterlegt ist (Horsfall, 1946; Krempl & Collins, 2004). Zusétzlich zum
virulenten Ausgangsstamm PVM15 existiert ein nicht-pathogener, also avirulenter Stamm
von PVM15 (Randhawa et al., 1995; Domachowske et al., 2002). Dieser Stamm zeigt eine
vermutlich durch die Passage in Nicht-Nagerzellen bedingte Attenuierung (Krempl & Col-
lins, 2004; Krempl et al., 2005). Ein weiterer virulenter Stamm von PVM ist PVMJ3666,
der bisher nur in der Maus passagiert wurde. Hierbei handelt es sich vermutlich eben-
falls um ein urspriingliches Isolat von 1938, welches von der gleichen Arbeitsgruppe wie
PVM15 isoliert wurde. Die Herkunft wurde bisher nicht belegt (Randhawa et al., 1995;
Domachowske et al., 2002).

Um im RSV-Mausmodell (BALB/c-Méuse) eine respiratorische Erkrankung verbun-

den mit einem temporédren Gewichtsverlust sowie die Pathologie einer pulmonalen Infek-
tionen induzieren zu koénnen, sind uniiblich hohe Infektionsdosen von 1x10¢ bis 1x107
PFU (Plaque forming unit) notig. Im Gegensatz dazu ist bereits eine Infektion mit einer
sehr geringen Dosis PVMJ3666 (30 PFU; Domachowske et al., 2000b) sowie einer ebenso
geringen Dosis PVM15 (50 PFU; Krempl & Collins, 2004) letal. Bedingt durch eine PVM-
Infektion konnte eine Rekrutierung von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie
die Produktion der proinflammatorischen Chemokine Eotaxin (CCL-11), RANTES (regula-
ted upon activation, normal T cell expressed and secreted), MCP-1 (Monocyte chemotactic
protein 1) und MIP-1-a« (Macrophage inflammatory protein alpha-1) gezeigt werden (Do-
machowske et al., 2000a; Domachowske et al., 2002).
Ebenso wie im HRSV-Mausmodell konnte auch fiir das PVM-Mausmodell den CTLs eine
essentielle Rolle bei der Viruselimination wie auch eine entscheidende Funktion bei der
Immunpathologie zugewiesen werden (Frey et al., 2008). Eine dhnliche Pathologie aber ge-
ringere Infektionsdosen sowie eine effizientere Replikation im natiirlichen Wirt erméglichen
somit den Einsatz von PVM als Modell fiir HRSV (Easton et al., 2004; Rosenberg et al.,
2005; Frey et al., 2008).
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1.6 Die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2

Die Gene fiir die Nichtstrukturprotein NS1 und NS2 unterscheidet die Mitglieder des Genus
Pneumouvirus von allen anderen Mitgliedern der Familie Paramyxoviridae. Durch die Posi-
tion der Gene am 3 -terminalen Ende des Genoms erfolgt eine hohe Expression aufgrund
des polaren Konzentrationsgradienten. Daher liegen die Nichtstrukturproteine in der infi-
zierten Zelle in einer sehr hohen Konzentration vor, wobei eine Ausbildung zu Multimeren
erfolgt (Evans et al., 1996).

Das NS1-Gen von HRSV hat eine Linge von 532 Nukleotiden (nt) und kodiert fiir ein
139 Aminosduren langes Protein mit einer Gréfle von ca. 15,6 kDa. Das HRSV NS2-Gen
weist eine Lénge von 503 nt auf und kodiert fiir ein 124 Aminoséduren langes Protein, welches
ca. 14,7 kDa groB ist (Collins et al., 2001). Die NS-Proteine von HRSV zeigen untereinander
bis auf vier carboxyterminale Aminoséuren keine weiteren Sequenzhomologien (Collins &
Wertz, 1985). Die NS1- und NS2-Gene von BRSV sind 524 nt und 489 nt lang und kodieren
fiir Proteine mit einer Lénge von 123 Aminosduren und 156 Aminoséuren (Pastey & Samal,
1995). Die NS1- und NS2-Gene von PVM besitzen eine Lénge von 410 nt und 571 nt,
wobei sie fiir Proteine von 113 Aminosduren und 156 Aminoséuren kodieren (Chambers
et al., 1991). Vergleiche der NS-Proteine von HRSV und BRSV zeigen eine Homologie der
Aminosiuresequenzen von ca. 70%, wobei Sequenzvergleiche zu den Nichtstrukturproteinen
NS1 und NS2 von PVM nur geringe Sequenzhomologien zeigen (Chambers et al., 1991).
Fiir das NS1-Protein von HRSV wurde mit Hilfe des Minireplikon Systems eine Inhibition
auf Transkriptions- und RNA-Replikationsebene nachgewiesen. Somit wurde fiir das NS1-
Protein eine regulatorische, fiir die Virusreplikation notwendige Funktion diskutiert (Atreya
et al., 1998), wogegen das NS2-Protein fiir die Virusreplikation nicht essentiell ist (Teng &
Collins, 1999). Das NS1-Protein von RSV zeigt eine Assoziation mit dem Matrix-Protein
(M), die mit Hilfe einer Co-Préazipitation mit dem monoklonalen Antikorper gegen das
M-Protein nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde fiir das NS2-Protein
keine Assoziation mit anderen RSV-Proteinen belegt (Evans et al., 1996). Demhingegen
konnte durch Pulse-labeling Experimente fiir das NS1-Protein von RSV eine hohe Stabilitat
nachgewiesen werden, wogegen das NS2-Protein sich mit einer Halbwertszeit von 30 min
als sehr instabil zeigte (Evans et al., 1996).

1.6.1 Die Funktion der Nichtstrukturproteine als Interferonantagonisten

Uber die Wirkungsweise der NS-Proteine von PVM als Interferonantagonisten war zu Be-
ginn dieser Dissertation nichts bekannt. Fiir die Proteine NS1 und NS2 von HRSV, deren
Wirkungsweise sowohl unabhéngig voneinander als auch kooperativ ist, konnte eine Inhi-

bition der Typ I Interferon-Induktion in humanen und in murinen Zellen belegt werden.
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Durch diese Inhibition wird die Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF-3 verhindert
(Bossert et al., 2003; Spann et al., 2004; Spann et al., 2005). Des Weitern konnte neben
der Inhibition der Typ I Interferon-Induktion auch eine Inhibition der Typ III Interferon-
Induktion in humanen epithelialen Zellen und Makrophagen gezeigt werden (Spann et al.,
2004). Dabei ist die inhibitorische Funktion der HRSV NS-Proteine auf die Typ I Interferon-
Induktion auch fiir die NS-Proteine von BRSV gezeigt worden (Schlender et al., 2000).
Hierbei wurden eindeutige wirtsspezifische Unterschiede in der Wirkungsweise der NS-
Proteine von HRSV und BRSV sichtbar. Das NS2-Protein von BRSV wurde als stirkerer
Interferonantagonist als das NS1-Protein von BRSV identifiziert (Valarcher et al., 2003),
wobei die Stérke der antagonistischen Funktion der Proteine fiir HRSV invertiert ist (Spann
et al., 2004). Im Mausmodell fiir HRSV wurde jedoch eine stirkere antagonistische Funk-
tion des NS2-Proteins belegt (Kotelkin et al., 2006). Weiterhin konnte eine Interferenz
der NS-Proteine mit der Typ I Interferon-induzierten Signaltransduktion, vermittelt durch
den JAK/STAT-Signalweg, nachgewiesen werden, wodurch sich eine deutliche Reduktion
der STAT-2-Konzentration, hervorgerufen durch eine kooperative Wirkungsweise der NS-
Proteine, nachweisen lieB (Lo et al., 2005). Hierbei inhibiert das NS2-Protein von RSV die
Phosphorylierung von STAT-2 (Ramaswamy et al., 2006) wihrend das NS1-Protein als E3
Ubiquitin Ligase fungiert und eine durch die Polyubiquitinierung bedingte Degradation
von STAT-2 bewirkt (Elliott et al., 2007).

Fiir das NS2-Protein von HRSV konnte aulerdem eine Inhibition des RIG-I-Signalweges
hervorgerufen durch eine Bindung des NS2-Proteins an die N-terminale CARD (Caspase
recruitment domain)-Doméne von RIG-I beschrieben werden (Ling et al., 2009). Eben-
so wird durch das NS2-Protein von HRSV eine Inhibition des TLR3-Signalweges durch
einen bisher nicht genau bekannten Mechanismus vermutlich auf Ebene des Adapterpro-
teins TRIF verursacht (Ling et al., 2009). Neben der Funktion als Interferonantagonisten
wurde den NS-Proteinen von HRSV auch eine Funktion bei der Unterstiitzung der viralen
Replikation durch die Inhibition der vorzeitigen Apoptose virusinfizierter Zellen zugewiesen
(Bitko et al., 2007).

Aufgrund der zuvor beschriebenen Interferon-inihibitorischen Funktionsweise der NS-
Proteine wurde fiir die rekombinanten HRSV-Deletionsmutanten eine deutliche Attenuie-
rung in Schimpansen (Whitehead et al., 1999; Teng et al., 2000), Griinen Meerkatzen (Jin
et al., 2003) und in Menschen (Wright et al., 2006) beobachtet. Fiir rekombinante BRSV-
Deletionsmutanten wurde eine deutliche Attenuierung in Rindern beschrieben (Valarcher
et al., 2003). HRS-Viren mit einer Deletion des NS2-Gens und weiteren Punktmutatio-
nen in anderen Proteinen wurden in klinischen Studien (Phase I) als zu stark attenuiert
beschrieben und kamen somit als Impfstoffkandidaten nicht in Betracht (Wright et al.,
2006).
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2 Zielsetzung

Die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 des respiratorischen Synzytialvirus (RSV) sind als
Interferonantagonisten beschrieben worden. Eine Deletion dieser Gene, unabhéngig von-
einander oder in Kombination, fiihrt zu einer Attenuierung des Virus im entsprechenden
Wirt und dokumentiert die Rolle der NS-Proteine als Pathogenitétsfaktoren.

In dieser Dissertation sollte das PVM-Mausmodell verwendet werden, um die Bedeu-
tung der Typ I und Typ III Interferonantwort fiir die Pathogenese einer pneumoviralen
Infektion zu analysieren. Hierzu sollten zunéchst mit Hilfe der reversen Genetik rekombi-
nante PVM-Mutanten hergestellt werden, bei denen die Gene fiir die NS-Proteine, welche
vermutlich als Interferonantagonisten fungieren, deletiert sind.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten die rPVM ANS-Mutanten hergestellt und charak-
terisiert werden. Ein zentraler Schritt innerhalb dieser Charakterisierung sollte dabei die
Untersuchung der Induktion von Interferon in wvitro und in vivo nach Infektion mit den
rPVM ANS-Mutanten sein, wobei bestimmt werden sollte, ob die NS-Proteine von PVM
in Analogie zu den RS-Viren als Interferonantagonisten fungieren.

Im weiteren Verlauf sollten die Interferon-induzierenden Viren eingesetzt werden, um
durch Bestimmung der Replikationsfidhigkeit und Pathogenitit von rPVM ANS-Mutanten
sowohl in Typ I oder Typ III Interferonrezeptor-defizienten Méusen als auch in Typ I/Typ
IIT Interferonrezeptor-defizienten Méusen die protektive Rolle der einzelnen Interferone bei
einer Pneumovirusinfektion zu bestimmen.

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, welche Zellen wihrend einer natiirlichen
pulmonalen Infektion hauptséchlich Interferone, d.h. IFN-a/3/\ in vivo produzieren. Die
Beantwortung der Frage nach den interferonproduzierenden Zellen in wvivo sollte den ab-
schlieSenden Teil dieser Arbeit bilden.
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3 Material und Methoden

3.1 DMaterial

Sofern nicht anders in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben, wurden die Chemika-

lien, Enzyme und Medienzusétze von folgenden Firmen bezogen:

Axxora, BD Pharmingen, Fermentas, Fluka, Gibco, Hartenstein, Invitrogen,
Merck, New England Biolabs (NEB), PAA, peqlLab, Pierce, Promega, Roche
Diagnostics GmbH, Roth, Santa Cruz Biotechnology, Sigma Aldrich, Stratagene

Alle Medien wurden im Institut fiir Virologie und Immunbiologie (Universitdt Wiirzburg)
bzw. im Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene (Universitit Freiburg) angesetzt (Hausme-
dien).

3.1.1 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2 zusammengefasst und wurden
in der angebenden Verdiinnung in der indirekten Immunfluoreszenz (siehe Abschnitt 3.6.2),
der Immunhistochemie (sieche Abschnitt 3.6.3) und im Plaquetest (sieche Abschnitt 3.4.1)

eingesetzt.

Tabelle 2: Antikorper

Spezifitit /Modifikation Wirtstier Verdiinnung Hersteller Katalognummer
Anti-F4/80 Ratte 1:100 Serotec MCA497G
Anti-IFN-a Kaninchen  1:50 PBL 32100-1
Anti-IFN-G Kaninchen  1:300 Millipore AB2215
Anti-Kaninchen/Alexa 350 konjugiert Ziege 1:100 Invitrogen A11046
Anti-Kaninchen/Alexa 555 konjugiert Ziege 1:100 Invitrogen A21428
Anti-Kaninchen/Biotin konjugiert Ziege 1:5000 ThermoScientific 31210
Anti-Kaninchen/Peroxidase konjugiert — Ziege 1:20000 Millipore AP132P
Anti-PVM G-Protein Kaninchen  1:1000 von Dr. C. Krempl —

zur Verfligung gestellt
Anti-Ratte/Alexa 350 konjugiert Ziege 1:100 Invitrogen A21093
Anti-g-Tubulin IV Kaninchen  1:400 Sigma T3952
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3.1.2 Puffer, Medien und Lésungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer, Medien und Losungen sind, soweit nicht anders

beschrieben, in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 3: Puffer, Medien und Lésungen

Name Zusammensetzung
Blockierungslésung 5% (w/v) Milchpulver in PBS
DAB-Lésung 1 Tablette DAB (3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid) gelést in 15 ml PBS

DMEM-Medium
DNA-Probenpuffer
EMEM-Medium
GMEM-Medium

Infektionsmedium
LB-Medium
Methylcelluloselosung
Paraformaldehydlésung
PBS

RPMI-Medium
SOC-Medium

TAE
Thioglykolat-Losung
Trypsin-EDTA
Virusstabilisator

und 12 pl 30% igem HoOo

DMEM Hausmedium; 10% (v/v) FKS

50% (v/v) Glycin; 0,1% (w/v) Bromphenolblau in TAE-Puffer
EMEM Hausmedium; 10% (v/v) FKS

GMEM Hausmedium; 10% (v/v) FKS

Zellkulturmedium mit 5% (v/v) FKS, 1% Penicilin/Streptomycin, 1% FungizoneTM

1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,5% (w/v) NaCl; pH 7,0

0,8% Methylcellulose in Infektionsmedium (Steril), 2-3 Tage bei 4 °C geriihrt

4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS

0,8% (w/v) NaCl; 0,02% (w/v) KCl; 0,114% (w/v) NagHPO4x2 H20; 0,2% (w/v) KH2POu;
0,01% CaClg; 0,01% MgCla

RPMI Hausmedium; 20% (v/v) FKS; 1% Penicilin/Streptomycin; 1% F‘ungizoneTM
0,5% (w/v) Hefeextrakt; 2% (w/v) Trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM MgSOy4; 20 mM Glucose; pH 7,0

40 mM Tris; 10 mM NaAc; 1 mM EDTA, pH 8,0

4% (w/v) Thioglykolat, frisch ansetzen

0,05% (w/v) Trypsin 1:250; 0,16% (w/v) EDTA

0,5 mM Hepes; 1 M MgSOy

3.1.3 Kits

Tabelle 4: Kits

Name

Firma

BD Pharmingen
PBL Biomedical Laboratories

Cytometric Bead Array
IFN-a/IFN-3 ELISA

Mitochondrial Permeability Transition (MitoPT)-TMRE Assay  Serotec
Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen
Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraktion Kits Qiagen
Rapid DNA Ligation Kit Roche

TSA Fluorescein Systems Perkin Elmer
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3.1.4 Chemikalien, Enzyme und Materialien

Tabelle 5: Chemikalien, Enzyme und Materialien

Name Zusammensetzung/Anwendung Firma
Ampicillin 100 pg/ml Ampicillin Gibco
Cell Lysis Buffer Promega
1 kb DNA Ladder NEB
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DTT 0,1 M Invitrogen
Ethidiumbromid 0,35 pg/ml Applichem
Formalin 4% (v/v) Formaldehyd Applichem
FKS Gibco
FungizoneTM 250 pug/ml Amphotericin B Gibco

205 pg/ml Natriumdesoxycholat
Geniticin G418 50 mg/ml Gibco
GolgiStopTM BD Pharmingen
HRP-Streptavidin-Komplex 1:2000 in PBS BD Pharmingen
IFN-a/3/w 108 Einheiten/100 ul Novartis, Basel
Image-iT FX Signal Enhancer Invitrogen
LB-Amp-Platten LB-Medium; 1,4% (w/v) Bacto Agar;

100 pg/ml Ampicillin
Luziferase-Substrat Promega
Narkosemittel 10% (v/v) Ketavet Pfizer

2% (v/v) Rompun Bayer Healthscare

0,9 % (w/v) NaCl
Dosierung: Ketavet 1 ul/g Kérpergewicht
Rompun 0,2 pl/g Kérpergewicht

Opti-MEM Invitrogen
Passive Lysis Buffer Promega
Penicillin/Streptomycin 1% (w/v) Penicillin G, 1% (w/v) PAA
Streptomycinsulfat, 0,9% (w/v) NaCl
PfuUltra HotstartTM DNA Polymerase Stratagene
ProLong Gold antifade reagent Invitrogen
Random Primer Promega
Rekombinantes IL-28A /TFN-\2 5 pug/100 ul R&D Systems
RNaseOUTTM Invitrogen
Staurosporin 1 pM in Infektionsmedium VWR
. . TM . .
SuperScript 1T Reverse Transcriptase Invitrogen
Taqg-DNA-Polymerase Fermentas
TissueTek Sakura
Transfektionsreagenz LipofectarnineTM 2000 Invitrogen
Trapanal0.5G Substanz in 10 ml H20 16sen und 100 pul
pro Maus injizieren Nycomed
Trizol® Invitrogen

3.1.5 Versuchstiere

Neben dem Maus-Inzucht-Stamm C57BL/6N von Charles River Laboratories, Sulzfeld,

wurden folgende Mausstdmme fiir Versuche herangezogen:

e C57BL/6.IFN-aR"° -Miuse (Koerner et al., 2007) von Prof. Peter Stiheli (Institut
fiir Mikrobiologie und Hygiene, Freiburg) zur Verfiigung gestellt.
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e C57BL/6.IL28Ra’/? -Miuse (Ank et al., 2008) von Prof. Peter Stiheli (Institut fiir
Mikrobiologie und Hygiene, Freiburg) zur Verfiigung gestellt.

o IFN-p+/A8-lue_Msuse (Lienenklaus et al., 2009) von Prof. Siegfried Weif und Dr.
Stefan Lienenklaus (Institut fiir Infektionsforschung, Braunschweig) zur Verfiigung

gestellt.

e C57BL/6.IFN-aRY°.IL28Ra"/* -Miuse (Mordstein et al., 2008) von Prof. Peter Stiheli
(Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Freiburg) zur Verfiigung gestellt.

Die drei Mausstimme C57BL/6.IFN-aR%° | C57BL/6.1L28Ra"° und C57BL/6.

IFN-aR%% 1L28Ra"° wurden in dieser Arbeit sowohl mit Mx1* Hintergrund (funktionale
Mx1-Allele) als auch mit Mx1~ Hintergrund (Deletion der Mx1-Allele) verwendet. Kom-
merziell erhéltliche Laborstamme (Staeheli et al., 1988) und alle iibrigen in dieser Arbeit

verwendeten Mausstamme besitzen eine Deletion der Mx1-Allele.

3.1.6 Zelllinien
Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Zelllinien

Zelllinie Spezies Zelltyp Referenz

BHK-21 Mesocricetus auratus Nierenfibroblasten ATCC: CCL-10
(Hamster)

BSR T7/5 Mesocricetus auratus Nierenfibroblasten Buchholz et al., 1999
(Hamster) exprimieren konstitutiv

T7-Polymerase

Embryonale Maus- C57BL/6 primére Fibroblasten Diese Arbeit
fibroblasten (MEF) C57BL/6.IFN-oR0/0
IFN—ﬂ+/A67ZUC
Peritoneale Makrophagen ~BALB/c primére Makrophagen Diese Arbeit
C57BL/6

C57BL/6.IFN-aR%/0
C57BL/6.1L28Ra?/0
C57BL/6.IFN-aR0/0.1L28R /0

RAW264.7 BALB/c Abelson Leukémievirus ATCC: TIB-71
(immortalisierte Makrophagen)

Vero Cenopithecus aethiops Epitheliale Nierenzellen ATCC: CCL-81
(Griine Meerkatze)
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3.1.7 Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden im Kundenauftrag bei der Firma Biomers
(Ulm) synthetisiert. Die DNA-Sequenzen und die Positionen der Mutagenese-Primer im

PVM-Genom sind in den folgenden Tabellen angegeben.

Tabelle 7: Sequenzen aller verwendeten Primer

Primername 5°-3" Sequenz

IFN-ab forward CCT GTG TGA TGC AAC AGG TC
IFN-ab reverse TCA CTC CTC CTT GCT CAA TC
IFN-3 forward ATG AAC AAC AGG TGG ATC CTC C
IFN-g reverse TTC AAG CTA TAA GCA GCT CCA
IFN-X 2/3 forward CCG CAG TGC TGA CAA GAA CC
IFN-X 2/3 reverse ACT GGC CAC ACA CTT GAG G

Aktin forward TM 92  TGG CGC TTT TGA CTC AGG AT
Aktin reverse TM 93 GTT GAG GTG TTG AGG CAG CCA GGG CT

PVM N 1505 CCA GAT TGA GGT GTG ATA GTT C

PVM N 2013 TGA CCC TAT GAT GCC TAA AC

ANS1 forward AGG ACA AGT CCT AAT GTC CAC

ANSI reverse AAC TTT TTT CAG GTT GAT AGT TTT G
ANS2 forward AGT TAA TTA AAA CAT TAG GAT AAA TAC
ANS2 reverse TTT TAA TTA ACT ACA TAA TGT GCT G

ANS1ANS2 forward AGG ATA AAT ACA CAT CCT AGG CCG G
PVM1 lea2m forward  ATA ACA AAA CTA TCA ACC TG

Tabelle 8: Name und Position der Mutagenese-Primer

Name des Primers/Modifikation Position im PVM-Genom Konstrukt

ANS1 forward/phosphoryliert 462-482 nt pPVMI1 ANS1
ANS1 reverse/phosphoryliert 19-43 nt

ANS2 forward/Pacl Schnittstelle 1022-1047 nt pPVM1 ANS2
ANS2 reverse/Pacl Schnittstelle 429-453 nt

ANS1ANS2 forward/phosphoryliert 1037-1061 nt pPVM1 ANS1ANS2

ANS1 reverse/phosphoryliert 19-43 nt
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3.1.8 Bakterienstamm

Tabelle 9: Bakterienstamm

Bakterienstamm  Genotyp

DH10B F~, endAl, recAl, galE15, galK16
nupG, rpsL, AlacX74, ©80lacZAM15
araD139 A(ara,leu)7697, mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)A™

3.1.9 Plasmide

Tabelle 10: Plasmide

Plasmid Firma/Referenz

pGEM®-3Zf(+) Promega, siche Abb. 5
pPVM-1 siehe Krempl et al., 2007
pPVM-GFP7 siehe Krempl et al., 2007

Aatll Ndel
2260 2509
Xmnl T
1
1937 EcoRl | 5
EaclI 15
pn 21
e o, |4
Amp' pPGEM-3Zf(+) gg}%}-u 26
Vektor ac >S<b3|'| 3
(3197 bp) Accl | 39
Hincll | 40
Pstl 48
Sphl 54
Hindlll | 56
69
SP6

Abbildung 5: pPGEM®-37f(+)



3 MATERIAL UND METHODEN 23

3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Kultivierung der Zellen

Alle Zellen wurden bei 37 °C und 95% Luftfeuchtigkeit mit 5% Kohlendioxid (COs) in-
kubiert. Als Medium diente fiir die embryonalen Mausfibroblasten (MEFs) DMEM, fiir
die Vero-Zellen EMEM und fiir die BHK-21-Zellen GMEM. Bei BSR T7/5-Zellen wurde
dem GMEM-Medium zusétzlich Geniticin (G418; 1 mg/ml Medium) zugesetzt, welches zur
Selektion der stabil T7-Polymerase exprimierenden Zellen diente. Sowohl die RAW264.7-
Zellen also auch die peritonealen Makrophagen wurden in RPMI-Medium kultiviert. Zum
Waschen der Zellen wurde Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) ohne Calcium und Ma-
gnesium verwendet. Alle Zellen exklusiv der Makrophagen wurden zur Passage mit Trypsin-
EDTA von der Kulturschale abgelost. Die RAW264.7-Zellen wurden mit Hilfe eines Zell-
schabers abgeltst und wie alle anderen Zelltypen in geeigneter Verdiinnung in neue Kul-

turgefifle tiberfiihrt.

3.2.2 Gefrierkulturen

Zur Konservierung von Zellen wurden Gefrierkulturen angelegt. Dazu wurden konfluente
Zellen einer Kulturflasche mittels Trypsin-EDTA oder mit Hilfe eines Zellschabers von der
Kulturschale abgelost und in einem entsprechenden Volumen an Medium aufgenommen.
Nach tropfenweiser Zugabe von DMSO bis zu einer Konzentration von 10% (v/v) wurden
ca. 1 x 10% Zellen/ml in 1 ml Aliquots portioniert und sofort in eine Kryo-Einfrierbox
gegeben. Die Einfrierbox (Abkiihlrate: 1 °C pro min) wurde bei -80 °C eingelagert. Zur

langerfristigen Konservierung wurden die Kryorchrchen in fliisssigem Stickstoff eingefroren.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Quantifizierung von Nukleinsidure-Proben

Die Konzentration von DNA- und RNA-Proben wurde iiber die optische Dichte bei einer
Wellenldnge von 260 nm bestimmt, wobei gilt: ODggo=1=40 ng/ul fiir RNA und einzel-
strangige DNA (ssDNA). Des Weiteren wurde auch das Verhiltnis ODygy/ODagy gemessen,
wodurch die Reinheit der DNA bzw. RNA abgeschétzt werden konnte. Der Quotient sollte
fiir reine DNA Werte von 1,8-1,9 und fiir reine RNA Werte von 1,9-2,0 aufweisen (Sambrook
& Russell, 2001).
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3.3.2 Plasmid-DNA Préiparation

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus FE.coli erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Mini-
prep Kit nach Angaben des Herstellers. Die Ausbeute aus 3 ml Ubernachtkultur belief
sich auf ca. 15 ug Plasmid-DNA. Die gewonnene doppelstrangige DNA (dsDNA) wurde
zur Restriktionsspaltung und zur Sequenzierung eingesetzt. Um Plasmid-DNA in gréferer
Menge (75-500 pg) zu erhalten, wurde das Plasmid Maxi Kit nach Angaben des Herstellers

eingesetzt.

3.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Die Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde mit den vom Herstel-
ler mitgelieferten Puffern unter den dafiir vorgesehenen Bedingungen durchgefiihrt. Zur
Uberpriifung von DNA und Plasmiden wurde ein analytischer Verdau durchgefithrt und fiir
weitere Klonierungs-Schritte erfolgte ein praparativer Verdau. Fiir einen analytischen Ver-
dau wurden pro 1 ug DNA 3-5 Units des Restriktionsenzyms eingesetzt. Hingegen wurden
fiir einen praparativen Verdau pro 5-10 ug 10-20 Units der entsprechenden Restriktions-
endonukleasen eingesetzt. Die Analyse der DNA erfolgt mittels DNA-Gelelektrophorese
(siche Abschnitt 3.3.4).

3.3.4 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese zur Identifizierung sowie zur praparativen Isolierung von DNA-
Fragmenten erfolgte in 1%igen Agarosegelen. Die Agarosegele wurden durch Aufkochen
der gewiinschten Menge an Agarose in TAE-Puffer hergestellt. Zum Nachweis der DNA-
Fragmente wurde das Agarosegel mit Ethidiumbromid (0,35 ug/ml) versetzt. Durch das
Anlegen einer elektrischen Spannung (ca. 5 V/cm) wurden die in DNA-Probenpuffer gelos-
ten DNA-Fragmente nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Die Dokumentation der

Gele erfolgte mit Hilfe des Gel Jet Imagers (Intas) bei einer Wellenlénge von 312 nm.

3.3.5 DNA-Extraktion

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraktion Kits nach Angaben der Herstellers durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA-Bande
unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers

weiterbehandelt.
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3.3.6 Ligation und Transformation

Durch die Ligation wird DNA iiber komplementére Schnittstellen in ein Plasmid inseriert.
Die Ligation von iiberhédngenden (sticky-end) und glatten Enden (blund-end) erfolgte mit
dem Rapid DNA Ligation Kit nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden der Vektor und
das Insert in einem molaren Konzentrationsverhéltnis von 1:3 in die Ligation eingesetzt.
Zur Transformation der ligierten DNA wurden 20 pul kompetente E.coli (siehe Abschnitt
3.1.8) zu 3 pl des Ligationsansatzes pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42 °C fiir 75 s wurden die Zellen zur Regeneration fiir 2 min auf Eis ge-
lagert. Nach der Zugabe von 200 pl SOC-Medium erfolgte eine Inkubation fiir 60 min bei
37 °C (32 °C bei den volle Liange Klonen) unter leichtem Schiitteln. Die Zellen wurden auf
LB-Amp-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aufgrund der plasmid-
kodierten Antibiotikaresistenz kénnen auf diesen Platten erfolgreich transformierte FE.coli

wachsen.

3.3.7 RNA-Isolierung

Die Isolierung der gesamtzelluldren-RNA aus Zellen und Lungengewebe wurde unter Ver-
wendung von Trizol®(Phenol/Guanidinisothiocyanat-Gemisch) durchgefiihrt (Chomczyn-
ski & Sacchi, 1987). Hierbei wurden die Empfehlungen des Herstellers zur Durchfiihrung
befolgt. Alle bei der Arbeit mit RNA verwendeten Losungen wurden auf Basis autokla-

vierten, destillierten Wassers hergestellt.

3.3.8 Reverse Transkription

Zur Synthese eines cDNA-Erststranges aus gesamtzellularer-RNA wurde 1 ug RNA ver-
wendet. Dazu wurden 1 pl ANTPmix (10 mM), 2 pl Random Primer (50 ng/ul) und ein
entsprechendes Volumen an dd HyO gemischt und die Lésung bei 65 °C fiir 5 min erhitzt.
Anschlielend wurde ein Reaktions-Mix aus folgenden Komponenten zu diesem Ansatz ge-
geben: 2 pl 10x RT-Puffer, 4 pl 25 mM MgCly, 2 pl 0,1 M DTT und 1 pl RNaseOUT
Inhibitor (40 Units/ul). Dieser Ansatz wurde fiir 2 min bei 25 °C inkubiert bevor 1 ul (50
Units) SuperScriptTM IT RT hinzugeben wurde. Es folgte eine erneute Inkubation von 10
min bei 25 °C. Die Reaktion wurde danach bei 42 °C fiir 50 min durchgefiihrt und durch
eine Inkubation fiir 15 min bei 70 °C beendet. Die so gewonnene cDNA wurde bei -20 °C

bis zum weiteren Gebrauch gelagert.
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3.3.9 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten (Saiki et al.,
1988), wobei die Taqg-DNA-Polymerase als Standardenzym gew#hlt wurde. Sollte die am-
plifizierte DNA zur Klonierung dienen, wurde eine Polymerase mit Proof-reading-Aktivitat
(PqultraTM Hotstart DNA Polymerase) benutzt. In einem 50 pl Ansatz wurden je 2 ul
Template-DNA, je 1 pl Primer (10 pM), 1 pl ANTP-Mix (10 gM), 0,2-0,5 pl Polymerase
(je nach Applikation oder Herstellerfirma) und Polymerase spezifischer Puffer gemischt.
Nach Denaturierung der DNA erfolgten 40 Zyklen mit Denaturierung, Hybridisierung des
Primers und der Synthese der DNA-Stringe. Fiir die DNA-Synthesephase wurde eine Zeit
von 1 min pro 1000 bp des PCR-Produktes angenommen. Die unterschiedlichen Elonagti-
onstemperaturen ergeben sich aus dem Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase.
Die Hybridisierungstemperatur der verschiedenen Primer errechnet sich dabei nach der
Wallace-Formel (Murakawa et al., 1988):

Temperatur = 2- (A+T)4+4-(G+C)| -5

Nach dem letzten Zyklus erfolgte eine abschliefende Elongation fiir 5 min zur Fertig-
stellung unvollstindiger DNA-Fragmente. Die Analyse der Amplifikate erfolgt auf einem
1%igen Agarosegel (siehe Abschnitt 3.3.4). Fiir den spezifischen Nachweis der Induktion
der unterschiedlichen Interferon-Typen, IFN-a/5, IFN-G und IFN-X 2/3 (Primer siehe Tab.
7) mittels PCR wurden die PCR-Programme in Tabelle 11 gewahlt.

Tabelle 11: Interferon-PCR

Programme IFN-ab IFN-8 IFN-X 2/3 Aktin PVM

Initiale Denat. 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min 95 °C, 2min 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min
Denaturierung 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s

Annealing 55 °C, 60 s 55 °C, 60 s 55 °C, 60 s 53 °C, 45 s 55 °C, 45 s
Elongation 70 °C, 45 s 70 °C, 45 s 70 °C, 45 s 70 °C, 30 s 70 °C, 30 s
Zyklen 40 40 40 40 40

Finale Elong. 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min

3.3.10 Gerichtete Mutagenese-PCR

Die gerichtete Mutagenese-PCR, (Byrappa et al., 1995) wurde eingesetzt, um gezielt die
NS-Gene aus dem pPVM1 Plasmid durch nur zwei Primer zu deletieren. Ausgehend von
der zu gewiinschten Deletion im Plasmid wurden die Primer jeweils so gewéhlt, dass sie ein
Amplifikat generieren, welches das zu deletierende Gen nicht beinhaltet. Fiir eine anschlie-
Bende direkte Religation des Plasmids wurden die Primer fiir die Mutagenese-PCR so mo-
difiziert, dass sie entweder eine Pacl Schnittstelle enthalten (Deletion des NS2-Gens) oder
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phosphoryliert sind (Deletion des NS1-Gens oder beider NS-Gene) (siehe Tab. 8). Bei dieser
Methode wurde die PfuUltra" " Hotstart DNA Polymerase, welche Proofreading- Aktivitét
besitzt, verwendet. Der Ablauf der Mutagenese-PCR gliederte sich in die verschiedenen
Schritte wie in Tabelle 12 beschrieben.

Tabelle 12: Mutagenese-PCR

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [s]
Initiale Denaturierung 95 60
Denaturierung 95 30
Annealing 45-50 30
Elongation 72 60 pro 1000 bp
Finale Elongation 72 10 min

3.3.11 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen in dieser Arbeit wurden als Kundenauftrag von der Firma GATC,
Konstanz, auf einem Sequenziergeriat ABI, Modell 3730 oder 3100. durchgefiihrt. Dazu
wurde die zu sequenzierende Probe mit dem jeweiligen Primer eingeschickt und von der
Firma GATC nach der Sanger-Methode sequenziert (Sanger et al., 1977). Die Ergebnisse
wurden mit den Softwareprogrammen LasergeneTM von DNASTAR inc., Madison WI/USA
oder GENtle (Universitdt Koln) analysiert.

3.3.12 Nachweis von IFN-3 mittels Luziferase Assay

Zur Detektion von IFN-£ in vivo und in vitro wurden IFN-31/28-e_NHuse, bei denen sich
das Gen der Glithwiirmchen (Firefly)-Luziferase unter der Kontrolle des IFN-3 Promotors
befindet, herangezogen. In Abhéngigkeit von der Promotoraktivierung wird die Luzifera-
se synthetisiert. Die Luziferaseaktivitat setzt das Substrat Luziferin zu Oxyluziferin um,
wobei die dabei entstehende Chemilumineszenz mit Hilfe eines Luminometers (Berthold
Technologies) detektiert wird und in relativen Lichteinheiten (RLU, relative light units) als
Einheit angegeben wird. Fiir den Nachweis von IFN-£ in embryonalen Fibroblasten aus
IFN-3+/A8=te_Ngusen wurden pro Versuchsansatz jeweils 6 x 10° Zellen eingesetzt. Die
Infektion erfolgte mit einer MOI (multiplicity of infection) von 1 PFU/Zelle.

24 h, 48 h und 72 h nach Infektion wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und die Zellen
in 200 ul Cell Lysis Buffer auf Eis lysiert. Fiir die Messung wurden 20 ul Zelllysat mit 50
wl Luziferase-Substrat versetzt. Die Messung erfolgte sofort.

Fiir den Nachweis von IFN-3 in vivo wurden IFN-3+/28-1e_Nguse mit 1x10° PFU der re-
kombinanten Viren (rPVM, rPVM ANS1, rPVM ANS2, rPVM ANS1ANS?2) infiziert. 24 h

nach Infektion wurden die Mause getotet, die Lungen entnommen und sofort in fliissigem
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Stickstoff schockgefroren. Fiir den Versuch wurden die Lungen gewogen und mit Hilfe von
Quarzsand im Morser zerkleinert. Entsprechend des Gewichtes wurden die zerkleinerten
Lungen mit 1x Passive Lysis Buffer nach den Angaben des Herstellers versetzt und fiir
10 min bei 250xg und 4 °C zentrifugiert. Fiir die Messung wurden 20 ul Uberstand (Lun-

genhomogenat) mit 50 pl Luziferase-Substrat versetzt. Die Messung erfolgte sofort.

3.4 Virologische und immunologische Methoden
3.4.1 Plaquetest

Der Plaquetest diente der quantitativen Bestimmung der Infektitsitdt einer Virussuspen-
sion. Das Prinzip der Methode basiert auf der Zytophatogenitdt der zu bestimmenden
Virussuspension und der durch Zugabe von Methylcellulose eingeschrankten Viruspartikel-
ausbreitung. Dabei sind die makroskopisch sichtbaren Plaques ein quantitatives Zeichen
fiir die Virusvermehrung und ,ein Plaque® kann auf die Infektion einer Zelle mit einem
Viruspartikel zuriickgefiihrt werden.

Fiir die Bestimmung des Virustiters wurde zuerst eine Verdiinnungsreihe der entsprechen-
den Virussuspension in Infektionsmedium von 1x107! bis 1x107¢ angelegt. Fiir die Vi-
rustiterbestimmung von PVM wurden danach konfluente Vero-Zellen in einer 24-Well Zell-
kulturplatte mit 150 ul der jeweiligen Verdiinnungsreihe infiziert und fiir 3 h bei 32 °C
unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach der 3 stiindigen Inkubationszeit wurde das In-
okulum abgesaugt und die Zellen mit je 1 ml Methylcellulose-Losung iiberschichtet. Die
Kulturen wurden fiir sechs Tage bei 32 °C und 95% Luftfeuchtigkeit mit 5% COy inkubiert.
Nach sechs Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal (20 min; 40 min) mit
80%igem (v/v) Methanol bei 4 °C fixiert. Das Blockieren der unspezifischen Bindungen
erfolgte mit 1 ml Blockierungslosung fiir 1 h bei RT. Anschlieend wurde jede Vertiefung
der 24-Well Zellkulturplatte mit 150 pl des Anti-PVM G-Protein Antikérpers (siehe Tab.
2) in einer Verdiinnung von 1:1000 in Blockierungslésung fiir 1 h bei RT unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit je 1 ml PBS pro Vertiefung wurde der
Anti-Kaninchen/Biotin konjugierte Sekundérantikorper in einer Verdiinnung von 1:5000
in Blockierungslosung unter leichtem Schiitteln fiir 1 h bei RT eingesetzt. Nach erneutem
einmaligem Waschen mit je 1 ml PBS pro Vertiefung, erfolgte die Inkubation des HRP-
Streptavidin-Komplexes in einer Verdiinnung von 1:2000 in PBS fiir 1 h bei RT bei leichtem
Schiitteln. Abschlieend wurde jede Vertiefung mit je 1 ml PBS gewaschen und durch Zu-
gabe von 150 pul DAB-Losung die Plaques angefarbt. Nach Bestimmung der Plaques pro

Verdiinnungsstufe wurde der Virustiter in Plaque-forming units (PFU) angegeben.
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3.4.2 Virusinfektion

Die Infektion verschiedener Zelllinien mit Viren erfolgte bei einem 80-100% konfluenten
Zellrasen. Die Zellen wurden fiir 3 h mit einer geeigneten Verdiinnung des jeweiligen Virus-
stocks in Infektionsmedium bei 32 °C inkubiert. Dabei wurde die Mediummenge so gering
gehalten, dass der Zellrasen gerade bedeckt war. Die Platte wurde wihrend der Inkubation
alle 20 min geschwenkt. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und je nach Flaschen-
grofe die entsprechende Menge Infektionsmedium hinzugegeben.

Zur Charakterisierung der Virusvermehrung (Wachstumskurve) auf BHK-21-Zellen, RAW
264.7-Zellen, embryonalen Fibroblasten sowie peritonealen Makrophagen wurden diese mit
den entsprechenden Viren infiziert (MOI=0,01 PFU/Zelle) und die Virustiter in Abstdnden
von 24 h fiir sieben Tage bestimmt. Hierzu wurden im Fall von BHK-21-Zellen und von
embryonalen Fibroblasten die mit Virus infizieren Zellen im Uberstand abgeschabt, durch
ein sich wiederholendes Frieren in fliissigem Stickstoff und anschliefendes Tauen bei 37 °C
lysiert, bei 250xg und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand mit 10% (w/v) Virus-
stabilisator versetzt und die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die
Bestimmung der Virustiter erfolgte mittels Plaquetest (Titration von 1x107! bis 1x107°).
Im Fall der RAW264.7-Zellen und der peritonealen Makrophagen wurde nur der Uberstand
fiir die Bestimmung der Virustiter herangezogen.

Zur Herstellung von Virusstocks wurden BHK-21-Zellen (80-100% konfluent) mit den je-
weiligen Viren (MOI=0,01 PFU/Zelle) an Tag null infiziert. Drei bis vier Tage nach Infek-
tion wurde 50% des Volumens des Infektionsmediums ausgetauscht. Fiinf bis sechs Tage
nach Infektion wurden die Zellen im Infektionsmedium abgeschabt, durch ein sich wieder-
holendes Frieren in fliissigem Stickstoff und anschlieSendes Tauen bei 37 °C lysiert, bei
250xg und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand mit 10% (w/v) Virusstabilisator
versetzt, die Proben aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die

Bestimmung der Virustiter erfolgte mittels Plaquetest (Titration von 1x 107! bis 1x107°).

3.4.3 Transfektion von BSR T7/5-Zellen mit verschiedenen ANS-pPVM-

Konstrukten

Die Transfektion von BSR T7/5-Zellen wurde mit dem Transfektionsreagenz Lipofecta-
mine " 2000 durchgefiihrt. Die zu transfizierenden Zellen zeigten am Tag der Transfek-
tion eine Konfluenz von 80-90%. Die Transfektion wurde nach Angaben des Herstellers
mit Opti-MEM ohne FKS durchgefiihrt, wobei folgende Mengen an zu transfizierender
Plasmid-DNA eingesetzt wurden: je 5 ug des entsprechenden ANS-pPVM-Konstrukts und
die folgende Menge der entsprechenden Support-Plasmide: 2 ug pTM pvmN, 2 ug pTM
pvmP, 1 ug pTM pvmM2-1 und 1 pug pTM pvmL. 24 h nach der Transfektion wurde
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das Transfektionsmedium durch GMEM-Infektionsmedium (5% (v/v) FKS, 1% (v/v) Pe-
nicilin/Streptomycin) ausgetauscht. Drei weitere Tage nach der Transfektion wurden die
transfizierten Zellen passagiert und mit BHK-21-Zellen kokultiviert. Nach fiinf weiteren
Tagen wurden die nun mit Virus infizierten Zellen durch ein sich wiederholendes Frieren
in fliissigem Stickstoff und anschlieSendes Tauen bei 37 °C lysiert und der Virustiter der

Passage eins mittels Plaquetest bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.1).

3.4.4 Nachweis von IFN-a und IFN-3 mittels ELISA

Der ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) wurde in dieser Arbeit zum Nachweis
von IFN-a und IFN-£ in infizierten Lungen von C57BL/6-Mé&usen genutzt. Hierzu wurden
C57BL/6-Méuse mit 1x10° PFU der rekombinanten Viren (rPVM, rPVM ANS1, rPVM
ANS2, rPVM ANS1ANS2) infiziert. Nach 24 Stunden wurden die Lungen entnommen und
in 2 ml PBS mit Potter und Pistille homogenisiert. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir
10 min bei 250xg und 4 °C zur Pelletierung der nicht homogenisierten Organbestandteile
wurden die Ubersténde in den ELISA eingesetzt. Der ELISA wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

3.4.5 Mitochondrial Permeability Transition (MitoPT)-TMRE Assay

In jeder lebenden, intakten Zelle besteht unter normalen physiologischen Bedingungen ein
Transmembranpotential iiber der inneren Mitochondrienmembran. Dieses Transmembran-
potential hat zur Folge, das sich polare Farbstoffe wie das lipophile Tetramethylrhoda-
minethylester (TMRE) an der inneren Membran von Mitochondrien anreichern. Fir die
Anreicherung dieses Farbstoffes muss jedoch ein intakter Protonengradient iiber der inne-
ren Membran vorhanden sein. Lebende, intakte Zellen zeigen somit eine Anfarbung mit
TMRE, wihrend apoptotische Zellen, die keinen intakten Protonengradienten aufweisen,
sich nicht mehr anfarben lassen. Diese Anfarbung der Zellen lésst sich mit Hilfe der Fluo-
reszenzmikroskopie auswerten. Die Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials
wurde in dieser Dissertation durchgefiihrt, um die Frage nach frithzeitiger Apoptose, be-
dingt durch die Infektion mit den rPVM-GFP7 ANS-Mutanten, zu beantworten. Hierzu
wurden BHK-21-Zellen in 6-Well Zellkulturplatten ausgesit (ca. 80% konfluenter Zellrasen)
und mit rPVM-GFP7, rPVM-GFP7 ANS1, rPVM-GFP7 ANS2, rPVM-GFP7 ANS1ANS2
und PBS als Kontrolle infiziert (MOI=3 PFU /Zelle). Eine apoptotische Kontrolle wurde
durch die Zugabe von 200 ul 1 M Staurosporin (Breitbandkinaseinhibitor) pro Vertiefung
der 6-Well Zellkulturplatte fiir 3-4 h bei 37 °C induziert. Der anschlieBende Test wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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3.5 Tierexperimentelle Methoden
3.5.1 Infektion von Miusen

Die Méuse wurden entweder mit einem Narkosemittel intraperitoneal (i.p.) oder mit Isofluo-
ran als Gasanésthetikum betéubt. Die Virussuspension (80 pl Inokulum) wurde intranasal
pro Maus verabreicht. Zur Vorbehandlung mit exogenem Typ I und Typ III Interferon
wurde Méusen acht Stunden vor Infektion intranasal 10° Einheiten/100 pl IFN-a/3/w oder
5 ug/100 pl (ED5p=7,5-37,5 ng/ml) appliziert. Das Gewicht sowie das allgemeine Befinden
der Mause wurde bei Letalitéitsversuchen zweimal tédglich kontrolliert. Bei andauernder
Lethargie sowie mehr als 20% Gewichtsverlust iiber mehr als zwei Tage, bezogen auf das
Ausgangsgewicht von Tag 0, wurden die Mause im Rahmen der Abbruchkriterien eines

Tierversuchs getotet.

3.5.2 Préaparation der Lunge

Zur Organentnahme wurde die Maus zuvor mit 100 pl Trapanal getotet und iiber die
Arteria femoralis ausgeblutet. Der Brustkorb wurde geoffnet und das Zwerchfell wurde
vom Abdomen ausgehend von Brustbein und Rippen abgetrennt. Anschliefend wurde die
Lunge herausprapariert und bis zur Homogenisation in 3 ml EMEM-Medium mit 10%

(v/v) Virusstabilisator auf Eis aufbewahrt.

3.5.3 Homogenisation der Lunge

Die Homogenisation der Lunge erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, mit Hilfe von
Potter und Pistille in 3 ml EMEM-Medium mit 10% (v/v) Virusstabilisator. Der nachfol-
gende Zentrifugationsschritt wurde fiir 10 min bei 250xg und 4 °C zur Pelletierung der
nicht homogenisierten Organbestandteile durchgefiihrt. Der Uberstand wurde aliquotiert,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.5.4 Bronchoalveolar Lavage (BAL)

Bei der Bronchoalveolar Lavage (BAL) handelt es sich um eine Spiilung der Lunge mit PBS,
wodurch Zellen und 16sliche Bestandteile aus dem Respirationstrakt der Maus ausgespiilt
werden. Um eine sichere und kontrollierte Durchfithrung der BAL zu erméglichen, wurde
bei der Maus die Lunge freigelegt und die Trachea in ihrem gesamten Verlauf dargestellt.
Unter Sichtkontrolle wurde eine Venenverweilkaniile in die Trachea eingefiihrt. 800 ul PBS
(4 °C) wurden langsam in die Lunge injiziert, aspiriert und auf Eis aufbewahrt. Dieser
Vorgang wurde 3 mal wiederholt. Zur Entfernung der Zellen wurde die BAL anschliefend
fiir 7 min bei 250 x g und 4 °C zentrifugiert. Das zellfreie BAL-Fluid wurde bis zur weiteren
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Analyse mittels Cytometric Bead Array (CBA) bei -20 °C gelagert.

Der Ausgangspunkt fiir die Messungen sind sechs verschiedene Populationen von Beads,
welche unterschiedliche Fluoreszenzintensitdten besitzen. Diese Beads sind mit Antikorpern,
die spezifisch gegen IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, IFN-yv und TNF-« interagieren, be-
schichtet. Der Cytometric Bead Array wurde nach Angaben des Herstellers von Dr. Stefanie

Frey, Universitatsklinikum Freiburg, durchgefiihrt.

3.5.5 Isolierung embryonaler Fibroblasten

Zur Isolierung embryonaler Fibroblasten wurden tréchtige Méuse 14-16 Tage post coitum
durch COy getdtet. Die Uteri wurden entnommen und mehrfach mit sterilem PBS gewa-
schen. AnschlieBend wurden die Embryonen aus dem Uterus isoliert, decapitiert, und nach
dem Entfernen der inneren Organe in so kleine Stiicke geschnitten, dass die Suspension
mit einer 10 ml Einwegpipette aufgesaugt werden konnte. Die Gewebestiicke wurden zu-
sammen mit einem sterilen Riihrfisch und 5 ml Trypsin-EDTA pro Embryo fiir 15 min
bei RT geriihrt. Die Suspension (ohne unverdaute Bestandteile) wurde zur Klirung mit
Hilfe einer Pipette durch eine sterile Mullbinde filtriert. Diese erste Suspension wurde mit
5 ml (v/v) FKS pro Embryo versetzt und auf Eis aufbewahrt. Die im ersten Versuch im
Gefafl verbliebenen nicht verdauten Bestandteile wurden erneut mit 5 ml Trypsin-EDTA
(0,05% (w/v) Trypsin 1:250; 0,16% (w/v) EDTA) pro Embryo fiir 10 min bei RT geriihrt.
Diese zweite Suspension wurde erneut mit Hilfe einer Pipette durch eine sterile Mullbin-
de filtriert. Suspension 1 und Suspension 2 wurden zusammengefiithrt und fiir 10 min bei
250xg und RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in DMEM-Medium (10 U/ml Penicillin,
10 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin) resuspendiert, in eine Zellkulturflasche mit
25 cm? Durchmesser ausgesit und bei 37 °C und einer CO,-Atmosphire von 5% in Kultur

genommen.

3.5.6 Isolierung priméirer Peritonealmakrophagen

Um primére Peritonealmakrophagen zu gewinnen, erhielten die Mause eine intraperitoneale
Injektion von 1 ml einer sterilen 4%igen (w/v) Thioglykolat-Losung. Durch diese Injektion
entwickelte sich bei den Mausen eine aseptische Peritonitis. Vier Tage nach der Injektion
wurden die Mause durch CO4 getétet und die Bauchhohle zur Gewinnung der Makrophagen
mit 10 ml eiskaltem RPMI-Medium (2 mM L-Glutamin) gespiilt. Dazu wurde die Haut
iiber der Bauchdecke entfernt, die Bauchwand mit der Pinzette median angehoben und
das RPMI-Medium in die Bauchhohle injiziert. Die Lavagefliissigkeit mit den durch die
Peritonitis eingewanderten Leukozyten, iiberwiegend Makrophagen, wurde mit Hilfe einer

neuen Spritze aus dem Bauchraum aufgezogen und der Rest der Fliissigkeit nach Eroffnung
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der Bauchdecke abpipettiert. AbschlieBend wurde die Fliissigkeit fiir 10 min bei 250xg
zentrifugiert und danach in RPMI-Medium (2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und einer COs-

Atmosphére von 5% in Kultur genommen.

3.6 Histologische Methoden
3.6.1 Vorbereiten der histologischen Schnitte

Fiir die histologische Untersuchung der Lunge erfolgte zuvor eine Perfusionsfixierung. Hier-
bei wurde die Lunge durch Injektion iiber die Trachea direkt mit 500 pl Formalin fixiert
und anschliefend bis zur weiteren Verarbeitung in Formalin aufbewahrt. Die histologi-
sche Beurteilung erfolgte an Paraffin eingebettetem Material, das in 4-6 pm Préparate
geschnitten, auf Glasobjekttréager aufgezogen und gefiarbt wurde. Bei der Haimatoxylin-Eo-
sin-Farbung werden saure Molekiile im Schnitt durch das Hidmatoxylin dargestellt, sodass
die Kerne, aber auch saure Schleimsubstanzen und Bakterien blau erscheinen. Das Zy-
toplasma der Zellen, Kollagen und proteinhaltige Losungen werden rot angefiarbt. Die in
Abb. 20 dargestellten Lungenschnitte wurden von Prof. Dr. Annette Schmitt-Graeff, Uni-

versitatsklinikum Freiburg, erstellt und ausgewertet.

3.6.2 Nachweis von Typ I Interferon in RAW264.7-Zellen durch indirekte Im-

munfluoreszenz

Zum Nachweis von Typ I Interferon in vitro wurde die Methode der indirekten Immunfluo-
reszenz in Lab-Tek® II Chamber Slides gewiihlt. Hierfiir wurden ca. 1 x 10* RAW264.7-
Zellen pro Kammer eines Lab-Tek® II Chamber Slides ausgesiit. Die Zellen wurden 24
h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit einer MOI von 3 PFU/Zelle mit den Viren
rPVM-GFP7 oder rPVM-GFP7 ANS1ANS2 infiziert, wobei uninfizierte Zellen als Kon-
trolle dienten. Jeweils 4 h vor dem Fixierung der Zellen wurde das RPMI-Medium (150
pl) mit 1 pul GolgiStopTM versetzt. Zur Durchfithrung der Immunfluoreszenz wurden die
Zellen nach 16 h, 24 h und 48 h vorsichtig zweimal mit PBS gewaschen, mit einer Para-
formaldehylosung fiir 10 min bei RT fixiert, zweimal mit PBS gewaschen, mit 0,5% (v/v)
Triton-X100 fiir 5 min bei RT permeabilisiert und abschlieBend erneut zweimal mit PBS
gewaschen. Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen und zur Minimierung des
Hintergrundes wurden die Préparate fiir 30 min bei RT mit Image-iT FX Signal En-
hancer blockiert und danach mit der geeigneten Antikorperlosung (Anti-IFN-a, 1:50 in
PBS mit 5% (v/v) FKS; Anti-IFN-3, 1:300 in PBS mit 5% (v/v) FKS) fir 1 h bei RT
inkubiert. Anschlieend wurde zweimal mit PBS gewaschen, die endogenen Peroxidasen
mit 0,3% (v/v) HyOy in PBS fiir 10 min bei RT blockiert, mit einer Losung eines HRP-
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gekoppelten Sekundéarantikorpers (Anti-Kaninchen/Peroxidase konjugiert, 1:20000 in PBS
mit 5% (v/v) FKS) fiir 1 h bei RT inkubiert und wieder zweimal mit PBS gewaschen. Da
die nachzuweisenden Proteine nur in geringer Konzentration vorlagen, sollte die Detektion
durch die Verwendung des TSA Fluorescein Systems verstarkt werden. Die Verstirkung
erfolgte durch die Zugabe von 150 pl Cy3-Tyramid (1:50 in Verdiinnungsreagenz aus dem
Kit) und beruht auf enzymatischer Aktivierung und anschlieender kovalenter Bindung
des Tyramids an zelleigene Proteine. Nach einer 10-miniitigen Inkubationszeit wurde das
Cy3-Tyramid wieder von den Priparaten entfernt. AbschlieBend wurden die Préparate mit
ProLong Gold antifade reagent eingebettet. Die Auswertung erfolgte mit konfokaler Laser-

mikroskopie (Leica) bei Verwendung entsprechender Filter zur Anregung des Farbstoffes.

3.6.3 Immunhistochemie zum Nachweis von rezeptorgebundenen Typ I Inter-

feron

Um die Bindung von Typ I Interferonen in wivo am Rezeptor nachzuweisen, wurden
Kryoschnitte der Lunge angefertigt. Hierzu wurden C57BL/6-Méuse und C57BL/6.IFN-
aR%0 IL28Ra/® -Miuse wie unter 3.5.1 beschrieben intranasal mit 1 x 10° PFU rPVM-
GFP, rPVM-GFP ANSIANS2 oder als Kontrolle mit PBS (Mock) infiziert. 24 h nach
Infektion wurden die Mause intranasal mit 50 pl (0,04 pg/pl) des priméren polyklonalen
Anti-IFN-«v Antikorpers, 50 pl (0,04 pg/pl) des priméren polyklonalen Anti-IFN-5 An-
tikorpers oder 50 pl PBS (Kontrolltiere) behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Mause
getotet und die Lungen iiber die Trachea mit einer Paraformaldehydlésung plus 8% (w/v)
Saccharose fixiert. Nach zweimaligen Waschen fiir 10 min in PBS erfolgte die Stabilisierung
des Gewebes fiir je 3 h in 10% (w/v) Saccharose, 20% (w/v) Saccharose und abschlieflend
tiber Nacht in 30% (w/v) Saccharose. Danach wurden das Gewebe in TissueTek eingebun-
den, im Gefriermikrotom (Leica) bei -26 °C geschnitten (7-10 pm Dicke) und auf Objekt-
trager (Typ Superfrost) aufgezogen. Die fertigen Schnitte wurden fiir 2 Stunden bei RT
getrocknet. Zur Absattigung der freien Bindungsstellen und zur Minimierung des Hinter-
grundes wurden die Schnitte fiir 30 min bei RT mit Image-iT FX Signal Enhancer blockiert.
Die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper (Anti-Kaninchen/Alexa 555 konjugiert,
1:100 in PBS mit 5% (v/v) FKS) wurde fiir 1 h bei RT vorgenommen. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit ProLong Gold antifade reagent eingedeckelt.
Im Falle einer Doppelfarbung (IFN-a/Alveolarmakrophagen; IFN-«a/ziliierte Epithelien;
IFN-3/Alveolarmakrophagen; IFN-f/ziliierte Epithelien) erfolgte nach dem dreimaligen
Waschen mit PBS und einer nochmaligen Behandlung fiir 30 min mit dem Image-iT FX
Signal Enhancer, die Inkubation mit dem zweiten Erstantikorper (Anti-F4/80 (Alveolar-
makrophagen), 1:100 in PBS mit 5% (v/v) FKS; Anti-g-Tubulin IV (ziliierte Epithelien),
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1:400 in PBS mit 5% (v/v) FKS) bei 4 °C iiber Nacht. Nach erneutem Waschen mit
PBS erfolgte die Inkubation fiir 1 h bei RT mit dem zweiten Sekundarantikorper (Anti-
Ratte/Alexa 350 konjugiert, 1:100 in PBS mit 5% (v/v) FKS; Anti-Kaninchen/Alexa 350
konjugiert, 1:100 in PBS mit 5% (v/v) FKS). Nach abschliefendem dreimaligem Waschen
mit PBS wurden die Schnitte mit ProLong Gold antifade reagent eingedeckelt. Die Auswer-
tung erfolgte mit Fluoreszenzmikroskopie (Leica) und konfokaler Lasermikroskopie (Leica)

bei Verwendung entsprechender Filter zur Anregung der entsprechenden Farbstoffe.
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4 Ergebnisse

Die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 sind exklusiv bei den Pneumoviren im Gegen-
satz zu allen anderen Mitgliedern der Mononegavirales vorhanden (Evans et al., 1996). Im
Fall von HRSV und BRSV sind diese beiden Proteine bereits als Interferonantagonisten
identifiziert worden (Bossert et al., 2003; Spann et al., 2004; Spann et al., 2005). Das PVM-
Mausmodell wurde in dieser Arbeit verwendet, um die Bedeutung von Typ I und Typ III
Interferonen fiir die Pathogenese einer pneumoviralen Infektion zu studieren. Hierzu wur-
den zunéchst mit Hilfe der reversen Genetik rekombinante PVM-Mutanten hergestellt, bei
denen die Gene fiir die NS-Proteine, welche vermutlich als Interferonantagonisten fungie-

ren, deletiert sind.

4.1 Konstruktion von rekombinanten PVM ANS-Mutanten

Zur Konstruktion der rekombinanten PVM ANS-Mutanten rPVM ANS1, rPVM ANS2
und rPVM ANS1ANS2 sowie rPVM-GFP7 ANS1, rPVM-GFP7 ANS2 und rPVM-GFP7
ANSIANS2 wurde ein Ansatz gewahlt, bei dem zwei unterschiedliche Konstrukte, pPVM1
und pPVM-GFP7, die Basis fiir die Konstruktion der sechs Mutanten bildeten. Bei dem
ersten Konstrukt, pPVM1 (17882 bp, Referenz siehe Abschnitt 3.1.9) befindet sich die kom-
plette cDNA des Genoms des biologischen Wildtypstammes PVM15 (Krempl et al., 2005),
unter der Kontrolle des Transkriptionspromotors des T7-Bakteriophagen (Krempl et al.,
2007). Diese genomische Sequenz von pPVM1 unterscheidet sich nur durch zwei zusétzlich
eingebrachte Restriktionsschnittstellen der Endonukleasen Agel (Position 4509 nt) und
BstBI (Position 8461 nt) von der genomischen Sequenz des biologischen Wildtyps PVM15.
Das zweite Konstrukt, pPVM-GFP7 (Referenz siehe Abschnitt 3.1.9), unterscheidet sich
vom pPVM1 Plasmid durch eine zusétzliche GFP- (green fluorescent protein) Genkas-
sette, welche in die vorhandene Agel Schnittstelle inseriert wurde (Krempl et al., 2007).
Zum besseren Verstdndnis der nachfolgenden Konstruktionsbeschreibung sind in Abb. 6
die einzelnen Schritte dargestellt. Durch die Verwendung der zwei unterschiedlichen Plas-
mide wurden die Mutanten sowohl als rPVM ANS-Mutanten als auch als rPVM-GFP7
ANS-Mutanten hergestellt.

Im ersten Schritt wurde aus dem Plasmid pPVM1 mit den Restriktionsenzymen Smal
(Position 17859 nt) und Kpnl (Position 1658 nt) das folgende Fragment herausgeschnitten:
T7 Promotor-leader-NS1-NS2-Teil von N (1681 nt). Dieses Fragment enthielt die komplette
Sequenz des Transkriptionspromotors des T7-Bakteriophagen (20 nt), die komplette Lea-
dersequenz (43 nt), die komplette Sequenz des NS1-Gens (410 nt), die komplette Sequenz
des NS2-Gens (571 nt), eine 621 nt lange Teilsequenz des N-Gens, sowie kurze nichttran-
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pPVM-1
17882 bp

Mutagenese-PCR Mutagenese-PCR

T7 Promotor — leader NS2 T7 Promotor — leader T7 Promotor — leader:

Sequenzierung Sequenzierung Sequenzierung
& & &
Klonierung Klonierung Klonierung
Smal Kpnl Smal Kpnl Smal Kpnl

] L] ANS1ANS2

Abbildung 6: Konstruktion von pPVM1 ANS1, pPVM1 ANS2 und pPVM1 ANS1ANS2. Aus dem Aus-
gangsplasmid pPVM1 wurde mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Smal und Kpnl das folgende Frag-
ment herausgeschnitten: T7 Promotor-leader-NS1-NS2-Teil von N (1681 nt). Dieses Fragment wurde in den
zuvor mit den Restriktionsendonukleasen Smal und Kpnl geschnittenen pGEM®-3Zf(+) Vektor inseriert.
Danach erfolgte eine gerichtete Mutagenese-PCR (Byrappa et al., 1995) mit den in Tab. 8 aufgelisteten
Primern (siehe Abschnitt 3.1.7). Nach abschlieBender Ligation erfolgte die Klonierung iiber die Restrikti-
onsschnittstellen von Smal und Kpnl zuriick in pPVM1. Die Plasmide wurden zur Bestétigung sequenziert.
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NS1 NS2 N
Genstart NS1 Genende NS1 Genstart NS2 Genende NS2  Genstart N
AAGTJ AGG TGJ AGTTAATTAAAA GGT| AGGACAAGT ATJ AGTTATAG ATJ AGGATAAA
D ] C— —
ANS1 rev. ANS2 rev. ANS1 forw. ANS2 forw. ANS1ANS2 forw.

ANS1 rev.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Primerlokalisation. Dargestellt ist die Lokalisation der spezi-
fischen Mutagenese-PCR Primer (Primerpaare jeweils durch die gleiche Farbe gekennzeichnet) innerhalb
der entsprechenden PVM-Sequenz.

kb

4,0
3,0 *
2,0 * % * &

L5 * *
1,0

0,5

M1 2 3 4 M5 6 7 8

Abbildung 8: RT-PCR zur Uberpriifung der Nucleotidsequenz der sechs PVM ANS-Mutanten. Zur
Uberpriifung der Nucleotidsequenzen wurde eine RT-PCR mit den Primern PVM1 lea2m forward und
PVM N 2013 durchgefithrt. M: 1 kb DNA Ladder, Spur 1 rPVM ANSI1: 1540 bp, Spur 2 rPVM ANS2:
1379 bp, Spur 3 rPVM ANS1ANS2: 1086 bp, Spur 4 rPVM: 1949 bp, Spur 5 rPVM-GFP7 ANS1: 1540
bp, Spur 6 rPVM-GFP7 ANS2: 1379 bp, Spur 7 rPVM-GFP7 ANS1ANS2: 1086 bp, Spur 8 rPVM-GFPT:
1949 bp. Die korrekt amplifizierten Fragmente sind in der Abbildung mit einem roten Stern markiert.

skribierte Sequenzfolgen (intergenische Nukleotide) zwischen den einzelnen Genen.

Im zweiten Schritt erfolgte die Insertion des Fragments iiber die Smal und Kpnl Schnitt-
stellen in den Vektor pGEM®-3Zf(+) (Vektorkarte siehe Abschnitt 3.1.9, siehe Abb. 5).
Nach erfolgreicher Ligation wurde eine gerichtete Mutagenese-PCR (nach Byrappa et al.
(1995) und Abschnitt 3.3.10) mit spezifischen Primern zur Amplifikation der benotigten Be-
reiche durchgefiihrt. Zur besseren Orientierung sind in Abb. 7 die in der Mutagenese-PCR
verwendeten Primer (siehe Tab. 8 und Abschnitt 3.1.7) und ihre entsprechende Lokalisati-
on aufgefithrt. Durch die Mutagenese wurden die entsprechenden Gensequenzen aus dem
Amplifikat entfernt (NS1-Gen, NS2-Gen oder beide Gene). Nach anschlieflender Ligation
erfolgte die Insertion der Sequenzen iiber die Restriktionsschnittstellen der Endonuklea-
sen Smal und Kpnl zuriick in das Ausgangsplasmid pPVM1 und zusétzlich in das Plas-
mid pPVM-GFP7. Die korrekten Sequenzen der sechs Plasmide: pPVM1 ANS1, pPVM1
ANS2, pPVM1 ANS1ANS2, pPVM-GFP7 ANS1, pPVM-GFP7 ANS2 und pPVM-GFP7
ANSTANS2 wurden durch eine DNA-Sequenzierung nach Sanger bestétigt (Sanger et al.,
1977) (siche Abschnitt 3.3.11). Die Herstellung der rekombinanten Viren wurde durch
Transfektion der entsprechenden Plasmid-DNA und den Support-Plasmiden (siche Ab-
schnitt 3.4.3), wie bei Krempl et al., 2007 beschrieben, durchgefiihrt. Die Virusvermeh-
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A
rPVM
3'leader—Nsi{Ns2{ N | P H{ m s & F H w2 H L }—— 5" trailer
Genlinge (nt) 40 571 1218 906 930 395 1332 1662 875 6331
B
rPVM ANS1
3leader—— Ans2{ N H P H wm [saf & F H w2 H L j—— 5" trailer
Genlinge (nt) 571 1218 906 930 395 1332 1662 875 6331
C
rPVM ANS2
3leader—nst~_{ N H P H m ffsaf & F H w2 H L }—— 5" trailer
Genléange (nt) 410 1218 906 930 395 1332 1662 875 6331
D

rPVM ANS1ANS2
3leader——  _{ N H P H m Hsi & H F H w2 H L }—— 5" trailer

Genlange (nt) 1218 906 930 395 1332 1662 875 6331

Abbildung 9: Schema der rPVM ANS-Mutanten. (A) Dargestellt ist das rPVM Genom ausgehend von der
c¢DNA des Wildtypstammes PVM15, (GenBank accession number: AY729016). (B) zeigt rtPVM ANS1 mit
der Deletion des NS1-Gens (410 nt), (C) rPVM ANS2 mit der Deletion des NS2-Gens (571 nt) und (D)
rPVM ANS1ANS2 mit der Deletion beider NS-Gene.

rung erfolgte wie unter Abschnitt 3.4.3 beschrieben. Zur abschliefenden Bestéatigung der
korrekten Gendeletionen wurden BHK-21-Zellen mit den sechs verschiedenen PVM ANS-
Mutanten infiziert. Aus den infizierten Zellen wurde gesamtzellulare-RNA isoliert (siehe
Abschnitt 3.3.7). Nach der reversen Transkription mit Random Primern (siehe Abschnitt
3.3.8) erfolgte eine PCR mit den Primern PVMI1 lea2m forward und PVM N 2013 (siehe
Tabelle 7 und Abschnitt 3.1.7). Abb. 8 zeigt die amplifizierten Fragmente und ihre korrek-
te Grofle. Abb. 9 beschreibt eine schematische Darstellung der rPVM ANS-Mutanten mit
Deletion des NS1-Gens (410 nt), des NS2-Gens (571 nt) und mit Deletion beider NS-Gene.
Eine Sequenzierung bestétigte die Korrektheit der konstruierten rPVM ANS-Mutanten.

4.2 In vitro Charakterisierung von rPVM ANS-Mutanten

4.2.1 Replikationsfihigkeit von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in BHK-
21-Zellen

Im Anschluss an die Konstruktion der rPVM ANS-Mutanten wurde eine vollstandige in
vitro Charakterisierung durchgefiihrt. Hierzu wurde zuerst deren Replikationsfihigkeit in
BHK-21-Zellen, die nachweislich kein funktionales Interferonsystem haben (Mifune et al.,
1970), getestet. Es wurden Wachstumskurven (siehe Abschnitt 3.4.2) im Doppelansatz
durchgefiihrt, wobei die Zellen mit einer MOI von 0,01 PFU/Zelle infiziert wurden. Zel-
len und Uberstinde wurden jeweils im 24-Stunden Rhythmus geerntet und der Virustiter
wurde iiber einen Plaquetest (siche Abschnitt 3.4.1) bestimmt. Tag sieben nach Infektion

wurde dabei als Endpunkt des Experiments festgelegt, da zu spéiteren Zeitpunkten kein er-
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Abbildung 10: Wachstumskurve von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in BHK-21-Zellen. BHK-21-Zellen
wurden mit einer MOI von 0,01 PFU/Zelle infiziert. Zellen und Uberstéinde wurden wie in Abschnitt 3.4.2
beschrieben zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und der Virustiter mittels Plaquetest bestimmt
(sieche Abschnitt 3.4.1). In der Graphik sind die Mittelwerte zweier unabhingiger Experimente sowie die
Standardabweichungen (SD) dargestellt.

heblicher Zuwachs der Replikation erwartet wurde. Die Wachstumskurven beschreiben eine
nahezu identische Replikation von rPVM ANS1, rPVM ANS2 und rPVM ANSTIANS2 im
Vergleich zum rekombinanten Wildtypvirus (siehe Abb. 10). Die Virustiter aller vier Viren
waren zum Endpunkt des Experiments nahezu identisch, wobei ein maximaler Virustiter
von 1,3 x 10" PFU/ml bei rPVM ANSI, 1,4 x 10" PFU/ml bei rPVM ANS2, 1,4 x 107
PFU/ml bei rIPVM ANS1ANS2 sowie 2 x 10" PFU/ml bei rPVM detektiert wurde. Diese
Charakterisierung der Replikationsfihigkeit der rPVM ANS-Mutanten in BHK-21-Zellen
belegte, dass die Deletion der NS-Gene keine Auswirkung auf die intrinsische Replikations-
fahigkeit der Viren hat.

4.2.2 Replikationsfihigkeit von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in

Interferon-kompetenten und Interferon-inkompetenten Zellen

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei den NS-Proteinen von PVM um Antagonisten des
Interferonsystems handelt, wurde die Replikationsfahigkeit von rPVM und rPVM ANS-
Mutanten in Zellen mit einem intakten Interferonsystem (Interferon-kompetent) sowie in
Zellen mit einem defekten Interferonsystem (Interferon-inkompetent) getestet. In Tab. 13
sind alle Zelltypen, die in den nachfolgenden Versuchen benotigt wurden, sowie ihre Merk-
male beziiglich Interferon-Kompetenz oder Interferon-Inkompetenz zusammengefasst. Zur
Durchfiithrung der nachfolgenden Versuche wurden primére embryonale Mausfibroblasten
(MEFs) aus C57BL/6- und C57BL/6.IFN-aR%° -Mzusen isoliert. Bei C57BL/6.IFN-a-
R%0 -Méusen liegt eine Deletion der IFNAR1 Untereinheit des Typ I Interferonrezeptors
(Koerner et al., 2007) vor, sodass diese Tiere bzw. Zellen dieser Tiere nicht mehr auf einen

Typ I Interferon-Stimulus reagieren kénnen. Die Durchfithrung der Wachstumskurven zur
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Tabelle 13: Beschreibung der verschiedenen Zelllinien

Spezies Zelllinie Typ I Interferon Typ III Interferon
kompetent kompetent

C57BL/6 MEFs Ja Ja

C57BL/6 peri. Makrophagen Ja Ja
C57BL/6.IFN-aR%/0 MEFs Nein Ja
C57BL/6.IFN-04R0/O peri. Makrophagen Nein Ja
C57BL/6.IFN-aR%/0 IL28Ra"/?  peri. Makrophagen Nein Nein

BALB/c peri. Makrophagen Ja Ja

BALB/c RAW264.7 Ja Ja

Bestimmung der Replikationsfahigkeit erfolgte wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben.

In Interferon-kompetenten MEFs konnte ein maximaler Virustiter von 2 x 105 PFU/ml
an Tag sieben nach Infektion mit rPVM bestimmt werden (siche Abb. 11 A). Obwohl der
Virustiter nach Infektion mit rPVM ANSI iiber die Zeit (Tag eins bis Tag sieben) stetig
anstieg, lag dennoch eine signifikante Reduktion gegeniiber einer rPVM Infektion vor, die
sich in einem maximalen Unterschied von Faktor 100 am Endpunkt des Experiments (2x10*
PFU/ml) deutlich dokumentieren lie. Fiir rPVM ANS2 und rPVM ANSTANS?2 lief sich
in C57BL/6-MEFs eine sehr starke Attenuierung, die sich in einer zeitlich verzogerten
Virusreplikation (Nachweis erst ab Tag drei moglich) und einer verringerten Replikations-
fihigkeit mit einem maximalen Virustiter von 4 x 102 PFU/ml #uBerte, beschreiben.

In Interferon-inkompetenten C57BL/6.IFN-aR%° -MEFs konnte ein Virustiter von
2 x 105 PFU/ml an Tag sieben nach Infektion mit rPVM bestimmt werden (sieche Abb. 11
B). Ein Vergleich zu den Ergebnissen in Interferon-kompetenten MEFs belegt keinen Unter-
schied im Virustiter am Endpunkt des Experiments. rPVM ANSI erreichte in C57BL/6.-
IFN-aR%° -MEFs ebenfalls einen Virustiter von 2 x 105 PFU/ml sieben Tage nach Infek-
tion. Dabei konnte im Gegensatz zu den Experimenten in Interferon-kompetenten MEF's
kein Unterschied im Anstieg des Virustiters zu rPVM beobachtet werden (siche Abb. 11
A, B). Die zuvor nachgewiesene Attenuierung der Replikationsfihigkeit von rPVM ANS2
und TPVM ANS1ANS?2 in Interferon-kompetenten Zellen konnte in C57BL/6.IFN-aR%/°
-MEFs nahezu vollstdndig rekonstituiert werden, wobei keine nennenswerten Unterschiede
im Anstieg der Virustiter im Vergleich zu rPVM und rPVM ANSI1 verzeichnet werden konn-
ten. Ein Vergleich von rPVM und rPVM ANS1 zu rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2
beschreibt eine nicht statistisch relevante Reduktion der Virustiter um Faktor fiinf sieben
Tage nach Infektion. Somit wurde im Vergleich zu den C57BL/6-MEFs in C57BL/6.IFN-a-
R0 _MEFs eine &hnliche Replikationsfihigkeit aller drei rPVM ANS-Mutanten zu tPVM

beschrieben.
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A B

Abbildung 11: Wachstumskurve von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in Interferon-kompetenten
C57BL/6- (A) und Interferon-inkompetenten C57BL/6.IFN-aR%/® -MEFs (B). Die Zellen und die
Uberstéinde wurden wie unter Abschnitt 3.4.2 beschrieben zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und
der Virustiter mittels Plaquetest (sieche Abschnitt 3.4.1) bestimmt. In der Graphik sind die Mittelwerte
zweier unabhéngiger Experimente plus Standardabweichung dargestellt.

Zur Bestétigung der vorhandenen Daten, wurde die Replikationsfahigkeit der rPVM ANS-
Mutanten in weiteren Zelltypen getestet. Hierbei handelt es sich zum einen um die murine
Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 (Raschke et al., 1978) und zum anderen um primére pe-
ritoneale Makrophagen, die aus C57BL/6-, C57BL/6.IFN-aR%° - C57BL/6.IFN-aR%/° -
IL28Ra’/® - und BALB/c-Miusen isoliert wurden. Bei C57BL/.IFN-aR%° IL28Ra’/° -
Mausen liegt eine Deletion der IFNAR1 Untereinheit des Typ I Interferonrezeptors und
der IL28Ra Untereinheit des Typ III Interferonrezeptors vor (Mordstein et al., 2008). Die
Tiere bzw. Zellen dieser Tiere konnen somit nicht mehr auf einen Typ I und Typ III
Interferon-Stimulus reagieren. Bei den RAW264.7-Zellen handelt es sich um Makrophagen
aus BALB/c-Mausen, die mit dem murinen Abelson Leukédmievirus transformiert wurden.
Die Replikationsfahigkeit der Viren wurde durch die Bestimmung der Virustiter in den
Zelliiberstanden mittels Plaquetest (siche Abschnitt 3.4.1) ermittelt. In den RAW264.7-
Zellen erreichte das rekombinante Wildtypvirus einen Virustiter von 3,3 x 10 PFU/ml
an Tag sieben nach Infektion (sieche Abb. 12 A). Nach Infektion mit rPVM ANS1, rPVM
ANS2 und rPVM ANS1ANS2 konnte in den Zelliiberstéanden der RAW264.7-Zellen mittels
Plaquetest (Titration von 1x107! bis 1x107%) (siehe Abschnitt 3.4.2; siche Abb. 12 A) kein
Virustiter bestimmt werden. In peritonealen Makrophagen aus C57BL/6- und BALB/c-
Ma&usen konnte ebenfalls nach Infektion mit den rPVM ANS-Mutanten kein Virustiter
detektiert werden (sieche Abb. 12 B und C). rPVM weist dagegen einen Virustiter von
1,5 x 10* PFU/ml am Endpunkt des Experiments in C57BL/6-Makrophagen (sieche Abb.
12 B) und einen um ca. Faktor 30 erhdhten Virustiter von 4,4 x 10° PFU/ml in BALB/c-
Makrophagen (siehe Abb. 12 C) auf. Des Weiteren kann eine relative flache Wachstums-

kurve und eine zeitliche Verzogerung der Virusreplikation (beginnend erst an Tag drei)
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Abbildung 12: Die Replikationskinetik von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in (A) RAW264.7-Zellen
und (B) peritonealen Makrophagen aus C57BL/6-, (C) BALB/c-, (D) C57BL/6.IFN-aR%/° - sowie (E)
C57BL/ 6.IFN-aR%/0.TL28Ra/% -Mzusen. Die Bestimmung der Virustiter erfolgte mittels Plaquetest (siehe
Abschnitt 3.4.1). In der Graphiken (A, B, C, D) sind die Mittelwerte zweier unabhéngiger Experimente plus
Standardabweichung dargestellt. E zeigt die Mittelwerte eines Experimentes plus Standardabweichung.
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von rPVM in den C57BL/6-Makrophagen, im Vergleich zu einer steileren Wachstumskur-
ve und einer Virusreplikation beginnend bereits an Tag eins in den BALB/c-Makrophagen,
beschrieben werden. Diese Daten lassen auf mausstammspezifische Replikationsunterschie-
de schliefen.

In C57BL/6.IFN-aR%? -Makrophagen (siehe Abb. 12 D) zeigten alle rPVM ANS-Mutanten
einen rPVM #hnlichen Virustiter von ungefiihr 2 x 105 PFU/ml an Tag sieben nach Infekti-
on. Der Verlauf der vier Wachstumskurven war dabei nahezu identisch. In C57BL/6.IFN-
aR%/% IL28Ra/°-Makrophagen (sieche Abb. 12 E) konnte nach Infektion mit rPVM und
den rPVM ANS-Mutanten ein #hnlicher Virustiter von ungefihr 6 x 10° PFU/ml an Tag
sieben detektiert werden. Auch in diesem Experiment war der Verlauf der vier Wachstums-

kurven dhnlich, wohingegen ein sigmoiderer Verlauf im Vergleich zu den Wachstumskurven
in C57BL/6.IFN-aR%° -Makrophagen beschrieben werden konnte (sieche Abb. 12 D, E).

4.2.3 Induktion von Typ I und Typ III Interferon in vitro

In den vorher beschriebenen Versuchen konnte eine Replikation von rPVM sowohl in
Interferon-kompetenten als auch in Interferon-inkompetenten Zellen gezeigt werden. Dage-
gen wiesen TPVM ANS1, rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 eine deutliche Attenuierung
in Interferon-kompetenten und ein dem rekombinanten Wildtypvirus dhnliches Wachstum
in Interferon-inkompetenten Zellen auf. Aufgrund dieser Daten wurde in dieser Dissertation
die Typ I und Typ III Interferon-Induktion nach Infektion mit rPVM, rPVM ANS1, rPVM
ANS2 und rPVM ANSTANS?2 in verschiedenen Zellen untersucht. Dazu wurde Interferon-
spezifische mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen. Daneben wurde der Nachweis von rPVM
spezifischer mRNA (Primer: PVM N 1505, PVM N 2013; Position 1548-2056 nt des PVM
Genom; siehe Tabelle 7) als Kontrolle der Infektion und der Nachweis der konstitutiv ex-
primierten mRNA des Gesamtaktins (Primer: Aktin forward TM 92, Aktin reverse TM 93;
siehe Tabelle 7) als Normierungskontrolle gewihlt. Fiir die Experimente wurden MEF's von
C57BL/6-Mé&usen mit den rekombinanten Viren (MOI von 1 PFU/Zelle) infiziert. 8 h, 16 h,
24 h und 48 h spéter erfolgte der Nachweis von IFN-a5, IFN-( und IFN-X 2/3 Transkripten
in den C57BL/6-MEFs (siche Abb. 13 A). Der Nachweis der Interferon-Induktion erfolgte
bei RAW264.7-Zellen (siehe Abb. 13 C) und peritonealen Makrophagen (siche Abb. 13 B)
nach 24 h.

16 h und 24 h nach Infektion mit rPVM ANS1 wurde in C57BL/6-MEF's (sieche Abb. 13 A)
eine geringe, kaum nachweisbare Induktion von IFN-a5 belegt. 48 h nach Infektion konn-
te keine IFN-ab-Induktion mehr bestimmt werden. Eine schwache Induktion von IFN-ab
konnte dagegen 16 h und 24 h, eine stérkere Induktion 48 h nach Infektion mit rPVM ANS2
und rPVM ANS1ANS2 dokumentiert werden. Fiir rPVM konnte in C57BL/6-MEFs wie
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rPVM Aktin IFN-a5 IFN-B IFN-A 2/3
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Abbildung 13: Nachweis von Typ I und Typ III Interferon mittels RT-PCR. Embryonale Mausfibroblasten
(MEFs) von C57BL/6-Méusen (A), peritoneale Makrophagen von C57BL/6-Méusen (B) und RAW264.7-
Zellen (C) wurden mit einer MOI von 0,01 PFU/Zelle in 6-well Zellkulturplatten infiziert. Zu den ange-
gebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und die gesamtzellulire-RNA isoliert. Zur Synthese eines
cDNA-Erststranges aus gesamtzelluldrer-RNA wurde 1 pg RNA eingesetzt. Die cDNA wurde zur Detek-
tion von rPVM, Aktin, IFN-a5, IFN-3 und IFN-X 2/3 Transkripten mittels RT-PCR eingesetzt. Fiir alle
Abbildungen gilt: Spur 1: rPVM ANSI1, Spur 2: rtPVM ANS2, Spur 3: rtPVM ANS1ANS2, Spur 4: rPVM,
Spur 5: Mock.
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auch in peritonealen Makrophagen und RAW264.7-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine Induk-
tion von IFN-a5 bestimmt werden (siehe Abb. 13 A, B, C). In RAW264.7-Zellen (siche Abb.
13 C) wurde eine geringfiigige Induktion von IFN-a5 nach Infektion mit ANSI ersichtlich.
In peritonealen Makrophagen (siche Abb. 13 B) wurde dagegen eine stérkere Induktion
von IFN-a5 im Vergleich zu den Daten der RAW264.7-Zellen und C57BL/6-MEFs ermit-
telt. IFN-a5 Transkripte waren ebenso 24 h nach Infektion mit rPVM ANS2 und rPVM
ANSIANS2 in RAW264.7-Zellen (siche Abb. 13 C) und peritonealen Makrophagen (siehe
Abb. 13 B) nachweisbar.

Eine Induktion von IFN-/3 konnte zu keinem der gewéhlten Zeitpunkte nach Infektion
mit rPVM ANSI in C57BL/6-MEFSs, peritonealen Makrophagen und RAW264.7-Zellen
nachgewiesen werden (sieche Abb. 13 A, B, C). Nach Infektion mit rPVM ANS2 wurde
16 h, 24 h und 48 h in C57BL/6-MEFs eine Induktion von IFN-3 belegt (siche Abb. 13
A). Ebenso konnte in peritonealen Makrophagen und RAW264.7-Zellen eine Induktion
von IFN-f ermittelt werden (siche Abb. 13 B, C). Im Fall von rPVM ANSIANS2 konnte
eine Induktion von IFN-$ 24 h und 48 h nach Infektion in C57BL/6-MEFs und 24 h
nach Infektion in peritonealen Makrophagen und RAW264.7-Zellen dokumentiert werden
(siehe Abb. 13 B, C). Fiir rPVM konnte gleichermafien wie zuvor fiir IFN-a5 beschrieben,
in allen drei Zelltypen zu keinem der bestimmten Zeitpunkte eine Induktion von IFN-3
nachgewiesen werden (siehe Abb. 13 A, B, C).

Eine Detektion von IFN-X 2/3 Transkripten war nur in den RAW264.7-Zellen nach
Infektion mit rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 moglich (siche Abb. 13 C). Diese be-
schriebenen Daten deuten auf eine Interferenz der NS-Proteine mit dem Typ I und Typ

IIT Interferonsystem hin.

4.3 In vivo Charakterisierung der rPVM ANS-Mutanten

4.3.1 C57BL/6.MX1+/+-Mﬁuse zeigten keine angeborene Resistenz gegeniiber
einer rPVM-Infektion

Jean Lindenmann postulierte 1962 erstmals bei Mausen des Inzuchtstammes A2G eine
angeborene Resistenz gegen Influenzaviren (Lindenmann, 1962). Durch verschiedene Kreu-
zungsexperimente konnte schliellich ein Resistenzgen mit autosomal dominanter Verer-
bung, das Mx-Gen (myxovirus restistance), nachgewiesen werden (Staeheli et al., 1988).
Kommerziell erhéltliche Laborstamme und die in dieser Arbeit verwendeten IFN-5+/A8—luc_
Maéuse besitzen eine Deletion der Mx1-Allele (Stacheli et al., 1988). Die zusétzlich verwen-
deten Mausstimme C57BL/6.IFN-aR%° | C57BL/6.1L28Ra®° und C57BL/6.IFN-aR"/° -
IL28Ra’/% besitzen hingegen funktionale Mx1-Allele. Um in der vorliegenden Dissertation

sowohl Mx17/* als auch Mx1~/~ Mausstimme verwenden zu konnen (siehe Abschnitt
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Abbildung 14: C57BL/ 6.Mx1t/+-Miuse zeigten keine angeborene Resistenz gegeniiber einer rPVM-
Infektion. C57BL/6.Mx1+/*- und C57BL/6.Mx1~/~-Miuse wurden mit 5 x 10> PFU rPVM intranasal
infiziert. Das Gewicht und der Gesundheitszustand der M#use wurde dabei téglich kontrolliert. In dieser
Abbildung sind die Mittelwerte des Kérpergewichts als prozentuale Abweichungen ausgehend vom Gewicht
an Tag 0 graphisch dargestellt.

3.1.5), wurde zuvor die antivirale Funktion des Mx-Gens innerhalb einer rPVM-Infektion
getestet. Hierzu wurden C57BL/6.Mx17/*-Miuse und C57BL/6.Mx1~/~-Muse intranasal
mit einer letalen Dosis von 5 x 10* PFU des rekombinanten Wildtypvirus (rPVM) infiziert.
Sowohl fiir C57BL/6.Mx1~/~-Muse als auch C57BL/6.Mx1+/*-Muse verlief die Infekti-
on in 100% der Félle letal (sieche Abb. 14). Eine antivirale Funktion des Mx-Gens bei einer

rPVM-Infektion konnte somit ausgeschlossen werden.

4.3.2 Replikation und Virulenz der rekombinanten Viren in Typ I Interferon-
rezeptor-defizienten Miusen (C57BL/6.IFN-aR")

Aufgrund der zuvor beschriebenen Attenuierung der rPVM ANS-Mutanten in Interferon-
kompetenten Zellen und einer fast vollstdndigen Rekonstitution der Replikationsfahigkeit
in Interferon-inkompetenten Zellen (sieche Abschnitt 4.2.2), wurde eine Rekonstitution der
Replikationsfihigkeit auch in Typ I Interferonrezeptor-defizienten C57BL/6.IFN-aR%/°-
Miusen erwartet. Fiir den nachfolgenden Versuch wurden daher C57BL/6.IFN-aR%/°-
Méuse und als Kontrolltiere C57BL/6-Mause herangezogen. Diese Mausstdmme wurden
intranasal mit einer letalen Dosis von 5 x 103 PFU der rekombinanten Viren infiziert. Zur
Ermittlung der Virulenz wurde der Gewichtsverlust als Zeichen der Pathogenitédt im Verlauf
der Infektion herangezogen. Hierfiir wurde téglich das Gewicht und das klinische Erschei-
nungsbild der Méuse (struppiges Fell, schwere Atmung usw.) kontrolliert. Zur Bestimmung
der Replikationsfahigkeit der Viren wurden die Mause an Tag drei und Tag sieben nach
Infektion getotet, die Lungen entnommen, homogenisiert und der Virustiter mittels Plaque-
test bestimmt (sieche Abschnitt 3.4.1). Die Gewichtsdaten der C57BL/6-Kontrolltiere nach
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Infektion mit den vier rekombinanten Viren sind in Abb. 15 A dargestellt. Alle tPVM
infizierten Méuse wurden aufgrund der starken Krankheitssymptome und dem an Tag fiinf
beginnenden erheblichen Gewichtsverlust an Tag sieben oder acht getdtet. Mause infiziert
mit rPVM ANS1, rPVM ANS2 und rPVM ANST1ANS2 zeigten keinen todlichen Infekti-
onsverlauf und nur im Fall von rPVM ANS1 einen voriibergehenden Gewichtsverlust nach
Tag sechs bis Tag neun, mit einem Maximum von ungefihr 12% an Tag acht. Bei rPVM
infizierten C57BL/6-M#usen konnte ein mittlerer Virustiter von 3,6 x 10* PFU/Lunge an
Tag drei und 4,8 x 10° PFU/Lunge an Tag sieben nachgewiesen werden. Nach Infektion
mit TPVM ANSI1 konnte an Tag drei ein mittlerer Virustiter von 1,2 x 10* PFU/Lunge
und an Tag sieben im Gegensatz zum rekombinanten Wildtypvirus ein um ca. Faktor 1000
verringerter Virustiter von 1,5 x 10> PFU/Lunge detektiert werden. Fiir rPVM ANS2 und
rPVM ANSI1ANS2 konnte an Tag drei ein mittlerer Virustiter von 3 x 10> PFU/Lunge
bei 80% der getesteten Miuse bzw. 1,2 x 10?2 PFU/Lunge bei 60% der getesteten Miuse
bestimmt werden. An Tag sieben nach Infektion konnte weder fiir rPVM ANS2 noch fiir
rPVM ANS1ANS2 bei einer Nachweisgrenze von 1 x 102 PFU/Lunge ein Virustiter detek-
tiert werden (siche Abb. 15 B). Aus diesen Daten ldsst sich eine starke Attenuierung von
rPVM ANS2 und rPVM ANSIANS2 und eine schwéchere Attenuierung von rPVM ANSI1
hinsichtlich Virulenz und Replikationsfiahigkeit in C57BL/6-Mé&usen ableiten. Dieses ldsst
den Schluss zu, dass es sich sowohl bei dem NS1- als auch bei dem NS2-Protein von PVM
um Pathogenitéatsfaktoren handelt.

Im zweiten Teil der Experimente wurden C57BL/6.IFN-aR%° -Msuse wie zuvor be-
schrieben infiziert und die Replikation und Pathogenitdat der rPVM ANS-Mutanten wurde
anhand der Viruslast bzw. in Form symptomatischer Erkrankung und Gewichtsverlust be-
stimmt. Der Verlauf des Gewichtsverlustes der C57BL/6.IFN-aR"%° -M#use (siehe Abb. 15
C) nach Infektion mit rPVM und den rPVM ANS-Mutanten entsprach nahezu dem zuvor
beschriebenen Verlauf des Gewichtsverlustes in C57BL/6-Méusen (siehe Abb. 15 A). Bei
Mé&usen infiziert mit rPVM ANS1 lie sich ein Gewichtsverlust beginnend nach Tag fiinf,
mit einem Maximum von ca. 12% an Tag acht, beschreiben. Im Gegensatz dazu konnte
nach Infektion mit rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 kein Gewichtsverlust und keine
symptomatische Erkrankung beobachtet werden (siche Abb. 15 C). Mause infiziert mit
rPVM wurden bis Tag acht nach Infektion aufgrund des Krankheitsverlaufes getotet. Die
Virustiter von C57BL/6.IFN-aR%° -M#usen nach Infektion mit rPVM waren nahezu iden-
tisch mit den zuvor fiir C57BL/6-Mé#usen beschriebenen Daten. An Tag drei nach Infektion
konnte ein mittlerer Virustiter von 4,3 x 10* PFU/Lunge und an Tag sieben ein mittlerer
Virustiter von 9, 7 x 10° PFU/Lunge bestimmt werden (siche Abb. 15 D). Die Virulenz und
Replikationsfiahigkeit von rPVM scheint somit unabhéngig vom Typ I Interferonsystem.
Nach Infektion mit tPVM ANS2 oder rPVM ANSIANS2 konnte ein dem rekombinan-
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Abbildung 15: Virulenz und Replikation von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in C57BL/6- und
C57BL/6.IFN-aR%/0 -Miusen. C57BL/6- (A, B) und C57BL/6.IFN-aR%/? -Miuse (C, D) wurden mit
5 x 103 PFU rPVM, rPVM ANS1, rPVM ANS2 oder IPVMANSIANS?2 intranasal infiziert. Pro Gruppe
wurden mindestens 5 Versuchstiere eingesetzt. Die Graphen zeigen die Mittelwerte des Korpergewichts
ausgehend vom Gewicht an Tag 0 als prozentuale Werte und die entsprechende Standardabweichung pro
Gruppe (A, C). Zur Bestimmung der Virusreplikation wurden die Miuse jeweils an Tag drei und Tag
sieben getttet, die Lungen entnommen, homogenisiert und der pulmonale Virustiter mittels Plaquetest
bestimmt (B, D) (siche Abschnitt 3.4.1).
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ten Wildtypvirus #hnlicher mittlerer Virustiter an Tag drei (2,0 x 10* PFU/Lunge bzw.
1,1 x 10* PFU/Lunge), jedoch ein um ca. Faktor 3000 reduzierter mittlerer Virustiter an
Tag sieben (fiir beiden TPVM ANS-Mutanten: 3,2 x 10? PFU/Lunge) bestimmt werden.
Auch nach Infektion mit tfPVM ANS1 war an Tag drei ein dem rekombinanten Wild-
typvirus dhnlicher Virustiter von 1,2 x 10* PFU/Lunge vorhanden. An Tag sieben nach
Infektion wurde im Vergleich zu TPVM ein um Faktor 10 reduzierter Virustiter von 9, 1x 104
PFU/Lunge bestimmt (siche Abb. 15 D). Wie zuvor beschrieben waren die rPVM ANS-
Mutanten in C57BL/6-Méausen stark attenuiert hinsichtlich Virulenz und Replikation (siehe
Abb. 15 A und B). Diese Attenuierung der rPVM ANS-Mutanten konnte im Gegensatz zu
den Ergebnisse aus der Zellkultur (siehe Abschnitt 4.2.2) in M&usen, die kein funktionales
Typ I Interferonsystem besitzen, nicht wieder rekonstituiert werden (siche Abb. 15 C und
D).

4.3.3 Nachweis der Induktion von Typ I und Typ III Interferon in vivo

Um einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Attenuierung der rPVM ANS-Mutanten
in C57BL/6- und C57BL/6.IFN-aR%° -M#usen und der Induktion von Typ I und Typ III
Interferon in vivo herstellen zu konnen, wurden sowohl C57BL/6- als auch IFN-3+/A0—luc_
Mause, bei denen sich das Gen der Firefly-Luziferase unter der Kontrolle des IFN-3 Promo-
tors befindet, herangezogen. Um vorab eine Kontrolle iiber die Sensitivitiat des eigentlichen
in vivo Luziferase-Assays zu erhalten, wurde die IFN-#-Induktion nach Infektion mit den
rPVM ANS-Mutanten in vitro getestet. Hierzu wurden embryonale Fibroblasten aus IFN-
pH/AB-tue_Nzusen isoliert und mit TPVM sowie den TPVM ANS-Mutanten infiziert (MOI
von 1 PFU/Zelle). Als Negativkontrolle dienten uninfizierte MEFs aus IFN-g+/A8-tue.
Méusen. 24 h, 48 h und 72 h nach Infektion wurde der Uberstand verworfen und die Zellen
auf Eis lysiert. Die Lumineszenz wurde als Ma$ fiir die Aktivitat des Promotors und somit
als Menge fiir IFN-{ bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.12).

24 h nach Infektion mit rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 (2,4 x10° RLU bzw. 2,2x 103
RLU; RLU: relative light units) wurde eine nicht signifikante, geringe Induktion von IFN-
3 beobachtet. Eine signifikante Induktion von IFN-/3 konnte 48 h (2,9 x 10* RLU bzw.
1,1 x 10* RLU) und mit Maxima bei 72 h (9,4 x 10* RLU bzw. 7,2 x 10* RLU) nach
Infektion gezeigt werden (siche Abb. 16, gekennzeichnet durch rote Kreise). Im Vergleich
dazu konnte 24 h und 48 h nach Infektion mit rPVM ANSI eine nicht signifikante, sehr
geringe IFN-3 Induktion detektiert werden (5,4 x 10> RLU bzw. 1,2 x 10* RLU, siehe Abb.
16). 72 h nach rPVM ANSI Infektion konnte ein RLU Wert verzeichnet werden, der sich
nicht vom Wert der rPVM infizierten MEFs unterscheiden lie83.

Nach diesem Vorversuch wurde die Induktion von IFN-3 anhand eines Luziferase-Assays
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Abbildung 16: Nachweis der Menge an Luziferase als Mafl fiir IFN-3 in embryonalen Fibroblasten aus
IFN-p+/A8=ue_Mzusen. Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 1 PFU/Zelle. 24 h, 48 h und 72 h nach
Infektion wurde der Uberstand verworfen und die Zellen auf Eis lysiert. Pro Versuchsgruppe wurden jeweils
2-6 wells einer Zellkulturplatte im Doppelansatz infiziert. Gruppen die statistisch miteinander verglichen
wurden (Dunnett’s post Test), sind durch eine Verbindungslinie gekennzeichnet. ** bezeichnet statistisch
signifikant hohe Unterschiede (** 0,001<P<0,01) der jeweiligen Proben zur Kontrolle (Mock). Die in
der Abbildung dargestellten roten Kreise kennzeichnen die Datenpunkte fiir rPVM ANS2 und rPVM
ANS1ANS2 (n=1).
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Abbildung 17: Nachweis der Menge an Luziferase als Ma$ fiir IFN-3 mittels Luziferase-Assay (A) und IFN-
a mittels ELISA (B) in IFN-g+/28=1ue_Mzusen. Zum Nachweis von Typ I Interferon in vivo wurden IFN-
pH/AB=tue_Miuse mit 1x10° PFU der rekombinanten rPVM Viren (rPVM, rPVM ANS1, rPVM ANS2 und
rPVM ANS1ANS?2) infiziert. 24 h nach Infektion wurden die M#use getotet und die Lungen entnommen.
Pro Versuchsgruppe wurden 3-5 M#use infiziert. Zur Bestimmung von IFN-« mittels ELISA wurden 2-3
Méuse herangezogen. Gruppen die statistisch miteinander verglichen wurden (Dunnett’s post Test) sind
durch eine Verbindungslinie gekennzeichnet. ** bezeichnet statistisch signifikant hohe Unterschiede (**
0,001<P<0,01) der jeweiligen Proben im Vergleich zu rPVM.

und die Induktion von IFN-a mittel ELISA in vivo getestet. Hierzu wurden IFN-+/A8—tuc_
Méiuse mit 1x10% PFU der vier rekombinanten Viren intranasal infiziert. 24 h nach Infek-
tion wurden die Mause getotet, die Lungen entnommen und homogenisiert. Das gewon-
nene Lungenhomogenat wurde sowohl zur Bestimmung von IFN-3 mittels Lumineszenz
als auch zur Bestimmung von IFN-a mittels ELISA herangezogen. Die vorhandenen Daten
bestitigten die Ergebnisse, die im Vorversuch mit embryonalen IFN-3+/4%-ue_Fibroblasten
dokumentiert wurden. Wie beschrieben zeigte sich erneut, dass die rPVM ANS-Mutanten
rPVM ANS2 und rPVM ANSIANS2 im Vergleich zu rPVM im Stande sind, die Induk-
tion von IFN-a sowie von IFN-( in vivo zu initiieren. Nach Infektion mit rPVM ANS1
wurde eine geringe Induktion von IFN-3 (1,1 x 10*> RLU) beschrieben, die im Vergleich
zu einer Infektion mit TPVM ANS2 (3,7 x 10* RLU) um ca. Faktor 33 reduziert war.
Fiir rPVM ANS1ANS?2 lie sich eine signifikante Induktion von IFN-3 (8,4 x 10* RLU)
beobachten (siche Abb. 17 A). Nach Infektion mit rPVM ANS1 konnte eine schwache,
nicht signifikante Induktion von IFN-a (2,0 x 10? pg/ml) bestimmt werden. Fiir rPVM
ANS2 (5,1 x 10% pg/ml) bzw. rPVM ANSIANS2 (7,1 x 10* pg/ml) wurde eine signi-
fikante IFN-a Induktion in den IFN-g+/48=c_Mgusen dokumentiert (siche Abb. 17 B).
Der Nachweis der Typ I Interferon-Induktion wurde sowohl in IFN-3+/48-uc_\Mzusen als
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auch in C57BL/6-M#usen durchgefiihrt. Als Grund dafiir ist anzufiihren, dass alle in die-
ser Arbeit verwendeten Knockout-Mausstdmme, mit Ausnahme der heterozygoten IFN-
pH/AB-tlue_Nzuse (Chimire aus BALB/c-, C57BL/6- und K14Cre-Miusen; Lienenklaus
et al., 2009), einen genetischen Hintergrund des Inzuchtstammes C57BL/6 besitzen. Der
Versuch wurde wie zuvor fiir die IFN-3+/48=e_Mzuse beschrieben durchgefiihrt.

Die Konzentration an IFN-a sowie die Konzentration an IFN-G wurden mittels ELISA
bestimmt (sieche Abb. 18 A). Die Konzentration von IFN-)A konnte aufgrund von unspezi-
fischen Signalen in uninfizierten Lungen nicht mit Hilfe eines kommerziellen ELISAs be-
stimmt werden. Der Nachweis einer IFN-A-Induktion erfolgte daher durch RT-PCR (siehe
Abb. 18 B). Hierzu wurden die im Anhang aufgefithrten Primer fiir Aktin, rPVM, IFN-a5,
IFN-$ und IFN-) 2/3 eingesetzt und die RT-PCR mit denen in Tabelle 11 (sieche Abschnitt
7) beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Nach Infektion mit rPVM wurde keine Induk-
tion von IFN-a5, IFN-F und IFN-A 2/3 mittels RT-PCR und keine Induktion von IFN-«
und IFN-5 mittels ELISA bestimmt (siehe Abb. 18 A, B). Diese Daten bestéitigen die
Ergebnisse der RT-PCR Analysen der C57BL/6-MEFs, peritonealen Makrophagen und
RAW264.7-Zellen (siche Abb. 13) sowie die Ergebnisse der IFN-3+/28-ue_\Mzusen (siehe
Abb. 16). Im Fall von rPVM ANSI konnte keine Induktion von IFN-a5 und IFN-4 mittels
RT-PCR und IFN-a und IFN-( mittels ELISA, sowie keine Induktion von IFN-X 2/3 mit-
tels RT-PCR in C57BL/6-Méausen nachgewiesen werden (siehe Abb. 18). Diese Daten kor-
relieren nicht mit der schwachen Induktion von IFN-a und IFN-/ in IFN-G+/88-uc_\NHusen
(siehe Abb. 17). Die Ergebnisse konnten somit auf mausstammspezifische Unterschiede in
der Induktion von IFN-a und IFN-£ nach Infektion mit rtPVM ANS1 zuriickzufiihren sein
(Seeds et al., 2009).

Fir rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 konnte entgegen den Daten fiir rPVM und rPVM
ANS1 eine Induktion von IFN-a5, IFN-3 und IFN-X 2/3 mittels RT-PCR bestimmt wer-
den. Mittels ELISA konnte fiir rPVM ANS2 eine sehr geringe Induktion von IFN-a (62
pg/ml) und eine schwache Induktion von IFN-£ (320 pg/ml) gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu wurde eine starke, signifikante Induktion beider Interferone (IFN-a: 880 pg/ml; ITFN-
B: 1267 pg/ml) nach Infektion mit rPVM ANSIANS2 bestimmt (siehe Abb. 18 A). Der
Nachweis von IFN-« und IFN-( nach Infektion mit rPVM ANS2 und rPVM ANSIANS2 in
C57BL/6-Miusen korreliert mit den zuvor beschriebenen Daten der IFN-3+/40-ue_Niuse.
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Abbildung 18: Nachweis von Typ I Interferon mittels ELISA (A) sowie Typ I und Typ III Interferon mittels
RT-PCR (B). Nach intranasaler Inokulierung von C57BL/6-M#usen mit 1x10% PFU rPVM, rPVM ANSI,
rPVM ANS2, rPVM ANSTANS2 oder PBS als Kontrolle (Mock) wurden diese nach 24 h getotet, die Lunge
entnommen und wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben bearbeitet. (A) Die Graphen zeigen die Mittelwerte
einer Gruppe (n= 4). Alle Gruppen wurden mit dem Dunnett’s post Test statistisch miteinander verglich-
en, wobei sich die durch eine Verbindungslinie gekennzeichneten Gruppen als statisch signifikant erwiesen
haben. ** bezeichnet statistisch signifikant hohe Unterschiede (** 0,001<P<0,01), wobei die Daten aus
einem Experiment dargestellt sind. (B) Gezeigt ist ein représentatives Beispiel fiir den Nachweis von Typ
I und Typ III Interferon mittels RT-PCR. Die ¢cDNA wurde zur Detektion von rPVM, Aktin, IFN-a5,
IFN-$ und IFN-X 2/3 Transkripten eingesetzt.
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4.3.4 Virulenz und Replikation von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in
C57BL/6.IL28Ra’/° -M:use und C57BL/6.IFN-aR"°.IL28Ra"/* -M#usen

In den nachfolgenden Experimenten wurde die Virulenz und die Replikation von rPVM,
rPVM ANS1, rtPVM ANS2 und rPVM ANST1ANS2 sowohl in C57BL/6.IL28Ra"/ - (siehe
Abb. 19 A, B) als auch in C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"° -Miusen (siche Abb. 19 C, D)
untersucht.

Durch die Verwendung dieser unterschiedlichen Interferonrezeptor-defizienten Knock-
out-Méause war es moglich, die protektive Rolle der verschiedenen Interferone bei einer
natiirlichen pulmonalen Infektion zu studieren. Hierfiir wurden C57BL/6.IL28Ra®/° - und
C57BL/6.IFN-aRY°.IL28Ra’/® -Miuse intranasal mit 5 x 10> PFU des jeweiligen Virus
infiziert (siche Abschnitt 3.5.1). Fiir alle mit TPVM infizierten C57BL/6.IL28Ra’/° -Miuse
verlief die Infektion an Tag sechs todlich. Dabei wurde an Tag drei ein mittlerer Virusti-
ter von 1,8 x 10° PFU/Lunge und an Tag sieben ein mittlerer Virustiter von 6,1 x 103
PFU/Lunge detektiert. Nach Infektion mit rPVM ANS1 wurde an Tag drei ein dem rekom-
binanten Wildtypvirus #hnlicher mittlerer Virustiter von 9,6 x 10* PFU/Lunge und an Tag
sieben ein um ca. Faktor 1200 reduzierter mittlerer Virustiter von 5,5 x 10> PFU/Lunge
bestimmt. Bei rPVM ANSI infizierten Mausen wurde ein Gewichtsverlust beginnend nach
Tag sechs, mit einem maximalen Gewichtsverlust von 6% an Tag 7, beobachtet. Fiir rPVM
ANS2 wurde ein sehr geringer mittlerer Virustiter von 2,9 x 10> PFU/Lunge an Tag
drei und ein unter der Nachweisgrenze liegender Virustiter an Tag sieben aufgezeichnet.
Nach Infektion mit TPVM ANSIANS2 in C57BL/6.IL28Ra®° -Miusen konnte weder an
Tag drei noch an Tag sieben ein Virustiter bestimmt werden. Sowohl nach Infektion mit
rPVM ANS2 als auch nach Infektion mit rPVM ANSIANS2 konnte kein Gewichtsverlust
und keine symptomatische Erkrankung beobachtet werden (siche Abb. 19 A). Die Ergeb-
nisse dieses Versuchs beschreiben eine starke Attenuierung der rPVM ANS-Mutanten in
C57BL/6.IL28Ra"? -M#usen (siche Abb. 19 A, B), dhnlich den zuvor beschriebenen Er-
gebnissen der C57BL/6-Méuse (sieche Abb. 15).

Um das Verhalten der rPVM ANS-Mutanten beziiglich Replikation und Virulenz ohne
Einfluss von Typ I und Typ III Interferon untersuchen zu kénnen, wurden C57BL/6.IFN-
R0 IL28Ra"° -Msuse herangezogen (Mordstein et al., 2008). C57BL/6.IFN-aR%/° -
IL28Ra’/% -Msuse weisen eine Deletion des Typ I und des Typ III Interferonrezeptors
auf. Der nachfolgende Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Peter Stdheli und Dipl.
biol. Markus Mordstein, Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Freiburg durchgefiihrt,
da die C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra® -Miuse zum benétigten Zeitpunkt nur dort zur
Verfiigung standen. Bei rPVM und rPVM ANSI infizierten M&usen wurde eine Virus-
last von 4,6 x 10* PFU/Lunge bzw. 4,0 x 10* PFU/Lunge an Tag drei und 3,3 x 10°
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Abbildung 19: Virulenz und Replikation von rPVM und rPVM ANS-Mutanten in C57BL/6.IL28Ra/° -
(A, B) und C57BL/6.IFN-aR%/°.IL28Ra’/® -Miusen (C, D). C57BL/6.IL28Ra"/? - und C57BL/6.IFN-
aR%0 IL28Ra%/0 -Miuse wurden intranasal mit 5 x 10> PFU rPVM, rPVM ANS1, rPVM ANS2 und
rPVM ANS1ANS2 infiziert. Pro Gruppe wurden mindestens 5 Versuchstiere eingesetzt. Die M#use wur-
den téglich gewogen und auf auftretende Krankheitsanzeichen hin beobachtet. Die Graphen zeigen die
Mittelwerte des Korpergewichts ausgehend vom Gewicht an Tag 0 als prozentuale Werte und die entspre-
chende Standardabweichung pro Gruppe (A, C). Zur Bestimmung der Virusreplikation wurden die Méuse
jeweils an Tag drei und Tag sieben getotet, die Lungen entnommen, homogenisiert und der pulmonale
Virustiter mittels Plaquetest bestimmt (B, D) (siehe Abschnitt 3.4.1). Zur Untersuchung des Einflusses
unterschiedlicher Konzentrationen an rPVM ANS1ANS2 wurden C57BL/6.IFN-aR°/.IL28Ra®/? -Miuse
intranasal mit 5 x 10 PFU oder 5 x 10* PFU rPVM ANS1ANS2 infiziert (E). Der Graph zeigt die Mittel-
werte des Korpergewichts ausgehend vom Gewicht an Tag 0 als prozentuale Werte und die entsprechende
Standardabweichung pro Gruppe.
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PFU/Lunge bzw. 7,7 x 10° PFU/Lunge an Tag sieben bestimmt (sieche Abb. 19 D). Alle
rPVM und rPVM ANSI infizierten Mause wurden spétestens bis Tag acht nach Infektion
aus ethischen Griinden im Rahmen der Abbruchkriterien eines Tierversuchs getotet. Die
Daten beschreiben eine rPVM #hnliche Pathogenitét von rPVM ANS1 in C57BL/6.IFN-
R0 IL28Ra’/® -Miusen. rPVM ANS2 infizierte Miuse zeigten beginnend nach Tag vier
einen Gewichtsverlust mit einem Maximum von ca. 20% an Tag neun (siche Abb. 19 C). Da-
bei ist darauf hinzuweisen, dass alle rPVM ANS2 infizierten Tiere den Versuch iiberlebten.
Im Vergleich zu rPVM ANS1 wurde nach Infektion mit rPVM ANS2 ein um Faktor 4
reduzierter mittlerer Virustiter (9,4 x 10> PFU/Lunge) an Tag drei und ein mittlerer Vi-
rustiter von 2,2 x 10° PFU/Lunge an Tag sieben detektiert (siche Abb. 19 D). Diese Daten
beschreiben eine geringere Pathogenitit von rPVM ANS2 im Vergleich zu tPVM ANSI.
Fiir rPVM ANS1ANS2 konnte nur ein Gewichtsverlust von maximal 4% bei den infizier-
ten M&ausen beobachtet werden. Im Hinblick auf die Replikationsfahigkeit wurde an Tag
drei ein mittlerer Virustiter von 2,7 x 10> PFU/Lunge und an Tag sieben ein mittlerer
Virustiter von 6,5 x 10* PFU/Lunge bestimmt (siche Abb. 19 D).

Abb. 19 E beschreibt den Gewichtsverlauf von C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"° -Miusen
nach Infektion mit zwei unterschiedlichen Infektionsdosen an rPVM ANSTANS2. Die Da-
ten verdeutlichen, dass auch eine um Faktor 10 erhéhte Virusdosis (5 x 10* PFU statt
5 x 103 PFU) nur zu einem geringen Gewichtsverlust von ca. 10% fiihrt. Ein Vergleich von
Replikation und Virulenz zwischen C57BL/6.IL28Ra’/° -Miusen (sieche Abb. 19 A, B),
C57BL/6.IFN-aR%° -M#usen (siche Abb. 15 C, D) und C57BL/6.IFN-aR"°.IL28Ra"/°
-Miusen (siehe Abb. 19 C, D) zeigte fiir C57BL/6.IFN-aR%/° IL28Ra"/° -Muse eine deut-
lich hohere Suszeptibilitit gegeniiber einer Infektion mit den rPVM ANS-Mutanten. Eine
vollstindige Aufhebung der Attenuierung konnte jedoch auch in C57BL/6.IFN-aR%/° .-
IL28Ra’/® -Mausen nicht erlangt werden.

4.3.5 Histopathologische Untersuchungen

Um die in den vorhergegangenen Versuchen nachgewiesene gesteigerte Pathogenitét der
rPVM ANS-Mutanten in C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’® -Mzusen im Vergleich zu C57-
BL/6-Méausen auch histopathologisch nachweisen zu kénnen, wurden Paraffinschnitte der
Lungen angefertigt (siche Abb. 20). Fiir diesen Versuch wurden die beiden Mausstdmme
mit 2,5 x 10> PFU rPVM und mit jeweils 5 x 10* PFU rPVM ANS1, rPVM ANS2 und
rPVM ANS1ANS2 infiziert, um das unterschiedliche Ausmafl der Attenuierung der jewei-
ligen Viren zu beriicksichtigen. Innerhalb des Versuchs wurden die Mé&use an Tag acht
nach Infektion getotet und die Lungen in 4% Formalin fixiert (siehe Abschnitt 3.6.1). Die

Herstellung der Paraffinschnitte und die anschlieBende Hamatoxylin-Eosin-Farbung der
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Praparate (siehe Abschnitt 3.6.1) sowie die pathologische Analyse erfolgte durch Prof. Dr.
Annette Schmitt-Graeff, Universitatsklinikum Freiburg.

Wie aus den vorangegangenen Versuchen zu erwarten, liefl sich nach Infektion von
C57BL/6-Méusen mit rPVM und rPVM ANSI1 eine heterogene ausgeprégte interstitielle
Pneumonie mit lymphoplasmatischen Infiltraten sowie sichtbaren Zeichen von Hyperamie
(siche Abb. 20 A, B) beobachten. rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 infizierte C57BL/6-
Lungen zeigten keine besonderen pathologischen Auffélligkeiten. In Lungen von C57BL/6.
IFN-aR%° IL28Ra"® -Miusen konnte ebenso wie in Lungen von C57BL/6-Miusen nach
Infektion mit rPVM eine stark ausgeprégte interstitielle Pneumonie, Zeichen von Nekrose
sowie deutliche lymphoplasmatische Infiltrate verzeichnet werden (siehe Abb. 20 C, D).
Zusitzlich konnten in den rPVM infizierten Lungen von C57BL/6.IFN-aR%/° IL28Ra’/" -
Ma&usen vereinzelt Neutrophile in den Infiltraten beobachtet werden. In Lungen von rPVM
ANS2 infizierten C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’/? zeigte sich jedoch im Gegensatz zu in-
fizierten Lungen von C57BL/6-Méusen eine Pneumonie mit Infiltraten pradominant be-
stehend aus Neutrophilen und Lymphozyten (siehe Abb. 20 C, D). In rPVM ANS1ANS2
infizierten Lungen von C57BL/6.IFN-aR%?.IL28Ra’/° -Miusen wurde im Vergleich zu den
zuvor beschriebenen Lungen von rPVM ANS2 infizierten C57BL/6.IFN-aR%/°.IL28Ra"/°
-MA4usen eher eine milde Pneumonie mit Infiltration von Granulozyten, perivaskulir sowie
peribronchiolir beobachtet. In Lungen von rPVM ANS1 infizierten C57BL/6.IFN-aR%/° -
IL28Ra’/® -Méusen wurde eine starke interstitielle Pneumonie verbunden mit deutlichen
Anzeichen einer peribronchioldren chronischen Entziindung (ca. 45% des Gewebes) und

wenigen Granulozyten sichtbar.

4.3.6 Zytokin-Profil von C57BL/6-M#usen und C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’/°-
Maiusen wiahrend einer Infektion mit rPVM und rPVM ANS-Mutanten

Zusétzlich zur histopathologischen Analyse der rPVM ANS-Mutanten und des rekombi-
nanten Wildtypvirus in C57BL/6- und C57BL/6.IFN-aR%° IL28Ra®° -Miusen wurden
Zytokine des TH1- und TH2-Typs in der Bronchoalveolar Lavage (BAL) bestimmt. Dazu
wurden C57BL/6- und C57BL/6.IFN-aRY?.IL28Ra’/°-Miuse mit 5 x 10> PFU rPVM,
5 x 10* PFU rPVM ANS2 oder 5 x 10* PFU rPVM ANS1ANS?2 infiziert. An Tag acht
nach Infektion wurden die Méause getotet und eine BAL durchgefiihrt. 50 pl des BAL-
Uberstandes wurden in einem Cytometric Bead Array zur Bestimmung folgender Zyto-
kine eingesetzt: IFN-y, MCP-1, IL-6, IL12p70, IL-10 und TNF-« (siehe Tabelle 14). Die
Durchfiithrung dieser Studie erfolgte am Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Univer-
sitdtsklinikum Freiburg durch Dr. Stefanie Frey.

An Tag acht nach Infektion mit rPVM konnte in beiden Mausstammen eine gleichméfig
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hohe Produktion der proinflammatorischen Zytokine des TH1-Typs, IL-6, IFN-y und Tu-
mornekrosefaktor-a (TNF-a) bestimmt werden. Fiir das Monozyten Chemoattractant Pro-
tein-1 (MCP-1), welches hauptsdchlich von Makrophagen produziert wird, konnte nach
Infektion mit rPVM in C57BL/6-Méusen eine Konzentration von 847,5 pg/ml und in
C57BL/6.IFN-aR%/° IL28Ra’/® -Miusen eine statistisch relevante Reduktion um das Vier-
fache (270,6 pg/ml) detektiert werden. Ahnlich reduzierte Konzentrationen an MCP-1
lieBen sich auch nach Infektion mit TPVM ANSIANS2 in C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"/°
-Méusen beschreiben. Diese Ergebnisse korrelieren mit bereits publizierten Daten, in denen
eine Typ I Interferon-abhéngige Synthese von MCP-1 nach Infektion mit dem Zytomega-
lievirus der Maus (MZMV) gezeigt wurde (Hokeness et al., 2005).

Nach Infektion mit rPVM ANS2 bzw. rPVM ANSTANS2 konnte in der BAL-Fliissigkeit
von C57BL/6-Méusen eine Konzentration von 21,9 pg/ml bzw. 88,6 pg/ml I11.-6, 9,7 pg/ml
bzw. 21,3 pg/ml IFN-v und 39,5 pg/ml bzw. 93,1 pg/ml TNF-« nachgewiesen werden. Diese
Werte liegen deutlich unter den zuvor bestimmten Werten fiir eine rPVM-Infektion und las-
sen sich durch die verringerte Replikationsfahigkeit der rPVM ANS-Mutanten in C57BL/6-

Tabelle 14: Expression von Chemokinen und Zytokinen in den Lungen von C57BL/6- und C57BL/6.IFN-
aR%/0 IL28Ra/? -Miusen nach Infektion mit rPVM und rPVM ANS-Mutanten. Acht Tage nach intrana-
saler Inokulierung mit rPVM (5 x 10> PFU), rPVM ANS2 (5 x 10* PFU) und rPVM ANS1ANS2 (5 x 10*
PFU) wurden die M&use getotet, die Lungen freiprépariert und eine BAL durchgefiihrt (siehe Abschnitt
3.5.4). Nach der Zentrifugation der BAL-Fliissigkeiten wurde der zellfreie Uberstand zur Konzentrations-
bestimmung von IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, IFN-y und TNF-a mittels CBA-Array eingesetzt (siehe
Abschnitt 3.5.4). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte in pg/ul einer Infektionsgruppe von 5-6 Tieren.
Gruppen verschiedener Mausstimme (C57BL/6 und C57BL/6.IFN-aR%/° IL28Ra’/? ), die sich durch den
Tukey-Kramer Test statistisch voneinander unterscheiden, sind wie folgt markiert: * 0,01<P<0,05, **
0,001<P<0,01, *** P<0,0001.

rPVM rPVM ANS2  rPVM ANS1ANS2
IFN-v 266,4 + 139,5 9,7+ 3,3 21,3 + 3,7 C57BL/6

208,9 + 192,0 82,5 + 82,5 34,8 + 32,8 C57BL/6.IFN-oR%/° IL28Ra/0
MCP-1  847,5 + 2951 *** 654 4+ 231 * 1778 + 55,5 C57BL/6

270,6 &+ 112,6 347,6 + 130,4  100,4 £ 36,7 C57BL/6.IFN-aR/%.IL28Ra"/°
IL-6 872,7 + 246,7 21,9 + 8,4 88,6 & 40,3 C57BL/6

713.5 + 4674 2979 + 40,9  116,7 + 73,3 C57BL/6.IFN-aR%/?.TL28Ra"/°
IL-12p70 13,4 + 12,1 10,5 + 7,7 10,7 + 10,0 C57BL/6

20,7 + 15,7 10,4 + 11,0 10,7 + 8,9 C57BL/6.IFN-aR%/%.IL28Ra"/°
IL-10 53,8 + 34,0 32,2 + 17,6 32,8 £ 11,5 C57BL/6

29,9 + 24,9 30,3 £ 13,0 68,3 & 375,2 C57BL/6.IFN-aR%/%.IL28Ra"/°
TNF-o«  205,7 + 93,9 39,5 + 12,8 93,1 + 15,4 C57BL/6

249.1 + 163,3 107,8 224 128,0 + 44,6 C57BL/6.IFN-aR/%.IL28Ra"/°
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Miusen begriinden. In den BAL-Uberstéinden von C57BL/6.IFN-aR%?.IL28Ra"/° -Mzusen
konnte nach Infektion mit den beiden Mutanten eine deutlich erhohte Menge an IL-6 und
TNF-a bestimmt werden. Fiir rPVM ANS2 konnte in den C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"/°
-Méusen auch eine erhohte IFN-+ Konzentration beschrieben werden. Die Konzentrations-
erhohung der zuvor genannten Zytokine kann auf die gesteigerte Replikation der rPVM
ANS-Mutanten in C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"/*-M#usen zuriickgefiihrt werden. Fiir IL-
12p70 und IL-10 konnten weder mausstamm- noch virusspezifische Unterschiede in der
Konzentration gezeigt werden. Die histopathologischen Unterschiede sowie die Unterschie-
de in der Zytokin-Synthese reflektieren die Replikationseffizienz und Virulenz von rPVM
und den TPVM ANS-Mutanten in C57BL/6- und C57BL/6.IFN-aR%° IL28Ra’/® -M#usen.

4.4 Anti-apoptotische Funktion der NS-Proteine von PVM

In den vorangegangenen Versuchen lief§ sich eine protektive Rolle von Typ I und Typ III
Interferon wihrend einer pulmonalen Infektion mit PVM belegen (siche Abschnitt 4.3.4).
In C57BL/6.IFN-aR%/% IL28Ra/°-Miusen konnte eine gesteigerte Replikation und Patho-
genitit von rPVM ANS1 und in einem geringeren Ausmafl von rPVM ANS2 dokumentiert
werden. TPVM ANS1ANS? infizierte C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’/°-Miuse zeigten iiber-
raschenderweise keinen Gewichtsverlust und nur eine geringe Virusreplikation (siehe Abb.
19). Im Hinblick auf diese Versuche ergab sich somit die Frage nach weiteren Funktionen
der NS-Proteine, ausgenommen ihrer Rolle als Typ I und Typ III Interferonantagonisten.

Bitko et al. (2007) dokumentierten, dass die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 von
RSV dafiir verantwortlich sind, die frithe Apoptose durch einen Interferon-unabhéngigen
Mechanismus zu inhibieren. Ob diese fiir die NS-Proteine von RSV beschriebene Funktion
auch fiir die NS-Proteine von PVM zutrifft, wurde im nachfolgenden Versuch durch den
Einsatz eines MitoPT-Assays iiberpriift. Dieser Test ermoglicht es, Zellen die kein intaktes
Transmembranpotential iiber der inneren Mitochondrienmembran mehr besitzen und bei
denen somit die Signaltransduktionswege der Apoptose eingeleitet sind, von intakten Zellen
zu unterscheiden. Der Test wurde wie unter Abschnitt 3.4.5 beschrieben durchgefiihrt, wo-
bei BHK-21-Zellen, die nachweislich kein funktionales Interferonsystem haben, verwendet
wurden (Mifune et al., 1970). 16 h nach Infektion konnte kein wesentlicher Unterschied zwi-
schen einer uninfizierten Negativkontrolle (Mock) und mit rPVM-GFP7 bzw. rPVM-GFP7
ANST1 infizierten BHK-21-Zellen beziiglich der relativen Anzahl an Zellen, die ein intaktes
Transmembranpotential {iber der inneren Mitochondrienmembran besitzen (TMRE rot-
fluoreszierende Zellen), festgestellt werden (siehe Abb. 21). Im Gegensatz dazu zeigten
rPVM-GFP7 ANS?2 infizierte BHK-21-Zellen eine deutliche Verminderung der Anzahl an
Zellen mit intaktem Transmembranpotential. rPVM-GFP7 ANS1ANS2 infizierte BHK-21-
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Abbildung 21: MitoPT-Assay 16 h nach Infektion mit den rPVM-GFP7 ANS-Mutanten. BHK-21-Zellen
wurden mit rtPVM-GFP7, tPVM-GFP7 ANS1, rPVM-GFP7 ANS2, rPVM-GFP7 ANS1ANS2 (MOI=3
PFU/Zelle) oder mit PBS als Kontrolle (Mock) infiziert. Als Positivkontrolle wurde Staurosporin ver-
wendet. Die unter A aufgefiihrten Abbildungen zeigen die mit Tetramethylrhodaminethylester (TMRE)
gefiarbten Zellen, die unter B aufgefiihrten Abbildungen zeigen die jeweiligen Hellfeld-Mikroskopbilder und
die unter C dargestellten Abbildungen zeigen die mit dem jeweiligen GFP-Virus infizierten Zellen. Al-
le Abbildungen zeigen reprisentative Ausschnitte aus zwei unabhéingigen Versuchen in einer 10-fachen
Vergroflerung.
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Zellen waren 16 h nach der Infektion nicht mehr von der Staurosporin-Positivkontrolle zu
unterscheiden. Die Verwendung des MitoPT-Assays lieferte innerhalb dieser Dissertation
einen ersten Hinweis auf eine anti-apoptotische Funktion der NS-Proteine von PVM. Wei-
terfithrende Experimente sind jedoch notwendig, um den genauen Wirkungsmechanismus
der einzelnen Proteine innerhalb der Signaltransduktionswege der Apoptose bestimmen zu

konnen.

4.5 Exogenes Typ I Interferon, aber nicht Typ III Interferon,

schiitzt vor einer PVM induzierten Pneumonie

In den nachfolgenden Experimenten wurde die protektive Rolle von exogenem Typ I und
Typ III Interferon als Schutz vor einer rPVM induzierten Pneumonie untersucht. Hierzu
wurden C57BL/6-M#use intranasal mit 10° Einheiten/100 ul IFN-a/3/w (siehe Abb. 22
A) oder 5 pg/100 pl (ED5g=7,5-37,5 ng/ml) rekombinantem IL-28A/IFN-A2 (siche Abb.
22 B) vorbehandelt. Acht Stunden nach Injektion wurden die Méuse mit 5x 10> PEFU rPVM

A B

Abbildung 22: Vorbehandlung von C57BL/6-Miusen mit exogenem Typ I und Typ III Interferon. Je fiinf
C57BL/6-M#use wurden acht Stunden vor Infektion mit rPVM (5 x 10®> PFU) mit 1 x 105 Einheiten
IFN-a/3/w (A), 5 ug rekombinantem I11-28 A /TFN-A2 (B) oder 100 ul PBS intranasal als Kontrolle vorbe-
handelt. Die Méuse wurden téglich gewogen und auf auftretende Krankheitsanzeichen hin beobachtet. Der
Graph zeigt die Mittelwerte des Korpergewichts als prozentuale Werte ausgehend vom Gewicht an Tag 0
und die entsprechenden Standardabweichungen pro Gruppe.

infiziert. Bei den mit PBS behandelten Kontrolltieren (100 pl PBS, intranasal) lief sich in
den Versuchen beginnend nach Tag vier bzw. nach Tag fiinf ein starker Gewichtsverlust
beobachten, wobei fiir alle Kontrolltiere die Infektion todlich verlief (sieche Abb. 22 A, B). Im
Gegensatz dazu konnte bei keiner der IFN-a//3/w behandelten Mause eine symptomatische
Erkrankung oder ein Gewichtsverlust beobachtet werden (siehe Abb. 22 A). Eine protektive

Rolle von exogenem Typ I Interferon bei einer PVM Infektion konnte somit belegt werden.
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Abbildung 23: Virusreplikation von rPVM in C57BL/6-Mé&usen nach Vorbehandlung mit exogenem IL-
28A /IFN-)2. C57BL/6-M#ause wurden im Alter von 6-8 Wochen 8 h vor Infektion mit 5 ug rekombinantem
IL-28 A /TIFN-)A2 behandelt und nachfolgend mit 5 x 103 PFU rPVM in 80 ul Inokulum intranasal infiziert.
Pro Gruppe wurden 5 Versuchstiere eingesetzt. Zur Bestimmung der Virusreplikation wurden die Mause
jeweils an Tag drei und Tag sechs getotet, die Lungen entnommen, homogenisiert und der pulmonale
Virustiter mittels Plaquetest bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.1).

C57BL/6-Méuse, die acht Stunden vor einer Infektion mit 5 pg rekombinantem IT.-
28 A /TFN-A2 behandelt wurden, zeigten einen im Vergleich zur Kontrollgruppe um zwei
Tage verzogerten Gewichtsverlust beginnenden nach Tag sechs. Fiir alle Mause, die mit
exogenem [L-28A /TFN-A2 vorbehandelt wurden, verlief die Infektion bis Tag zehn todlich
(siche Abb. 22 B). Um den verzogerten Krankheitsverlauf nach einer Vorbehandlung mit
exogenem [L-28A /TFN-A2 mit einer moglichen verzogerten Virusreplikation in Verbindung
setzen zu konnen, wurden die Virustiter an Tag drei und Tag sechs nach Infektion mit
rPVM bestimmt. An Tag drei wurde ein mittlerer Virustiter von 1,8 x 10* PFU/ Lun-
ge in den Kontrollméusen im Vergleich zu einem um ca. Faktor 50 reduzierten mittleren
Virustiter von 3,5 x 10> PFU/Lunge in mit exogenem IL-28A/IFN-)\2 vorbehandelten
C57BL/6-Méusen bestimmt. An Tag sechs nach Infektion konnte ein mittlerer Virustiter
von 1,8 x 10® PFU/Lunge in den Kontrolltieren und ein um ca. Faktor 13 reduzierter mitt-
lerer Virustiter von 1,4 x 10° PFU/Lunge in den IL-28A /TFN-A2 vorbehandelten Méusen
bestimmt werden (siche Abb. 23).
Ausgehend von diesem Versuch konnte eine verzogerte Replikation von rPVM nach Vorbe-
handlung mit exogenem IL-28A /TFN-A2 gezeigt werden. Im Vergleich zu einer Vorbehand-
lung mit Typ I Interferon war nach Vorbehandlung mit Typ III Interferon jedoch keine
Protektion bei einer rPVM Infektion erkennbar.

4.6 Qualitative Analyse der Typ I Interferon synthetisierenden

Zellen n vitro

Welche Zellen wéhrend einer natiirlichen pulmonalen Infektion hauptséchlich Interferone

synthetisieren ist bisher nicht bekannt. Die Beantwortung dieser spannenden Frage sollte
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mittels Immunhistologie erfolgen. Die rPVM ANS-Mutanten wurden zu Beginn dieser Ar-
beit auch als rPVM-GFP7 ANS-Mutanten hergestellt (siche Abschnitt 4.1), so dass eine
Identifikation der infizierte Zellen durch GFP-Expression in Kryoschnitten erfolgen konnte.
Antikorper gegen die murinen Interferone (IFN-c, IFN-5 und IFN-)) sind kommerzi-
ell erhéltlich und wurden vor der Durchfithrung der in vivo Versuche auf ihre immunhi-
stologische Verwendbarkeit in Zellkultur iiberpriift. Hierzu wurden RAW264.7-Zellen mit
rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANS1ANS2 (MOI=3 PFU/Zelle) infiziert, die Zellen nach
16 h, 24 h und 48 h mittels Paraformaldehydlosung fixiert und eine intrazellulare Farbung
fiir IFN-«v und IFN-( durchgefiihrt (sieche Abschnitt 3.6.2).
Fiir IFN-X war es aufgrund einer sehr starken Hintergrundfarbung in uninfizierten Zellen
und durch ein sehr schwaches Signal-Rausch-Verhéltnis nicht moglich, IFN-A produzieren-
de Zellen zu identifizieren. Nach Infektion mit rPVM-GFP7 war es zu keinem der zuvor
beschriebenen Zeitpunkte moglich, IFN-« und IFN-G produzierende Zellen nachzuweisen
(siche Abb. 24 A, B). Bei einer Infektion mit rPVM-GFP7 ANS1ANS2 konnten sowohl
IFN-« als auch IFN-3 produzierende Zellen detektiert werden. Diese Daten der indirekten
Immunfluoreszenz, unter Verwendung der homogenen Zellpopulation RAW264.7, beschrei-
ben zu allen Zeitpunkten einen iiberraschenderweise sehr geringen Prozentsatz an IFN-«
und IFN-3 produzierenden Zellen. Anhand der in Abb. 24 (A, B) dargestellten Immun-
fluoreszenzbilder ldsst sich kein betrédchtlicher Unterschied in der Menge an IFN-« pro-
duzierenden Zellen im Vergleich zu der Menge an IFN-3 produzierenden Zellen erkennen.
Zusammenfassend konnte durch dieses in vitro Experiment das Vorhandensein einer nur
sehr geringen Menge an Typ I Interferon-produzierenden Zellen in einer homogenen Zell-
population dokumentiert werden.
Bisher wurde in der Literatur beschrieben, dass Interferone als Reaktion auf eine Virusin-
fektion von Zellen, die mit Virus infiziert wurden, produziert werden. Ihre Wirkungsweise
erfolgt sowohl auto- als auch parakrin. Zur Beantwortung der Frage, ob es sich bei den
Interferon-produzierenden Zellen um virusinfizierte oder uninfizierte Zellen handelt, wur-
den einzelne, durch indirekte Immunfluoreszenz positive gefirbte Interferon-produzierende
Zellen in einer hoheren Vergroflerung ausgewertet. In dieser 40-fachen Vergréflerung war
es deutlicher moglich virusinfizierte als auch uninfizierte Zellen (ohne erkennbare GFP-
Expression) als Interferon-Produzenten zu identifizieren. Die dargelegten Ergebnisse iden-
tifizieren eindeutig sowohl virusinfizierte (siche Abb. 25 A und Abb. 25 C) als auch unin-
fizierte Zellen (siehe Abb. 25 B und Abb. 25 D) als IFN-« und IFN-3 Produzenten. Diese
beschriebenen Daten belegen, dass sowohl der eingesetzte IFN-a Antikorper als auch der
IFN-3 Antikorper zum spezifischen Nachweis der jeweiligen Interferone in vitro eingesetzt

werden konnte.
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Abbildung 24: Nachweis von IFN-« und IFN-3 produzierenden Zellen in einer homogenen Zellpopulation.
RAW264.7-Zellen wurden mit rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANSIANS2 (MOI=3 PFU/Zelle) infiziert
und 16 h, 24 h und 48 h spéiter mit einer Paraformaldehydlosung fixiert. Die intrazelluldre Féarbung fiir
IFN-a (A, rote Fluoreszenz) und IFN-3 (B, rote Fluoreszenz) wurde mit priméren Antikorpern gegen
IFN-« und IFN-G wie unter Abschnitt 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Identifikation der rPVM-GFP7
und rPVM-GFP7 ANSIANS2 infizierten Zellen erfolgte iiber die Expression von GFP (griine Fluores-
zenz). Die Bilder zeigen reprisentative Ausschnitte der indirekten Immunfluoreszenzanalyse. Die in der
Abbildung dargestellten weilen Kreise kennzeichnen die Lokalisation einzelner IFN-« (A) und IFN-3 (B)
produzierender Zellen. Alle Abbildungen zeigen Ausschnitte von zwei unabhéingigen Versuchen.
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Abbildung 25: Sowohl virusinfizierte als auch uninfizierte Zellen produzieren IFN-a und IFN-G in einer
homogenen Zellpopulation. RAW264.7-Zellen wurden mit rPVM-GFP7 ANS1IANS2 (MOI=3 PFU/Zelle)
infiziert. Die intrazelluldre Fiarbung fiir IFN-a (A, B) und IFN-8 (C, D) (rote Fluoreszenz) wurde mit
priméiren Antikérpern gegen IFN-a und IFN-G wie unter Abschnitt 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Die
Bilder zeigen repriisentative Ausschnitte von zwei separaten Experimenten. (A) Exemplarische Darstel-
lung fiir die Produktion von IFN-a durch rPVM-GFP7 ANS1ANS2 infizierte Zellen. (B) Exemplarische
Darstellung fiir die Produktion von IFN-« in Zellen, die keine Expression von GFP aufweisen. (C) Ex-
emplarische Darstellung fiir die Produktion von IFN-3 durch rPVM-GFP7 ANS1ANS2 infizierte Zellen.
(D) Exemplarische Darstellung fiir die Produktion von IFN-G in Zellen, die keine Expression von GFP

aufweisen.
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4.7 Analyse von Typ 1 Interferon synthetisierenden Zellen in
VIVO

Welche Zelltypen Interferone wahrend einer Infektion mit Pneumoviren synthetisieren ist
nicht bekannt. Die Identifikation der Interferon-produzierenden Zelltypen mittels intrazel-
luldrer Farbung konnte nicht durchgefiihrt werden, da die verwendeten IFN-a- und IFN-(-
Antikorper einen hohen unspezifischen Hintergrund im Gefrierschnitt aufweisen und daher
fiir intrazelluldre Farbungen im Gewebe nicht geeignet sind. Somit war es in dieser Arbeit
leider nicht moglich, unterschiedliche Zelltypen wie z.B. Immunzellen oder Gewebezellen
mittels histologischer Analysen als Interferon-Produzenten zu identifizieren (Delhaye et al.,
2006). Durch die Modifikation der Methode nach Sas et al. (2008) sollte dennoch der Nach-
weis von IFN-a und IFN-S im Gewebe versucht werden .

Im nachfolgenden Experiment wurden C57BL/6-Miuse intranasal mit 1 x 10° PFU

rPVM-GFP7, rtPVM-GFP7 ANS1IANS2 oder als Kontrolle mit PBS (Mock) infiziert. 24
h nach Infektion erfolgte eine intranasale Injektion mit einem priméren Antikérper gegen
IFN-a oder IFN-$ (siche Abschnitt 3.6.3). Nach weiteren 24 h wurden die Méuse getotet,
die Lungen entnommen, Gefrierschnitte angefertigt und die anschlieBende immunhistologi-
sche Farbung von rezeptorgebundenen IFN-a und IFN-3 wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben
durchgefiihrt. In Kontrollméusen (Mock) und in rPVM-GFP7 infizierten Méusen konnten
keine IFN-a- und IFN-(-Signale detektiert werden (siehe Abb. 26 A, B und Abb. 27 A|
B). In rPVM-GFP7 ANSIANS?2 infizierten C57BL/6-Mausen war es moglich, spezifisch
IFN-a und IFN-G zu detektieren (sieche Abb. 26 C-F und Abb. 27 C-F). Dabei konnten
[FN-a und IFN-8 im Bronchiolusepithel (siche Abb. 26 C, D und Abb. 27 C, D) und im
Parenchym (siche Abb. 26 E; F und Abb. 27 E, F) an Zellen gebunden detektiert werden.
Diese reprisentativen Ausschnitte beschreiben eine Lokalisation der IFN-a- und IFN-3-
Signale sowohl an virusinfizierten (in der Uberlagerung gelblich in Abb. 26 und Abb. 27)
als auch an uninfizierten Zellen.
Um zu bestétigen, dass der Nachweis des an Zellen gebundenen Interferons spezifisch war,
wurden exemplarisch fiir [FN-« Lungen von zuvor mit rPVM-GFP7 ANS1ANS2 infizier-
ten C57BL/6.IFN-aR"%°.IL28Ra"/° -Miusen immunhistologisch gefirbt. C57BL/6-Miuse
wurden in diesem Versuch als Kontrollméuse herangezogen (Abbildungen nicht dargestellt;
Daten wie in Abb. 26). Wie erwartet konnte in C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra"/® -Miusen,
die eine Deletion des Typ I und des Typ III Interferonrezeptors besitzen, kein IFN-«a nach
Infektion mit rPVM-GFP7 (siche Abb. 28 A), rPVM-GFP7 ANSIANS2 (siche Abb. 28
C, D) und Mock (sieche Abb. 28 B) detektiert werden. In C57BL/6-Kontrollméusen konnte
dagegen nach Infektion mit rPVM-GFP7 ANS1ANS?2 eindeutig IFN-a detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 26: Nachweis von rezeptorgebundenen IFN-« in Gefrierschnitten von Lungen aus C57BL/6-
Miusen. C57BL/6-Miuse wurden mit 1 x 105 PFU rPVM-GFP7 (A), rPVM-GFP7 ANS1ANS2 (C, D, E,
F) oder PBS (Mock) (B) infiziert. 48 h nach Infektion erfolgte der Nachweis von IFN-« (rote Fluoreszenz)
mit priméren polyklonalen IFN-a Antikorpern. Die anschliefende immunhistologische Farbung mit Alexa
555 gekoppelten sekundiren Antikorpern wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt, wobei
Abbildung B in einer 20-fachen Vergréflerung und die représentativen Ausschnitte A, C und E in einer
40-fachen Vergroflerung darstellt sind. Die Identifikation der rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANS1IANS2
infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine Fluoreszenz). Die in D und F dargestellten
schwarzen Pfeile kennzeichnen die Lokalisation von einzelnen IFN-q-Signalen. Die in E dargestellten weiflen
Pfeile zeigen das schwache Interferonsignal, welches sich in F mit den virusinfizierten Zellen iiberlagert
(schwarze Kreise). Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei Mausen. Groflenmarker in A, C und D
sind 10 gm, in B 20 pgm, in E und F 5 pym.
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Abbildung 27: Nachweis von rezeptorgebundenen IFN-3 in Gefrierschnitten von Lungen aus C57BL/6-
Miusen. C57BL/6-Miuse wurden mit 1 x 105 PFU rPVM-GFP7 (A, B) und rPVM-GFP7 ANS1ANS2 (C,
D, E, F) infiziert. 48 h nach Infektion erfolgte der Nachweis von IFN-3 (rote Fluoreszenz) mit priméren po-
lyklonalen IFN-3 Antikérpern. Die anschlieBende immunhistologische Farbung mit Alexa 555 gekoppelten
sekundédren Antikorpern wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Die in Abbildung D und
F dargestellten schwarzen Pfeile kennzeichnen die Lokalisation von einzelnen IFN-(3-Signalen. Die Identifi-
kation der rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANS1ANS?2 infizierten Zellen geschah iiber die Expression von
GFP (griine Fluoreszenz). A, C und E zeigen représentative Ausschnitte in einer 40-fachen Vergrofierung,
B, D und F zeigen einzelne stirker vergrofierte Bereiche. In D gelblich dargestellte Bereiche (schwarze
Kreise in der Abbildung) zeigen eine Uberlagerung von virusinfizierten Zellen mit dem Interferonsignal.
Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei M#usen. GroBlenmarker in A, B, C und D sind 5 pm, in E
und F 10 pm.
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Abbildung 28: Nachweis von rezeptorgebundenen IFN-« in Gefrierschnitten von Lungen aus C57BL/6.IFN-
aR%/° TL28Ra’/® -Miusen. C57BL/6.IFN-aR%/?.TL28Ra’/? -Miuse wurden mit 1 x 10> PFU rPVM-GFP7
(A), rPVM-GFP7 ANS1ANS2 (C, D) oder PBS (Mock) (B) infiziert. 48 h nach Infektion erfolgte der
Nachweis von IFN-a mit priméren polyklonalen IFN-a Antikérpern. Die anschlieBende immunhistologische
Féarbung mit Alexa 555 gekoppelten sekundéren Antikorpern wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben
durchgefiihrt, wobei die Bilder reprisentative Ausschnitte (20-fache Vergréfierung) der indirekten Im-
munfluoreszenzanalyse darstellen. Abbildung D stellt einen vergroflerten Ausschnitt von Abbildung C
dar. Die Identifikation der rtPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANS1ANS?2 infizierten Zellen geschah {iber
die Expression von GFP (griine Fluoreszenz). Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei M#usen.
Groflenmarker in A, B, C und D sind 20 pm.
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Abbildung 29: Nachweis von IFN-ab spezifischer mRNA mittels RT-PCR in Lungen von C57BL/6- und
C57BL/6.IFN-aR0/ 0 IL28Ra%/0 -Miusen. Zur Isolierung der gesamtzelluliren-RNA wurden jeweils die
apikalen Lungenfliigel der in Abb. 26 und Abb. 28 verwendeten Méuse eingesetzt. 1 ug gesamtzellulare-
RNA wurde dabei zur Detektion von Aktin- und IFN-a5-Transkripten mittels RT-PCR eingesetzt. A:
C57BL/6-Miuse; B: C57BL/6.IFN-aR%/.IL28Ra"/0 -Miuse.

Als Kontrolle fiir den zuvor durchgefithrten Versuch wurde in C57BL/6- und C57BL/6.-
IFN-aR%° IL28Ra’/® -M#usen die Induktion von IFN-a5 mittels RT-PCR untersucht. Die
Isolierung der gesamtzelluldren-RNA erfolgte dabei in beiden Versuchen jeweils aus dem
apikalen Lungenfliigel, der zuvor entnommen und homogenisiert wurde. Nach Infektion
mit rPVM-GFP7 ANSIANS2 konnte sowohl in C57BL/6- (siehe Abb. 29 A) als auch in
C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’? -Msusen (siehe Abb. 29 B) eine Induktion von IFN-a5
nachgewiesen werden. Somit konnte eindeutig belegt werden, dass die eingesetzte Methode
dazu genutzt werden kann, um rezeptorgebundenes Interferon spezifisch zu detektieren.
Um Aussagen iiber die Zelltypen zu treffen, bei welchen Interferon an den Rezeptor
gebunden hat, wurden Mehrfachfarbungen etabliert. Aufgrund der zuvor durchgefiihrten
Versuche und der Struktur der Mauslunge lie8 sich vermuten, dass es sich bei den Zellen
zum einen um die fiir das Bronchiolusepithel (Bronchiolus terminalis) typischen kubisch
bis hochprismatischen nicht-ziliierten Clarazellen oder um ziliierte Epithelzellen handeln
konnte (sieche Abb. 26 C, D). Zum anderen konnte es sich um die fiir Alveolen typischen,
flachen Typ I Pneumozyten (Alveolardeckzellen) oder um kleine kubische bzw. rundliche
Typ II Pneumozyten (Nischenzellen) handeln. Auch die in das Lungenparenchym einge-
lagerten relativ groBen Alveolarmakrophagen (siehe Abb. 26 E, F), die im Gegensatz zu
den Typ I Pneumozyten und Typ II Pneumozyten nicht auf der alveoldren Basallamina
sitzen, konnten als Zelltypen, an denen das Interferon an den Rezeptor gebunden hat, in
Frage kommen (Broeckaert & Bernard, 2000; Fehrenbach et al., 1995; DiFiore & Wilson,
1994). Die Uberlagerung der jeweiligen Zelltypen mit dem Interferonsignal wurden mit

Hilfe von Mehrfachfarbungen iberpriift. Leider war es nicht moglich, die bisher etablierten



4 ERGEBNISSE 73

rPVM-GFP7 Mock rPVM-GFP7 ANS1ANS2

Abbildung 30: Doppelfirbung von rezeptorgebundenen IFN-« und ziliierten Epithelzellen. C57BL/6-Méuse
wurden mit jeweils 1 x 105 PFU rPVM-GFP7, tPVM-GFP7 ANS1ANS2 oder PBS (Mock) infiziert. 48
h nach Infektion erfolgte eine Inkubation mit priméren polyklonalen IFN-a Antikérpern. Die anschliefSen-
de immunhistologische Féarbung mit Alexa 555 (rote Fluoreszenz) gekoppelten sekundiren Antikérpern
wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis der ziliierten Epithelzellen wurde
mit priméren Antikérpern gegen (-Tubulin IV gefolgt von Alexa 350 (blaue Fluoreszenz) gekoppelten
sekunddren Antikorpern durchgefithrt (sieche Abschnitt 3.6.3). Die Identifikation der rPVM-GFP7 und
rPVM-GFP7 ANSIANS?2 infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine Fluoreszenz).
Die repriisentativen Ausschnitte zeigen eine 40-fache Vergrofierung. Die schwarz dargestellten Pfeile zeigen
die Uberlagerung von IFN-a und ziliierten Epithelzellen (lila Fluoreszenz). Die weiflen Pfeile deuten auf
vermutlich Clarazellen. Die rote Fluoreszenz kennzeichnet rezeptorgebundenes IFN-a an einer vermutli-
chen Clarazelle (roter Pfeil). Durch den gelben bzw. griinen Pfeil wird eine infizierte vermutliche Clarazelle
bzw. eine infizierte ziliierte Epithelzelle kenntlich gemacht. Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei
Mé&usen.

Oberflachenfarbungen fiir IFN-a und IFN-3 mit Farbungen fiir Clarazellen, Pneumozyten
Typ I und Pneumozyten Typ II, sondern nur mit weiteren Farbungen, bei denen keine
Permeabilisierung nétig war, wie fiir Alveolarmakrophagen und ziliierte Epithelzellen zu
kombinieren. Der Nachweis der ziliierten Epithelzellen und Alveolarmakrophagen erfolgte
mittels Immunfluoreszenz. Dabei wurde fiir ziliierte Epithelzellen ein primérer Antikorper
gegen (-Tubulin IV und fiir Alveolarmakrophagen ein primérer Antikérper gegen das Gly-
koprotein F4/80, gefolgt von einem Alexa 350 (blaue Fluoreszenz) gekoppelten sekundéren
Antikorper eingesetzt. Die Identifikation der rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANS1ANS2
infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine Fluoreszenz). Der Nachweis
von rezeptorgebundenen IFN-a und IFN-G in Gefrierschnitten von Lungen aus C57BL/6-
Mé&usen gelang mit den priméaren IFN-a und IFN-4 Antikérpern und einem nachfolgenden
Alexa 555 gekoppelten sekundéren Antikorper.

Wie in Abb. 30 und Abb. 31 zu erkennen, konnte nach Infektion mit rPVM-GFP7 ANSI1
ANS?2 eine partielle Uberlagerung (lila Fluoreszenz; schwarze Pfeile) von IFN-a und IFN-3
mit ziliierten Epithelzellen nachgewiesen werden. Bei den nicht gefarbten Zellen im Flim-
merepithel handelt es sich wahrscheinlich um die nicht Zilien-tragenden Clarazellen (weifle
Pfeile; siehe Abb. 30 und Abb. 31). Auch bei diesen Zellen konnte rezeptorgebundenes In-
terferon beobachtet werden (rote Pfeile, sieche Abb. 30 und Abb. 31). Bei den rPVM-GFP7
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Abbildung 31: Doppelfirbung von rezeptorgebundenen IFN-3 und ziliierten Epithelzellen. C57BL/6-Méuse
wurden mit jeweils 1 x 105 PFU rPVM-GFP7, rPVM-GFP7 ANS1ANS2 oder PBS (Mock) infiziert. 48
h nach Infektion erfolgte eine Inkubation mit priméren polyklonalen IFN-8 Antikérpern. Die anschlieSen-
de immunhistologische Féirbung mit Alexa 555 (rote Fluoreszenz) gekoppelten sekundiren Antikérpern
wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis der ziliierten Epithelzellen wurde
mit priméren Antikorpern gegen (-Tubulin IV gefolgt von Alexa 350 (blaue Fluoreszenz) gekoppelten
sekundéren Antikérpern durchgefithrt (siehe Abschnitt 3.6.3). Die Identifikation der rPVM-GFP7 und
rPVM-GFP7 ANSIANS2 infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine Fluoreszenz).
Die repriisentativen Ausschnitte zeigen eine 40-fache Vergroflerung. Die schwarz dargestellten Pfeile zei-
gen die Uberlagerung von IFN-3 und ziliierten Epithelzellen (lila Fluoreszenz). Die weiBen Pfeile deuten
auf vermutlich Clarazellen. Die rote Fluoreszenz kennzeichnet rezeptorgebundenes IFN-8 an vermutlich
Clarazellen (roter Pfeil). Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei Méusen.

und rPVM-GFP7 ANS1ANS?2 infizierten Zellen des Flimmerepithels handelt es sich sowohl
um ziliierte Epithelzellen (griiner Pfeil; siche Abb. 30) als auch wahrscheinlich um Clara-
zellen (gelber Pfeil; siehe Abb. 30). Bei allen weiteren infizierten Zellen (griine Fluoreszenz;
sieche Abb. 33) konnte es sich sowohl um die kleinen kubischen Typ II Pneumozyten als
auch um Alveolarmakrophagen handeln (siche Abb. 31). Abb. 32 und Abb. 33 zeigen eine
spezifische Uberlagerung von IFN-a und IFN-3 mit Alveolarmakrophagen (schwarze Pfei-
le). Dabei ist darauf hinzuweisen, dass der Prozentsatz der Alveolarmakrophagen, die eine
Uberlagerung mit dem Interferonsignal aufweisen, sehr gering ist. Bei den iibrigen Signa-
len fiir rezeptorgebundenes Interferon kénnte es sich sowohl um flache Typ I Pneumozyten
(weifler Pfeil; siehe Abb. 32) als auch um kleine kubische bis rundliche Pneumozyten vom
Typ II handeln (weifle Kreise; sieche Abb. 32 und Abb. 33). Eine Dreifachfarbung (IFN-a,
Alveolarmakrophage und rPVM-GFP7 ANS1ANS2 Infektion) konnte in den exemplari-
schen Bildern nur in einem Fall beobachtet werden (schwarzer Kreis, siche Abb. 32). Bei
den weiteren rPVM-GFP7 und rPVM-GFP7 ANSTANS?2 infizierten Zellen handelt es sich
wahrscheinlich aufgrund der Morphologie um Typ I (flache bzw. platte Zellen) und Typ II

Pneumozyten (kubisch bzw. rundliche Zellen).
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Abbildung 32: Doppelfirbung von rezeptorgebundenen IFN-« und Alveolarmakrophagen. C57BL/6-Méuse
wurden mit jeweils 1 x 105> PFU rPVM-GFP7, rtPVM-GFP7 ANS1ANS2 oder PBS (Mock) infiziert. 48
h nach Infektion erfolgte eine Inkubation mit priméren polyklonalen IFN-a Antikérpern. Die anschlieSen-
de immunhistologische Féarbung mit Alexa 555 (rote Fluoreszenz) gekoppelten sekundiren Antikérpern
wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefithrt. Der Nachweis der Alveolarmakrophagen wurde
mit primédren Antikérpern gegen das Glykoprotein F4/80 gefolgt von Alexa 350 (blaue Fluoreszenz) ge-
koppelten sekundiiren Antikorpern durchgefiihrt (sieche Abschnitt 3.6.3). Die Identifikation der rPVM-
GFP7 und rPVM-GFP7 ANSIANS2 infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine
Fluoreszenz). Die reprisentativen Ausschnitte zeigen eine 40-fache Vergroferung. Die schwarzen Pfeile
zeigen die Uberlagerung von IFN-ar und Alveolarmakrophagen (lila Fluoreszenz). Die weilen Pfeile deu-
ten auf vermutlich Typ I Pneumozyten hin, die weilen Kreise auf vermutlich Typ II Pneumozyten. Eine
Dreifachfirbung (IFN-c«, Alveolarmakrophage und rPVM-GFP7 ANS1ANS2 Infektion) wird durch den
schwarzen Kreis gekennzeichnet. Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei M#usen.

rPVM-GFP7 rPVM-GFP7 ANS1ANS2
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Abbildung 33: Doppelfirbung von rezeptorgebundenen IFN-G und Alveolarmakrophagen. C57BL/6-Méuse
wurden mit jeweils 1 x 10> PFU rPVM-GFP7, rPVM-GFP7 ANS1ANS2 oder PBS (Mock) infiziert. 48 h
nach Infektion erfolgte eine Inkubation mit priméren polyklonalen IFN-3 Antikérpern. Die anschlielende
immunhistologische Farbung mit Alexa 555 (rote Fluoreszenz) gekoppelten sekundéren Antikérpern wur-
de wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis der Alveolarmakrophagen wurde mit
primédren Antikorpern gegen das Glykoprotein F4/80 gefolgt von Alexa 350 (blaue Fluoreszenz) gekop-
pelten sekundiiren Antikorpern durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.6.3). Die Identifikation der rPVM-GFP7
und rPVM-GFP7 ANSIANS2 infizierten Zellen geschah iiber die Expression von GFP (griine Fluores-
zenz). Die repriisentativen Ausschnitte zeigen eine 40-fache Vergréfierung. Die schwarzen Pfeile zeigen die
Uberlagerung von IFN-3 und Alveolarmakrophagen (lila Fluoreszenz). Der weifle Kreis markiert einen
vermutlichen Typ II Pneumozyten. Dargestellt sind Gefrierschnitte einer von zwei Méusen.
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5 Diskussion

5.1 Die NS-Proteine von PVM sind Interferonantagonisten

Die NS-Proteine von PVM wurden in dieser Dissertation als Typ I und Typ III Interferon-
antagonisten identifiziert, wobei das NS2-Protein eindeutig eine stérkere antagonistische
Funktion besitzt als das NS1-Protein. Eine additive Funktion des NS1-Proteins und eine
starke kooperative Wirkung beider Proteine konnte gezeigt werden. Das NS2-Protein in-
hibiert hierbei die Induktion von Interferon, der Angriffspunkt von NS1 konnte dagegen
nicht klar identifiziert werden. Die nachfolgend beschriebenen in vitro Daten belegen diese
Aussagen. rlPVM ANS-Mutanten zeigten in priméren Interferon-kompetenten C57BL/6-
MEFs eine deutliche Attenuierung im Vergleich zum rekombinanten Wildtypvirus (siehe
Abb. 11) und in Interferon-inkompetenten C57BL/6.IFN-aR%° -MEFs eine annihernd
vollsténdige Rekonstitution der Replikationsfihigkeit. Fiir rPVM ANS1, rPVM ANS2 und
rPVM ANS1ANS2 wurde sowohl in Interferon-kompetenten RAW264.7-Zellen als auch in
Interferon-kompetenten peritonealen Makrophagen von BALB/c- und C57BL/6-M&ausen
eine vollstédndige Attenuierung der Replikation beschrieben (siche Abb. 12). In C57BL/6.-
IFN-aR%° -Makrophagen und C57BL/6.IFN-aR%° IL28Ra’/° -Makrophagen wurde eine
vollsténdige Rekonstitution der Replikationsfihigkeit von rPVM ANS1, rPVM ANS2 und
rPVM ANSIANS2 beobachtet (siehe Abb. 12). In C57BL/6-MEFs hatte die Deletion des
NS2-Gens (rPVM ANS2) eine stérkere Attenuierung in vitro zur Folge als die Deletion
des NS1-Gens (rPVM ANS1) (sieche Abb. 11). Diese in vitro Daten belegen zelltypspe-
zifische Replikationsunterschiede in drei Interferon-kompetenten Zelllinien (Fibroblasten,
peritoneale Makrophagen, RAW264.7-Zellen) (siche Abb. 12).

Die Induktion von Typ I und Typ III Interferon in vitro wurde ebenfalls in drei unter-
schiedlichen Zellsystemen analysiert. Die folgenden in vitro Ergebnisse der PCR-~Analysen
(siche Abb. 13) bestétigen gleichermafien, wie die zuvor beschriebenen Daten der Wachs-
tumskurven, eine Funktion beider NS-Proteine von PVM als Interferonantagonisten. In
allen drei Zellsystemen konnte deutlich IFN-a5 und IFN-g3 spezifische mRNA nach Infek-
tion mit rPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 detektiert werden (siehe Abb. 13), wobei
eine Induktion von IFN-a5-mRNA und IFN-3-mRNA zu keinem Zeitpunkt nach Infektion
mit rPVM beobachtet wurde (siche Abb. 13). Nach Infektion mit rPVM ANSI wurde eine
schwache Induktion von IFN-a5-mRNA in Fibroblasten und in RAW264.7-Zellen nach-
gewiesen, hingegen wurde eine deutlich stédrkere Induktion in peritonealen Makrophagen
belegt. Eine Induktion von IFN-G-mRNA konnte hingegen nicht dokumentiert werden (sie-
he Abb. 13). Eine Typ III Interferon-Induktion konnte nur nach Infektion mit rPVM ANS2
und rPVM ANSTIANS?2 in den RAW264.7-Zellen beschrieben werden (sieche Abb. 13), was



5 DISKUSSION 7

sich durch zelltypspezifische Unterschiede in der Induktion der Typ III Interferone erklaren
liele.

Neben den beschriebenen in vitro Daten (PCR-Analysen und Daten der Wachstumskur-
ven) bestitigen sowohl die in vivo Daten der C57BL/6-Méuse wie auch die in vivo Daten
der IFN-p+/20~ue_Miuse eine Funktion beider NS-Proteine von PVM als Interferonanta-
gonisten. IFN-p+/A8-lue_Nzuse zeigten eine starke Induktion von IFN-ov und IFN-3 nach
Infektion mit tPVM ANS2 und rPVM ANS1ANS2 sowie eine schwache Induktion von
IFN-a und IFN-3 nach Infektion mit rPVM ANS1 in vivo (siehe Abb. 16). In C57BL/6-
Méusen wurde eine geringe Induktion von IFN-a und IFN-# nach Infektion mit rPVM
ANS2, eine starke Induktion von IFN-«a und IFN-G nach Infektion mit rPVM ANSIANS2
und keine Induktion von beiden Interferonen nach Infektion mit rPVM ANS1 bestimmt
(siche Abb. 18). Die im Vergleich zu C57BL/6-Mausen deutlich hohere Konzentration an
IFN-a und IFN-43 nach Infektion mit rPVM ANS2 in den IFN-3+/48~ue_Mzusen (Chimére
aus BALB/c-, C57BL/6- und K14Cre-Mé&usen) (Lienenklaus et al., 2009; siehe Abb. 16)
konnte auf die Verwendung unterschiedlicher Mausstdmme mit verschiedenen genetischen
Hintergriinden zuriickzufithren sein (Seeds et al., 2009). Ausgehend von den C57BL/6
ELISA Daten, die eine deutlich verstiarkte Induktion von IFN-a und IFN-G nach Infektion
mit rPVM ANSIANS2 im Vergleich zu rPVM ANS2 belegten, konnte eine additive Funk-
tion des NS1-Proteins im Interferonsystem und eine starke kooperative Wirkung beider
NS-Proteine in vivo beschrieben werden.

Die Daten dieser Dissertation und die Daten unserer Publikation (Buchholz et al., 2009)
belegen eine Funktion des NS2-Proteins als potenten Interferonantagonisten. In dieser Ar-
beit gelang es zusétzlich, das NS1-Protein von PVM als Interferonantagonisten zu iden-
tifizieren, wobei die nachfolgenden Ergebnisse die interferonantagonistische Funktion des
NS1-Proteins beschreiben. In C57BL/6-MEFs wurde eine verringerte Replikationsfihigkeit
von TPVM ANS1 im Vergleich zu rPVM dokumentiert, wohingegen in RAW264.7-Zellen
und in peritonealen Makrophagen eine vollstéindige Attenuierung von rPVM ANS1 ver-
zeichnet werden konnte (siche Abb. 12). Die zuvor beschriebene Attenuierung von rPVM
ANS1 wurde sowohl in C57BL/6.IFN-aR%° -MEFs als auch in peritonealen C57BL/6.-
IFN-aR%° -Makrophagen und C57BL/6.IFN-aR%° IL28Ra"° -Makrophagen vollstéindig
rekonstituiert (sieche Abb. 12). Der additive Effekt der Replikationsfahigkeit von rPVM
ANS1ANS2 im Vergleich zu rPVM ANS2 ist auf die Deletion von NS1 zuriickzufiihren
(sieche Abb. 11). Des Weiteren wurde eine unterschiedlich starke, zelltypspezifische Induk-
tion von IFN-ab nach Infektion mit rPVM ANSI bestimmt (siche Abb. 13). Diese Er-
gebnisse beschreiben auch eine Rolle des NS1-Proteins im Interferonsystem und erweitern
somit unsere bisherigen Daten (Buchholz et al., 2009).

Wie zuvor beschrieben, wurden beide NS-Proteine von PVM in Analogie zu RSV als
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Interferonantagonisten identifiziert. Dabei wurde fiir PVM eine deutlich stérkere antago-
nistische Funktion des NS2-Proteins im Vergleich zum NS1-Protein beobachtet. Bei HRSV
wurde das NS1-Protein verglichen mit dem NS2-Protein als stédrkerer Interferonantagonist
beschrieben (Spann et al., 2004). Bei BRSV zeichnet sich fiir die Stérke der Interferonant-
agonisten hingegen das gleiche Bild wie bei PVM ab (Valarcher et al., 2003). Im Mausmo-
dell fiir HRSV wurde jedoch wie auch in dieser Dissertation fiir PVM gezeigt, eine stérkere
interferonantagonistische Funktion des NS2-Proteins belegt (Kotelkin et al., 2006). Diese

Daten beschreiben somit eine wirtsabhédngige Aktivitat der NS-Proteine.

5.2 Protektive Rolle von Typ I und Typ III Interferonen bei
einer Infektion mit PVM

Typ I und Typ III Interferone besitzen eine protektive Rolle bei einer natiirlichen pul-
monalen Infektion mit PVM, wobei den Typ I Interferonen, im Vergleich zu den Typ
I1I Interferonen ein bedeutenderer Einfluss zugeordnet werden konnte. In vivo Ergebnisse
hinsichtlich der Replikation und Pathogenitdt der rPVM ANS-Mutanten in unterschied-
lichen Interferon-defizienten Knockout-Méausen erldutern diese Aussage. Fiir rPVM ANS-
Mutanten wurde eine starke Attenuierung hinsichtlich Replikationsfihigkeit und Virulenz
in C57BL/6-Miusen bestimmt (siehe Abb. 15). In C57BL/6.IFN-aR%° -M#usen wurde eine
erhohte Suszeptibilitdt gegeniiber einer Infektion mit den rPVM ANS-Mutanten beobach-
tet. Im Vergleich zu den durchgefiihrten Zellkulturversuchen zeigten C57BL/6.IFN-aR%/°
-Méuse jedoch keine Rekonstitution der zuvor in C57BL/6-Méusen beschriebenen Atte-
nuierung der Replikationsfahigkeit und der Virulenz (siehe Abb. 15). Die Replikation der
rPVM ANS-Mutanten in C57BL/6.IL28Ra’/° -Miusen hatte eine dhnliche Ausprigung
wie zuvor in C57BL/6-Méusen gezeigt (sieche Abb. 19) und spricht somit fiir eine unterge-
ordnete Rolle der Typ III Interferone bei einer PVM-Infektion. In C57BL/6.IFN-aR%/° -
IL28Ra’/? -Miusen wurde eine deutlich erhohte Suszeptibilitit gegeniiber einer Infektion
mit den rTPVM ANS-Mutanten dokumentiert, wobei eine vollstdndige Aufhebung der At-
tenuierung jedoch ausblieb. Die Beobachtung der erhéhten Suszeptibilitdt wurde sowohl
histopathologisch (siehe Abb. 20) als auch durch die Analyse eines Zytokin-Profils (siehe
Tab. 14) untermauert. Die Aussage, dass Typ I Interferone im Vergleich zu den Typ III
Interferonen eine stiarkere Protektion bei einer Infektion mit PVM vermitteln, wird auch
dadurch unterstrichen, dass die Vorbehandlung von C57BL/6-Mausen mit exogenem Typ
I Interferon vor einer PVM induzierten Pneumonie schiitzt. Im Unterschied dazu zeigte
sich nach Vorbehandlung mit exogenem Typ III Interferon zwar eine zeitlich verzogerte
Virusreplikation, ein umfassender protektiver Schutz blieb jedoch aus (sieche Abb. 22, 23).
Eine Infektion mit rekombinantem Wildtypvirus (rPVM) fiihrte in C57BL/6-, C57TBL/6.-
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IFN-aR%° -, C57BL/6.1L28Ra’/® - und C57BL/6.IFN-aR"/° IL28Ra’/°-Miusen zu einem
letalen Krankheitsverlauf.

Kiirzlich veroffentlichte Daten beschreiben eine geringe Replikation von HRSV in C57
BL/6-, in C57BL/6.IFN-aR%° - und in C57BL/6.IL28Ra®° -Mzusen (Mordstein et al.,
2010). In C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’® -Miusen wurde dagegen eine deutlich erhhte
Suszeptibilitidt und eine damit verbundene deutlich erhéhte Replikationsrate beschrieben.
Die geringeren Virustiter und die geringere Suszeptibilitdt der unterschiedlichen Interferon-
defizienten Knockout-Mause gegeniiber einer Infektion mit HRSV wurden durch die feh-
lende Induktion von Typ III Interferon begriindet. Die Autoren schlussfolgerten eine starke
protektive antivirale Funktion sowohl von Typ I Interferonen als auch von Typ III Inter-
feronen bei einer Infektion mit HRSV. Diese beschriebenen Daten reflektieren durch die
Verwendung eines nicht spezies-konformen Tiermodells (humanes Virus (HRSV) im Maus-
modell) jedoch nicht die Situation einer pulmonalen Infektion im natiirlichen Wirt.
Durch die Verwendung von rPVM ANS-Mutanten war es in dieser Dissertation erstmals
moglich, die Rolle von Typ I und Typ III Interferon in einem natiirlichen Wirt (murines
Virus (PVM) im Mausmodell) zu untersuchen. Die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2
von PVM wurden dabei als Interferonantagonisten beschrieben (siche Abschnitt 5.1). In
C57BL/6-, in C57BL/6.IFN-aR%° - in C57BL/6.IL28Ra’/? - und in C57BL/6.IFN-aR"/° -
IL28Ra’/® -Miusen wurde im Vergleich zu den zuvor verdffentlichten Daten mit HRSV
(Mordstein et al., 2010) nach Infektion mit rPVM nur ein geringer Unterschied in der Re-
plikation und der Virulenz beobachtet. Durch die Verwendung von rPVM ANS-Mutanten
und unterschiedlichen Interferon-defizienten Mausen wurde den Typ I Interferonen nach-
weislich ein protektiverer Einfluss zugeordnet als den Typ III Interferonen.

Nach einer Vorbehandlung mit exogenem Typ III Interferon vor einer intranasalen Infekti-
on mit Influenza-Viren konnte keine Erkrankung der Méuse beobachtet werden (Mordstein
et al., 2008). Im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Arbeit beschreiben die Daten eine pro-
tektive Rolle von exogenem Typ III Interferon bei einer Infektion mit Influenza-Viren. Eine
Erklarung fiir diese unterschiedliche protektive Wirkung des Typ III Interferons konnte in
der Infektion verschiedener pulmonaler Zelltypen nach Infektion mit Influenza-Viren bzw.
PVM liegen. Wahrend einer PVM-Infektion konnten in dieser Arbeit durch Antikoérper
und anhand morphologischer Beschreibungen ziliierte Epithelzellen, Alveolarmakropha-
gen, Clarazellen, Typ I und Typ II Pneumozyten als virusinfizierte Zellen nachgewiesen
werden (siehe Abb. 30, 31, 32, 33). Dieser Zelltropismus konnte auch in Autopsien von
HRSV-infizierten Patienten gefunden werden. Ein histologischer Vergleich von HRSV- und
Influenza-Virus-infizierten Patienten zeigte bei Influenza-Patienten, dass nur Epithelzellen
der groBeren Atemwege jedoch keine alveolaren Zellen infiziert werden (Welliver et al.,
2007). Mordstein et al. (2010) beschrieben vor kurzem ein Vorhandensein des Typ IIT In-
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terferonrezeptor auf Epithelzellen der grofleren Atemwege nicht aber auf alveolaren Zellen.
Somit wire nach Vorbehandlung mit exogenem Typ III Interferon ein antiviraler Status
von interferon-sensitiven Epithelzellen der grofieren Atemwege bei einer Influenza-Infektion
vorstellbar. Da bei PVM im Gegensatz zu Influenza auflerdem Zellen in kleineren Atemwe-
gen und Alveoli infiziert werden, kénnte es sich bei diesen Zellen um interferon-insensitive
Zellen handeln. Somit wiirde sich zwar die Virusreplikation zeitlich verzégern, ein umfas-
sender protektiver Schutz wiirde jedoch ausbleiben. Dieser mégliche Unterschied im Ver-
halten der Zellen gegeniiber Typ III Interferon konnte die unterschiedliche Effizienz der

Vorbehandlung erkléren.

5.3 Gibt es weitere Funktionen der NS-Proteine von PVM?

Die NS-Proteine von PVM wurden in dieser Arbeit als potente Interferonantagonisten
identifiziert. In C57BL/6.IFN-aR%° IL28Ra’/°-Miusen konnte im Vergleich zu C57BL/6.-
IFN-aR%° - und C57BL/6.IL28Ra®°® -Miusen eine gesteigerte Replikation und Virulenz
von TPVM ANSI und rPVM ANS2 dokumentiert werden, wobei in rPVM ANSIANS2
infizierten C57BL/6.IFN-aR%°.IL28Ra’/*-M#usen kein Gewichtsverlust und nur eine ge-
ringere Virusreplikation im Vergleich zu den iibrigen rPVM ANS-Mutanten beschrieben
werden konnte.

Wiirde es sich bei der interferonantagonistischen Funktion der NS-Proteine von PVM um
die einzige Funktion dieser Proteine handeln, wiirde in C57BL/6.IFN-aR%/° IL28Ra"/°-
Méusen, die eine Deletion des Typ I und des Typ III Interferonrezeptors aufweisen, eine
Replikation und Virulenz der rPVM ANS-Mutanten dhnlich dem rekombinanten Wildtyp-
virus erwartet. Da diese Erwartung nicht erfiillt werden konnte, sind weitere Funktionen
der NS-Proteine wahrscheinlich.

Bitko et al. (2007) beschrieben in einem Modell, dass die Nichtstrukturproteine NS1 und

NS2 von HRSV neben ihrer bekannten Funktion als Interferonantagonisten einen frithen
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der Interferon- ———»  antiviraler

/ antwort Gene \
Bessere

HRSV —» NS1/NS2 Ausbreitung
des Virus

NF-xB —p Antiapoptotische *
Aktive Gene Inhibition
der friihen

AKT
™M Inaktive / Apoptose

Bad, GSK3 etc.

PI3-K

Abbildung 34: Schematische Darstellung zur Wirkungsweise der NS-Proteine von HRSV (modifiziert nach
Bitko et al., 2007)
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Zeitpunkt der Apoptose durch einen Interferon-unabhéngigen Mechanismus inhibieren, wo-
durch eine langere Virusreplikation und somit eine stédrkere Ausbreitung des Virus gegeben
wére (siche Abb. 34). Diese Inhibition der frithen Apoptose wird vermutlich unabhéngig
vom Interferon-Signalweg durch die NS-Protein abhéngige Aktivierung des NF-xB und
PI3-K/AKT Signalweges reguliert (Bitko et al., 2007). In Sédugetierzellen bewirkt die Akti-
vierung des PI3-K/AKT-Signalweges (PI3-K: Phosphatidylinosytol-3-Kinase, AKT: Phos-
phatidylinositol-3-Kinase, PKB oder Proteinkinase B, Gene: AKT1, AKT2, AKT3) einen
antiapoptotischen Status (Downward, 2004). Die Aktivierung von PI3-K (Phosphatidyl-
inositol-3-Kinase) durch die NS-Proteine katalysiert die Phosphorylierung von Phosphati-
dylinositol zu Phosphatidylinositol-3-Phosphat bzw. von Phosphatidylinositol-4-phosphat
zu Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat und von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat. Die Entstehung dieser Substrate fithrt zur Phos-
phorylierung und damit zur Aktivierung der Kinase AKT. Die aktivierte Kinase AKT fiihrt
zur Phosphorylierung einer Reihe von proapoptotischen Markern, wie z.B. Bad, GSKS3,
IxB. Dadurch kommt es zum einen zur Inaktivierung von Bad (Bcl2-associated agonist
of cell death) und GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) und zum anderen zur Degradie-
rung von IxkB (Inhibitor von NF-xB), was wiederum zur Translokation von NF-xB aus
dem Zytoplasma in den Zellkern fiihrt. Die Folge der Translokation ist eine Aktivierung
proinflammatorischer und antiapoptotischer Gene, z.B. der Bcl-Familie. Die Inaktivierung
der proapoptotischen Marker und die Aktivierung antiapoptotischer Gene bewirken eine
Inhibition der frithen Apoptose virusinfizierter Zellen (siche Abb. 34).

Hinweise auf eine anti-apoptotische Funktion der NS-Proteine von PVM wurden in die-
ser Dissertation durch die Verwendung eines MitoPT-Assays erlangt. Die Ergebnisse be-
legten einen Zusammenbruch des Transmembranpotentials 16 h nach Infektion mit rPVM-
GFP7 ANS2 und rPVM-GFP7 ANSTANS2 im Vergleich zu einer Infektion mit rPVM-GFP
und rPVM-GFP7 ANS1 (siehe Abb. 21). Diese Ergebnisse lassen sich durch die nachfolgen-
de Funktionsbeschreibung der Mitochondrien innerhalb der Signalkaskade der Apoptose
verstehen. Bei der oxidativen Phosphorylierung ist die ATP-Synthese durch einen Pro-
tonengradienten iiber der inneren Mitochondrienmembran mit dem Elektronenfluss vom
NADH/FADH, zum Oy gekoppelt. Der Elektronenfluss durch drei asymmetrisch orien-
tierte Transmembrankomplexe fiithrt dazu, dass Protonen aus der Mitochondrienmatrix
herausgepumpt werden und somit ein Transmembranpotential entsteht (Pedersen & Am-
zel, 1993). Der Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials wird ebenso
wie die DNA-Fragmentierung und die Chromatinkondensation als ein sehr frithes Anzei-
chen im Apoptoseprozess beschrieben (Scaife, 1966; Decaudin et al., 1997). Die Anderung
des Transmembranpotentials entsteht dabei durch die Offnung eines Porenkomplexes, der
durch das Protoonkogen bcl-2 reguliert wird (Crompton, 1999; Faller-Miiller et al., 1999).
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Durch die beschriebene Anderung des Transmembranpotentials wird die Atmungskette
entkoppelt und somit die ATP-Bildung durch die mitochondriale ATPase unterbunden.
Als Folge der Entkopplung der Atmungskette stromen Ionen, wie z.B. Ca?", aus den Mit-
ochondrien in das Zytosol. Dadurch wird die mitochondriale RNA- und Proteinsynthese
gestoppt und der Transport von Proteinen aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien un-
terbrochen. Das Offnen dieser Poren hat nicht nur die Freisetzung von Ionen zur Folge,
sondern bewirkt auch die Freisetzung des intramitochondrialen Proteins Zytochrom c, wel-
ches ein essentieller Bestandteil der Atmungskette ist (Kluck et al., 1997; Kroemer & Reed,
2000; Crompton, 1999; Faller-Miiller et al., 1999). Durch die Freisetzung von Zytochrom
¢ wird nachfolgend unter ATP-Verbrauch die Oligomerisierung von Apaf-1 (apoptotischer
Protease-Aktivierungsfaktor-1) induziert. Dieses Adapterprotein bindet und aktiviert die
Pro-Caspase-9. Der Proteinkomplex aus Zytochrom c, Apaf-1, ATP und Pro-Caspase-9
wird als Apoptosom bezeichnet, welches nachfolgend die Initiation der Caspase-Kaskade
bewirkt und deren Folge zur Apoptose fiihrt (Li et al., 1997).

Durch den Einsatz eines MitoPT-Assays war es in dieser Dissertation moglich, die Anderung
des mitochondrialen Transmembranpotentials und somit den vermutlichen Startpunkt der
frithen apoptotischen Signalkaskade zu dokumentieren. Zusammenfassend kann gesagt wer-
den, dass die Verwendung des MitoPT-Assays innerhalb dieser Dissertation einen entschei-
denden Hinweis auf eine anti-apoptotische Funktion der NS-Proteine von PVM lieferte.
Weiterfithrende Experimente, wie z.B. der Einsatz unterschiedlicher Caspase-Assays wéren
notwendig, um den genauen Wirkmechanismus der einzelnen Proteine innerhalb der Signal-
transduktionswege der Apoptose bestimmen zu kénnen und um die Apoptose als Grund
fiir die verminderte Pathogenitédt von rPVM-GFP7 ANS2 und rPVM-GFP7 ANS1ANS2

in vivo anzufithren.

5.4 Analyse von Typ I Interferon synthetisierenden Zellen in
VIVO

Welche Zellen wahrend einer natiirlichen pulmonalen Infektion hauptséchlich Interfero-
ne produzieren, war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Die kommerziell erhéltlichen
Antikorper wurden in dieser Arbeit vor der eigentlichen in vivo Anwendung in RAW264.7-
Zellen auf ihre immunhistologische Verwendung getest. Dabei konnte gezeigt werden, dass
nach Infektion mit der Interferon-induzierenden Deletionsmutante rPVM-GFP7 ANSI-
ANS2 im Vergleich zum rekombinanten Wildtyp sowohl virusinfizierte als auch uninfizierte
Zellen als Typ I Interferon-Produzenten fungieren.

Typ I Interferone werden als Reaktion auf eine Virusinfektion von Zellen gebildet und ih-

re Wirkungsweise erfolgt sowohl autokrin als auch parakrin (Isaacs & Lindenmann, 1957;
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Pestka et al., 2004). Bereits veroffentlichte Daten lassen annehmen, dass fiir die Synthese
von IFN-« die vorherige Synthese von IFN-/ notwendig ist (Erlandsson et al., 1998). Die
Daten dieser Arbeit beschreiben, dass auch uninfizierte Zellen in der Lage sind, ohne einen
direkten Infektionsstimulus, Interferone zu produzieren. Die beschriebene Produktion der
Interferone durch uninfizierte Zellen lésst sich zum einen méglicherweise als Schutzmecha-
nismus verstehen, der eine schnelle und effiziente Interferonproduktion aller Zellen sichert
und somit einen antiviralen Status auslost, und zum anderen lassen diese Daten einen
bisher unbeschriebenen Kommunikationsmechanismus von benachbarten Zellen vermuten.

Die Annahme, dass nach einer Virusinfektion alle Zellen Interferone bilden (Isaacs
& Lindenmann, 1957; Pestka et al., 2004) konnte in dieser Arbeit iiberraschenderweise
nicht bestétigt werden: Nach Infektion mit rPVM-GFP7 ANSTANS2 finden sich nur we-
nige, vereinzelte Zellen, die IFN-« und -3 produzieren (siche Abb. 24, 25). Ein mdoglicher
zeitabhingiger Anstieg der Menge an Interferon-produzierenden Zellen (16 h, 24 h, 48h)
konnte nicht beschrieben werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit aktuell veroffentlichten
Daten, die nach einer Behandlung von YFP-IFN-3-Reporter Méusen ( Yellow fluorescent
protein) mit CpG-ODN (CpG-Oligodesoxynukleotide) in vivo nur vereinzelte, sehr geringe
Mengen an Interferon-produzierenden Zellen dokumentieren (Scheu et al., 2008). Im Zuge
dieser Daten lésst sich vermuten, dass nur ein sehr geringer Prozentsatz an Interferon-
produzierenden Zellen erforderlich ist, um eine ausreichende Menge an Interferon fiir einen
nachfolgenden effizienten antiviralen Status zu produzieren.

Die Frage, welche Zellen wahrend einer pulmonalen Infektion hauptséachlich Interferone
i viwo produzieren, sollte innerhalb dieser Dissertation mittels Immunhistologie beant-
wortet werden. Leider wurde bei den histologischen Farbungen feststellt, dass die in der
Zellkultur geeigneten IFN-a und -( spezifischen Antikorper nach Permeabilisierung des
Lungengewebes weitere Strukturen unspezifisch erkennen und somit fiir die intrazellulére
Féarbung der Interferone im Gewebe nicht geeignet sind. Die Beobachtung beziiglich der
Unspezifitdt der getesteten Interferon-Antikérper korreliert im Fall von IFN-a mit bereits
veroffentlichten Daten (Delhaye et al., 2006), die deutliche Signale fiir IFN-ax sowohl in
TMEV (Theiler’s murines Enzephalitis-Virus) infizierten Gehirnpréparaten als auch in
uninfizierten Kontrollpraparaten dokumentieren. Delhaye et al. (2006) begriindeten diese
unspezifischen IFN-a-Signale in Kontrollpraparaten durch eine mégliche Kreuzreaktivitét
des IFN-a Antikorpers mit unbekannten Antigenen von Endothelzellen. Obgleich sich die
beschriebenen Interferon-Antikorper nicht fiir intrazelluldre Farbungen im Lungengewebe
eigneten, gelang es mit Hilfe einer neuen Nachweismethode (Intranasale Applikation der
Antikorper vor Tétung der Versuchstiere, sieche Abschnitt 3.6.3) erstmals Zellen zu iden-
tifizieren, bei denen Interferon an den Rezeptor gebunden hatte. Eine Bestétigung iiber
die Sperzifitit dieser Nachweismethode konnte durch die Verwendung von C57BL/6.IFN-
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aR%0 IL28Ra/0 -Méusen eindeutig gefithrt werden. Eine Infektion von Alveolarmakropha-
gen, zililerten Epithelzellen, Clarazellen, Typ I und Typ II Pneumozyten mit rPVM-GFP7
oder rPVM ANS1ANS2 ist prinzipiell nachzuweisen (siche Abb. 30, 31, 32, 33). Durch
Mehrfachfarbungen war es moglich Alveolarmakrophagen und ziliierte Epithelzellen als
diejenigen Zellen zu identifizieren, die nach Infektion mit rPVM-GFP7 ANS1ANS2 Typ
I Interferone am Rezeptor gebunden hatten (siehe Abb. 30, 31, 32, 33). Dabei sei jedoch
darauf hingewiesen, dass der Prozentsatz an Alveolarmakrophagen und ziliierten Epithel-
zellen, die sich mit dem IFN-« und -3 Signal iiberlagern, gering ist. Die iibrigen IFN-a und
-( spezifischen Signale konnten aufgrund der limitierten Mehrfachfarbungen keinem Zell-
typ zugeordnet werden. Eine histologische Betrachtung der einzelnen Gefrierschnitte (siehe
Abb. 30, 31, 32, 33) lie jedoch auch bei den fiir das Bronchiolusepithel (Bronchiolus ter-
minalis) typischen kubisch bis hochprismatischen nicht-ziliierten Clarazellen oder bei den
fiir die Alveolen typischen, flachen Typ I Pneumozyten (Alveolardeckzellen) und kleinen
kubischen bzw. rundlichen Typ II Pneumozyten (Nischenzellen) rezeptorgebundenes IFN-«
und -3 vermuten. Bei diesen Zelltypen konnte kein gleichzeitiger Nachweis von einer PV M-
Infektion (GFP-Expression) und rezeptorgebundenen Interferon beschrieben werden. Bei
Alveolarmakrophagen war ein gleichzeitiger Nachweis von Infektion und rezeptorgebunde-
nen Interferon nur einmal moglich (siehe Abb. 32). Bei den Zellen mit nachgewiesenen,
rezeptorgebundenen Interferon handelt es sich wahrscheinlich um interferonproduzierende
Zellen, die autokrin stimuliert wurden. Eine moégliche Begriindung ergibt sich daraus, dass
im direkten Umfeld der interferonproduzierenden Zelle eine extrem erhéhte Konzentration
an Interferon vorlag, sodass vor allem autokrin gebundenes Interferon nachgewiesen wurde.

Durch die Etablierung dieser Nachweismethode wird es in weitergehenden Studien
moglich sein, die zeitabhingige Wirkung sowohl von IFN-a als auch von IFN-{3 auf die
entsprechenden Zielzellen in einem natiirlichen Wirt genauer zu analysieren, wobei auch

eine Unterscheidung von infizierten und interferonproduzierenden Zellen mdoglich ist.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das PVM-Mausmodell verwendet, um die Bedeutung der Typ I und
Typ III Interferonantwort fiir die Pathogenese einer pneumoviralen Infektion zu analysie-
ren. Hierzu wurden zunéchst mit Hilfe der reversen Genetik rekombinante PVM-Mutanten
hergestellt, bei denen die Gene fiir die NS-Proteine, welche vermutlich als Interferonantago-
nisten fungieren, deletiert sind. Die Charakterisierung der Replikationsfdhigkeit der rPVM
ANS-Mutanten erfolgte in vitro in Interferon-kompetenten und Interferon-inkompetenten
Zelllinien. Ein zentraler Schritt innerhalb dieser Charakterisierung war die Untersuchung
der Induktion von Interferonen in vivo und in wvitro nach Infektion mit den rPVM ANS-
Mutanten, wobei nachgewiesen wurde, dass die NS-Proteine von PVM als Interferonant-
agonisten fungieren.

In allen Interferon-kompetenten Zellkulturen wurde eine Attenuierung von rPVM ANST,
rPVM ANS2 und rPVM ANSIANS2 bezogen auf rPVM beobachtet. In allen Interferon-
inkompetenten Zellkulturen konnte die Attenuierung der rPVM ANS-Mutanten nahezu
vollsténdig revertiert werden. Nach Infektion mit den rPVM ANS-Mutanten wurde in
verschiedenen Zelllinien eine Induktion von Typ I und Typ III Interferonen betrachtet,
wobei Unterschiede in der Stérke der Interferon-Induktion nach Infektion mit den rPVM
ANS-Mutanten vorhanden waren. Zusammenfassend war es moglich, die NS1- und NS2-
Proteine von PVM in Analogie zu RSV eindeutig als Antagonisten der Interferonantwort
zu identifizieren.

Die Untersuchung der protektiven Rolle von Typ I und Typ III Interferonen fiir die
Replikation und Pathogenitdt von PVM bildete den zweiten Teil dieser Arbeit. Hier-
zu wurde die Replikationsfihigkeit und Pathogenitdt der rPVM ANS-Mutanten in ver-
schiedenen Interferon-defizienten Mausstdmmen getestet. Die Untersuchungen ergaben ei-
ne protektive Rolle von Typ I und Typ III Interferonen bei einer Infektion mit PVM,
wobei den Typ I Interferonen ein effektiverer Einfluss zugeordnet werden konnte. Ein Ver-
gleich von Replikation und Virulenz zwischen den verschiedenen Typ I oder Typ III oder
Typ I/Typ III Interferonrezeptor-defizienten Mausstdmmen belegte eine erhohte Suszep-
tibilitdt der Typ I/Typ III Interferonrezeptor-defizienten Méuse gegeniiber einer Infekti-
on mit den rPVM ANS-Mutanten. Eine vollstindige Aufhebung der Attenuierung wur-
de auch in den Typ I/Typ III Interferonrezeptor-defizienten Mausen nicht erlangt. Eine
anti-apoptotische Funktion der NS-Proteine zusétzlich zu ihrer Wirkungsweise als Inter-
feronantagonisten wurde aufgrund der unvollstéindigen Revertierung der Pathogenitit der
rPVM ANS-Mutanten in Typ I/Typ III Interferonrezeptor-defizienten Mausen vermutet.

Der abschlieffende Teil dieser Dissertation befasste sich mit der Frage, welche Zellen

bei einer natiirlichen pulmonalen Infektion Interferone in vivo produzieren. In wvitro wur-
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de beobachtet, dass iiberraschenderweise nur sehr wenige virusinfizierte oder uninfizierte
Zellen Typ I Interferone bilden. Der Nachweis dariiber, welche Zellen wihrend einer pul-
monalen Infektion hauptséchlich Interferone in vivo produzieren, war aufgrund der fehlen-
den Fignung der kommerziell erhéltlichen Interferon-Antikérper fiir intrazellulire Gewe-
befédrbungen nicht moglich. Dennoch gelang es abschlieSlend durch eine neue Nachweisme-
thode erstmals Zellen mit rezeptorgebundenen Interferon zu identifizieren, wobei es sich
um zililerte Epithelzellen, Alveolarmakrophagen und vermutlich Clarazellen sowie Typ I

und Typ II Pneumozyten handelte.
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7 Summary

In this thesis the PVM mouse model was used to unveil the role of type I and type III
interferone response for the pathogenesis of pneumoviral infection.

First, recombinant PVM ANS-mutants with single or combined deletions of the NS-
genes were generated and replication efficiency characterization was analyzed in interferon-
competent cells as well as in interferon-incompetent cells. A major point was to elucidate
the NS-proteins of PVM as interferon antagonists. In interferon-competent cells the repli-
cation of rPVM ANS-mutants were significantly attenuated. These attenuation of all three
rPVM ANS-mutants was almost completely reversed when interferon-incompetent cells
were infected. Induction of type I and type III interferons was determined in different cell
types after infection with tPVM ANS-mutants with differences in intensity of interferon
induction. Thus, NS1- and NS2-proteins were clearly identified as interferon antagonists.

To analyze the protective capacity of type I and type III interferons with respect to
replication and pathology of PVM, mice lacking functional receptors for either or both
interferons were infected with rPVM or the respective ANS-mutants. The results indicated
that both type I and type III interferons which one restricted replication and patholo-
gy of PVM, with the former playing the greater role. Interestingly, the replication and
virulence of wild-type PVM were completely unaffected by the presence or absence of
functional receptors to type I and type III interferon, indicating that both systems are
strongly suppressed during infection. However, pretreatment of mice with type I interferon
were protective against lethal rPVM challenge, whereas pretreatment with type III inter-
feron delayed but did not prevent death. Finally, the PVM-NS-proteins appeared to delay
apoptosis independently of its IFN-antagonistic activity that may contribute to the limited
pathogenicity of the viruses in type I/type III receptor deficient mice.

In the last part type I interferon producing cells in a pneumoviral infection in vivo
should be identified. It was documented that type I interferon producing cells are virus-
infected cells as well as uninfected cells. Surprisingly, in vitro only few cells produced type
I interferon during rPVM-GFP7 ANSTANS2 infection. Because the commercially available
interferon antibodies are not qualified for intracellular tissue staining it was not possible
to identify in vivo the interferon producing cells, but by inventing a new method it was
possible to verify the binding of type I interferon to the cell surface receptor of ciliated
epithelial cells, alveolar macrophages and presumably Clara cells and type I and type II

pneumocytes.
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