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I.  Einleitung

1. Allgemeines zum Immunsystem

Das Immunsystem wird traditionell eingeteilt in angeborene und erworbene
Immunitat, beide erfullen verschiedene, spezifische Funktionen bei der Abwehr
von Krankheitserregem. Die erworbene (adaptive) Immunitéat wird charakterisiert
durch die Erkennung von Antigenen Uber spezifische Rezeptoren, die zu einer
klonalen Expansion einzelner Lymphozyten (T- und B-Zellen) fuhrt. Diese ist
Voraussetzung fur eine effektive Immunantwort, in deren Verlauf die
entsprechenden Klone in Effektorzellen ausdifferenzieren und mittels
Antikérperproduktion oder Uber Abtétungsmechanismen die Erreger eliminieren.
Allerdings vergehen bis dahin drei bis funf Tage, in denen die Pathogene dem
Wirtsorganismus bereits groten Schaden zufligen kénnen.

Die angeborene Immunitat gewahrleistet dagegen eine frihe Abwehr von
Erregern direkt nach der Infektion und kontroliiert deren Vermehrung.
Verschiedenste Mechanismen wie Phagozytose, Freisetzung antimikrobieller
Peptide und Aktivierung des Komplementsystems tber den alternativen Weg
spielen dabei eine Rolle. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise darauf, dass eine
weitere entscheidende Funktion der angeborenen Immunitét in der Kontrolle und

Interaktion mit der erworbenen Immunitat besteht.
1.1. Die angeborene Immunitét

Die angeborene Immunitét erschien in der Evolution lange vor der adaptiven, sie
ist vermutlich in allen mehrzelligen Organismen zu finden. Ein Hauptunterschied
zur erworbenen Immunitét liegt in der Art der Erkennung von Fremdantigenen. T-
und B-Zellrezeptoren werden wahrend der Entwicklung in den einzelnen

Lymphozyten quasi zufallig durch somatische Rekombination gebildet, was jede
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Zelle mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor ausstattet. Dieser erkennt zwar
hochspezifisch "sein” Antigen, aber nur wenige weitere mit niedriger Affinitat.
Dagegen wird die Erkennung in der angeborenen Immunitat Gber Rezeptoren
vermittelt, die durch Gene der Keimbahn kodiert werden, somit ist deren Spezifitat
bereits genetisch determiniert. Diese Rezeptoren haben sich aufgrund einer
natlriichen Selektion herausgebildet und ermdglichen die Erkennung bestimmter,
hochkonservierter Strukturen auf infektiésen Mikroorganismen. Der Nachteil liegt
auf der Hand: aufgrund der limitierten GréRe des Genoms liegt die Zah! der
verschiedenartigen Rezepteren in der angeborenen Immunitét nur bei einigen
hundert. Diese stehen einer Uberzah! von Fremdantigenen gegentber, die sich
zudem durch Mutationen sténdig verandern kénnen. Das Immunsystem |6st
dieses Problem, indem es auf Spezifitdt zugunsten von Vielfaltigkeit in der
Erkennung verzichtet. Es werden also nicht einzelne Antigene erkannt, sondern
wenige, aber hochkonservierte Strukturen in groflen Gruppen von
Mikroorganismen. Diese werden unter dem Begriff pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) zusammengefasst und die entsprechenden

Rezeptoren als pattern-recognition receptors bezeichnet.

1.2, Pattern-recognition receptors

Allen pattern associated molecular patterns, die von den pattern-recognition
receptors erkannt werden, sind bestimmte Eigenschaften gemeinsam, obwohl die
chemischen Strukturen ein breites Spektrum aufweisen. Sie werden
ausschlieBlich von mikrobiellen Pathogenen synthetisiert, nicht aber vom
Wirtsorganismus, so dass sie von den Rezeptoren der angeborenen Immunitét
als "fremd” erkannt werden kénnen. Es handelt sich meist um Strukturen, die
essentiell fur das Uberleben oder die Pathogenitat des Erregers sind. PAMPs sind
darUberhinaus so invariant, dass sie in ganzen Gruppen von Pathogenen
auftreten, hier sind z.B. die Lipopolysaccharide zu nennen, die Bestandteil aller
gramnegativer Bakterien sind. Erkennt ein Rezeptor LPS, kénnen somit nahezu
alle Infektionen durch diese Bakterienklasse detektiert werden (Medzhitov et al.,
2000).
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Im Gegensatz zu den Rezeptoren der erworbenen Immunitét, die nur auf T- oder
B-Lymphozyten exprimiert sind, finden sich pattern-recognition receptors auf einer
Vielzahl von  Immunzellen, vor allem auf den professionellen
antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-
Lymphozyten. Erkennt der Rezeptor ein Pathogen, werden die Zellen unmittelbar
aktiviert, ihre Effektorfunktion auszufihren, so dass die Immunantwort ohne
Verzdgerung eintritt (Medzhitov et al., 2000). Hier liegt ein deutlicher Vorteil
gegenuber der erworbenen Immunitét, in der fur eine effektive Antwort zunéchst
eine klonale Proliferation der antigenspezifischen Lymphozyten Voraussetzung
ist, die mehrere Tage benétigt.

Strukturell lassen sich die pattern-recognition receptors verschiedenen
Proteinfamilien zuordnen. Besonders haufig findet man Leucin-reiche, Calcium-
abhéngige oder scavenger-receptor Protein-Doménen. Funktionell gliedern sich
die Rezeptoren in drei Klassen: sezernierte, Endozytose-vermittelnde und
signalgebende Rezeptoren (Medzhitov et al, 2000). Sezernierte pattern-
recognition receptors wirken als Opsonine, die durch die Bindung an mikrobielie
Zellwénde eine Markierung darstellen, die durch Komplement und Phagozyten
erkannt werden kann. Das am besten charakterisierte Mitglied dieser Klasse ist
das Mannan-bindende Lektin, das in der Leber synthetisiert und als Komponente
der Akuten-Phase-Antwort ins Serum sezerniert wird. Es bindet an Kohlenhydrate
auf gramnegativen und grampositiven Bakterien und Hefen sowie an einige Viren
und Parasiten. Endozytose-vermitteinde pattern-recognition receptors sind auf der
Oberfléche von Phagozyten exprimiert. Bei der Erkennung von PAMPs auf einer
mikrobiellen Zelle vermitteln sie die Endozytose und anschlieRende Zerstdrung
des Pathogens in Lysosomen. Dabei generierte Antigene werden auf MHC II-
Molekilen an die Zelloberflache transportiert und dort prasentiert. Vertreter dieser
Klasse sind der Mannose-Rezeptor und der scavenger receptor = auf
Makrophagen. Die dritte Gruppe der pattern-recognition receptors aktiviert nach
der Erkennung von Pathogenen Signaltransduktionswege, die die Expression
einer Vielzahl von Genen der Immunantwort induziert, unter anderem
inflammatorische Zytokine (Medzhitov et al., 2000). Dazu gehéren die Rezeptoren
der toli-Familie, auf die noch naher eingegangen wird. Zwar ohne Signalfunktion,

aber unmittelbar mit den toll-like receptors (TLR) verbunden, ist das Molekil CD
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14, das aufgrund seiner Fahigkeit LPS zu erkennen auch zu diesen pattern-
recognition receptors gehort.

13. CD14

CD 14 ist ein Glycoprotein mit 356 Aminosduren. Nach der Translation wird es
entweder im endoplasmatischen Retikulum mit einem GPI-Anker verbunden und
als membransténdige Form (mCD 14) an die Zelloberfléche transportiert oder als
Iésliches Molekll (sCD 14) freigesetzt. Das membransténdige Molekul wird var
alilem auf Monozyten und Makrophagen exprimiert, die iosliche Form findet man
im Serum und im Liquor. Th2-Zytokine flhren zu einer Verringerung der
Expression, IFN-y, TNF und bakterielle Liganden dagegen zu einer Steigerung.
Eine Hoch- bzw. Herab-Regulation wird auch in verschiedenen Krankheitsbildern
wie z.B. bei bakteriellen und viralen Infektionen beobachtet (Antal-Szalmas, 2000;
Landmann et al., 2000).

Als pattern-recognition receptor bindet CD 14 eine Vielzahl von Liganden, denen
eine bestimmte Struktur gemeinsam sein muss. Deren chemischer Charakter ist
bis jetzt unbekannt, es kénnte sich um hydrophile phosphorylierte Hexose-Reste
oder alternativ um Phosphatidylinsositol und Phosphatidylserin handeln. Eine
Bindung an CD 14 konnte unter anderem fir Zellwandkomponenten aus
gramnegativen und grampositiven Bakterien, LTA (aus S. aureus), Osp (B.
burgdorferi), Pilz- sowie Hefebestandteile nachgewiesen werden. In der Folge
kommt es zur Aktivierung der Zellen und zur Freisetzung verschiedener Zytokine,
auflerdem zur Phagozytose durch Monozyten (Landmann et al., 2000). Weitere
CD 14-vermittelte Funktionen in polymorphkernigen Leukozyten sind die Integrin-
abhéngige Adhéasion an Fibrinogen oder Endothelzellen, die Phagozytose
apoptotischer Zellen und gramnegativer Bakterien. Sogar eine Beteiligung des
CD 14-Molekuls an der Regulation des programmierten Zelltods (Apoptose) in
Monozyten wird in der Literatur diskutiert (Antal-Szalmas 2000).

Der sicherlich am besten beschriebene funktionelle Zusammenhang in bezug auf

CD 14 ist die Interaktion mit dem bakteriellen Endotoxin LPS. Dieses Molekil
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kann bei einer Infektion mit gramnegativen Bakterien die Pathophysiologie des
septischen Schocks induzieren, der durch eine (Ubermalige Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren ausgelést wird. Eine Beteiligung von CD 14
wurde schon frith durch Versuche mit LPS in CD 14 knockout-Mausen gefunden,
die sich gegenlber den letalen Folgen eines solchen Schocks als resistent
erwiesen. Ein weiterer Faktor ist notwendig fur die Bindung von LPS an CD 14:
das LPS bindende Protein (LBP). Dieses ebenfalls den pattern recognition
receptors zugehédrige Molekul transportiert LPS-Monomere im Plasma zur
Bindungsstelle des membranstandigen CD 14, die einer definierten Position
zugeordnet werden kann (AS 39-44 und 57-64). Sowohl CD 14 als auch LBP
binden dabei an die Lipid A-Komponente des LPS, obwoh! sie untereinander
keine Sequenzhomologien zeigen (Schiitt, 1999). CD 14 besitzt selbst keine
intrazellulare Domane, ber die durch die Bindung eines Liganden ausgeldste
Signale ins Zytoplasma weitergeleitet werden kénnten. Es muss also ein weiterer
Faktor unmittelbar an der Interaktion zwischen LPS/LBP und CD 14 beteiligt sein,
den man nun im TLR 4 gefunden hat, einem Mitglied der immer noch wachsenden

Familie der toll-like receptors.

1.4.  Tolldike receptors (TLR)

Der erste Rezeptor der toll-Familie wurde in Drosophila als Komponente eines
Signalwegs identifiziert, der die Entwicklung der dorsoventralen Polaritat wahrend
der Embryogenese kontrolliert (Hashimoto et al., 1988). Das toll-Molekl ist ein
Transmembranprotein, das eine grofRe extrazelluldre, Leucin-reiche Doméane
aufweist. Uberraschenderweise #hnelte die Sequenz der zytoplasmatischen
Doméne stark derjenigen des humanen Interleukin 1-Rezeptors. Zudem
induzieren beide Signaltransduktionswege, die letztlich zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der NF-xB-Familie fihren, welche sine Schitsselposition
bei der Induktion von Immun- und Entztindungsantworten einnehmen. Diese
Beobachtung veranlasste weitere Untersuchungen vdes toll-Rezeptors, die
zeigten, dass das Molekill (wie auch Homologe, die mittlerweile charakterisiert

wurden) in der Tat in adulten Drosophita eine wichtige Komponente bei der
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Erkennung von Pilzen und anderen Pathogenen mit nachfolgender Induktion
einer entsprechenden Immunantwort darstelit (Means et al., 2000).

1.4.1. Expression und Signaltransduktion

Als toll-like receptors (TLRs) wurde die Familie bezeichnet, deren Mitglieder im
Menschen aufgrund von Sequenzhomologien zum toll der Drosophila identifiziert
werden konnten. Diese Familie umfasst zum heutigen Zeitpunkt mindestens 12
Mitglieder, von denen TLR 1-10 bereit_s genauer beschrieben sind (Takeuchi et
al., 2001). Das charakteristische Kennzeichen dieser Typ I|-Transmembran-
Rezeptoren ist, wie bei toll, die zytoplasmatische TIR-Domane (TollIL-1R) soWie
das extrazelluldre LRR (leucin-rich repeat)-Motiv. Dieses umfasst 20-29
Aminoséuren und findet sich in einer groBen Gruppe von Proteinen, unter
anderem auch im CD 14-Molekiil. Das Vorkommen des Metivs im Menschen, der
Fruchtfliege und sogar in Pflanzen lasst vermuten, dass es sich bej LRR-
Proteinen um evolution&r besonders friih entwickelte Rezeptoren der primitiven
Abwehr handelt. Die zytoplasmatische TIR-Doméane weist eine hohe Homologie
zu der der IL-1 Rezeptor-Familie auf, die sich von den TLRs durch ihre
extrazelluldre Immunglobulin-Domzne unterscheidet. Dies lieferte bereits einen
Hinweis auf den ebenfalls gemeinsamen Signalweg, der zur Aktivierung von NF-
kB fuhrt. Die Domane findet sich auflerdem in MyD88, dem sine entscheidende
Funktion als Adaptormolekiil bei der Erkennung von Pathogenen tiber TLRs
zukommt (Takeuchi et al., 2001 ).

Die Expression der TLR-Molekiile beschrénkt sich nicht auf myeloide Zellen,
vielmehr finden sich die Rezeptoren auch auf Endothelzsllen in Mikrogefalen der
Haut und im Darm, auf Her:«;muskelzellen und y8 T-Lymphozyten. Dies lasst
vermuten, dass bakterielle Komponenten direkt verschiedenste Wirtszellen Uber
TLRs aktivieren, was eine schnelle Antwort gegen Mikroorganismen
gewdhrleistet. TLR 3 ist das einzige Mitglied der Rezeptorfamilie, dessen
Expression auf einen einzigen Zelltyp limitiert ist: es findet sich ausschilieRlich auf
dendritischen Zellen (Takeuchi et al., 2001).
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Aufgrund der Ahnlichkeit der intrazellularen TIR-Doméne gibt es grole
Gemeinsamkeiten zwischen den Signaitransduktionswegen von TLRs und IL-1R
(s. Abb. 1). Die Aktivierung des Rezeptors filhrt zunachst zur Rekrutierung des
zytoplasmatischen Adaptormotekills MyD88, das ebenfalls eine TIR-Domane
besitzt. Die Interaktion findet zwischen den beiden Domanen statt, umfasst
eventuell noch ein weiteres Moleku! (Tollip) und fihrt im weiteren zur konstitutiven
Bindung der Serin/Threoninkinase IRAK Uber den N-Terminus des MyD88-
Molekuls, der einer death-domain entspricht. Das aktivierte IRAK interagiert mit
Traf 6 (tumor necrosis factor-associated factor), das die Verbindung zu den
Proteinkinasen NIK und IKKB herstellt. Die folgende Phosphorylierung von 1-xB
fuhrt dann zur Freisetzung des aktiven NF-xB und dessen Translokation in den
Zellkern (Takeuchi et al., 2001).

Abb. 1: Signalweg des Toll-like receptor 4 und des IL-1-Rezeptors.

Es finden sich zunehmend Hinweise darauf, dass dieser MyD88-abhangige

Signalweg nicht der einzige ist. Diskutiert wird unter anderem eine Alternative, in

g o e ]
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der das Molektl Tollip eine Rolle spielt, das ebenfalls mit der TIR-Doméne
interagiert und eine kostitutive Assoziation mit IRAK eingeht. Auch ein Weg, der
Uber Mitglieder der MAP-Kinase-Familie und JNK filhrt und in der Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren c-jun, cfos und AP1 (méglicherweise auch weiterer
Faktoren) mlndet, wird postuliert. Solche parallelen Kaskaden kénnten erkiéren,
wie durch die Bindung der Liganden an denselben Rezeptor dennoch
unterschiedliche Immunantworten generiert werden kénnen (Underhill et al.,
2002). '

Die Bandbreite der‘durch die TLR-Aktivierung ausgeldsten Immunantworten ist
vermutlich erst in Ansatzen aufgeklart. Neben der Freisetzung wichtiger
inflammatorischgy Mediatoren wie TNF-o. und IL-12 werden Mechanismen zur
Abtétung mikrobieller Organismen induziert, z.B. die Bildung von NO (Underhill et
al., 2002). Eine entscheidende Funktion kommt den TLR-Signalwegen woh| auch
bei der Regulation bzw. Initiation der adaptiven Immunitat zu. In MyD88-
defizienten Méusen Dbeispielsweise fehlt die Antigen-spezifische T-
Zellproliferation und Antikérperproduktion. Bestimmte Antworten sind spezifisch
durch bestimmte TLRs induziert, so ist die Freisetzung von IP-10, IFN-B und IL-
12p70 fur eine Aktivierung von TLR 4 charakteristisch, die Synthese von IL-8, IL-
23 und der inhibitorischen Form von IL-12 dagegen auf TLR 2 beschrankt (Re et
al., 2001). Méglicherweise sind fur eine solche Spezifitat nicht die TLRs selbst
verantwortlich, sondern zusatzliche akzessorische Molekille. Eine Differenzierung
der Antwort wird vermutich auch durch die Expression verschiedener
Kombinationen von TLRs auf verschiedenen Populationen dendritischer Zellen
erreicht, die durch die Favorisierung einer Th1- oder Th2- dominiertent Antwort die
Richtung der adaptiven Immunitat beeinflusst.

1.4.2. TLR-Liganden und Rezeptor-Spezifitit

Der erste Ligand, der mit einem toll-like Rezeptor assoziiert werden konnte, war
das bakterielle Endotoxin LPS. Seit langem wusste man zwar, dass CD 14 einen
wesentlichen Faktor bei der Ubertragung LPS-vermittelter Signale darstellt, erst in
TLR 4 identifizierte man jedoch die bis dahin fehlende Komponente, die aufgrund

e e |
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inrer zytoplasmatischen TIR-Domane die Signaltransduktion induzieren kann.
Weiterhin ist das Molekil MD 2 fur die Bindung von LPS an CD 14 und TLR 4
notwendig. Die intensiven Studien an den verschiedenen Vertretern der toll-
Familie fUhrten zur Charakterisierung weiterer Liganden, deren Auflistung mit
Sicherheit im Lauf der nachsten Jahre noch erweitert werden muss. So stellen
verschiedene bakterielle Lipoproteine, Peptidoglycan, Zymosan,
Lipoarabinomannan, MALP-2 und bestimmte LPS-Varianten Stimuli dar, die eine
Aktivierung der Signalkaskade durch TLR 2 verursachen (Akira et al., 2001), TLR
3 erkennt spezifisch dsRNA, wie sie bei der Replikation von Viren entsteht
(Alexopoulou et al., 2001). Eine Signalinduktion Uber TLR 4 erfolgt neben LPS
auch durch Taxol, hsp 60, hsp 70, Fibronectin EDA und das F-Protein des
respiratory syncytial virus (RSV). Als einziger Ligand fur TLR 5 wurde bisher
bakterieiles Flagellin identifiziert, fir TLR 9 unmethylierte CpG-Motive, die man
vor allem in bakterieller DNA findet (Underhill et al., 2002).

Es ist bis jetzt unklar, in welcher Form die Interaktion von Ligand und TLR genau
stattfindet. Die Daten deuten in vielen Fallen darauf hin, dass eine echte Bindung
im chemischen Sinn nicht vorliegt.

Die Heterogenitét der aufgezéhlten TLR-Liganden wirft zwangsléufig eine Frage
auf. wie kann trotz der Erkennung so unterschiedlicher pathogener und z.T.
endogener Faktoren eine spezifische und dem jeweiligen Fall angemessene
Antwort induziert werden? Eine mégliche Erklérung, die zunehmend durch Daten
gestutzt wird, ist die Bildung von TLR-Heterodimeren, die je nach Kombination
verschiedene Signalwege in der Zelle aktivieren. Eine Dimerisierung von TLR 2
mit TLR 6 bzw. TLR 1 wurde bereits gezeigt und mit der Bindung ganz bestimmter
Liganden in Zusammenhang gebracht (Ozinsky et al., 2000). Die spezifische
Regulation Uber weitere, bis jetzt nicht identifizierte Hilfsmolekile, wird ebenfalls
postuliert.

1.4.3. TLRs und Viren

Vor der Entdeckung der TLRs ging man davon aus, dass Viren vor allem einer
adaptiven Immunantwort begegnen, die angeborenen Abwehrmechanismen
jedoch umgehen. Heute haufen sich die Hinweise, dass TLRs im Zusammenhang
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mit einer Virusinfektion durchaus eine Rolle spielen. So vermittelt RSV ber TLR
4 eine Zellaktivierung, die zur Freisetzung typischer Zytokine, einer Beeinflussung
der NK-Zellen und einer verbesserten Virus-clearance filhrt (Kurt-Jones et al.,
2000). Eine B-Zellaktivierung, ebenfalls Uber TLR 4, konnte fur Retroviren
beobachtet werden (Rassa et al., 2002). In dendritischen Zellen fuhrte die
Interaktion zwischen dsRNA und TLR 3 zur NF«B-Aktivierung und Interferon-
Freisetzung (Alexopoulou et al., 2001). Es Gberrascht nicht, dass verschiedene
Viren auch gegentber dieser frilhen Immunantwort Mechanismen entwickelt
haben, die zu einer Resistenz fithren. Dies wird méglich durch Virusproteine, die
die toll- oder IL-1-Rezeptoren bzw. die TIR-Doméne der TLRs imitieren und
dadurch eine Inhibition der TLR-vermittelten Signaltransduktion bewirken kénnen.
Das Vaccinia-Virus exprimiert zwei soicher Komponenten, dem N-Protein des
Tabakmosaikvirus wird ebenfalls eine entsprechende Funktion zugeschrieben
(Bowie et al, 2000; Whitham et al., 1994).

2. Monozyten / Makrophagen

Das menschliche Immunsystem besteht aus ca. 1 Billion Zellen, die zwischen Blut
und Lymphe zirkulieren, in anatomisch definierten Ansammiungen der lymphoiden
Organe vorkommen oder als vereinzelte Zellen in fast allen Geweben anzutreffen
sind. Die Fahigkeit dieser Zellen zu zirkulieren und der standige Austausch
zwischen Blut, Lymphe und Gewebe ist von entscheidender Bedeutung fur die
Erkennung kérperfremder Stoffe, insbesondere von Krankheitserregern, und
deren Elimination. Wahrend Lymphozyten Trager der spezifischen Immunitat sind,
vermitteln Phagozyten, natiirliche Killerzellen und 18sliche Faktoren wie z.B.
Lysozym, Komplement oder Akute-Phase-Proteine die Funktionen der
unspezifischen Immunabwehr. Diese bildet eine erste Verteidigungslinie gegen
die Krankheitserreger und eliminiert die meisten Pathogene, bevor sie eine
erkennbare Infektion verursachen. Zu den Phagozyten gehéren neben den
Granulozyten die Monozyten bzw. Makrophagen.

—
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Unter dem Begriff mononukleares Phagozytensystem (MPS) sind alle von
Monozyten abstammenden, phagozytisch aktive Zellen zusammengefasst, also
die Makrophagen der verschiedenen Kérperhéhlen und Gewebe, Kupffer-Zellen
der Leber, Alveolarmakrophagen der Lunge, Histiozyten, Osteoklasten und
Mikrogliazellen im ZNS. Die Zellen des MPS spielen eine wichtige Rolle bei
Entzindungsreaktionen und der Abwehr von Krankheitserregern (Paul et al.,
1993). Sie besitzen die Fahigkeit, durch Freisetzung modulatorischer Molekiile
wie z.B. |L-1, IL-6 oder TNF-a. die Regulation der Immunantwort zu beeinflussen.
Durch die Sekretion chemotaktisch wirkender Proteine wird die weitere
Einwanderung immunkompetenter Zellen gesteuert. Ihre wichtige Funktion als
Effektorzellen wird zudem durch die Fahigkeit zur Présentation von prozessierten
Antigenen tber MHC II-Molekile an CD 4" T-Lymphozyten erfullt.

2.1, Entwicklung und Struktur der Monozyten/Makrophagen

Die Vorlduferzellen der Monozyten entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen
des Knochenmarks, die sich wiederum aus dem embryonalen Mesenchym
ableiten (Volkman et al, 1963). Unter dem Einfluss von Wachstums- bzw.
Differenzierungsfaktoren (colony-stimulating factors, CSF), welche die weitere
Entwicklung steuern, entstehen aus den pluripotenten Zellen lymphozytare und
myeloische Stammzellen. Letztere gliedern sich durch IL-3 in vier
Entwicklungslinien auf: die erythrozytére Linie, die megakaryozytére Linie, die
Linie der eosinophilen Granulozyten und die granulozytar-monozytére Linie. M-
CSF (Makrophagen-CSF oder CSF-1) differenziert die Vorlauferzellen der
granulozytar-monozytaren Linie zu Monoblasten, aus diesen gehen die
Promonozyten hervor und werden nach der letzten Zellteilung als Monozyten in
die Blutzirkulation entlassen. Nach ca. 24 Stunden verlassen die Monozyten die
Blutbahn und emigrieren in das umliegende Gewebe, wo die weitere
Differenzierung zu Makrophagen stattfindet. Unter normalen Umsténden sind
Monozyten und Makrophagen nicht mehr teilungsfahig (Gemsa et al., 1997).

Monozyten sind mit einem Durchmesser von etwa 10-15 pm die gréssten Zellen

des Blutes. Sie werden durch eine unregelmassige Zellbegrenzung, Vakuolen als

e
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Zeichen einer gut ausgebildeten Phagozytosefahigkeit, einen meist
eingebuchteten, ovalen oder- hufeisenférmigen Kern, locker strukiuriertes
Chromatin und ein Zytoplasma mit azurophilen Granula charakterisiert (Junqueira
et al., 1986). Werden Monozyten aus dem Blut isoliert und in ein Kulturgefass
gegeben, adhéarieren sie und breiten sich Uber die Oberflache aus. Im Blut eines
Erwachsenen zirkulieren etwa 1,7 x 10° Monozyten und reprasentieren damit 2-
8% aller Blutleukozyten. Wichtig zu bemerken ist, dass Monozyten keine unreifen
Vorlauferzellen sind, sondern gut phagozytieren kénnen, zytotoxische Aktivitat
entfaltenr und bereits viele biologisch aktive Mediatoren sezernieren (Gemsa et
al, 1997). Makrophagen unterscheiden sich von Monozyten in ihrer
Enzymaktivitat, ihren starker ausgepragten phagozytotischen Féhigkeiten und
ihren Zelloberflachen-Charakteristika wie z.B. der erhéhten Expression von CD 16

und der Adhasionsmolekule der B, —Integrinfamilie.

2.2, Funktionen der mononuklearen Phagozyten

Die Zellen des MPS antworten in zweifacher Weise auf verschiedene Stimuli.
Zum einen werden extrazelluldre Signale Ober Rezeptoren gebunden,
internalisiert und im endozytatischen Stoffwechselweg abgebaut; zum anderen
wird die Expression bioaktiver Molekule induziert, die die Makrophagenantwort
auf die wechselnde Umgebung anpassen. Durch diese beiden
Grundmechanismen sind Makrophagen in der Lage, Entziindungsprozesse und

immunclogische Reaktionen aktiv zu beeinflussen.

Spezifische  Rezeptoren  fur  Immungiobuline  (FeyR,  FcpR)  und
Komplementfaktoren (C3bR) auf den Makrophagen sind von entscheidender
Bedeutung fur den Abbau von Mikroorganismen und Immunkomplexen. Weiterhin
werden Rezeptoren fir IFN-y, IL-1, IL-8, TNF-a, M-CSF, Lipoproteine, Peptide
und Polysaccharide exprimiert (Gemsa et al., 1997). Diese ermdglichen die
Kommunikation mit der Umgebung und versetzen die Makrophagen in die Lage,
sich den standig wechselnden Bedingungen anzupassen und entsprechend auf

sie zu reagieren.
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Von entscheidender Bedeutung ist die Interaktion zwischen MPS und
spezifischem Immunsystem. Die Anﬁgenprésentation und‘die Sekretion von
Monokinen durch Monozyten/Makrophagen fuhrt zur Aktivierung von T-
Lymphozyten. Diese wiederum setzen Produkte zur B-Lymphozyten- und
Makrophagenaktivierung frei (Abbas et al., 1994). Uber diesen Mechanismus
besteht eine wechselseitige Regulation des unspezifischen mit dem spezifischen
Immunsystem.

Zusammenfassend lassen sich die Hauptfunktionen der Makrophagen wie folgt
darstelien (Gemsa et al., 1997):
1) Phagozytose von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, Parasiten),
geschadigten Zellen, gealterten Erythrozyten und Immunkomplexen
2) Sekretion einer Vielzahi von Substanzen
3) Immunregulation (Kooperation mit Lymphozyten tber
Antigenprozessierung und —prasentation, Expression von
regulatorischen  Molekllen wie z.B. Adnhasionsmolektilen und
Kostimulatoren der T-Zellantwort, Sekretion von Monokinen,
Chemokinen und unspezifischen immunsuppressoren)
4) Zytotoxizitat gegeniber Parasiten, Tumorzellen, transplantierten Zellen
und virusinfizierten Zellen.

Makrophagen gehdren zu den sekretorisch aktivsten Zellpopulationen (Nathan et
al., 1987). Die meisten der sezernierten Molekile werden nach Stimulation und
Aktivierung freigesetzt, z.B. durch bakterielle Produkte oder Zytokine. Die Menge
der sezernierten MolekUle ist abhangig vom Grad der Differenzierung und
Gewebslokalisation.

23. Aktivierung von MonozytenlMakrophagén

Wiéhrend einer Entzindung kann die Transitzeit der Monozyten im Biut von
normalerweise ca. 24 Stunden auf ca. 10 Stunden verkirzt werden. Nach dem
Auswandern differenzieren die Monozyten im Gewebe und den Ké&rperhéhlen zu

Makrophagen aus. Ohne ihre typischen Eigenschaften zu verlieren, werden sie

-
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durch das umliegende Wirtsgewebe flr zusétzliche, spezielle Funktionen gepragt
(z.B. Alveolarmakrophagen der lLunge, Osteoklasten des Knochens). Als
residente (ruhende) Zellen im nicht-entzindeten Organismus besteht die
Hauptaufgabe dann in der Entfernung untergegangener Zellen (scavenger celis).
Wahrend eines Entziindungsprozesses werden sowohl die chemotaktisch
angelockten Monozyten, als auch die residenten Makrophagen fir den Empfang
von Aktivierungssignalen sensibilisiert. Der hdéchste Aktivierungsgrad von
Makrophagen wird in der Regel erst durch die Einwirkung von 2 Signalen erreicht
(2 Signalhypothese) (Hamilton et al., 1987; Gemsa et al., 1984). Das erste Signal
("Priming-Signal’) versetzt die Zellen in einen rezeptiven Zustand, es wird z.B.
durch Lymphokine wie IFN-y, GM-CSF oder verschiedene
makrophagenaktivierende Faktoren (MAFs) bewirkt. Durch ein zweites,
auslésendes Signal wie z.B. Endotoxin oder eine Kombination aus 11-1 und TNF-
o wird der Makrophage dazu veranlasst, volle Aktivierung zu zeigen ("Trigger-
Signal”).

Bei der Regulation der Makrophagenaktivierung spielt das von den Makrophagen
selbst produzierte Prostaglandin E eine wesentliche Rolle, indem es die durch
IFN-y induzierte Makrophagenaktivierung inhibiert (Taffet et al., 1981). Was mit
Makrophagen nach ihrer Aktivierung geschieht, wird bis heute kontrovers
diskutiert. Zum einen besteht die Annahme, dass einmal aktivierte Makrophagen
nach Erfullung ihrer Aufgabe zu lokalen Lymphknoten wandern und dort sterben
(van Furth 1982), zum anderen wird eine Deaktivierung der Zellen fur mégiich
gehalten. Ob der Zelltod aktivierter Makrophagen genetisch programmiert ist oder
auf die von den Zellen selbst sezernierten toxischen Produkte zuriickzufhren ist,

ist bisher nicht weiter untersucht worden.

2.4.  Wechselwirkungen zwischen Influenza A-Viren und Monozyten /

Makrophagen

Humane Monozyten und Makrophagen sind durch das Influenza A-Virus
infizierbar. Obwohl eine kurzzeitige de novo-Proteinsynthese in den Zellen
stattfindet, wird nicht einmal der erste Replikationszyklus des Virus vollendet, d.h.

es werden nur geringe Mengen infektiéser Viren freigesetzt (Nain et al., 1990).
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Nach 24-48 Stunden sterben 80-90% der infizierten Monozyten / Makrophagen
durch Apoptose. Davor sind sie jedoch entscheidend an der Bildung einer
zelispezifischen Immunantwort gegen das Virus beteiligt. So werden die
Freisetzung von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen, deren verstarkte
Transkription, Aktivierung und Translokation verschiedener Transkriptions-
faktoren sowie die selektive Synthese von Chemokinen beobachtet (Kaufmann et
al., 2001).

Die Infektion humaner Monozyten mit dem Influenza-Virus A/PR/8 induziert neben
anderen Zytokinen u.a. IFN-o. und aktiviert die TNF-o -, iL-1B - und IL-6-
Gentranskription. Die Akkumulation der mRNA der zuletzt genannten drei
Zytokine kann noch verstarkt werden durch Kostimulation der Zellen mit LPS und
GM-CSF. AuRerdem ftriggert die Kombination beider Stimuli eine effiziente
Translation und Freisetzung der biologisch aktiven Proteine (Bender et al., 1993).
In den letzten Jahren konzentrierten sich die meisten Studien ber A/PR/8—
bedingte Veranderungen der Zytokinexpression in Monozyten und Makrophagen
auf TNF-a.. Ubereinstimmungen zwischen klinischen Symptomen einer Influenza
A-Infektion und Wirkungen von TNF-« lassen eine Bedeutung dieses Proteins bei
der viralen Infektion vermuten. Verschiedene Typen mononuklearer Phagozyten
einschliellich der Monozyten antworten innerhalb von 3 bis 9 Stunden nach einer
Influenza A-Infektion mit starker TNF-o. mMRNA-Akkumulation, die aber von einer
nur geringen TNF-a -Produktion begleitet wird. Vermutlich aktiviert eine Infektion
mit diesem Virus die Makrophagen erst bei Einwirkung von sekundaren,
triggernden Signalen wie z.B. LPS zu einer starken TNF-a. -Freisetzung (Gong et
al., 1991; Sprenger et al., 1994).
Eine entscheidende Rolle in der Antwort gegen Influenza A spielt vermutlich die
selektive Freisetzung von Chemokinen aus infizierten Monozyten. Es wird
" ausschlieflich eine verstéarkte Expression der auf mononukiedre Zellen wirkenden
CC-Chemokine beobachtet, wahrend die auf neutrophile Granulozyten wirkenden
Chemokine IL-8/CXCL8 und GRO-o/CXCL1 durch das Virus deutlich supprimiert
werden (Sprenger et al, 1996). Diese differenzierte Induktion kénnte
verantwortlich dafur sein, dass man im Influenza A-infizierten Lungengewebe
Uberwiegend mononukleére Leukozyten vorfindet.

e
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Eine Infektion mit Influenza A beeintrachtigt verschiedene Effektormechanismen
humaner Monozyten, u.a. die chemotaktische Reaktion, die Phagozytosefahigkeit
und die intrazellulére Abtétung von Candida albicans, wéhrend die Zelladhasion
nicht beeinflusst wird (Gardner et al., 1982).

3. Influenza A-Viren

Bereits in der Antike wurden grippeahnliche Epidemien beschrieben, die man
heute den Influenza-Virusinfektionen zuschreibt. Mit der Isolierung der Erreger
durch Wilson Smith et al. (1933) wurde die exakte Zuordnung dieser Erkrankung
als Virusinfektion des Respirationstraktes maéglich. In jedem Jahr fordern diese
Erreger der ‘"echten” Grippe viele Todesopfer, wahrend der 1918/19
aufgetretenen Pandemie starben schatzungsweise 20 bis 30 Millionen Menschen

3.1.  Taxonomie

Bis 1962 gehdrten die Influenzaviren mit den Paramyxoviren in die Familie der
Myxoviridae (Waterson, 1962) und wurden dann aufgrund der unterschiedlichen
Morphologie, Genstruktur und biochemischen Eigenschaften in eine eigene
Familie, die Orthomyxoviridae, eingeordnet. Innerhalb dieser Familie
unterscheidet man drei Genera (White und Fenner, 1994): Influenza A, B und C.
Die Klassifizierung erfolgt aufgrund der Unterschiede im Nukleoprotein (NP) und
Matrixprotein (M). Influenza A-Viren werden weiter in Subtypen unterteilt, da sie
sich in den Hamagglutinin- (HA oder H) und / oder Neuraminidaseproteinen (NA
oder N) unterscheiden. Bisher sind 14 Subtypen des HA (H1-H14) und 9 des NA
(N1-N9) aus Vogeln isoliert worden. Einige dieser in unterschiedlichen
Kombinationen auftretenden Subtypen finden sich auch in Séugetieren
einschlielllich des Menschen. Benannt werden die Subtypen mit der
Typenbezeichnung A, B oder C, der Spezies aus der die Erstisolation erfolgte,

dem Ort der Erstisolation und den HA- und NA-Subtypen. So wurde das Influenza
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Virus A/PR/8/34 mit den HA- und NA-Subtypen H1/N1 1934 in Puerto Rico aus
dem achten Isolat gewonnen.

3.2, Struktur und Charakterisierung von Influenza A-Viren

Influenza A-Viren sind RNA-Viren mit pleomorpher, kugeliger oder
schlauchférmiger Gestalt, einem Durchmesser von 80-120 nm und helikaler
Kapsidsymmetrie. Die Aufenhillie stellt eine Lipiddappelschicht dar; sie stammt
von der Wirtszelmembran ab und wird bei der Virusreifung von dieser
Ubernommen. Wahrend die Innenseite der Auflenhtlie von dem viralen
Matrixprotein (My) gebildet wird, finden sich auf der Oberflache des Viruspartikels
die stachelartig angeordneten Glykoproteine (Spikes, Peplomere) Hamagglutinin
(HA) und Neuraminidase (NA). Ein weiteres Matrixprotein (M;) bildet eine geringe
Anzah! von Poren innerhalb der AuRenhulle (Fields et al., 1991).

Influenza A-Viren besitzen eine lineare Negativ-Einzelstrang RNA (ssRNA), die
aus acht Segmenten besteht, Jedes der Gensegmente ist mit einem eigenen
Nukleokapsid aus dem Nukleoprotein (NP) und einem RNA-Polymerasekomplex
(Transkriptase) assoziiert. Die acht Segmente kodieren fur elf Proteine, wobei die
beiden kleinsten Segmente 7 und 8 jeweils fur zwei Proteine kodieren, die durch
alternatives Splicing der mRNA entstehen.

3.3. Funktionen der viralen Proteine

Die Proteine der Influenza A-Viren werden eingeteilt in Nukleoproteine,
Hullproteine, nicht-glykosylierte Proteine und Nicht-Srukturproteine (White und
Fenner,1994). Ein erst karzlich entdecktes Protein, PB1-F2, wird hier gesondert
dargestellt.
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3.3.1. Nukleoproteine

a) Nukleoprotein (NP)

Das NP ist gemeinsam mit dem Matrixprotein das typenspezifische Antigen. Es
bildet das Nukleckapsid und bewirkt das Umschalten von der Transkription zur
Replikation.

b) Polymerasekomplex (P)

Der Polymerasekomplex besteht aus drei Proteinen, dem basischen Protein 1
(PB1), dem basischen Protein 2 (PB2) und dem sauren Protein (PA), die alle
Kernsignale besitzen. Die Polymerase ist sowohl fur die Transkription als auch far
die Replikation der viralen RNA verantwortlich. Weiterhin spaltet sie
neusynthetisierte zelluldre mRNAs ca. 12 Nukleotide vom 5'Cap entfernt, um den

fur die virale mRNA-Synthese erforderlichen Primer zu beschaffen (“cap-
stealing”).

3.3.2. Hiillproteine

a) Himagglutinin (HA)

Das HA liegt als Homotrimer vor. Es ist fir die Erkennung eines
sialinsaurehaltigen Rezeptors (N-acetylneuraminsdure) zusténdig. Das HA-
Molekll wird posttranslational nach dem Einbau in die Membran durch
Endoproteasen (Furine) des Wirtes (Stieneke-Grober et al., 1992) in HA; und HA;
gespalten, die Ober eine Disulfidbriicke assoziiert bleiben. Die proteolytische
Spaltung des HA-Molekiils ist Voraussetzung fir die Infektiositat der Viren.
Hierdurch kann die Wirtsspezifitat und Gewebeverteilung der Influenza A-Viren
erklart werden. HA, ist eine globulédres Molekiil und bildet am distalen Ende die
Rezeptorbindungsstelle. HA; ist helikal und ist mit hydrophoben Enden in der
Virusmenmbran verankert und gewahrieistet zudem die Fusion mit der Wirtszelle
(Fusionspeptid am N-Terminus).
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b) Neuraminidase (NA)

Das Glykoprotein Neuraminidase ist ein Homotetramer. Es besteht aus dem
substratbindenden, enzymatisch aktiven Kopfteil und einem Stiel, der mit dem N-
Terminus als Verankerungs- und Signaldomane dient. Die Neuraminidase
erméglicht eine Abspaltung terminaler Sialinsduren von Oligosacchariden und
Glykolipiden auf Zelloberflachen. Sie ist dafir verantwortlich, dass Influenzaviren
die Schleimschicht auf Epithelien durchdringen kénnen. Zudem verhindert es die
Selbstaggregation von Viruspartikeln und erleichtert damit die Freisetzung aus
infizierten Zellen.

Die beiden viralen Oberflachenglykoproteine HA und NA tragen die wichtigsten
antigenen Determinanten, welche die Ausbildung von humoralen und zelluldren
Immunreaktionen im infizierten Organismus bewirken. Antikérper, die gegen
Hamagglutinin gerichtet sind, kénnen das Virus neutralisieren und eine Infektion
verhindern. Antikérper gegen Neuraminidase verhindern zumindest die
Virusausbreitung. Sekretorische Antikérper der Klasse IgA spielen hierbei eine
wichtige Rolle.

3.3.3. Nicht-glykosylierte Proteine

Matrixproteine (M; und M;)

Die Proteine M, und M; sind auf dem bicistronischen Segment 7 kodiert. Sie
entstehen durch alternatives Splicing durch Wirtsenzyme. Das M;-Protein ist der
Innenseite der Lipidhille angelagert und reguliert die Ausknospung der Virionen.
Das M,-Protein ist ein Transmembranprotein und bildet innerhalb der Membran
lonenkandle aus, deren Funktion vermutlich darin besteht, eine Anséauerung des
Viruspartikels im Endosom zu ermdglichen, wodurch eine Konformationsénderung
des Nukleokapsids auftritt und zur Dissoziation desselben fithrt. Die Funktion der
Kanéle kann durch Amantadin gehemmt werden.
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3.3.4. Nicht-Strukturproteine

Nicht-Strukturproteine (NS; und NS;) -

Die genetische Information fur NS; und NS, ist auf dem Segment 8 lokalisiert;
beide Proteine entstehen durch alternatives Splicing, wobei NS nicht im Virien
selbst gefunden wird, sondern nur in der infizierten Wirtszelle. NS, hemmt das
Ausschieusen der viralen und zeliularen mRNA aus dem Zellkern und verhindert
das Splicing der unreifen mRNA (Lamb & Krug; Fieids Virology, 1996).

3.3.5. PB1-F2

Nachdem das Genom der Influenza A-Viren bereits seit 20 Jahren bekannt war
und auch die zugehérigen Proteine vollstandig identifiziert zu sein schienen, fand
man im Dezember 2001 Oberraschend ein weiteres Translationsprodukt: PB1-F2.
Dieses entsteht durch einen zweiten open reading frame (ORF) des PB1-Gens
auf der bicistronischen mRNA und weist ungewshnliche Eigenschaften auf. Es ist
Uberwiegend in den Mitochondrien der infizierten Zelle lokalisiert, wird rasch
durch Proteasomen degradiert und kann vermutlich Apoptose vermitteln (Chen et
al., 2001).

3.4. Vermehrungszyklus von Influenza A-Viren

Orthomyxoviren und Retroviren stellen insofern eine Besonderheit unter den
RNA-Viren dar, als dass ihre Transkription und Replikation im Zellkern der
infizierten Zelle und nicht im Zytoplasma stattfindet.

Die Adsorption erfolgt Gber eine Bindungsstelle im HA,, das sialinsaurehaltige
Glykoproteine oder Glykolipide auf der Zelloberfliche erkennt. Nach
rezeptorvermittelter Endozytose gelangen die Viren in Endolysosomen, in denen
ein saures Milieu herrscht (pH5,5). Die dadurch verursachte
Konformationsanderung des HA, fuhrt zur Freilegung unpolarer Aminosauren am

N-Terminus. Die viralen und =zellularen Membranen verschmelzen. Durch
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lonenkanale, die vom viralen M,.Protein geformt werden, gelangen Protonen in
das Virion und das M,-Protein 18st sich vom Ribonukleoprotein. Das Nukleokapsid
gelangt ins Zytoplasma ("Uncoating”) und der Nukleokapsid-Palymerasekomplex
wird in den Zelikern transportiert.

Als Negativstrang-RNA-Virus -wird die Transkription des Influenza A-Virus
hauptsachlich von dem viralen, RNA-abhéngigen RNA-Polymerasekomplex
durchgefiihrt. Allerdings ist dieser nicht in der Lage, die mRNA-Synthese zu
initiieren oder das 5-Ende von mRNA-Molekulen durch Capping und
Methylierung zu modifizieren. Der initiale Schritt der mRNA-Synthese wird durch
eine speziellen Mechanismus der Influnza-Viren ermoglicht: der virale
Polymerasekomplex spaltet einen Primer in Form eines 5-Cap-Endes von
wirtseigener, zellularer mRNA etwa 12 Nukleotide vom 5'-Cap entfernt ab. Die
virale mMRNA kann nun ins Zytoplasma transportiert werden, wo an den
Ribosomen die Translation in virale Proteine erfolgt.

Das Umschalten von der Transkription zur Replikation wird durch die
Konzentration an synthetisierten Nukleoproteins gesteuert. Im ersten Schritt der
replikativen RNA-Synthese entstehen komplementare Kopien von allen viralen
RNA-Segmenten. Diese Positivstrange unterscheiden sich von den
Positivstrangkopien der Transkription v(mRNA) durch die Struktur ihrer Enden: den
Replikationskopien fehlt sowohl das Cap als auch das Poly-A-Ende. Sie dienen
als Matrizen far die Synthese von Minustrang-RNA-Segmenten, die mit den

urspringlichen viralen RNAs identisch sind.

Die Nukleoproteine werden aufgrund basischer Sequenzen ("nuclear transport
sequence”) in den Zellkern transportiert. Das Matrixprotein M; besitzt ein
Zinkfingermotiv (Bindung von Nukleinséuren) und bindet im Zellkern an den
Komplex, der aus Nukieoprotein, Transkriptase und der Minusstrang-RNA
besteht. Die Glykoproteine HA und NA werden am rER franslatiert. Die
Glykosylierung erfolgt im Lumen des ER und wird im Golgiapparat vervollstandigt
bzw. modifiziert (Polymerisation, Acylierung). In permissiven Zellen wird das
Hamagglutinin in HA, und HA, gespalten, woflr zellulére Proteasen wie z.B. Furin
verantwortlich sind. HA, NA und M, wandern bevorzugt zur apikalen Zellmembran,

e
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der Komplex aus dem Zellkern bindet Uber M, an das HA-Trimer. M, vermittelt das
Abschniiren der Viruspartikel von der Zellmembran ("Budding”). Die Ausknospung
der Viruspartikel am apikalen Zellpol wird durch die enzymatische Aktivitét der
Neuraminidase unterstitzt (Lamb & Krug; Fields Virology 1996). Die
Mechanismen, die das ordnungsgeméaRe Einfiigen jedes der 8 Nukleokapsid-
Fragmente ermoéglichen, sind noch unbekannt.

3.5.  Antigendrift und Antigenshift

Influenza A-Viren kénnen wegen ihrer hohen antigenen Variabilitat immer wieder
Epidemien auslosen, indem neu auftretende Virustypen auf eine nicht
immunisierte Bevolkerung treffen. Die kleineren Antigenverénderungen
(Antigendrift) kénnen mit der Selektion von Punktmutationen im HA-Molekl unter
immunologischem Druck erklart werden, zumal wahrscheinlich Gberwiegend
Antikérper gegen das Hamagglutinin einen vollsténdigen und bleibenden
Impfschutz gewahrleisten. Diese Punktmutationen kénnen zu einer Veranderung
der Epitopregion flhren, indem zusétzliche Asparaginreste eingeflgt werden.
Durch die Anlagerung einer neuen Seitenkette bei der N-Glykosylierung des
Asparaginrestes wird die Antikérpererkennungsstelle maskiert. Antikdrper gegen
Neuraminidase gewahrleisten einen nur partiellen Impfschutz. Die Matrix- und
Nukleoproteine regen zwar auch die Bildung von Antikérpern an, da sie jedoch im
Inneren des Viruspartikels liegen, liefern sie fur die Neutralisation keinen
Ansatzpunkt und sind fiir einen Impfschutz nicht von Bedeutung.

GréRere genetische Veranderungen hingegen resultieren aus dem Antigenshift,
der alle 10-40 Jahre auftritt. Unter diesem Begriff versteht man den Austausch
von ganzen RNA-Gensegmenten zwischen verschiedenen Influenzastammen bei
einer Doppelinfektion. einer Ze!le (Reassortment). Aufgrund des segmentierten
Genoms tritt dieses Ereignis' erheblich haufiger auf, als eine "klassische”
genetische Rekombination.
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3.6. Pathogenese und Klinik der Erkrankung

Die Ubertragung der influenzaviren von Mensch zu Mensch erfolgt Uber Aerosole.
Das Virus kann die Mukosa des gesamten Respirationstraktes infizieren, wo es
sich Uber einen Zeitraum von 4-6 Tagen vermehrt. Das Spektrum der Erkrankung
reicht von einer asymptomatischen Infektion bis hin zur seltenen priméaren
Viruspneumaonie, die zum Tode fihren kann (Stuart-Harris, 1961). In der Regel
verlaufen Infektionen mit Influenza A-Viren  bei seronegativen, gesunden
Personen entweder subklinisch oder als "Erkaltungskrankheit” mit den
dazugehdrigen Allgemeinsymptomen wie Fieber, Husten, Kopf- und
Gliederschmerzen. Bei Kindern treten Komplikationen in Form einer Otitis media,
Sinusitis oder Tracheitis auf. Die gefurchteten Pneumonien haben entweder eine
rein virale Atiologie oder sind Folge einer bakteriellen Superinfektion, da es
aufgrund  der Zerstérung mukoziliarer Funktionen leichter  zu
Bakterienansiedlungen kommen kann. Derartige kombinierte viral-bakterielle
Pneumonien treten haufiger auf als rein virale Pneumonien. Die am haufigsten
nachzuweisenden Keime sind Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus und Hamophilus influenzae (Schwarzmann et al, 1971). Bakterielle
Proteasen beginstigen die Virusausbreitung durch Spaltung des Hamagglutinins
in HA; und HA..

Neben dem Respirationstrakt kénnen auch innere Qrgane durch eine Infektion mit
Influenzaviren in Mitleidenschaft gezogen werden. So kénnen eine Pleuritis,
Myocarditis, Myositis, Meningitis und sogar Embryopathien verursacht werden.
Besonders gefahrdet sind &ltere Menschen, Menschen mit chronischen
Grunderkrankungen, Patienten mit zystischer Fibrose und Immundefizienzen und
andere Immunsupprimierte wie Organtransplantierte.

Bisher sind nur akute Infektionen beobachtet worden, fur eine Persistenz von

Influenza A-Viren im menschlichen Wirtsorganismus gibt es keine Hinweise.

e
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3.7.  Aligemeine Reaktionen des Immunsystems gegen Influenza-Viren

Die Oberflachenglykoproteine Hamagglutinin und Neuraminidase sind geeignet,
eine effiziente Antikérperantwort auszuldsen. Dabei sind IgA-Antikdrper gegen
Hamagglutinin, die auf die Oberflachen des respiratorischen Traktes sezerniert
werden, von entscheidender Bedeutung. Sie spielen bei einer Reinfektion die
Schlusselrolie. Eine lokale IgM-Antikérper-Sekretion wird ebenso beobachtet, wie
Serumantikorper der Klassen IgM, 19G und IgA nachweisbar sind. Die Lyse der
infizierten Zellen wird durch zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen vermitteit, aber
auch durch Antikérper-vermittelte Komplementaktivierung.

4. Chemokine

Die Bezeichnung "Chemokine” leitet sich aus "chemoattractant cytokines" ab und
benennt soiche Zytokine, die die Funktion der Anlockung von Leukozyten erfiifien,
also chemotaktisch wirksam sind. Die Zahl der beschriebenen Chemokine ist
inzwischen auf Ober 60 angestiegen. Chemokine werden von den
unterschiedlichsten Zellen sezerniert und bilden im Extrazelluldrraum einen
Gradienten aus, an dem sich Leukozyten entlangbewegen, um an den Ort der
Entziindung zu gelangen. Dabei sind die Chemokine an Molektlen der
extrazellularen  Matrix  fixiet  (Haptotaxis) (Tanaka et al, 1993).
Proteoglykanbindungsstellen (beispieléweise far Heparin) der Chemokine
gewdéhrleisten die Retention in der extrazelluldren Matrix. Chemokine leiten
Signale weiter, die zur Reorganisation des Zytoskeletts fUhren, sie aktivieren
Integrine und andere Rezeptoren, die zur erhéhten Adhésion an Endothelzellen
und Migration der Zellen fihren (Schall et al., 1994; imhof et al., 1995). Sie
kénnen Zellen zu erhéhter Funktion aktivieren und induzieren die Degranulation.
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4.1. Struktur und Funktion der Chemokine

Chemokine sind Molekille aus ungefahr 70-80 Aminoséuren, deren Tertirstruktur
durch die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen dem ersten und dritten bzw.
zweiten und vierten Cysteinrest bestimmt wird. Die Sequenzhomologie zwischen
den Familien der Chemokine CC und CXC betragt lediglich 20%, aber dennoch

weisen  Strukturanalysen auf ahnliche dreidimensionale Strukturen hin
(Gronenenborn et al., 1991).

Die vier Familien der Chemokine unterscheiden sich in den Cystein-Resten am
Amino-Terminus des Molekils. Ublicherweise werden die Chemokine anhand der
Position der ersten beiden Cystein-Reste unterteilt (Baggiolini et al., 1994): C-,
CC-, CXC-und CX3C-Chemokine.

Den Vertretern der C-Familie fehlen der erste und dritte der vier konservierten
Cystein-Reste. Als einziger Vertreter der C-Chemokine ist bis heute das
Lymphotaktin bekannt, es wirkt ausschlieRlich auf Lymphozyten chemotaktisch
(Keiner et al., 1994).

Die CXC-Familie besitzt im Gegensatz zu den Mitgliedern der CC-Familie eine
beliebige Aminos&ure zwischen den zwei Cysteinen. Die strukturelle Einteilung
der Chemokine scheint im wesentlichen mit dem WirkUngsspektrum
Ubereinzustimmen: die meisten CXC-Chemokine attrahieren neutrophile
Granulozyten, wahrend CC-Chemokine vorwiegend mononukledre Zellen
anlocken.

innerhalb der CXC-Gruppe unterscheidet man die Proteine mit ELR-Motiv
(Glutaminsaure-Leucin-Arginin) in der aminoterminalen Region der konservierten
Cysteinreste von denen ohne ELR-Motiv, wobei die Vertreter der CXC-ELR-
Gruppe auf neutrophile Granulozyten chemotaktisch wirken (z.B. IL-8/CXCLS,
GRO-a/CXCL1), die chemotaktische Wirkung der Proteine ohne ELR-Motiv (z.B.
IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9) dagegen gleicht der der CC-Chemokine (z.B. MCP-

R I —
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1/CCL2, MIP-1o/CCL3, RANTES/CCLS), die vorzugsweise auf mononukleére
Zellen wirken.

Die Familie der CXsC-Chemokine weist entsprechend drei Aminoséuren zwischen
den ersten beiden Cystein-Resten auf und verfigt weiterhin ber die
Besonderheit der Membransténdigkeit. Die zuerst als voneinander unabhéngige
Vertreter der CX3C-Gruppe beschriebenen Chemokine Fractalkine, das auf
aktivierten humanen Endothelzellen entdeckt wurde (Bazan et al., 1997) und
Neurotactin (Pan et al., 1997), welches verstarkt auf aktivierten murinen
Mikrogliazellen des Gehirns gefunden wurde, erwiesen sich als identische
Molekule (CXsCL1). Fractalkine weist eine 18 Aminoséauren lange, hydrophobe
Sequenz auf, welche den Membrananker bildet. Membransténdiges Fractalkine
kann auf priméren Endothelzellen durch proinflammatorische Zytokine induziert
werden und bindet dann Monozyten und T-Lymphozyten. Auch die 16sliche Form
des Fractalkins zeigt deutlichen, chemotaktischen Einfluss auf diese Zellen. Die
Chemokindoméne des als Neurotactin bezeichneten Molekiils wurde von Pan et
al. als ausschlieRlich auf neutrophile Granulozyten wirkend beschrieben. Bereits
Ende des Jahres 1997 konnte der CX;C-Rezeptor fir Fractalkine beschrieben
werden (Imai et al., 1997).

Neben der klassischen Einteilung der Chemokine anhand ihrer Struktur ist man
dazu Ubergegangen, die allgemeine Funktion der Chemokine als Kriterium
heranzuziehen. Die eine Gruppe wird von Chemokinen vertreten, die durch
inflammatorische Stimuli induziert oder hochreguliert werden und somit in
entzindlichen Reaktionen involviert sind, sie werden als "inflammatorische
Chemokine” beschrieben. Dazu gehéren die oben genannten Chemokine wie IL-
8/CXCL8, GRO-o/CXCL1, MCP-1/CCL2, -2/CCL8, -3/CCL7, -4/CCL13,
RANTES/CCLS, MIP-10/CCL3 und MiP-18/CCLA4.

Die zweite Gruppe sind die sogenannten "konstitutiven Chemokine”; diese werden
im Knochenmark, im Thymus und in sekundéren lymphatischen Organen gebildet
und sind verantwortlich fur die Kontrolle der Leukozytenwanderung und die
Regulation der miteinander kommunizierenden Zellen, die eine Immunantwort
ausbilden sollen (Yoshie et al., 1997). Vertreter dieser Gruppe sind SLC
(secondary lymphoid tissue chemokine) /CCL21, ELC (EBV-induced molecule 1
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ligand chemokine = MIP-3B)/CCL19, DC-CK1 (dendritic cell chemokine 1) /PARC
(pulmonary and activation-regulated chemokine) /CCL18, MDC (macrophage-
derived chemokine) /CCL22 und TARC (thymus and activation-regulated
" chemokine) /CCLA17.

Eine neue Nomenklatur wurde 2000 von Zlotnick et al. vorgeschlagen, in der die
Chemokine wie die Rezeptoren durchnummeriert werden. Entsprechend der
Familienzugehorigkeit werden die Molekile als CCL (CC-Chemokin-Ligand) +
Nummer, CXCL+Nummer oder CXsCL+Nummer eingeordnet. In dieser Arbeit

werden sowohi der alte Name als auch die neue Bezeichnung verwendet.

Tab. 1: Chemokin-Familien und eine Auswahl ihrer Vertreter.

Familie Chemokin Abkiirzung fiir Produzenten Zielzellen

Cc LTN Lymphotactin T,NK, Mast T, NK

cC MiP-1a/ Macrophage Inflamma- M, T,B, F M, T, NK, N,
CCL3 tory Protein —1a Baso, Eo,

Mast, DC, B
MIP-1p/ -1B M, T,B; F M, T, NK, DC
CCL4
MCP-1/ Monocyte M, N, F, Kera, M, T, B, DC,
CCL2 Chemoattractant Endo NK
Protein-1

MCP-2/ -2 M M, T, Eo, Mast
CCL8
MCP-3/ -3 M M, T, Baso, Eo,
CCL7 DC
MCP-4/ -4 F, Endo
ccL13
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RANTES/ Regulated on T MP M, T, NK, Eo,
CCL5 Activation, Normal T- DC, Baso

cell Expressed and

Secreted
TARC/ Thymus and DC, Kera T
CCL17 Activation-Regulated

Chemokine
PARC/ Pulmonary and M, DC T
ccL18 Activation-Regulated

Chemokine
MDC/ Macrophage-Derived M, DC T
CCL22 Chemokine

CXC IL-8/ Interleukin-8 M, N T, F, NN T

CXCL8 Endo, Kera M, NK, Baso,
Eo

GRO-a/ Growth Related M, N, F,Kera, N, T

CXCL1 Oncogene-a Endo

GRO-f/ -8 M, N, F, Endo N

CXCL2

GRO~y/ -y M, N, F, Endo N

CXCL3

NAP-2/ Neutrophil  Activating M, Endo N

CXCL7 protein-2

IP-10/ IFN-y-inducible Protein- M, F, Kera, T, NK, M, Kera

CXcL10 10 Endo,

MIG/ Monokine Induced by T T, M, Endo

CXCLS9 IFN-y
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SDF-1/ Stromal Cell Derived M, Endo B, T,M, P
CXCL12 Factor-1

CX,C Fractalkine/ Endo, T, M, N, NK
Neurotactin/ Mikroglia
CX;CL1

Abkiirzungen: B: B-Lymphozyten; Baso: basophile Granulozyten; DC:
dendritische Zellen; Endo: Endothelzellen; Eo: eosinophile Granulozyten; F:
Fibroblasten; Keré: Keratinozyten; M: Monozyten; Mast: Mastzellen; N:
neutrophile Granulozyten; NK: natirliche Killerzellen; P: Thrombozyten; T: T-
Lymphozyten.

4.2, Chemokinproduzierende Zellen

Monozyten und Makrophagen kénnen sowohl CC- als auch CXC-Chemokine
sezernieren; dazu gehoren IL-8/CXCL8 (Schroder et al., 1987), MCP-1/CCL2
(Colotta et al., 1992), MIP-1a/CCL3, MIP-B/CCL4 und RANTES/CCLS. Die
Produktion kann beispielsweise durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und

TNFE-a. induziert werden, ebenso durch LPS und andere mikrobielle Produkte.

Lymphozyten produzieren RANTES/CCLS, MIP-1a/CCL3 und MIP-1B/CCL4, also
vor allem CC-Chemokine.

Neutrophile Granulozyten kénnen durch Stimuli wie LPS, PAF oder fMLP (formyl-
methionyl-leucy!-Phenylalanin) zur Chemokinproduktion angeregt werden. Dabei
handelt es sich um IL-8/CXCL8 (Bazzoni et al., 1991), MCP-1/CCL2 und MIP-
1/CCL3 (Kasama et al.; Pauligk, 1997).

Auch in den fneisten Gewebezellen sind Chemokine induzierbar, insbesondere
proinflammatorische Zytokine wie iL-1 und TNF-o und mikrobielle Produkte

bewirken eine Induktion von CC- und CXC-Chemokinen (Baggiolini et al., 1994).
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4.3. Chemokine vermitteln Leukozytenwanderung und -aktivierung

Die Voraussetzungen, die zur Wanderung von Leukozyten aus dem Geféafisystem
an den Ort der Entzlndung erflllt sein mussen, sind das Vorhandensein
entsprechender Adhéasionsmolekiile auf Endothelzellen, die Adhérenz der
Leukozyten auf Endothelzellen, die Diapedese und die Einwandérung der Zellen
ins Gewebe entlang eines chemotaktischen Gradienten.

Diese Vorgénge laufen in drei Stufen ab (“three step model”; Butcher, 1991):
Schwache Interaktionen von Selektinen auf der Endotheloberflache mit den
entsprechenden Rezeptoren (Kohlenhydratepitope von Glykoproteinen) auf
Leukozyten erlauben ein "Rollen” der Leukozyten auf dem Endothel ("Rolling”).
Die Expression von Adhésionsmoleklen der Bp-Integrinfamilie (z.B. ICAM-1) kann
zum Beispiel durch Zytokine und Chemokine verstarkt werden ("Aktivierung”).
Dies fuhrt zu einer verstarkten Adhdrenz von Leukozyten an die Endothelzellen
und das Entlangrolien endet. Die Leukozyten durchqueren das Endothel
(Diapedese) und wandern zum Entztndungsherd ("Extravasation”).

Chemokine wirken selektiv auf verschiedene Subpopulationen von Leukozyten;
CXC-Chemokine wirken auf neutrophile Granulozyten, CC-Chemokine sowohl auf

Monozyten, Lymphozyten und NK-Zellen, als auch auf basophile und eosinophile

. Granulozyten (Schall et al., 1994). Diese Selektivitat gegenlber den Zielzellen ist

eine wichtige Voraussetzung fitr die Regulation einer gerichteten, differentiellen
Leukozytenwanderung.

Fir das CXs;C-Chemokin Fractalkine konnte gezeigt werden, dass die auf
aktivierten Endothelzellen exprimierte Form eine verstarkte Adhdrenz der
Zielzellen vermittelt (Bazan et al., 1997). Somit ist es in der Lage, direkt auf den
Schritt der Leukozytenextravasation einzuwirken.

Chemokine binden an ProteoglykanmolekUle in der extrazelluldren Matrix und auf
Endothelzellen. Auf diese Weise werden sie nicht vom Blutstrom weitergespuit,
sondern bilden einen immobilisierten chemotaktischen Gradienten aus, an dem
die Leukozyten entlangwandern kénnen (Haptotaxis). ‘
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Chemokine bewirken nicht nur die Chemotaxis von Leukozyten, sondern kénnen
diese zusatzlich aktivieren. Dazu gehéren die Freisetzung intrazellularer Granula,
erhéhte Rezeptorexpression, die Bildung von bioaktiven Lipiden des
Arachidonséurestoffwechsels und die Freisetzung toxischer Sauerstoffmetabolite.
IL-8/CXCL8 und GRO-/CXCL1 werden, in Kbmbination mit Wachstumsfaktoren,

eine Wirkung auf die Regeneration von Geweben zugeschrieben.

Chemokine sind vermutlich auch an der Auspragung einiger Erkrankungen
beteiligt. So ist beispielsweise bei der Psoriasis eine Uberproduktion von IL-
8/CXCL8 nachgewiesen worden, die fur die massive Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten verantwortlich ist (Schroder et al., 1992). Das IL-8/CXCL8 stammt
aus den bei dieser Erkrankung stark proliferierenden Keratinozyten. Erhéhte IL-
8/CXCL8-Spiegel finden sich weiterhin bei akuten Entzindungen der Lunge
(Miller et al., 1992), in der Synovialflussigkeit von Patienten mit rheumatoider
Arthritis (Rampart et al., 1992) und bei allergischem Asthma (Marini et al., 1992).

4.4. Chemokinrezeptoren

Chemokine binden an Rezeptoren auf der Oberflache der Zielzellen, die zur
Familie der heptahelikalen (7fach membrandurchspannenden), an G-Proteine
gekoppelten Rezeptoren gehdren (Rhodopsin-Superfamilie). Die CXC-Chemokine
bindenden Rezeptoren werden als CXCRs, entsprechend die CC-Chemokine
bindenden als CCRs bezeichnet. Es wurden bisher 6 CXC-Rezeptoren und
11 CC-Rezeptoren identifiziert. Auf Leukozyten wird generell mehr als ein
Rezeptortyp exprimiert. Fast alle Chemokinrezeptoren besitzen eine
Uberlappende Ligandenspezifitat.

4.4.1. CXC-Chemokinrezeptoren

CXCR1 wird hauptséchiich auf neutrophilen Granulozyten exprimiert, aber auch

auf Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten und auf bis zu 25%
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der Lymphozyten (CD8+ T-Zellen und NK-Zelien) (Chuntharapai et al., 1994).
Dieser Rezeptor bindet spezifisch nur IL-8/CXCL8 (IL8RA).

CXCR2 zeigt ein &hnliches Expressionsmuster wie CXCR1, kann aber neben IL-
8/CXCL8 (IL8BRB) auch GRO-/CXCL1, GRO-B/CXCL2, GRO-y/CXCL3, NAP-
2/CXCL7 und ENA-78/CXCLS5 binden (CXC-Chemokine mit ERL-Muster).

CXCR3 wird nur auf aktivierten T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen
exprimiert, IP-10/CXCL10 und MIG/CXCLS9 binden an diesem Rezeptor.

CXCR4 wird neben der Expression auf Leukozyten auch auf anderen Geweben
gefunden, beispielsweise auf Orgénen wie Herz, Gehirn, Leber und Darm.
AuBerdem konnte seine Funktion als Co-Rezeptor fur die HIV-Infektion
nachgewiesen werden (Feng et al., 1996). Ligand ist SDF-1/CXCL.12.

CXCRS5 wurde zunéchst auf B-Zellen beschrieben als Rezeptor fur BCA-1 (B-cell-
attracting chemokine 1) /CXCL13, findet sich aber auch auf CD4 positiven T-
Zellen. Neueste Erkenntnis ist die Funktion des CXCRS5 als Co-Rezeptor fur HIV-
2. '

CXCRE findet man auf Subtypen der Th1- und Tc1-Zellen, Ligand ist CXCL16,

4.4.2, CC-Chemokinrezeptoren

CCR1 bindét hochaffin MIP-1/CCL3 und RANTES/CCL5, auch MCP-1/CCL2.
CCR2 liegt in zwei Splicing-Formen vor, wobei sich die Signaltransduktion
unterscheidet, nicht die Bindung der Liganden. Hier bindet MCP-1/CCL2, -
2/CCL8, -3/CCL7, und MCP-4/CCL.

CCR3 (Eotaxin-Rezeptor) wird vornehmlich auf Eosinophilen exprimiert und
bindet Eotaxin, MCP-1/CCL8, -3/CCL7 und -4/CCL13 sowie RANTES/CCLS.
Diesem Rezeptor wird eine wichtige Rolle bei Immunreaktionen auf Allergene
zugeschrieben.

CCR4 bindet MIP-1c/CCL3 und MCP-1/CCL2 und ist ein weiterer Rezeptor fir
RANTES/CCLS5. Hier bindet auch TARC/CCL17 und MDC/CCL22.

CCR5 bindet ebenfalls RANTES/CCLS5, dartiber hinaus MIP-1a/CCL3 und MIP-
1B/CCL4. Auch diesem Rezeptor kommt eine Rolle als Co-Rezeptor in der HIV-

Infektion zu.
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CCRS bindet MIP-3a/CCL20. Exprimiert wird dieser Rezeptor auf T-Lymphozyten
und auf dendritischen Zelien.

CCRY bindet SLC/CCL21 und MIP-3p/CCL19. Er wird auf B- und T-Lymphozyten
sowie auf dendritischen Zellen exprimiert und ist an der Interaktion zwischen
diesen und Endothelzelien (HEV) beteiligt.

CCR8 bindet MIP-18/CCL4 und TARC/CCL17, seine Expression ist auf
lymphatisches Gewebe beschrankt und scheint eine Rolle in der T-Zell-
Aktivierung zu spielen.

CCRY bindet MCP-1/CCL2,-2/CCL8, und -4/CCL13, MIP-1a/CCL3 und —1B/CCL4,
RANTES/CCL5 und Eotaxin.

CCR10 ist ein weiterer Rezeptor fir MCP-1/CCL2 und -3/CCL7.

CCR11 bindet ebenfalls MCP-1/CCL2, -2/CCL8 und —4/CCL13, wurde allerdings

noch nicht auf Leukozyten nachgewiesen. Eine Expression wurde in der Lunge,

im Herz und im Darm gefunden.

Weiterhin wurde ein Rezeptor kloniert (CXsCR1), der das CXsC-Chemokin
Fractalkine bindet, sowie der Rezeptor fir Lymphotaktin (XCR1).

Alle Chemokinrezeptoren sind durch das G-Proteing an Phospholipase B2
gekoppelt und somit kann das "second messenger system” Uber Inositoltriphoshat
und Diacylglycerol aktiviert werden.

5. Zytokine

Als Zytokine bezeichnet man eine Gruppe von Polypeptiden, die &hnlich
Hormonen regulatorische Signale zwischen Zellen vermitteln. Sie entfaiten ihre
Wirkung durch Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf den Zielzellen. Die
nachfolgende Proteinsynthese nimmt sowohl Einfluss auf die Zellproliferation und
differenzierung als auch immunregulatorisch auf die Effektorphase der
natirlichen und der spezifischen Immunitét. Man unterscheidet zwischen
Monokinen, die von Makrophagen und Monozyten produziert werden, und

Lymphokinen, die lymphozytaren Ursprungs sind.
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Obwaoh! die Familie der Zytokine eine hohe Diversitat aufweist, teilen sie folgende
Gemeinsamkeiten (Abbas, 1994):
1) Zytokine werden in der Effektorphase der unspezifischen und der
spezifischen Immunitat produziert und regulieren die Immunantwort
2) Die Sekretion der Zytokine ist selbstlimitierend
3) Zytokine wirken auf viele verschiedene Zellen (Pleiotropismus)
) Die Effekte der Zytokine sind haufig redundant
5) Zytokine beeinflussen die Synthese anderer Zytokine (Zytokinkaskade)
) Zytokine entfalten ihre Wirkung durch die Bindung an einen
spezifischen Rezeptor auf den Zielzellen (autokriner, parakriner oder
endokriner Mechanismus)
7) Die Bindung der Zytokine an ihren Rezeptor induziert die Neusynthese
von mRNA und Proteinen

Im folgenden werden drei Zytokine beispielhaft dargestelit, die in dieser Arbeit
untersucht wurden.

5.1. TNF-a

TNF-o (Tumor-Nekrose-Faktor) wurde urspriinglich als Faktor beschrieben, der
zu hé&morrhagischen Nekrosen in Tumoren fUhrte (Carswell et al.,1975). Er wird
iberwiegend von Monozyten und Makrophagen gebildet. LPS ist der stérkste
Stimulus, aber auch andere bakterielle Produkte und Viren wirken induzierend.
Die Bindung von TNF-o. an seine Rezeptoren fuhrt Gber die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-«xB oder AP-1, zu éiner
gesteigerten Transkriptionsrate der induzierbaren Gene. Das Spektrum der
biologischen Effekte ist abhéngig von der Konzentration des induzierten TNFs.
Die Auswirkungen reichen von einer lokalen Entzindungsreaktion Uber
systemische Effekte (wie z.B. Fieber, Akute-Phase-Proteine) bis hin zum
septischen Schock. Sie &uRern sich unter anderem in einer Steigerung der
antimikrobiellen Aktivitaten, Induktion von Zytokinen (IL-1, IL-6, Chemokine), der

Induktion eines |FN-ahnlichen, virusprotektiven Effekts, der Expression von
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Adhésionsmolekilen auf Endothelzellen, Aktivierung von Hepatozyten

(Produktion von  Akute-Phase-Proteinen) und  Veranderungen im
Gerinnungssystem.

5.2. IL-6

IL-6 wird von vielen verschiedenen Zellen produziert, vor allem von Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen. Als Stimuli wirken dabei vor
allem TNF-o, IL-1 und LPS. IL-6 ist ein Zytokin mit pleiotropen Funktionen, es
wirkt vor allem als B-Zell-stimulierender Faktor auf die Ausdifferenzierung und ig-
Sekretion bereits aktivierter B-Zellen und induziert in Hepatozyten die Freisetzung
von Akute-Phase-Proteinen, womit es die Entzlndungsreaktion unterstitzt.
Zusammen mit IL-1 wirkt es mitogen auf T-Zellen (Gemsa et al., 1997).

53. IL-10

Interfeukin 10 wird von CD 4" T-Zellen, aktivierten B-Zellen, aktivierten
Makrophagen und einigen nicht-lymphatischen Zellen (z.B. Keratinozyten)
produziert. Die wesentlichen regulatorischen Effekte sind die Suppression der
Zytokinproduktion (z.B. TNF-a, IL-1, Chemokine, IL-12) durch Makrophagen,
sowie die Inhibition der T-Zellaktivierung durch Makrophagen (Reduktion der
MHC H-Expression und weiterer kostimulatorischer Molekile). Resultat ist eine
Inhibition der T-Zell-vermittelten Immunantwort. IL-10 zeigt dartiberhinaus aber
auch stimulatorische Aktivitdten, so induziert es z.B. in humanen aktivierten B-
Zellen ein Umschalten auf die Produktion von 1gG4.
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6. Proteasom und Immunproteasom

6.1. Struktur und Funktion des 20S Proteasoms

Peptide, die (ber MHC |- Moleklile zytotoxischen T-Zellen als Antigene
prasentiert werden, entstehen durch den Abbau intrazellulérer Proteine. Die
selektive Degradation findet in sogenannten 20S-Proteasomen statt, die sich im
Zytoplasma und Zellkern aller eukaryontischen Zellen befinden. Proteasomen
sind groRe multikatalytische Proteasekomplexe in Form eines Fasses: vier Ringe
aus je sieben verschiedenen Untereinheiten umschlieRen zylinderférmig einen
Hohlraum. Die beiden aufleren Ringe setzen sich aus den nichtkatalytischen a-
Einheiten zusammen, die den Zugang zum Inneren des Proteasoms kontrollieren
und an der Steuerung der Proteolyse beteiligt sind. An sie bindet ein
Aktivatorkomplex (PA700), der die Proteine zunachst entfaltet, die sonst nicht
durch die enge Offnung gelangen konnten. Von den sieben -Untereinheiten der
beiden inneren Ringe haben drei katalytisch aktive Zentren, an denen die
Spaltung der Peptidbindungen erfolgt: 1 (alternative Benennung Y), f2 (Z) und
B5 (X) (Moretl et al., 2000).

Die Aufgabe der Proteasomen besteht im Abbau intrazelluldrer Proteine, der
essentiell fur das Uberleben der Zelle ist. Woher aber "weiss” das Proteasom-
System, welche Proteine abgebaut werden sollen und welche nicht? Die Auswahl
erfolgt Uber eine Markierung mit Ubiquitin, das von verschiedenen Enzymen an
das jeweilige Substrat-Protein gebunden wird. Die ubiquitinylierten Konjugate
werden von Komponenten des Proteasoms erkannt und proteolytisch abgebaut,
wobei das Ubiquitin selbst recycled wird. Es entstehen Peptidfragmente mit
Langen von 3-25 Aminosauren, von denen etwa 15% die fur die
Antigenprésentation Uber MHC | erforderliche Lange von 8- AS aufweisen
(Groettrup et a., 2001). Fur eine optimale Einflgung in die Bindungstasche (und
damit eine optimale Prasentation) werden auflerdem bestimmte "Ankerreste” am
C-Terminus und einer Position innerhalb der Peptidsequenz benétigt, im
humanen System sind diese entweder basisch oder hydrophob. Die oben

genannten katalytischen Einheiten des Proteasoms generieren solche C-Termini
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von MHC | -Liganden durch die Spaltung der Proteine hinter hydrophoben,
basischen und sauren AS-Resten, letztere sind allerdings ungeeignet fir eine
Bindung an das MHC |-Molekuil. AuBerdem stimmen die Bindungstaschen fur AS-
Reste im Proteasom nicht genau mit den C-terminalen Ankerresten von optimalen
MHC | — Liganden Uberein, das heisst, vom konstitutiven Proteasom produzierte
Peptide sind fir die Prasentation an zytotoxische T-Zellen teilweise unzureichend
(Groettrup et al., 2001).

6.2. Immunproteasomen

Wiéhrend einer akuten Immunantwort kann die Antigenprasentation entscheidend
verbessert werden, d.h. beim Abbau von Proteinen entstehen Peptidfragmente,
die effektivere Liganden fur das MHC | -Molekui sind. Diese werden jedoch nicht
durch das konstitutive Proteasom generiert. Vielmehr werden die drei
katalytischen B-Untereinheiten ausgetauscht gegen die homologen Komponenten
B1i (LMP 2, low-molecular protein 2), B2i (MECL-1, multicatalytic endopeptidase
complex-like-1) und g5i (LMP 7), die dann zusammen mit den anderen Einheiten
das sogenannte "lmmunproteasom” bilden (Griffin et al., 1998). Der Name deutet
darauf hin, dass ein solcher Wechsel durch Zytokine wie z.B. IFN-y und TNF-ot
induziert werden kann. Durch den Austausch der proteolytischen Einheiten
verdndern sich die bevorzugten Schnittstellen, so dass das Spekirum der
antigenen Peptide variiert wird. In vielen Féllen fuhrt diese Verénderung zu einer
effektiveren Présentation Gber MHC |, jedoch zeigt sich heute, nach 10 Jahren
intensiver Studien, ein relativiertes Bild. So gibt es durchaus Epitope, die nach
dem Abbau durch das konstitutive Proteasom erfolgreich prasentiert werden,
durch das Immunproteasom dagegen nicht (Groettrup et al., 2001).

Nach einer Induktion der drei Bi-Komponenten werden diese in hoher
Konzentration synthetisiert und bei einem Uberschuss gegentiber den konstitutiv
exprimierten wahrend der Zusammensetzung neuer Proteasomen an deren Stelle
eingebaut. Hierbei wird ein kooperatives Modell (Criffin et al., 1998) postuliert:
gelangen die Einheiten LMP 2 und MECL-1 in das frihe Proteasom, wobei fur

beide die Anwesenheit der anderen Komponente Voraussetzung ist, wird der

Tha TR
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Einbau von LMP 7 gegentber seinem Homolog X beglnstigt. LMP 2 und MECL-1
bendtigen fur ihre Reifung, durch die das aktive Zentrum freigelegt wird, als dritte
Untereinheit LMP 7. Die Komponente X an dieser Stelle wiirde eine effektive
Ausbildung zum reifen Proteasom verhindern. Flr das konstitutive Proteasom gilt
ebenso die kooperative Inkorporation. Der Einbau von Z in das frihe Proteasom
fihrt zu einer bevorzugten Erganzung durch die Komponenten X und Y. So liegen
insgesamt Uberwiegend Proteasomen vor, die einheitlich aus konstitutiven oder
induzierbaren B-Einheiten bestehen. In wenigen Fallen bilden sich Mischformen,
da LMP 7 auch in Abwesenheit von LMP 2 und MECL-1 in ein konstitutives
Proteasom integriert werden kann (Griffin et al., 1998). Diese haben jedoch unter
Umsténden unginstige Auswirkungen, indem sie Peptide produzieren, die zu
Autoimmunitét fuhren kénnten. Hier wird der Vorteil des Kooperationsmodells

deutlich, das die Bildung homogener Proteasomen begunstigt.

6.3. Induktoren der Komponenten LMP 2, LMP 7 und MECL-1

Am effektivsten werden die drei Komponenten des Immunproteasoms durch das
Zytokin IFN-y induziert. Aber auch andere Mediatoren gelten als Ursache fir ihre
Expression, wenngleich in geringerem MaRe. IFN-a und IFN-B kénnen in
bestimmten Zelllinien die Transkription von LMP 2 hervorrufen, jedoch nicht von
MECL-1. Durch TNF-a wird z.B. in Endothelzellen LMP 7 induziert, fir LMP 2 und
MECL-1 besteht der Nachweis auch in nichtprofessionellen
antigenprasentierenden Zellen (Hallermalm et al., 2001). Diese Aufzéhlung zeigt
bereits, dass die Untersuchungen zu dieser Fragestellung noch kein einheitliches
Bild aufweisen, méglicherweise auch aufgrund der Unvollstandigkeit der bisher
analysierten Zellen und Gewebe. Die Induktion von einzelnen Bi-Einheiten durch
bestimmte Stimuli wiirde jedoch nur wenig Sinn machen, da nur homogene
Proteasomen die volle Funktion erflllen (s.o.).

Versuche mit LPS zeigten, dass auch durch diesen bakteriellen Stimulus in
bestimmten Zellen die Komponenten LMP 2 und 7 induziert werden (McAry et al,,
2001). AuBerdem steigert es die Expression von PA700, das an das Proteasom
bindet und die Proteine vor ihrem Eintritt entfaltet.
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Eine erste in vivo-Studie an Mausen konnte nachweisen, woflr die in vitro-
Untersuchungen Anhaltspunkte gaben: den tatséchlichen, quantitativ analysierten
Austausch von konstitutiven Proteasomen gegen Immunproteasomen wahrend
einer akuten infektion, Sowohl bei einer Immunantwort gegen Bakterien (Listeria
monocytogenes) als auch gegen Viren (Choriomeningitisvirus) findet innerhalb
von sieben Tagen ein nahezu vollistandiger Ersatz der konstitutiven Proteasomen
in der Leber statt (Khan et al., 2001).

In bestimmten Geweben und Zellen findet man Immunproteasomen nicht nur nach
einer Induktion wahrend einer akuten Immunantwort: in den lymphoiden Organen
wie Milz, Thymus und Lymphknoten werden sie konstitutiv exprimiert, Die daftr
verantwortlichen Zellen sind noch nicht genauer definiert, es kénnte sich aber um
dendritische Zellen handeln. Diese weisen im unreifen Stadium noch beide
Proteasomen in gleichen Anteilen auf, nach der Reifung jedoch ausschlieRlich
Immunproteasomen (Macagno et al., 1999). Diese Erkenntnis fUhrte bereits dazu,
dass in der Entwicklung von Vakzinen umgedacht wurde, bei denen dendritische

Zellen ganz bestimmte Epitope prasentieren sollen (van den Eynde et al., 2001).

6.4, Proteasomen und Virusantigene

Zu den Antigenen, die durch das IFN-y induzierte Immunproteasom effektiver an
zytotoxische T-Zellen prasentiert werden, gehort eine Vielzahl von viralen
Epitopen. Dieselben Peptide werden durch die konstitutiven Proteasomen nur
unzureichend oder Uberhaupt nicht prozessiert. Heute kennt man zwei
Mechanismen, aufgrund derer die Steigerung der Prasentations-Effektivitat
erreicht  wird. Die Beobachtung von Epitopen des lymphozytischen
Choriomeningitisvirus-Nucleoproteins, des Adenovirus E1B und des Hepatitis B-
Virus core-Proteins erwiesen ein effizienteres Schneiden am C-Terminus der
Peptide durch die Komponenten des Immunproteasoms und damit eine
spezifischere Bindung an das MHC |-Molekdl (Schwarz et al., 2000; Sijts et al.,
2000). Der zweite Mechanismus ist indirekter Natur und konnte fir das Influenza-
Matrixprotein (M1) und das HIV reverse Transkriptase-Peptid gezeigt werden.
Demnach wird das Epitop beim Prozessieren im Standardproteasom zerstért,

indem mitten in der entscheidenden Sequenz geschnitten wird. Es bleibt jedoch
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erhalten und kann effizient préasentiert werden, wenn die Proteolyse von den
Komponenten des Immunproteasoms durchgefiihrt wird (Gileadi et al., 1999).

Die Funktion der Immunproteasomen beschréankt sich offensichtlich nicht auf eine
verbesserte Prozessierung bestimmter Antigene, sie haben auch einen Einfluss
auf die Immunantwort, indem sie das Repertoire der beteiligten zytotoxischen T-
Zellen modifizieren. So ist beispielsweise in LMP 2-knockout-Méusen die Anzahl
der fir ein Influenza-Antigen spezifischen T-Zellklone stark reduziert, obwohl die
Antigenprozessierung in gewdhnlichem Ausmald stattfindet (Chen et al,, 2001).
Wie diese Modifizierung der T-Zell-Antwort von den Komponenten des

Immunproteasoms abhangig ist, muss allerdings noch untersucht werden.

7. Hitzeschock-Proteine (hsp)

Die Familie der Hitzeschock-Proteine ist physiologisch dadurch charakterisiert,
dass ein Hitzeschock oder andere Stressfaktoren (z.B. auch verschiedene Viren)
als Induktor wirken. Auf molekularer Ebene findet man ein funktionelles
Hitzeschock-Element im Promotor der hsp-Gene. Hitzeschock-Proteine werden in
allen Pflanzen-, Hefe-, Bakterien- und Saugerzellen z.T. mit groRen Homologien
untereinander exprimiert. Sie dienen als Chaperone, kontrollieren also die
korrekte Faltung von Proteinen wahrend und nach der Biosynthese. Aus dieser
Funktion leitet sich ihre zytoprotektive Fahigkeit ab, die zum Schutz der Zelle vor
z.B. Sauerstoffradikalen, Endotoxinen, Infektionen, Hypoxie und Fieber beitragt.
Durch Hitzeschock-Proteine kénnen denaturierte oder ungefaltete Proteine
erkannt und gebunden werden, was entweder zur korrekten Faltung oder zur
proteolytischen Degradation fuhrt. Weiterhin vermittein  sie die Protein-
Translokation durch Organellenmembranen, regulieren die Expression von
Rezeptoren und die Aktivitat verschiedener Enzyme (Sharp et al., 1999). Die
Aktivierung der Hitzeschock-Antwort stellt evolutionér eine sehr frihe, primitive
Antwort dar. Vermutlich dienen denaturierte Proteine als Stimulus fur die
Induktion der hsp-Expression. Die Hitzeschockproteine liegen im Zytosol
normalerweise an Hitzeschock-Faktoren (HSFs) gebunden vor, dissoziieren aber

bei Anwesenheit denaturierter Proteine und binden diese unter ATP-Verbrauch.
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Die Phosphorylierung und Trimerisierung von HSFs fuhrt zu deren Translokation
in den Zellkern, wo sie an Hitzeschock-Elemente im Promotor der
Hitzeschockproteine binden, die daraufhin verstarkt transkribiert werden. Die
HSFs migrieren zuriick ins Zytosol, binden dort inaktive Hitzeschock-Proteine und
inhibieren auf diese Weise die weitere hsp-Synthese (Bruemmer-Smith et al,
2001).

Die Hitzeschock-Proteine erhalten ihre Bezeichnung aufgrund ihrer
Molekulargewichte: hsp 100 (ca. 100 kDA), 90, 70, 60, 40 und kleinere, aber auch
Ubiquitin gehart zur hsp-Familie. Fur einige Faktoren existieren meh‘rere Gene im
menschlichen Genom, die untereinander hohe Homologien aufweisen, so sind
z.B. 11 Sequenzen fur hsp 70 bekannt.

Die im folgenden naher beschriebenen Hitzeschockproteine wurden im Rahmen
dieser Arbeit untersucht.

71. hsp 40

Als molekulares Chaperon ist hsp 40 bei der Biosynthese bestimmter Polypeptide
beteiligt, es reguliert deren korrekte Faltung beim Austritt aus den Ribosomen.
Weiterhin scheint es im Zusammenhang mit dem Steroidrezeptor eine Rolle zu
spielen, indem es iusammen mit hsp 70 und 90 die Zusammensetzung und
Erhaltung des Aporezeptors beim Fehlen eines Liganden unterstutzt bzw. nach
der Ligandenbindung bei der Faltung des aktivierten Rezeptors hilft. Hsp 40 spielt
bei der Replikation von Influenza-Viren eine Rolle, indem es als Inhibitor von
zelluléren Faktoren wirkt, die zur Reduktion der Virusprotein-Synthese flhren
(Melville et al., 1997).

7.2. hsp 60

Hsp 60 findet sich in den Mitochondrien und anderen Zellkompartimenten. Als
Antwort auf Stressfaktoren wird die Expression gesteigert und die intrazellulare
Lokalisation verandert. Bei verschiedenen entziindlichen Krankheitsbildern wie

rheumatoider Arthritis und Artheriosklerose beobachtet man ebenfalls eine
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gesteigerte hsp 60-Expression. Das Molekll gilt als wichtiges Zielantigen
wahrend einer Immunantwort gegen chronische Entziindungen, es wird
angenommen, dass es im Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen eine Rolle
spielt (Habich et al, 2002). Hsp 60 induziert in Makrophagen eine
proinflammatorische Antwort mit der Freisetzung von z.B. IL-6 und TNF-g,
auflerdem steigert es die Genexpression der Tyl-induzierenden Zytokine IL-12
und IL-15. Es stellt sich damit als "Gefahrensignal" in der angeborenen Immunitat
dar. Als Rezeptoren fur die Signaltransduktion wurden TLR 2 und TLR 4
identifiziert, mit denen hsp 60 allerdings keine Bindung eingeht. Ein noch nicht
néher beschriebener Rezeptor mit hoher Spezifitét fir hsp 60 bindet das Protein
mit hoher Affinitat und vermittelt dessen Endozytose (Habich et al., 2002).

7.3. hsp 70

Obwohl! einige der hsp 70-Gene fur identische Proteine kodieren, unterscheiden
sich diese durch ihre konstitutive (hsp 70-1, hsp-HOM) oder induzierbare
Expression (hsp 70-2 und 70-1). Wahrend erstere eine wichtige Stellung wahrend
der Zellproliferation und -differenzierung einnehmen, werden die induzierbaren
Proteine nach dem Einwirken verschiedener Stressfaktoren synthetisiert, um die
zellulare Homeostase aufrecht zu erhalten. Neben der Chaperonfunktion erzielt
dabei das Eingreifen in stressinduzierte Apoptoseprogramme die zellprotektive
Wirkung (Bruemmer-Smith et al., 2001). Ein Rezeptor fur hsp 70 wie auch fur hsp
90 ist der oa-Makroglobulin-Rezeptor auf Makrophagen, allerdings wird
mindestens ein weiterer mit grésserer Spezifitdt far hsp 70 postuliert. Die
Komplexierung von hsp 70 mit Virusproteinen spricht fUr eine entscheidende
Rolle bei der Replikation verschiedener Viren (Jindal et al., 1992).

7.4. hsp 90

Hsp 90 wird in Eukaryonten- und Bakterienzellen konstitutiv exprimiert, kann aber
durch den Einfluss verschiedener Faktoren verstarkt induziert werden. Die
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Bindung an die Zielproteine findet in einem nahezu vollendeten Stadium der
Faltung statt und unterstitzt die Interaktion mit anderen Faktoren oder die
Aktivierung durch Ligandenbindung. Als Substratproteine fur hsp 90 fungieren
Uberwiegend Faktoren der Signaltransduktion, des Zellzykius und der
Transkriptionsfegulation, auRBerdem einige Virusproteine.  Eine ATP-
Bindungsstelle am N-Terminus gewahrleistet die fur die Chaperonfunktion des
hsp 90 notwendige ATP-Hydrolyse (Hung et al., 2002).

8. LPS

Lipopolysaccharide sind ein integraler Bestandteil der duReren Membran der
Zelihtllle vieler gramnegativer Bakterien. Im chemischen Aufbau lassen sich drei
makromolekulare Anteile voneinander unterscheiden, die man, von auften nach
innen, als O-Antigen, Kernpolysaccharid und Lipid A bezeichnet (Hahn et al.,
1991). Die O-Antigene bestehen meist aus Einheiten von 3 bis max. 20
Hexosemolekilen. Sie liegen der Oberfiache der duferen Membran als Knauel
auf und bedingen die Oberflachenhydrophilie der Bakterienzelle. Sie sind fur die
Bildung hochspezifischer Antikérper verantwortlich. Das Kernpolysaccharid ist im
Gegensatz zu den O-Antigenseitenketten bei vielen gramnegativen Bakterien
weitgehend gleichartig aufgebaut. Es besteht aus zwei Untereinheiten, dem
inneren und dem &uReren Kernpolysaccharid. FUr die biologische Aktivitat des
Lipid A-Anteil scheint das Keto-desoxy-oktonat der inneren Einheit von
entscheidender Bedeutung zu sein (Cavaillon et al., 1990). Das Lipid A ist far die
meisten pathophysiologischen Wirkungen des LPS verantwortlich. Es bildet den
"Membrananker” und tragt zu der Funktion der &uBeren Membran als
Permeationsbarriere entscheidend bei. Lipid A ist ein amphiphiles Molekll mit
einer hydrophilen Kopfgruppe und einem hydrophoben Anteil aus Hydroxy-
Fettsdureketten. Die Lipid A-Molekille verschiedener Bakterien unterscheiden
sich hinsichtlich der Zuckerreste, der verwendeten Fetts&uren, der Anzahl und
Lokalisation der Acylreste, dem Grad der Phosphorylierung und den
Substituenten an den Phosphatgruppen. LPS wird zunachst im Serum von LBP
(LPS-bindendes Protein) gebunden und interagiert daraufhin mit dem CD 14-
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Molekul (Tobias et al., 1986). Dieses vermittelt die Bindung an TLR 4, der

intrazellulare Signale vermittelt und so eine Zellaktivierung induziert (Underhill et
al., 2002).

8. Polymyxin B

Polymyxine sind Antibictika, die aus verschiedenen Stdmmen von Bacillus
polymyxa isoliert werden. Das Molekll Polymyxin B ist ein pentakationisches
zyklisches amphiphatisches Lipopeptid, das sich aus einem Decapeptid und einer
Fettsaure zusammensetzt. Es verhalt sich stark bakterizid gegentber
gramnegativen Bakterien, wird aber aufgrund seiner schwerwiegenden toxischen

Nebenwirkungen nur eingeschrankt therapeutisch eingesetzt (Wiese et al., 1998).

Im Prinzip wirkt Polymyxin B d&hnlich wie ein Detergens, das sich in
Zellmembranen einlagert. Die zytoplasmatische Membran aller lebenden Zellen
stellt eine Barriere dar, die selektiv permeabel ist, aktive Transportfunktion hat
und so das Gleichgewicht des Zellinneren kontroliiert. Wird diese funktionelle
Integritét zerstért, hat dies den Tod der Zelle oder zumindest schwere
Beschadigungen zur Folge. Aufgrund ihres speziellen Aufbaus ist die Hiille der
gramnegativen Bakterien besonders anféllig fur die zerstdrerische Wirkung von
Polymyxin B. Anders als eukaryotische Zellen wird sie zusétzlich zur inneren
Zytoplasmamembran von einer darUberliegenden Mureinschicht und einer
duBeren Membran umgeben. Letztere setzt sich nach aulen hin aus eng
aneinanderliegenden Lipopolysaccharid (LPS) -Komplexen zusammen, die
wiederum aus einer Polysaccharid-Kette (O-Antigen) und Lipid A besteht, das das
Molekul in der Membran verankert.

Wie das Antibiotikum diese &uRere Lipopolysaccharidschicht durchdringt, um ihr
eigentliches Ziel, die zytoplasmatische Membran, zu erreichen, ist auch heute erst
in Ansatzen geklart. Es wird ein Modell postuliert, das sich aus mehreren
Schritten zusammensetzt. Aufgrund der negativen Ladung des LPS und der

funffach positiven des Polymyxin B kommt et ‘
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Interaktion zwischen den beiden Molekilen. Der amphiphile Charakter und die
passende Grosse des Ringsystems erlauben dann eine komplette Einlagerung
des Polymyxin-Molekuls (London-Krafte zwischen hydrophoben Teilen), was die
Neutralisierung der Ladung und eine Abnahme des Ordnungsgrades der
Membran zur Folge hat (Koch et al.,, 1999). Das Antibiotikum kann daraufhin
allein oder zusammen mit Lipidmolekilen transiente, wassergefillte Lésionen
bilden. Im Fall von asymmetrischen Membranen, wie sie bei gramnegativen
Bakterien vorliegen, sind diese Poren groR? genug, um die Polymyxin-Molekule

durch die Doppelschicht diffundieren zu lassen (self-promoted transport) (Wiese
etal., 1998).

10.  Zielsetzung

Die Wechselwirkungen zwischen humanen Monozyten und Influenza A-Viren
wurden in der Vergangenheit in einer Vielzanhl von Studien untersucht. Bevor die
infizierten Monozyten durch Apoptose sterben, leisten sie einen essentiellen
Anteil an der Ausbildung der spezifischen Abwehrreaktion: Durch die Freisetzung
von CC-Chemokinen infiltrieren weitere mononukleére Phagozyten das infizierte
Gewebe, Zytokine aktivieren verschiedene Immunzellen. Die Prasentation von

Virusantigenen an T-Zellen induziert die spezifische zellulére Immunantwort.

Ziel dieser'Arbeit war es, die Interaktion zwischen Influenza A-Viren und
Monozyten naher zu analysieren, sowie die Voraussetzungen fur eine effiziente
Immunantwort zu charakterisieren. Zunachst sollte die Transkriptionsaktivitét in
A/PR/B-infizierten Monozyten anhand der cDNA-Subtraktionsmethode und von
cDNA-Microarrays untersucht werden. Mithilfe dieser beiden Methoden sollten
sowohl! durch Influenza A-Virus induzierte als auch nach Infektion supprimierte

Gene kioniert und identifiziert werden.

In weiterfuhrenden Untersuchungen solite untersucht werden, ob eine Influenza-
Infektion in  Monozyten neben Zytokinen und Chemokinen auch

Hitzeschockproteine (hsp) induziert. Diese wirken zellprotektiv beim Einfluss

e
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verschiedenster Stressfaktoren und kénnen als endogene Liganden von TLR 4
eine Immunantwort induzieren.

Uber welche Rezeptoren virusinduzierte Signale ins Zytoplasma vermittelt
werden, die zur Induktion der Immunantwort fihren, war bislang unbekannt. In
dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob pattern recognition receptors wie
TLR und CD 14 fur die Signalweiterleitung nach Influenza-Infektion verantwortlich
sind. HierfUr wurden Versuche mit blockierenden Antikdrpern und knockout-
Méusen durchgefuhrt. AuRerdem sollte die Regulation dieser Molekile nach
A/PR/8-Infektion auf transkriptioneller und translationeller Ebene analysiert
werden, um mégliche Konsequenzen fiir die Induktion einer Immunantwort nach

Sekundarinfektionen wie z.B. gramnegative Bakterien oder Mycoplasmen ableiten
zu kénnen.

Eine effektive Immunantwort ist abhéngig von der optimalen Prasentation tber
MHC |-Molekiile. Da bestimmte Antigenfragmente ausschlieRlich Uber das
sogenannte Immunproteasom generiert werden konnen, sollte als ein weiterer
Schwerpunkt in dieser Arbeit untersucht werden, ob eine Influenza-Infektion

Verénderungen in der Zusammensetzung des Proteasomkomplexes bewirkt.
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. Material und Methoden

1. Medien, Zellkulturen und Virusstamm

1.1. Medien

Soweit nicht besonders vermerkt, wurde in allen Versuchen das Zellkulturmedium
RPMI 1640 verwendet, welches mit den nachfolgend aufgefiihrten Lésungen
Glutamin (Endkonzentration 2 mM), HEPES (Endkonzentration 50 mM),
nichtesséntielle Aminosauren (Endkonzentration 1 %), Penicillin/Streptomycin
(Endkonzentration 50 U/ml bzw. 50 mg/ml) und Pyruvat (Endkonzentration 2 mM) zu
RPMI 1840°® vervollstandigt wurde. Je nach Bedarf wurden unterschiedliche

Mengen humanen AB-Serums hinzugeflgt.

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) Linaris, Wertheim
L-Glutamin 200 mM (100x) Biochrom, Berlin
Natriumpyruvat 100 mM Biochrom, Berlin
HEPES-Pufferidsung 500 mM (100x) . Biochrom, Berlin
Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10000 mg/ml) Biochrom, Berlin
nichtessentielle Aminosauren (100x) Biochrom, Berlin
humanes AB-Serum Sigma, Mtnchen

Weitere Losungen:

PBS-Dulbecco:

PBS “: ohne Mg*/Ca*-lonen Biochrom, Berlin
PBS **: mit Mg**/Ca*"-lonen Biochrom, Berlin
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1.2, Zellen

1.2.1. Primére Zellen

Die Praparation und Isolation humaner Monozyten erfolgte aus frischem Venenblut
gesunder Blutspender, das freundlicherweise von Prof. Dr. V. Kretschmer, Zentrum
far Transfusionsmedizin der Universitétsblutbank Marburg, zur Verfugung gestellt
wurde.

1.2.2. MDCKI

MDCK II-Zellen (Madin and Darby Canine Kidney) sind Nierenepithelien, die
1958 aus einem Cockerspaniel isoliert wurden (Fuller et al., 1984). Die Linie
diente zur Bestimmung von Influenza A-Virustitern. Sie ist nur wenig
trypsinempfindlich, so dass diese Protease fir bestimmte Untersuchungen den
Zellkulturtiberstanden zugesetzt werden kann, ohne den Zellen z.B. in einem
Plaguetest zu schaden.

Als Grundmedium fur die Kultivierung der MDCK 11 Zellen diente MEM (Minimum
Essential Medium)-EARLE mit 2,2 g/i NaHCOs; ohne L-Glutamin (Biochrom,
Berlin). Dieses wurde mit 10% FCS (Biochrom, Berlin) und den unter 1.1.
aufgefhrten funf Supplementen erganzt.

Die Zellkulturen wurden als offenes System in einem Auto-Zero-Brutschrank
(Heraeus, Hanau) bei 37°C, ca. 95% relativer Luftfeuchte und Begasung mit
5% COzinkubiert.

Die Zellkultur- und sonstigen sterilen Arbeiten wurden in einer Laminar-Flow-Box
(HLB 2448; Heraeus) durchgeflnrt.

Alle Zellzahlungen wurden in einer Neubauer-Zahikammer durchgefuhrt.
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Alle in der Zellkultur verwendeten Substanzen wurden auf Mycoplasmen- und
Endotoxinkontaminationen Uberprift (siehe 1.3.). Ungeeignete Reagenzien
wurden verworfen.

Samtliche Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, in einer
Tisch-Zentrifuge (Hettich Rotanta/RP Rotor max. 4000 rpm; Hettich, Tuttlingen)
durchgefuhrt.

1.3. Testsysteme in der Zellkultivierung

1.3.1. Uberpriifung der Zellkulturen auf Mycoplasmen

Kontaminationen von Zellkulturen mit Mycoplasmen kénnen zu einer Aktivierung
und damit zu einer Mediatorfreisetzung aus den Zellen flhren. Deshalb wurden
alle verwendeten Zellkulturen auf magliche Mycoplasmenkontaminationen

untersucht.

Zum Nachweis wurde der Mycoplasma Detection Kit (Boehringer Mannheim)
verwendet. Die Auswertung erfolgte Gber ein Plattenphotometer (MR 7000;
Dynatech, Denkendorf).

1.3.2. LAL-Test (Limulus amoebocyte lysate- test) zum Nachweis von

Endotoxin

Um eine unspezifische Aktivierung von Zellen auszuschlieRen, wurden die fur die
Zellkulturen verwendeten Medien, Seren, Virussuspensionen und Reagenzien mit
Hilfe des Limulus-Tests (Whittaker, Walkersville) auf ihren Endotoxingehalt hin

Uberpriift. Die Werte lagen stets unter der Nachweisgrenze von 0,1 EU/mI.
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1.4. Knockout-Mause

Die knockout-Mause CD 14™, TIr2" und C3H/HeJ (TIr4™) sowie die Kontrollmause
balb/c und C3H/HeN wurden freundlicherweise von Mitarbeitern der Laborgruppe

Molekulare Infektiologie des Forschungszentrums Borstel zur Verfligung gestellt.

1.5. Virusstamm

Das verwendete Influenza A-Virus Puerto Rico aus der achten Isolierung wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.-D. Klenk, Institut fir Virologie in Marburg,
2ur Verfigung gestelit. Das urspriinglich 1934 isolierte Virus kann aufgrund der
vielen Passagen als adaptiert angesehen werden.

2. Methoden

2.1.  Isolierung und Anreicherung humaner Blutmonozyten

Als Ausgangsmaterial fir die Isolierung von Blutmonozyten wurden frische "buffy
coat’ Praparationen aus peripherem Venenbiut gesunder Blutspender aus der
Abt. f Transfusionsmedizin im Klinikum der Philipps-Universitét Marburg
verwendet. "Buffy coats’ entstehen bei der Separation bestimmter Blutzellen
(Herstelien von Erythrozyten- oder Thrombozytenkonzentraten) und enthalten
neben den Granulozyten auch hochangereichert periphere, mononukieare
Biutzellen (PBMC "peripheral blood mononucleér cells”). Die Praparation der
PBMC-Fraktion erfolgte nach der Ficoll-Hypaque-Methode, durch die aufgrund
von Dichteunterschieden mononukleare Zellen von anderen Blutzellen getrennt

werden (Boyum, 1968). Die PBMC-Fraktion enthait neben Monozyten auch B- und
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T-Lymphozyten séwie NK-Zellen. Die weitere Aufreinigung der Monozyten

erfolgte unter Ven/\;endung der Counter flow-Zentrifugation (Elutriation).

Die Aufarbeitung erfolgte in 50 ml Zentrifugationsréhrchen (Greiner, Nartingen).
12 ml vorgelegtes, 25°C warmes Ficoll (Ficoll-Trennlésung, Dichte 1,077 g/ml,
Biochrom, Berlin) wurden vorsichtig mit “buffy”-Vollblut GOberschichtet
(Endvolumen ca. 50 mi) und mit 400 x g bei Raumtemperatur fur 30 Minuten
zentrifugiert. Danach waren die Erythrozyten und Granulozyten als Sediment
abgesetzt, die mononuklearen Zellen in einer Interphase oberhalb des Ficolls
angereichert und die Thrombozyten- in dem darUber liegenden Serum
ankonzentriert. Um die Ficoll-Ldsung sowie restliche Erythrozyten und
Thrombozyten zu entfernen, wurde nach Abnahme der oberen Phase die
Interphase sorgfaltig abpipettiert, mit 4°C kaltem PBS™ verdunnt und gewaschen.
Zur Durchfhrung dieser Waschschritte wurden zwei Zentrifugationen bei 4°C mit
350 x g fir 7 Minuten durchgefihrt. Das Sediment wurde jeweils mit kaltem PBS®™
vorsichtig, um eine Voraktivierung zu vermeiden, resuspendiert und auf 50 ml mit
kaltem PBS®™ aufgeftllt. FUr die anschlieBende Aufreinigung der Monozyten
durch die Elutriationsmethode wurde die PBMC-Fraktion nach der letzten
Zentrifugation in insgesamt 40 ml RPMI*** aufgenommen und direkt im Anschluss

elutriiert.

2.1.1. Elutriation ("Counter flow-Zentrifugation”)

Die Elutriation bietet die Mdglichkeit, Zellen aufgrund ihrer Grofle und Dichte zu
trennen. Dies wird méglich durch die Erzeugung zweier entgegengesetzt wirkender
Kréfte. Durch die Rotation der Zentrifuge wird eine Sedimentationskraft
hervorgerufen (Zentrifugalkraft), auf die ein von einer Pumpe erzeugter,
kontinuierlicher Flissigkeitsstrom in entgegengesetzter Richtung entgegenwirkt
(Zentripetalkraft).

Jede Zelle in der Separationskammer wird in eine Zone wandern, in der ein
Gleichgewicht zwischen ihrer Sedimentationsrate und der durch die

FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums erzeugten Zentripetalkraft herrschit.
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Innerhalb der Separationskammer wird durch ihre spezielle Geometrie ein
FlieRgeschwindigkeitsgradient erzeugt. Hierdurch wird es moglich, Zellen mit
verschiedenen Sedimentationsraten in Suspension zu halten. Durch die schrittweise
Erhéhung der Flussigkeitsrate und der dadurch hervorgerufenen Erhéhung der
FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums oder durch die Verringerung der
Rotordrehzah! kénnen nach und nach relativ homogene Zellseparationen aus der
Kammer ausgespult werden. Jede folgende Separation besteht aus gréfieren Zellen
als die vorhergehende Fraktion (Kung et al, 1981; Grabske et al, 1978; Figdor et al,
1983).

Zwischen Flussigkeitsrate und Rotordrehzahl besteht folgender Zusammenhang
(Beckman, Instruction Manual):

F=XxD*x (RPM x 10%)?

F = Flussigkeitsrate in ml/min

X = Kammerfaktor: 0,0511

D = Zelldurchmesser in mm

RPM = Rotorumdrehungen pro min

Bei Verwendung einer konstanten Rotordrehzahl wird es mit Hilfe dieser Formel
moglich, die GroRe der Zellen zu berechnen, die bei einer bestimmten

Fliegeschwindigkeit des Elutriationsmediums aus der Kammer ausgesplt werden.

Fir die Elutriationsversuche wurde das JE-6B Elutriationssystem mit dazugehdrigem
Rotor und der Standardseparationskammer verwendet (Beckman, Palo Alto). Die
Standardkammer besitzt ein Volumen von 4,2 mil.

Die Durchfithrung der Elutriation erfolgte bei der konstanten Rotorgeschwindigkeit
von 3000 Umdrehungen pro Minute und bei 4°C. Zum Separieren der Zellen wurde
die FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums schrittweise erhéht. Als
Elutriationsmedium wurde PBS®' + 0,1 % BSA + 0,01 % EDTA verwendet. Pro
Elutriationsschritt wurden 300-500 x 10° PBMCs eingesetzt.
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Fir die Aufreinigung der Monozyten wurde die aus "buffy coats” durch
Dichtegradientenzentrifugation gewonnene PBMC-Fraktion in 40 ml RPMI®
aufgenommen und mit einer Pumpleistung von 7 mifmin in die Separationskammer
eingezogen. Im Anschluss wurde bei 15 mi/min 5 Minuten gespult, um Thrombozyten
und Erythrozyten zu entfernen. Durch die weitere schrittweise Erhéhung der
Fliegeschwindigkeit bis zu einer Pumpleistung von 28,5 ml/min wurden die in der
PBMC-Fraktion enthaltenen Lymphozyten und NK-Zellen fast vollstandig
ausgewaschen. Mit der Erhéhung der Pumpleistung auf 36 mi/min wurde die
Monozytenfraktion in 100 ml Elutriationsmedium separiert.

Die elutriierten Zellfraktionen wurden bei 350 x g fur 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert, das Sediment resuspendiert und ein Aliquot zur Bestimmung der
Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer 1:10 mit Tirck's-Losung verdUnnt und
ausgezahit,

Far die Ku\tivieru'ng in 24-Loch-Platten (Falcon® Primaria; Becton Dickinson, USA)
wurde die Zelisuspension auf 1,5x10° Zellen/ml eingestellt und jeweils 500 ul (0,75 x
10° Monozyten) in eine Vertiefung pipettiert. Nach Zugabe von 5% AB-Serum pro
Vertiefung wurden die Zellen 1-2 h unter Standardbedingungen inkubiert. In dieser
Zeit konnten die Monozyten adharieren, anschlieRend wurden sie durch einmaliges
Waschen mit 37°C warmem PBS™ von nichtadhérenten Zellen befreit. Die
verbliebenen Zellen wurden mit 1 ml RPMI®® berschichtet und nach einer
Ruhephase von 20-24 h in verschiedenen Versuchen eingesetzt.

Solite aus den Zellen RNA isoliert werden, wurden 10 x 10° Monozyten in 5 ml
RPMI®*® in Petrischalen (Falcon® Primaria; Becton Dickinson, USA) mit einem
Durchmesser von 6 cm ausplattiert und nach einer Ruhephase von 1-2 h einmalig
mit PBS™ gewaschen. Nach 20-24 h unter Standardbedingungen wurden die
Monozyten stimuliert bzw. infiziert wie unter 2.4. beschrieben.

Fur die Durchfiihrung von FACS-Analysen ist es entscheidend, dass die Monozyten
nicht adharent sind und als Einzelzellsuspension vorliegen. Dafur wurden 1 x 10°
Monozyten in 2 ml RPMI*® mit 2% AB-Serum in TeflongefédRen unter
Standardbedingungen kultiviert.
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2.2, Reinheit der isolierten Monozyten

Die aufgereinigten Monozyten wurden mittels FACS-Analyse auf verunreinigende

Zellen untersucht. Diese ergab, dass die Zellpraparationen durchschnittlich tiber
92% Monozyten enthielten.

2.3.  Uberpriifung der Zellvitalitit

Die Trypanblau-Farbung erlaubt eine Differenzierung zwischen toten und lebenden
Zellen. Wahrend sich der Farbstoff in toten Zellen anreichert (Blaufarbung), sind
vitale Zellen (ungefarbt) in der Lage, den eingedrungenen Farbstoff aktiv aus dem
Zytoplasma zu entfernen (Trypanblau-Ausschluss).

Die préparierten Monozyten wurden auf ihre Vitalitat Gberprift, indem ein Aliquot der
Zellpréparation 1:2 mit 0,25 % Trypanblau-Losung (Serva, Heidelberg) verdinnt
wurde. Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten wurde der Anteil geférbter und

damit toter Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch bestimmt.

2.4.  Stimulation und Infektion der Monozyten mit LPS und Zymosan bzw.
Influenza A/PR/8

Fur die Stimulations- bzw. Infektionsversuche wurden die Uber Elutriation
aufgereinigten Monozyten eingesetzt, parallel wurde immer eine unbehandelte
Negativkontrolle mitgefuhrt.

Die Uberstande der isolierten Zellen wurden nach der Ruhephase abgesaugt, die
Zellen dreimal mit PBS™ gewaschen und wieder mit Medium aufgeflllt.

Die Infektion wurde mit 2 MOI infektidsem bzw. inaktiviertem Influenza A/PR/8
durchgefuhrt. Die Virusadsorption erfolgte Gber einen Zeitraum von 45 Minuten bei
37°C unter Standardbedingungen, anschlieBend wurden 2% AB-Serum zugegeben
und die Zellen fur die angegebenen Zeiten weiter inkubiert.
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Die Stimulation der Zellen erfolgte mit LPS in einer Endkonzentration 10 ng/ml. Das
LPS (von E. coli 0127, B8W, Difco, Detroit, MI, USA) wurde zuvor mittels Ultraschall
(Elma; Transsonic Digital, T 480/H-2) 3 Minuten bei Stufe 9 und 4°C suspendiert.

Fur die Stimulation mit Zymosan (Sigma, Minchen) wurden die Monozyten mit einer
Konzentration von 15 Partikeln pro Zelle inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Uberstande der Zellen, die in 24-Loch-Platten
kultiviert worden waren, abgenommen, zellfrei zentrifugiert (1200 x g, 10 Minuten,
4°C), portioniert und die Aliquots bei -70°C aufbewahrt.

Sollte aus den Monozyten die RNA isoliert werden, wurde nach der Inkubation der
Uberstand abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS** gewaschen. Nach Zugabe
von 1 ml Trizol (Gibco BRL, Karlsruhe) wurde weiterverfahren wie unter 2.12.
beschrieben.

2,5,  Stimulation und Infektion von Makrophagen aus knockout-Mdusen

Die Versuche mit Mausmakrophagen wurden in Zusammenarbeit mit dem
Forschungszentrum Borstel durchgefiihrt.

Aus TLR 2- bzw. TLR 4- knockout-Mausen und Kontrollmdusen wurden
Monozyten aus dem Knochenmark isoliert und zu Makrophagen ausdifferenziert.
Die Stimulation erfolgte mit LPS in Dosen von 1, 10 und 100 ng/m! oder MALP (1,
10, 100 und 1000 pg/ml). Eine Infektion der Zellen wurde mit 0,5, 3 oder 20 MOI
Influenza A/PR/8 durchgefiihrt. Nach 18 h wurden die Uberstande gewonnen und
in ELISAs analysiert.

Versuche mit Makrophagen aus CD 14 knockout-Mausen wurden analog
durchgefuhrt, die Inkubationszeit betrug hier 24 h.

2.6. FACS-Analyse, Durchflusszytometrie

Mithilfe der FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) ist es maglich,

Zellen bezlglich ihrer Oberflachenantigene, Gréfe und Granularitat zu erfassen.

o g g
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Die Zellen werden dabei mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikérpern
inkubiert und danach die markierten Zellen von den unmarkierten in einem
elektronischen fluoreszenzaktivierten Zellsortierer abgetrennt. Die Einzelzellen,
die in einem feinen Flussigkeitsfaden hintereinander wandern, werden auf ihre
Fluoreszenz hin geprift, wenn sie einen Laserstrahl passieren. ZellgréRe und
Granularitét werden anhand der Lichtstreuung einer vorderen und seitlichen, um
80° versetzten Lichtquelle gemessen. Durch Markierung mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen bis zu drei Oberflachenantigene paralle| erfasst
werden. Die Darstellung der Daten kann als Histogramm erfolgen, in dem Zellzahl
gegen Intensitat der Fluoreszenz aufgetragen ist, oder als zweidimensionaler Dot

Blot, in dem jeder Punkt eine Zelle entsprachend ihrer Fluoreszenz und GréRe
bzw. Granularitét repréasentiert.

Von den in TeflongefaRen kultivierten Monozyten wurden je 100.000 Zellen in
Polystyren-Rundbodenréhrchen tberfihrt (12 x 75 mm, Falcon, Becton Dickinson,
San Jose) und einmal mit FACS-Puffer (PBS®/1% FCS) gewaschen (Zugabe von
750 pl, Zentrifugation 3 min bei 300 x g, 4°C). Der Uberstand wurde dekantiert
und die Monozyten resuspendiert. 8 pl der fluoreszenzmarkierten Antikérper
wurden dazupipettiert und 30 min bei 4°C im Dunkeln mit den Zellen inkubiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit FACS-Puffer wurden die Monozyten mit
50 pl 3%igem Formaldehyd (Merck, Darmstadt) auf Eis fir 5 min fixiert und
anschlieBend in 100 pi Tragerflissigkeit (FACSFlow: Becton Dickinson, San
Jose) aufgenommen. Die Auswertung erfolgte in einem FACScan (Becton
Dickinson, San Jose) unter Beriicksichtigung der Signale von je 4000 Zellen.

Verwendete Antikérperidsungen:
anti-CD 14-PE
anti-HLA-A,B,C-PE
anti-HLA-DR-PE
Isotyp-Kontrolle igG1-PE
Isotyp-Kontrolle IgG2A-PE

Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg
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2.7.  Vermehrung und Reinigung von Influenza-Viren

Orthomyxoviren replizieren gut in entodermalem Gewebe, deshalb kdnnen sie in
11 Tage alten Huhnerembryonen vermehrt werden, wobei ein Virustiter von 10°-
10" PFUImI erreicht werden kann (Burnett, 1936; Barrett, 1985). Man injiziert das
Virusinokulum in die Allantoishéhle, von der aus sich eine systemische Infektion
entwickelt. Die Gewinnung der Viren erfolgt 2 Tage nach Infektion aus der
Allantoisfliissigkeit, die durch mehrere Zentrifugationsschritte einschlieflich einer
Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation aufgereinigt wird.

2,71. Vorbereitung der Eier und Beimpfung

Befruchtete Huhnereier wurden 11 Tage bei 37°C und einer relativen Luftfeuchte
von 40-60% im Inkubator bebritet und dabei alle 6 Stunden automatisch
gewendet. Mit Hilfe einer Schierlampe (Blohm Apparatebau, Hamburg) wurden
die Embryonen auf Vitalitat (Eigenbeweglichkeit, GefaRzeichnung) hin Uberpriift
und zur Beimpfung ausgewahlt. Nach Markierung der Luftkammergrenze am
stumpfen Eipol wurde dort die Kalkschale mit Jodlésung (0,05 Mol J,/l, Titrisol,
Merck, Darmstadt) desinfiziert. Innerhaib der Kennzeichnung wurde die Schale an
einer gefdlarmen Stelle angebohrt und 0,2 ml Virussuspension mit einer feinen
Kantle (24G x 1", 0,55 x 25 mm) vertikal injiziert. Als Virusinokulum diente native
virushaltige Allantoisflussigkeit 1:1000 in PBS™ verdunnt. Die Injektionsstelle
wurde zum Schutz vor Infektion mit Holzleim verschlossen und die Eier fur 2 Tage
bei 37°C und 80% Luftfeuchte inkubiert. Vor Ernte der Allantoisflissigkeiten

wurden bereits abgestorbene Embryonen mit Hilfe der Schierlampe aussortiert.

e e
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2,7.2. Ernte der Allantoisflissigkeit

Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C unter sterilen Bedingungen.

Die Lagerung der verwendeten Eier bei 4°C 0Ober Nacht flihrte zur
GefaRkonstriktion und somit zum Absterben der Embryonen. Nach Desinfektion
des Eipols wurde die Kalkschale oberhalb der Luftkammergrenze entfernt und die
Allantoisflussigkeit mit einer Kantle (20G x 1,5";0,9 x 40 mm) und einer 10 mi -
Spritze abgesaugt. Nur klare Fitssigkeit wurde in einem sterilen Glasgefal auf
Eis gesammelt, jede hamorrhargische, dottergelbe oder weisslich triibe

Verunreinigung verworfen. Aus jedem Ei konnten 7-12 ml Allantoisflissigkeit
geerntet werden.

2.7.3. Reinigung der Influenza A-Viren

Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte 30 min bei 6000 rpm ohne Bremse (Rotor

JA-10 Beckman Zentrifuge J21) und diente zur Sedimentation von Zellen und
ZelltrGmmern.

Das Virus im Uberstand wurde durch Zentrifugation fur 1 h bei 18000 rpm in Ultra-
Clear™-Tubes (Rotor SW 28, Beckman Zentrifuge L7-55) pélletiert, der
Uberstand verworfen und das Viruspellet mit 500 pl PBS®™ zur Queliung 1 h auf
Eis inkubiert. Das Pellet wurde sorgfaltig mittels einer 1 mi-Tuberkulinspritze mit
feiner Kanule resuspendiert. Ein vorher angefertigter, kontinuierlicher 30-55%
(wiw) Saccharosegradient (in Ultra-Clear™-Tubes) wurde nun mit der
Virussuspension vorsichtig Uberschichtet und bei 4°C 16 h mit 24000 rpm ohne
Bremse (Rotor SW 28) zentrifugiert. Das Virus befand sich danach in einer
weisslich triiben Bande im Gradienten (bei ca. 45% Saccharose), die abpipettiert
und in kaltem PBS®™ aufgenommen wurde.

Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (1 h bei 24000 rpm, ohne Bremse, Rotor

SW 28) lielt man das Pellet erneut in PBS™ quellen und resuspendierte wie oben

beschrieben. Verbliebene Virusaggregate konnten durch 5 miniitiges

Zentrifugieren bei 3000 rpm entfernt werden.
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2.7.4. Dialyse und Lagerung

Der verwendete Dialyseschlauch (Visking, 1,5-3 nm Porenweite: Roth) wurde in
EDTA-Lésung (100 mmol  Na,-EDTA-Lésung; Serva) aufgekocht, um
unerwiinschte Substanzen wie Glycerin, Spuren von Schwefelverbindungen und
Schwermetallen zu entfernen. Die Virussuspension wurde in den Schlauch
eingeflllt und 21 h bei 4°C gegen das 500-fache Volumen PBS®™ dialysiert.

Im parallel durchgefilhrten Hamagglutinations (HA)-Test (siehe unter 2.8.) wurde
der Virustiter in Hamagglutinationseinheiten HAU /ml ermittelt. Das Dialysat wurde

auf einen Titer von 10° HAU/m| eingestellt und in Aliquots von 250-500 il bei -
170°C gelagert.

Zur Uberpriifung der Keimfreiheit wurde die Virussuspension auf verschiedenen
Kulturmedien (Thioglykolat-Bouillon, Endo-Agar, Blut-Agar) ausgetestet, zur
Feststellung der Endotoxinfreiheit wurde der LAL-Test (siche 1.3.2.: Limulus
Amebocyte Lysate-Test; QCL-1000; Fa. Bio Whittaker) durchgefthrt.

2.8. Hiamagglutinationstest (HA-Test)

Der HA-Test dient zur quantitativen Bestimmung von Viren, welche die Fahigkeit
besitzen, Erythrozyten zu agglutinieren. Man erfasst damit nicht nur die
infektiosen, sondern auch die defekten Viruspartikel. Der Test wurde in
Mikrotiterplatten ~ (Fa. Greiner)  durchgefuhrt. Nach  Herstellung  einer
Verdﬂnnuhgsreihe (1:2, 1:4, 1:8,...) in einem Volumen von 50 ul PBS™ wurden zu
jeder Verdtinnung 50 pi einer 0,5% Hihnererythrozytensuspension gegeben. Der
Test konnte nach 30 mindtiger Inkubation bei Raumtempératur abgelesen
werden. Erythrozyten, die nicht aggiutiniert wurden, sedimentierten unter
Knopfbildung. Der HA-Titer wird in hé&magglutinierenden Einheiten (HAU/ml)
angegeben und stellt den reziproken Wert der héchsten Verdunnungsstufe dar,

die noch eine vollstandige Agglutination bewirkt.

e A T s
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2.9. Plaque-Test

Der Plaque-Test dient zur quantitativen Bestimmung von infektiésen
Viruspartikeln. Nach Herstellung einer geometrischen Verdiinnungsreihe aus der
zu bestimmenden Virussuspension (107-10°) wurde ein Zellrasen aus
permissiven MDCKI-Zellen ~ mit je 333 pul aus den verschiedenen
Virusverdlnnungen infiziert. Nach einer Adsorptionszeit von 1 h wurden die
Zellen mit 0,5% Agar in RPMI 1640 Uberschichtet, um eine unerwlnschte
Ausbreitung der Viren per Diffusion durch das Medium zu verhindern. Ein
infektidses Virus fihrte zur Ausbildung eines "Plaques” (Tobita et al., 1975). Nach
einer Inkubation von 3 Tagen wurden die Plaques durch Anfarbung mit
Kristallviolett sichtbar gemacht. Der Farbstoff wurde nur von intakten Zellen
aufgenommen, die Plagues erschienen als helle Lasionen und konnten
ausgezahlt werden. Der Virustiter wurde als Anzahl der Plaque-bildenden
Einheiten (PFU) /ml angegeben.

Reagenzien und Medien:

2,5 % Trypsin wurde 1:10 verdlnnt, davon je 4ul /100ul Probe eingesetzt.

0,5% Agarose-Medium : 0,5 g Agarose L (Behringwerke, Marburg) wurden in
100 ml A.dest. aufgekocht. Parallel wurde zweifach konzentriertes RPMI*®
angesetzt:

10 m| RPMI*® (10 x)

je 0,5 ml Glutamin, Pyruvat, HEPES-Puffer, Penicillin/Streptomycin
5,5 ml Bicarbonat (Biochrom, 7.5%)

ad 50 ml A. dest.

Beide Lésungen wurden im Wasserbad auf 41°C gehalten und kurz vor Gebrauch
gemischt.
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Kristallviolett-Stammlésung

2% (wiv) Kristallviolett (Serva) in:
0,2 Vol 96% -igem Ethanol

0,1 Vol Formalin

0,7 Vol A.dest

Farbeldsung

0,1 Vol Stammi&sung

0,1 Vol Formalin

0,8 Vol A.dest

2.10. Iynaktivierung von Influenza A-Viren

2.10.1. Inaktivierung von A/PR/8 bei 56°C

Eine Hitzeinaktivierung der Influenza A-Viren, bei der das Hullprotein
Neuraminidase zerstért wird, erfolgte Gber 30 min im 56°C-Wasserbad. Die Zellen

wurden mit der Menge des inaktivierten Virus inkubiert, die 2 MOI des infektiésen
A/PR/8 entsprach.

2.10.2. Inaktivierung von A/PR/8 durch UV-Bestrahlung

Durch eine Bestrahlung mit UV-Licht wird die RNA im Inneren des Virus zerstért,
50 dass eine Replikatiqn nicht mehr méglich ist. Die Virussuspension wurde auf
Eis fur 45 min der UV-Strahlung (Wellenlange 254 nm) ausgesetzt. Die Inkubation
der Monozyten erfolgte mit der Menge, die 2 MOI des infektiosen Virys entsprach.

e _1
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2.11. ELISA-Technik (Enzyme linked immunosorbent Assay)

Die durchgefuhrten ELISAs beruhen auf dem Prinzip der Sandwich-Technik.
Hierzu wird ein Antikérper, der gegen die zu testende Substanz gerichtet ist, an
eine feste Phase (Kunststoffoberflache) gekoppelt. An diesen Antikérper bindet
das zu quantifizierende Molekil aus der Probe. Ein zweitér bictinylierter
Antikérper bindet an andere spezifische Determinanten des Analyten und
komplementiert somit das Sandwich. Die MCP-1, MIP-1a, MIP-13, 1L-8, IL-6, I1L-10
und TNF-o-ELISAs funktionierten mit einem biotinylierten 2. Antikérper und
Zugabe eines Streptavidin-POD-Komplexes. Im Gegensatz dazu wurden bei den
GRO-a und RANTES -ELISAs POD-gekoppelte 3. Antikérper eingesetzt, die eine
antigene Determinante des zweiten Antikérpers erkennen. Die durch das Enzym

Peroxidase umgesetzte Substratmenge ist direkt proportional der Konzentration
des gesuchten Analyten.

Die Beschichtung der 96-Loch Mikrotiterplatten (Maxisorp, Nunc; Wiesbaden)
erfolgte mit 100 ul der Verdinnung des ersten Antikérpers Uber Nacht bei 4°C.
Zwischen den folgenden Schritten ‘wurde die Platte jeweils dreimal mit
Waschpuffer gewaschen (Waschgerat der Firma Dynatech, Denkendorf). Die
Inkubationen mit den einzelnen Antikérpern, Proben, Standards und Reagenzien
fanden fir 1 h bei RT statt. Die Volumina pro Vertiefung betrugen:

250 pl Blockpuffer

100 pl Standardverdﬂnnung bzw. Probe (gegebenenfalls verdinnt)
100 ul 2. Antikérper .

100 pi 3. Antikérper oder Streptavidin-POD-Konjugat

100 pl Substrat

Als Substrat fir die Peroxidase wurde 1,2-0-Phenyldiamin (OPD, Sigma)
eingesetzt. ‘

Die Farbrektion wurde nach 5-10 Minuten mit 25yl 2,5 M H;SQ4 (Merck)
gestoppt; die Messung erfolgte bei 480 nm im Mikroplattenphotometer (MR 7000;
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Dynatech, Denkendorf). Die aktuellen Konzentrationen wurden durch eine 3. Antikérper: Esel anti-Ziege IgG Peroxidasekonjugat (1 mg/ml,

Standardreihe mit Hilfe eines gerateinternen Auswertungsprogramms (Advanced Dianova, Hamburg)
Program, Version 3.1) des Photometers berechnet.
Verdiinnung 1: 5000 in Probenverdiinnungspuffer
Far die Durchfidhrung der ELISAs wurden folgende Lésungen benutzt:
Standard: rekombinantes humanes GRO-a. (R&D)
1) Beschichtungspuffer: PBS™ '
, Konzentrationsbereich: 100 pg/ml bis 6,25 ng/ml
2) Waschpuffer: PBS®™ + 0,05% Tween 20

A T T

3) Block- und Probenverdinnungspuffer: PBS™ + 0,05% Tween 20 + 2% BSA
2.11.3. MCP-1 ELISA

2.11.1. IL-8-ELISA o
1. Antikérper: Maus anti-Human MCP-1 (0,5 mg/ml; PharMingen, Hamburg)

B . " Am Ul ¥

Verdiinnung 1:500 in Beschichtungspuffer
1. Antikorper: Maus anti-Human IL-8 (0,5 mg/ml; R&D, Wiesbaden) )
2. Antikorper: Kaninchen anti-Human MCP-1 (0,5 mg/ml; PharMingen)

=

Verdunnung 1:1000 in Beschichtungspuffer .
Verdiinnung 1:1000 in Probenverdinnungspuffer
2. Antik&rper: Kaninchen anti-Human IL-8 (1 mg/ml; R&D)
POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/ml;
Verdnnung 1:1000 in ProbenverdUnnungspuffer
Boehringer Mannheim)
POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/ml; Boehringer

Mannheim) Verdunnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer

e i,

\_.—~

: i P-1 (IC Chemikalien
Verdunnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer Standard: rekombinantes humanes MC ( )

. . i i 00 pg/ml bis 12,5 ng/ml
Standard: rekombinantes humanes IL-8 (IC Chemikalien, Ismaning) 5 Konzentrationsbereich 200 pg/ml bis 12,5 ng

Konzentrationsbereich: 50 pg/ml bis 3,125 ng/ml)
2.11.4. MIP-1a-ELISA

2.11.2. GRO-x-ELISA .
1. Antikdrper: Maus anti-Human MIP-1a. (R&D)

1. Antikérper; Maus anti-Human GRO-o. (0,5 mg/ml; Sigma, Manchen) ! . Verdunnung 1:500 in Beschichtungspuffer

. K6 : i nti- - iotin-konjugi 0 mg/mi;R&D
Verdinnung 1:250 in Beschichtungspuffer 2. Antikérper: Ziege anti-Human MIP-1q, Biotin konjugiert (50 mg/m )

2. Antikorper: Ziege anti-Human (1 mg/ml; R&D) | Verdiinnung 1:625 in Probenverdinnungspuffer

; e . —_— . e .
Verdannung 1:500 in Probenverdannungspuffer POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/mi;

Boehringer Mannheim)
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Verdinnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer
Standard: rekombinantes humanes MIP-1a (IC Chemikalien)

Konzentrationsbereich 200 pg/ml bis 12,5 ng/ml

2.11.5. MIP-1B-ELISA
1. Antikdrper: Maus anti Human MIP-18 (0,5 mg/ml; R&D)
Verdinnung 1:250 in Beschichtungspuffer

2. Antikérper: Ziege anti Human MIP-1p Biotin-konjugiert (50 mg/ml; R&D)

Verdinnung 1:2000 in Probenverdiinnungspuffer

POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/ml; Boéhringer-
Mannheim)

Verdunnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer
Standard: rekombinantes humanes MIP-18 (R&D)

eingesetzter Konzentrationsbereich: 50 pg/mi bis 3,125 ng/ml

2.11.6. RANTES-ELISA
1. Antikdrper: Maus anti-Human RANTES (1 mg/mi; R&D)
Verdinnung 1:1000 in Beschichtungspuﬁ’ér
2. Antikorper: Ziege anti-Human RANTES (1 rﬁg/ml;R&D)
Verdinnung 1:500 in Probenverdinnungspuffer
" 3. Antikdrper: Esel-anti-Ziege 1gG Péroxidasekonjugat (1 mg/ml; Dianova)
Verdinnung 1: 5000 in Probenverdiinnungspuffer

. Standard: rekombinantes humanes ‘RANTES (IC Chemikalien)

Konzentrationsbereich: 100 pg/ml bis 6,25 ng/ml
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2.11.7. IL-6-ELISA
1. Antik&rper; Ratte anti-Human IL-6 (0,5 mg/m!; PharMingen)
Verdinnung 1:1000 in Beschichtungspuffer
2. Antikérper: Ratte anti-Human IL-8, Biotin-konjugiert (0,5 mg/ml;
PharMingen)
POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/ml;
Boehringer Mannheim)
Verdinnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer

Standard: rekombinantes humanes IL-6 (PBH, Hannover)

Konzentrationsbereich 150 pg/ml bis 10 ng/m|

2.11.8. IL-10-ELISA

1. Antikorper: Ratte anti-Human IL-10 (0,5 mg/ml; PharMingen)

2. Antikérper: Ratte anti-Human IL-10, Biotin-konjugiert (0,5 mg/ml;
PharMingen) '
Verdinnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer

POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/mi; Boehringer
Mannheim)

Verdinnung 1:10000 in Probenverdtnnungspuffer
Standard: rekombinantes humanes IL-10 (PharMingen)

Konzentrationsbereich 15 pg/mi bis 1 ng/ml
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2.11.9. TNF-a-ELISA

1.Antikérper: Maus anti-Human TNF-a (1mg/ml; PharMingen)
Verdinnung 1:400 in Beschichtungspuffer
2. Antikorper: Maus anti-Human (0,5 mg/ml; PharMingen), Biotin-
konjugiert
POD-Konjugat: Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (500 U/ml;
Boehringer Mannheim)
VerdUnnung 1:10000 in Probenverdinnungspuffer

Standard: rekombinantes humanes TNF-a (PharMingen)

Konzentrationsbereich 300 pg/ml bis 20 ng/mi

2.11.10. ELISAs fiir den Nachweis muriner Chemokine

Die Uberstande, die aus der Kultivierung von murinen Makrophagen gewonnen
wurden, wurden in spezifischen ELISAs auf die Freisetzung von JE (murines
MGCP-1) und MiIP-1a. untersucht. Hierzu wurde das jeweilige DuoSet® ELISA
development system von R&D (Wiesbaden) benutzt und gemagR den Angaben des
Herstellers angewendet.

2.12. RNA-Isolierung

Die RNA wurde mit der Trizol-Methode (Gibco BRL tiber Life Technologies,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers isoliert und bei -80°C gelagert.

FUr die RNA-Préparation wurden die Zellen in 6 cm Gewebekulturschalen

(Falcon®-Primaria) mit einer Zelizahl von 10x10° Zellen pro Ansatz kultiviert. Die
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Stimulation bzw. Infektion der Zellen erfolgte wie unter 2.4. beschrieben. Danach
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Monozyten einmal mit PBS™
gewaschen. Die Zellen jeder Petrischale wurden mit 1 ml Trizol-Reagenz versetzt
und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert. Das Zelllysat wurde mit Hilfe
von sterilen Gummischabern aus den Gewebekulturschalen abgelést und zum
Scheren der DNA mehrfach durch eine Kanille (24 g) aufgezogen und in 1,5 ml
EppendorfgefaRe Uberfuhrt.

Die isolierte RNA wurde in 30 pl RNAse-freiem Wasser aufgenommen und
vermessen. Dazu wurden die Proben (je 1 pl) mit 750 ul A.dest. verdinnt und die
optische Dichte bei 260nm bestimmt (Gilford Response II™ UV-Vis

" Spectrophotometer). Die Konzentration { C ) der in der Probe enthaltenen RNA

1403t sich durch folgende Formel errechnen:
C (mg/ml) = ODgeox U x V
U = Umrechnungsfaktor (40 fiir RNA, 50 fir DNA)

V = Verdunnungsfaktor (750)

2.13. Northern Blot

2.13.1. Prdparation von RNA

Die RNA wurde mit der Trizol-Methode (Gibco BRL Uber Life Technologies,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers isoliert und bei -80°C gelagert (s. 2.12.).

2.13.2. Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden

Im Northern Blot wurde mRNA mit DIG-markierten antisense-RNA-Sonden
detektiert. Diese wurden hergestellt, indem zundchst RNA in cDNA
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umgeschrieben, diese dann in einen Vektor kloniert und abschlieRend als DIG-
markierte RNA transkribiert wurde.

Frisch synthetisiertes PCR-Produkt des gewlinschten Gens wurde nach den
Angaben des Herstellers mit dem Dual Promotor TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) in den pCR® Il-Vektor einkloniert. Nachdem durch eine
Richtungsanalyse die Orientierung des Fragments ermitteit worden war, folgte
eine Linearisierung des Vektors durch Xho | oder BamHI in folgendem Ansatz:

2 yg Plasmid ‘
1ul Xho!/BamHI (Gibco, Karlsruhe)
1 pi 10x React 3-Puffer {Gibco, Karisruhe)
A.dest ad 10 pl |

Der Verdau erfolgte tber 2 h bei 37°C.

Der geschnittene Vektor wurde geféllt und auf einem 1% Agarosege! die
Valisténdigkeit der Linearisierung Uberprift. Zum Umschreiben der cDNA in
markierte RNA wurde der DIG RNA Labeling Kit (Sp6/T7) (Roche, Mannheim)
verwendet. War der Vektor mit Xho | verdaut worden, wurde die Sonde mit der
Sp6-Polymerase geschrieben, im Fall von BamHI mit der T7-Polymerase. Die
synthetisierte RNA wurde mit EtOH gefalit und pelletiert, in A.dest aufgenommen
und nach der Zugabe von 50% Formamid bei —80°C_ gelagert.

Zur Verminderung von unspezifischer Hintergrundfarbung wurde eine

Préabsorption der Sonde an eine leere Nylonmembran tber Nacht bei 68°C
durchgefihrt.

2.13.3. Agarose-Gelelektrophorese fiir RNA

Es wurden denaturierende Formaldeyd-haltige Agarosegele benutzt, um bei
geringem Probenvolumen einen maximalen RNA-Gehalt zu erhalten. Diese

Methode geht auf Lehrbach et al. (1977), Goidberg (1980) und Seed (1992)
zurick.

_ e
— T T

II. Material und Methoden 70

Die drei nach Detektion mit Ethidiumbromid sichtbaren Banden reprasentieren die
28S-, 188- und 5S-rRNA. Sie geben Aufschluss Uber die Integritat der RNA und

sind Kontrolle Uber die Einstellung der RNA-Konzentration.
Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden folgende Lésungen benétigt:
1. MOPS-Puffer (10x): 200 mM 4-Morpholino- ICN, Meckenheim
propansulfonséure,
50 mM Natriumacetat Merck, Darmstadt
10 mM EDTA (Na,-Salz) Merck, Darmstadt
2. Probenpuffer (5x) 750 pl Formamid (deionisiert) ICN, Meckenheim
150 pl 10x MOPS-Puffer
240 pl Formaldehyd, 37 %ig Merck, Darmstadt
100 pl Glycerin Serva, Heidelberg
80 pl 1% Bromphenolblau Sigma, Munchen
180 pl H.0
1. Laufpuffer: 1x MOPS-Puffer

2. Farbeldsung; 0,2% Ethidiumbromid Merck, Darmstadt

in 0,1 M Ammoniumacetat Merck, Darmstadt

Vor Benutzung wurden die Elektrophoresekammer, Schlitten und K&mme fur 1
Stunde in 3% igem H,0O, sterilisiert und anschlieRend mit sterilem Wasser
gewaschen. Fur die Herstellung von 100 ml Gelvolumen wurde 1g Agarose
(Gibco BRL tber Life Technologies, Karlsruhe) eingewogen und in 95 ml
1x MOPS-Puffer durch Aufkochen gelést. Nach Abkuhlung der Lésung auf 60°C
wurden 5ml 37%iges Formaldehyd (Merck, Darmstadt) unter Schiittein

zugegeben und das Gel gegossen.
Der RNA-Ansatz pro Spur setzte sich folgendermalRen zusammen:
2,5 pl Probenpuffer (5x)

10 i RNA (2-5 pg Gesamt-RNA, in H,O verdinnt)
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Zur Denathrierung basengepaarter Nukleotidabschnitte wurden die RNA-Proben
10 min bei 65°C erhitzt und dann sofort auf Eis gestellt. Der Laufpuffer wurde
zundchst nur so hoch eingefillt, dass er das Gel nicht Uberspiilte. Jeweils 10 pl
wurden pro Spur beladen. Damit die Proben ins Gel einlaufen konnten, wurde die
Elektrophorese mit 100 mA gestartet, dann die Kammer mit Laufpuffer aufgefullt
und die Elektrophorese mit 4V/cm Elektrodenabstand fortgesetzt.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel je nach beabsichtigtem

Verwendungszweck wie folgt weiterbehandelt:

Sollte das Gel zur Kontrolle der RNA-Préparation dienen, so wurde es 30 min im
Dunkeln in der Farbelésung geschittelt und danach far 1 Stunde in 0,1 M
Ammoniumacetat entfarbt. Die Detektion der RNA erfolgte mit einem UV-
Transilluminator (UV-Kontaktlampe Chroma 41; Vetter, Wiesloch) bei
kurzwelligem UV-Licht (254 nm).

Sollte das Gel im Northern Blot weiterverwendet werden, wurde es nach der
Elektrophorese dreimal fur je 20 min unter Schittein gewassert, um das

Formaldehyd auszuspilen.

2.13.4. Blotting

Der Northern Blot ist eine Methode zur vertikalen Ubertragung von RNA aus
einem Gel auf eine Membran, wo sie schlieflich mit komplementaren
Nukleinsdure-Sonden hybridisieren kann. Bei der Kapillar-Transfer-Methode
wandert die RNA aufgrund von Kapillarkraften mit dem Flissigkeitsstrom aus dem
Gel heraus und lagert sich auf der Membran ab (Thomas, 1980; Wahl et al.,
1987). Die relativen Positionen der RNA-Banden werden wahrend des Transfers
auf die Matrix beibehalten. Somit 1ait sich die RNA quantitativ, qualitativ und in
ihrer Lange analysieren.

Folgender Transferpuffer wurde verwendet:
20x SSC, pH 7: 3 M NaCl Roth, Karlsruhe

300 mM Natriumcitrat Roth, Karlsruhe

A T T
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Das gewasserte Gel equilibrierte 15 min in 20x SSC. Die positiv geladene
Nylonmembran (Boehringer Mannheim) wurde nach S-minitiger Wasserung flr
10 min in 20x SSC geschittelt. Als Blotsystem wurde der TurboBlotter™
(Schieicher & Schill, Dassel) verwendet, bei dem die RNA der Schwerkraft
folgend von oben nach unten auf die Membran Ubertragen wird. Zwischen
saugfahigem, zum Teil in 20x SSC getréanktem Whatmanpapier lag die
equilibrierte Nylonmembran und dariber das Gel (Ruckseite nach unten). Um
einen Kurzschiuss-Kontakt zwischen den ober- und unterhalb des Geles
befindlichen Filterpapieren zu vermeiden, wurden die Gelrander mit breiten
Parafilm-Streifen ausgelegt. Der Aufbau wurde oben durch eine Briicke
abgeschlossen, deren Enden in das Pufferreservoir hineinreichten. Der Transfer
erfolgte fir 3-4 h bei RT. Um die nach dem Blot immobilisierte RNA kovalent mit
der Nylonmembran zu verknilpfen, wurde sie zunéchst luftgetrocknet, dann mit
der RNA-tragenden Seite einer UV-Strahlung (254 nm) von 1,23 Jicm? ausgesetzt
(Fluo-Link; Biometra, Géttingen). Die Lagerung der Membran erfolgte kurzfristig
bei 4°C oder langfristig bei -20°C.

2.13.5. Nicht radioaktive Hybridisierung

Hybridisierung bezeichnet allgemein die Bildung doppelstréangiger Nukleinséuren
durch Basenpaarung aus zwei vollstdndig getrennt vorliegenden Einzelstrédngen.
Stringente Bedingungen gewéhrleisten eine fehlerlose Basenpaarung zwischen
den hybridisierenden Einzelstréngeh (McGinnis et al., 1984; Wahl| et al., 1987). In
der vorliegenden Arbeit wurden zur Hybridisierung der Northern Blot-Membranen
Antisense RNA-Sonden benutzt, da RNA/RNA-Hybride stabiler als RNA/DNA-
Hybride sind (Bodkin und Knudson, 1985), so dass eine héhere Stringenz und

damit héhere Spezifitat erreicht werden kann.
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Fur die Hybridisierungreaktion wurden folgende Lésungen benutzt:

1) 20x SSC, pH 7 ' 8. 0.
2) Maleinsaurepuffer 100 mM Maleinséure Merck-Schuchardt,
pH7,5 Hohenbrunn
150 mM NaCl Roth, Karlsruhe
3) Blockierungspuffer 10% Blockierungsreagenz Boehringer,
(10x) in Maleinsaurepuffer Mannheim
4) Hybridisierungslésung
5x SSC mit 2% (wiv) Blockierungsreagenz Boehringer,
Mannheim

50% (v/v) Formamid ICN, Meckenheim

0,1% (w/v) N-Laurylsarkosin Sigma,
Deisenhofen

0,02% (wlv) SDS Serva, Heidelberg

100 pg/pl denaturierte Salm-DNA Sigma,
Deisenhofen

5) Waschlésung 1: 2x SSC mit 0,1% SDS Serva, Heidelberg

6) Waschidsung 2. 0,1x SSC mit 0,1% SDS Serva, Heidelberg

Die Nylonmembran mit der kovalent gebundenen RNA wurde 5 min in 2x SSC
equilibriert und in Hybridisierungsflaschen (Biometra, Géttingen) eingerolit. Die
Prahybridisierung und die Hybridisierung erfolgten in diesen Flaschen im
Hybridisierungsofen (Hybaid; Biometra, Géttingen) unter sténdiger Rotation. Zur
Prahybridisierung inkubierte die Membran zwei Stunden bei 68°C in der
Hybridisierungslésung. Diese wurde dann verwarfen und durch in Vorversuchen
praabsorbierte DIG-markierte RNA-Sonde (50 ng/ml) in Hybridisierungsidsung

ersetzt. Diese Lésung war mehrfach verwendbar und konnte bei <20°C gelagert
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werden. Die Hybridisierungsreaktion erfolgte Uber Nacht unter hoch-stringenten
Bedingungen bei 68°C. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal 10 min in
Waschpuffer 1 und zweimal 15 min in Waschpuffer 2 bei je 68°C gewaschen. Sie
konnte danach bei -20°C gelagert werden.

2.13.6. Detektion der hybridisierten RNA

Nach dem Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wird ein an alkalische
Phosphatase gekoppeilter anti-DIG-Antikérper an die DIG-markierte RNA-Sonde
auf der Nylonmembran gebunden. Die Sichtbarmachung der Komplexe wird durch
Zugabe eines Chemolumineszenz-Substrates (CPD-Star, Tropix; Boehringer
Ingelheim, Heidelberg) ermdglicht, welches durch die Antikérper-gekoppelte
Phosphatase umgesetzt wird. Das Substrat wird nach enzymatischer
Dephosphorylierung instabil und zerfallt unter Lichtemission, die auf einem
Réntgenfilm sichtbar gemacht werden kann (Holtke et al., 1992; Dubitsky et al.,
1992; Vaillancourt et al,1992). Die Intensitdt der Lichtemission ist direkt
proportional zur Konzentration des vorhandenen Enzyms und somit zur auf der
Membran gebundenen spezifischen RNA-Menge.

Folgende Reagenzien wurden bendtigt:

1) Waschpuffer, pH 7,5 100 mM Maleinsaure Merck-Schuchardt,

Hohenbrunn

150 mM NaCl Roth, Karlsruhe

0,3% Tween 20 Serva, Heidelberg

2) Reaktionspuffer, pH 9,5 100 mM NacCi Roth, Karlsruhe

100 mM Tris-HCI Serva, Heidelberg

50 mM MgCl, Merck, Darmstadt

3) Blockierungspuffer siehe unter 2.13.5.
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4) anti-DIG-AP-Konjugat polyklonale Schaf-anti-DIG-Fab-Fragmente,

konjugiert an alkalische Phosphatase

(750 Ulmt) Boehringer Mannheim

Die hybridisierte Membran wurde 5 min im Waschpuffer equilibriert und fir 45 min
in 1%igem Blockierungspuffer geschittelt. Das anti-DIG-AP-Konjugat wurde
1:1500 in 1% Blockierungspuffer verdunnt und die Membran 45 min in dieser
Antikérperlésung inkubiert. Es folgten drei Waschschritte von je 10 min in
Waschpuffer. Die Membran wurde fur 5 min in Reaktionspuffer equilibriert, dann
flr 5 min mit dem Substrat CPD-Star bedeckt (Substrat mehrfach verwendbar;
Lagerung dunkel bei 4°C) und feucht in einer Kunststoff-Folie eingeschweiflt. Um
ein méglichst hintergrundarmes Ergebnis zu erzielen, wurde die Membran fur
10min bei 37°C inkubiert; dabei stellt sich ein Gleichgewicht bei der
Chemoluminiszenz-Reaktion ein. Die Membran wurde einem Réntgenfilm
exponiert, wobei die Expositionszeiten sehr variieren konnten (wenige Mintuten
bis Stunden). Die Filmentwicklung erfolgte mit Chemikalien der Agfa-Gefaert AG,
Leverkusen (Entwickler G 152; Fixierer G 354).

2.14. cDNA-Synthese

Das Enzym Reverse Transkriptase schreibt RNA in DNA um, Oligo-dT wurde ais
Primer benutzt.

Zur cDNA-Synthese wurden 2 ug RNA in 12 ut Aqua dest. aufgenommen und mit
1 pl Oligo-dT19-24 (Amersham, Freiburg) fir 10 min bei 70°C erhitzt. Sekundar-
und Tertiarstrukturen der RNA werden dabei gelést und die Oligo-dT-Primer an
die Poly-A-Region der mRNA angelagert. Die Proben wurden sofort auf Eis
gelagert, mit 4 pl Reaktionspuffer (5x; Gibco BRL Uber Life Technologies,
Karlsruhe), 2 pl 0,1M DTT (Gibco) 1 pyl 10mM dNTP-Mix (Promega, Mannheim)
und 1 pt SuperScript™ (Gibco) gemischt und 1 h bei 42°C inkubiert. Das Enzym
wurde anschlieflend durch Inkubation der Proben bei 94°C 10 min denaturiert.
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2.15. Amplifizierung von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PGR)

Dieses in-vitro-Verfahren wird zur selektiven Amplifizierung spezifischer DNA-
Sequenzen aus einem Gemisch von Nukleinsauren verwendet. Man nutzt die
Fahigkeit von DNA-Polymerasen, einen Einzelstrang zum Doppelstrang erganzen
zu kénnen, wenn ihnen ein kurzer, doppelstrangiger Bereich zur Verfugung steht.
Dazu wird die denaturierte DNA, die eine zu amplifizierende Sequenz erhélt, mit
einem Uberschuss von zwei flankierenden, chemisch synthetisierten
Oligonukleotiden (Primern) inkubiert. Durch diese Hybridisierung entstehen kurze
doppelstrangige DNA-Abschnitte, die als Startpunkte fir die DNA-Polymerase
dienen, die nun die zwischen den Primern liegenden DNA-Abschnitte zum
Doppelstrang erganzt. Bei Wiederholung der Reaktionsfolge aus DNA-
Denaturierung, Hybridisierung der Primer und Polymerisation kommt es nach
jedem Zyklus zu einer Verdopplung der vorliegenden DNA-Fragmente. Diese
Kettenreaktion fithrt zu einer exponentiell ansteigenden, selektiven Vermehrung
der durch die Primer flankierten DNA-Sequenz. Die Primer-Anlagerung kann
spezifisch nur bei hohen Temperaturen erfolgen, so dass eine thermostabile
DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus eingesetzt wird.
Diese Taq-Polymerase besitzt ein Temperaturoptimum von 70°C und ist auch fur
kurze Zeit bei 95°C stabil.
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2151, Primerauswahl

Die DNA-Sequenzen der jeweiligen Gene wurden von der Datenbank der

,,European Molecular Biology Organization* (EMBO; Heidelberg) erhalten.

Fragment- annealing-

Gen Sequenz linge Temp.

GAPDH 5-CGTCTTCACCACCATGGAGA-3' 300 bp 62°C
5-GCTATACCAGGAAATGAGCTT-3'

cBP 5-GGTTAGGACTTCCTCCAAA -3° 200 bp 56°C
5’- AATGCAGTCCACTCTGCTT -3"

cig5 5-TGTGTTCAGGCAACCTCTGA - 3" 400 bp 58°C
5°- CTACTTTGCAGAACCTCACC - 3°

cig 33 5- AATATGTGTGTGTCTCATCC - 3" 200 bp 56°C
5- TGCCATGAGGATTAGTAAAG - 3°

hsp 40 5’- CATCAAGAACCGTACTTGAGCA - 3° 400 bp 58°C
5’- CTGCAGGTTGACATTATCTACC - 3°

hsp 60 5'- CGATTAATTCACGAACCGTC - 3° 400 bp 58°C
5~ CAAATCTTGCTCTGGACAC - 3°

hsp 70 5'- ATCTGGAACTATCAATAGAGGC - 3° 500 bp 58°C
&'~ AAACTGAGCTATAGCAGGATCT - 3

hsp 90 5- TATGATTGGCCAGTTCGGTGTT - 3° 500 bp 56°C

5- GAATTCTCCGTACTCCTCATTAG - 3°

DS S S ——
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alpha 2 5- TGTGTACCAAGAACCCATTACC - 3’ 400 bp eo°C
5'- GGCAGCCAAGTAATCCTTAAC - 3°

subunit X 5- TGATCTGTGGCTGGGATAAGAG -3~ 400 bp 60°C
5- AATAGGATGGAGGATGGGTCAC - 3°

subunitY 5- TGCTGATACCCAGGCAGTAGC - 3° 400 bp €60°C
5- TGACTCTGCAATGGCTGCCAG - 3

subunitZ 5-TATGTCACCATGGGTTCTGGC -3~ 400 bp 60°C
5- TGTCTTACTGGGCCTCAATGC - 3’

LMP 2 5-TCTCTGGTTCAGCTGCTGATG - 3" 400 bp 60°C
5- CACCGGCAGCTGTAATAGTGA - 3°

LMP 7 5'- ACTATCTGCGAAATGGAGAACG - 37 400 bp 60°C
5- GTACTGGTGCAGCAGGTCACT - 8’

MECL 1 5°- CAGACGCTCTTCAGGTACCAG - 3° 400 bp 60°C
5- AGGGTTAGTGGCTTCACTGTC - 3°

CDh 14 5- ACTTATCGACCATGGAGC -3’ 400 bp 52°C
5- AGGCATGGTGCCGGTTA -3’

TLR 2 5- GCCAAAGTCTTGATTGATTGG - 3° 350 bp 52°C
5-TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG -3’

TLR 4 5- TGGATACGTTTCCTTATAAG - 3° 550 bp 52°C

5- GAAATGGAGGCACCCCTTC - 3°
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Die o.g. Qligonukleotide (Primer) wurden von MWG-Biotech GmbH, Ebersberg
synthetisiert. Die Primer wurden in einer Konzentration von 50 pM in die PCR
eingesetzt.

2.15.2. Amplifizierungsreaktion

Die PCR wurde in 500 ul EppendorfgefaRen durchgefiihrt. Zu 1 pl der cDNA
wurden je 5 10x Tag-Reaktionspuffer (Perkin Eimer), 0,2 ul Tag-Polymerase
(Perkin Elmer) und 1 ul dNTP-Mix (je 10 mM), sense- und antisense Primer

(50 pM) zugesetzt und auf ein Endvolumen von 50 pl mit Aqua dest. aufgefulit.
Die Reaktion wurde in einem Touch down Hybaid Theromcycler unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt:

Denaturierung: 5 min 95°C

Amplifizierung: 1 min 95°C (Denaturierung der DNA)
-1 min 8. primer-spezifische annealing-
Temperatur
1 min 72°C (Polymerisation)

Zum Ergénzen von unvollstandigen DNA-Doppelstrangen wurde abschlieRend ein
Polymerisationsschritt (5 min bei 72°C) angefugt. Die Anzahl der
Amplifizierungszyklen wurde je nach der zu erwartenden PCR-Produktmenge
variiert.

2.15.3. Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die PCR-Fragmente wurden in 1%-Agarose-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt
(horizontal system for submerged electrophoresis, BRL, USA). Als Laufpuffer
wurde TAE-Puffer eingesetzt.
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10 pl des jeweiligen PCR-Produkts wurden mit 2 pl 6x DNA-Ladepuffer versetzt,
2 ul 100 bp-Marker (Pharmacia) auf 10 ul mit Aqua dest. aufgefllit. Jeweils 10 pl
der Probe wurde in die Geltasche aufgetragen und bei 110 Volt aufgetrennt.

Das Gel wurde anschliefend flr 20 min in Ethidiumbromid gefarbt und die
Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht. Das Photographieren der Gele erfolgte
mit einem computergestitzten Aufnahmesystem (Vilber Lourmat; Frobel
Labortechnik, Wasserburg).

TAE-Puffer: 0,04 M Tris-Acetat
0,001 M EDTA
1,1 ml Eisessig
ad 1000 ml A. dest.

Ethidiumbromid: 50 i Ethidiumbromid ad 100 ml A. dest.

DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyarol
gelést in 30% Glycerin

2.16. cDNA-Subtraktion

Die Methode der cDNA-Subtraktion erlaubt es, unterschiedlich exprimierte mRNA
in zwei unterschiedlich stimulierten bzw. aktivierten Zellpopulationen zu
untersuchen. In dieser Arbeit wurden dabei unbehandelte Kontroll-Monozyten mit
durch Influenza-Virus A infizierten Monozyten verglichen.

Durch Hybridisierung der beiden Proben werden mRNAs, die etwa gleichwertig
exprimiert sind, unzugénglich gemacht fur eine Vervielfaltigung durch PCR, so
dass nur Gene dargestellt werden, die in der zu testenden Probe deutlich starker
exprimiert sind. Diese werden nachfolgend sequenziert und mit einer Genbank
verglichen.
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Ein geeigneter Spender fur die cDNA-Subtraktion wurde anhand von Daten
ausgewahlt, die in verschiedenen Chemokin-ELISAs aus Monozyten-Ubersténden
ermittelt wurden. Parallel zu den Zellen, aus denen die mRNA fur die
Subraktionsreaktion isoliert werden sollte, wurden Monozyten fur 6 h mit LPS (10
ng/mi) stimuliert oder mit A/PR/8 (2 MOI) infiziert. Die Uberstande wurden
anschliefend in verschiedenen Chemokin- und Zytokin-ELISAs analysiert.
Entscheidend war dabei, dass die unbehandelten Kontrolizellen nicht
unspezifisch vorstimuliert waren, und dass die Chemokinfreisetzung dem fiir eine
Influenza-infektion bzw. LPS-Stimulation charakteristischen Muster entsprach.

-Es wurden zwei kommerzielle Kits verwendet, zunéchst der SMART PCR cDNA
Synthesis Kit (Clontech, Heidelberg) zum Uméchreiben der mRNA in cDNA, dann
der Clontech PCR-Select cDNA Subtraction Kit zur Durchfiihrung der Subtraktion.
Der Versuchsablauf richtete sich nach den Protokollen des Herstellers.
Grundsatzlich wurden Reaktionen dabei nicht durch die Zugabe von EDTA
gestoppt.

2.16.1. Umschreiben der RNA in cDNA mittels SMART PCR cDNA Synthesis
Kit

Verwendet man zum Umschreiben in ¢cDNA nicht mRNA, sondern Gesamt-RNA,
haben ‘konventionelle Methoden den Nachteil, dass auch ribosomale RNA
transkribiert wird. Dies wirde aufgrund ihrer gréBeren Menge zu einer
uneffektiven Subtraktion im nachfolgenden Schritt fihren. Statt dessen wurde der
SMART PCR c¢DNA Synthesis Kit benutzt, die daraus erhaltene cDNA konnte
direkt im PCR-Select cDNA Subtraction Kit eingesetzt werden.

1 pg Gesamt-RNA wurde zunachst in ss cDNA umgeschrieben. Die Durchfthrung
richtete sich nach den Herstellerangaben, es wurde lediglich statt der reversen
Transkriptase aus dem Kit 1 pl SuperScript™ (Gibco BRL tber Life Technologies,
Karisruhe) verwendet. Eine abschlieRende Aufreinigung wurde mithilfe des PCR

Purification Kit (Qiagen, Hilden) gemaR den Angaben des Herstellers
durchgeftihrt. ' '

A e g s s

Il. Material und Methoden 82

2.16.2. Clontech PCR-Select cDNA Subtraction Kit

Die vorbereitete cDNA konnte nun auf Unterschiede in der Genexpression
untersucht werden. Dabei wurde die Probe, in der man nach starker exprimierten
Transkriptén suchte, als "tester", die Refgrenz—Probe dagegen als "driver"
bezeichnet. Da in dieser Arbeit gleichermaRen von Interesse war, welche Gene
durch Influenza-Infektionen supprimiert und welche induziert werden, wurden
beide Proben in parallelen Versuchen als tester eingesetzt. Im ersten Fall wurde
also die mRNA der infizierten Zellen (driver) von der der Kontrollzellen (tester)
subtrahiert, so dass Sequenzen dargestellt werden konnten, die durch die
infektion herunterreguliert wurden und daher in den Kontrolizellen in héherer
Konzentration vorlagen. Im zweiten Fall war die mRNA der infizierten Zellen der .
"tester", so dass Gene nachgewiesen werden konnten, die durch eine Influenza-

Infektion induziert oder verstarkt wurden.

Eine Kontroll-Probe fur den gesamten Versuch wurde vorbereitet wie folgt:

300 ng einer beliebigen cDNA, in diesem Fall aus den infizierten Zellen
gewonnen, wurden mit 750 pg control DNA aus dem Kit (Hae lll-verdaute $X174
DNA) versetzt und im weiteren Versuch als "tester" geftihrt. Als "driver” fungierte
dieselbe cDNA, allerdings ohne zugesetzte control DNA. Nach einer erfolgreichen
Subtraktion solite ausschlieBlich die zugesetzte DNA dargestellt werden, da alle
anderen Transkripte identisch in beiden Proben vorlagen.

In Abb. 2 ist der Versuchsablauf schematisch dargesteilt.
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Abb. 2: schematische Darstellung der cDNA-Subtraktion.
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Die Probe, die als tester fungierte, wurde in zwei Halften aufgeteilt. Diese wurden
mit jeweils verschiedenen ds cDNA-Adaptoren ligiert, die driver-Probe blieb
unbehandelt. In einer ersten Hybridisierung wurde zu beiden tester-Hélften ein
30facher Uberschuss an driver-cDNA gegeben. Nach einer Denaturierung -
konnten gleiche Sequenzen hybridisieren, was zu den Produkten a-d im 2. Schritt
auf Abb. 2 fuhfte. Es fand dabei eine Anreicherung von unterschiedlich
exprimierten Sequenzen in Form der Molekule des Typs a statt, da gleichwertig
vorliegende cDNAs vorwiegend Molekiile vom Typ ¢ mit‘ den driver-Fragmenten
bilden. Vor der zweiten Hybridisierung wurden die beiden Halften des testers
zusammengeflhrt und mit frischem driver versetzt. AuRer den Produkten der 1.
Hybridisierung entstanden nun auch Doppelstrange aus cDNAs mit zwei
verschiedenen Adaptoren (e). Diese wurden Uberwiegend von unterschiedlich
exprimierten Sequenzen gebildet. ‘
Im letzten Schritt wurden die Fragmente mittels PCR amplifiziert, um vor allem die
regulierten Gensequenzen zu vervielfachen. In einem ersten Zyklus wurden dabei
die Enden der cDNAs komplementar zu den jeweiligen Adaptoren komplettiert, die
als Ansatzstelle fur die Primer der PCR dienten. Es konnten daher keine Molekiile
amplifiziert werden, die als Einzelstrang vorlagen (a, d). Molekule, die an beiden
Enden mit demselben Adaptor versehen waren (b), formten aufgrund deren
spezieller Sequenz schlingenformige Strukturen, wodurch eine Vervielfaltigung
nicht méglich war. Molektle des Typs ¢ wurden zwar amplifiziert, jedoch nur
linear. Lediglich cDNAs, die mit beiden verschiedenen Adaptoren als
Doppelstrang vorlagen, wurden exponentiell angereichert und konnten nach
einem zweiten PCR-Zyklus (unter Verwendung von nested primers zur

Verminderung des Hintergrundes) auf einem Agarosegel dargestellt werden.

2.16.3. Darstellung der cDNA-Fragmente nach der Subtraktion

Im letzten Schritt der cDNA-Subtraktion wurden Genfragmente, die differentiell
exprimert waren, durch PCR amplifiziert und damit angereichert. In der
anschlie@enden Gelelektrophorese zeigte sich im Vergleich zu den
Ausgangsproben ein verandertes Bild: statt eines Gemisches unterschiedlich

langer cDNAs, die sich als "Schmier" darstellten, war nun ein Muster von
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definierten Banden zu sehen. In Abb. 3 sind jeweils subtrahierte und nicht
subtrahierte Proben nebeneinander aufgetragen. Spur 7 zeigt eine Kontrolle aus
dem Kit, in der bereits subtrahierte cDNA (Hae lll-verdaute $X174 DNA) enthalten
war. Im Ansatz der Spur 5 waren, wie in 2.16.2. beschrieben, einer Halfte zweier
identischer cDNA-Proben dieselben Phagen-DNA-Fragmente zugesetzt worden,
die in Spur 7 aufgetragen waren. Diese sollten sich nach erfolgreich verlaufener
Subtraktion als distinkte Banden im Gel darstellen. Wie Abb. 3 zeigt, ist dies der
Fall: neben einem geringen Hintergrunds-"Schmier" sind deutlich die Banden zu
erkennen, die auch die Kontrolle der Spur 7 zeigt. Es war daher davon
auszugehen, dass die Subtraktion der beiden cDNA-Populationen nahezu
komplett stattgefunden hat. Die Spur 1 zeigt den Ansatz, in dem die cDNA der
Kontrolizellen als "tester”, die der infizierten Monozyten als "driver" diente (s.
2.16.2.). Auf dem Gel erschienen also Sequenzen, die in der Kontrollpopulation
starker exprimiert waren. Es zeigten sich hierbei nur sehr wenige, schwach
angefarbte Banden. Wesentlich mehr Genfragmente wies der Ansatz in Spur 3
auf, in dem die Probe der infizierten Monozyten als "tester", die der Kontrollzellen
als "driver" diente. Hier fand also eine Anreicherung von mRNA-Sequenzen statt,

die durch eine Influenza-Infektion verstarkt induziert wurden.
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800 bp —»

: 100 bp- Marker

: Kontrolle als tester, subtrahiert

: Kontrolle nicht subtrahiert

: infizierte Zellen als tester, subtrahiert
: infizierte Zellen nicht subtrahiert

: Kontroll-Probe, subtrahiert

: Kontroll-Probe, nicht subtrahiert

: Subtraktionskontrolle (aus dem Kit)

NOOAWON=SZ

Abb. 3: Darstellung der subtrahierten und nicht subtrahierten Proben sowie Kontrollen im
Agarosegel nach Durchftihrung der cDNA-Subtraktion.

10 i der amplifizierten Proben wurden auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und enthaltene DNA
durch eine Ethidiumbromid-Farbung dargestellt.

2.16.4. Kontrolle der Subtraktions-Effizienz

Es ist mdglich, durch PCRs die Volistandigkeit der cDNA-Subtraktion zu
tberprifen. Das Houskeeping-Gen GAPDH zum Beispiel sollte in Kontroll- und
infizierten Zellen konstitutiv und gleichwertig exprimiert sein, so dass nach einer
erfolgreichen Subtraktion keine cDNA dieser Sequenz mehr in der Probe

enthalten wére und entsprechend keine PCR-Produkte entstehen sollten.

Die Proben aus dem letzten Schritt der cDNA-Subtraktion wurden 1:10 verdinnt
und im folgenden PCR-Ansatz eingesetzt:
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14l verdunnte Probe

1yl sense Primer (50 pM)
1ul antisense Primer (50 pM)
3 ul  10x Tag-Reaktionspuffer
0,6 pI dNTP-Mix (je 10 mM)

0,6 yl Tag-Polymerase

22,8 ul H;0

(Perkin Elmer)
(Promega, Mannheim)
(Perkin Elmer)

Abb. 4 zeigt die PCR-Analyse der subtrahierten und nicht subtrahierten Proben, in
der spezifisch cDNA des housekeeping-Gens GAPDH vervielfaltigt wurden. Es
wurde sowohl die Subtraktion analysiert, in der die unbehandelten Kontrollzellen
als "tester” dienten (K(t)), als auch die Probe, in der von der cDNA der infizierten

- Zellen die cDNA der Kontrollzellen subtrahiert worden war (V(t)). Um die PCR
quantitativ aussagekraftiger zu machen, wurde in 18, 23, 28 und 33 Zyklen
amplifiziert. Die Abbildung zeigt, dass in den Ausgangsproben (K(t) und V(1) nicht
subtrahiert) bereits ab 18 Zyklen das genspezifische Fragment deutlich
nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu wurde in den subtrahierten Proben K(t) und
V(t) wenig oder kein GAPDH-Produkt synthetisiert, lediglich nach 33 Zyklen zeigt
sich eine sehr diinne Bande.

nicht subtrahiert subtrahiert

18 23 28 33 18 23 28 33 Zyklen

K({t): Kontrolizellen als tester (Subtraktion: Kontrolizellen minus
infizierte Zellen)

V(t): infizierte Zellen als tester (Subtraktion: infizierte Zeflen minus
Kontrollzellen)

Abb. 4: Nachweis von GAPDH-cDNA in subtrahierten und nicht subtrahierten Proben als Kontrolle
fir die Subtraktionseffizienz.

Die aus dem letzten Schritt der cDNA-Subtraktion erhaltenen subtrahierten und unsubtrahierten
Proben (s. 2.16.2., jeweils Kontroll- und infizierte Monozyten als "tester”) wurden 1:10 verdiinnt als
template in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Mittels eines GAPDH-spezifischen Primerpaars
wurden die entsprechenden Genfragmente in 18, 23, 28 und 33 Zyklen amplifiziert und im
Agarosegel aufgetrennt und durch eine Ethidiumbromidfarbung dargestellt.
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2.16.5. Kionierung der cDNA-Fragmente

Die im letzten Amplifizierungsschritt der cDNA-Subtraktion gewonnenen cDNA-
Fragmente wurden mithilfe des TOPO-TA-Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe) in
kompetente Zellen einkloniert, um sie anschlieRend zu sequenzieren und mit

einer Genbank zu vergleichen.

1 i frisches PCR-Produkt aus 2.16.2. wurde zusammen mit 3 pl A.dest zu 1 pl
pCR2.1-TOPO®Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) gegeben und 5 min bei RT
inkubiert. Die bei der PCR angehéngten Adenosine binden dabei an einen
Tyrosintberhang im linearisierten Vektor und das PCR-Produkt wird durch eine
Topoisomerase eingeflgt. '

2 pl der Cloning-Reaktion wurden zu einem batch kompetenter Zellen (TOP10F
One Shot®, Invitrogen, Karlsruhe) gegeben, vorsichtig vermischt und 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen ohne Schitteln fur exakt 30 sec
einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und fir 2 min auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 250 pl §.0.C.-Medium (Gibco BRL, Karlsruhe) wurde der Ansatz 1 h
bei 37°C geschittelt (225 rpm) und anschlieBend auf Agarplatten, die mit 50
Hg/ml Ampicillin (Boehringer Mannheim, Mannheim) und 1mg X-Gal (Gibco BRL,
Karlsruhe) versetzt waren, ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
Bakterien, die den Vektor mit einem Insert enthielten, erschienen als weisse
Kolonien, Bakterien ochne PCR-Fragment als blaue, da das zur Umsetzung des X-
Gal-Farbstoffes benétigte lacZ-Gen nicht vom Insert unterbrochen war.

Weisse Bakterienkolonien wurden gepickt und Uber Nacht in LB-Medium
vermehrt. Zur Uberprifung der Klone wurden die Plasmide mithilfe des QlAprep®
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) isoliert, das Insert wurde durch einen
Restriktionsverdau mit EcoRI aus dem Vektor ausgeschnitten. Der Ansatz daflr

setzte sich folgendermafien zusammen:

1 pl Plasmid

7 ul H,0

1 pl 10x React 3 -Puffer  (Gibco BRL, Karlsruhe)
1 pl EcoRl (Gibco BRL, Karlsruhe)
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Die Plasmide wurden 1 h bei 37°C verdaut und anschlieRend in einem 1%
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Inserts wurden dadurch als

Fragmente verschiedener Gréfien sichtbar.

2.16.6. Sequenzierung der einklonierten Fragmente

Die Inserts positiver Klone wurden sequenziert, um sie anschlieRend mit einer
Genbank vergleichen zu kénnen. Dazu wurde der ABI Prism® BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit von Perkin Elmer gemaR den Angaben des
Hersteliers verwendet. 1 pg Plasmid wurde mit 4 pl Terminator-Mix, 1 pi Spé-
Primer (10 pM, 5&'- GCTATTTAGGTGACACTATAG -3, MWG Biotech,
Ebersberg) und 14 pl H,O gemischt und eine PCR von 25 Zyklen unter folgenden
Bedingungen durchgefthrt:

96°C 30 sec

50°C 15sec

60°C 4 min i
Das PCR-Produkt wurde mit H,O auf ein Volumen von 100 ul gebracht und
aufgereinigt, indem die DNA zunachst durch Zugabe von 10 ui 3M Natriumacetat
pH 4,8 und 250 pl 100% EtOH gefallt und pelletiert (25 min, 12000 g, RT) und
einmal mit 300 pl 70 % EtOH gewaschen wurde. Das Pellet wurde in 2 pl
Probenpuffer aufgenommen und vor dem Auftrag auf das Sequenziergel 5 min bei
95°C denaturiert. Die Vorbereitung des 5% Polyacrylamid-Gels sowie der Gellauf
wurde freundlicherweise von Mitarbeitern des Instituts fir Virologie Ubernommen.
Die erhaltenen Sequenzen wurden mit denen einer Datenbank (Husar,
Heidelberg) verglichen. Die Expression interessanter Gene wurde daraufhin
mittels PCR (s. 2.15.) und Northern-Blot (s. 2.13.) in Influenza-nfizierten
Monozyten weiter untersucht.

T T g T A
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217. cDNA-Expressions Array Atlas™

Nében der cDNA-Subtraktion (s. 2.16.) bieten cDNA-Microarrays die Méglichkeit,
zwei Zellpopulationen bezlglich  unterschiedlicher Genexpression zu
untersuchen. Der Vorteil dieser Arrays besteht darin, dass in einem Arbeitsschritt
mehrere hundert Sequenzen genau definierter Gene gleichzeitig betrachtet
werden. In dieser Arbeit wurde der Atlas™ cDNA Expression Array Human 1.2
(Clontech,  Heidelberg) verwendet, mit dem 1176 Gene auf
Expressionsunterschiede in verschiedenen Proben analysiert werden kénnen. Die

Durchfthrung richtete sich nach den Angaben im Handbuch.

Humane Monozyten wurden wie .unter 2.4. beschrieben in Zelikulturschalen
(Primaria, Becton Dickinson, USA) mit einem Durchmesser von 10 cm kultiviert
und mit 2 MOI A/PR/8 oder 10 ng/ml LPS infiziert bzw. stimuliert. Zusatzlich wurde
eine Kostimulation durchgefuhrt. Nach Inkubationszeiten von 30 min, 1 h, 3 h und
6 h wurde die Gesamt-RNA nach der Trizol-Methode (s. 2.12.) prépariert und bis
zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert. Parallele Ansétze wurden auf einer 24-
Loch-Platte mit einer Inkubationszeit von 20 h mitgefiihrt, deren Uberstande in
verschiedenen ELISAs analysiert wurden. Aufgrund dieser Daten wurden
geeignete Spender fur den Microarray ausgewdhlt.

Die cDNAs der 1176 ausgewahlten Gene waren auf einer positiv geladenen
Nylonmembran fixiert. Die isolierte RNA der zu vergleichenden Zellpopulationen
wurde mithilfe des Atlas™ Pure Total RNA Labeling System (Clontech,
Heidelberg) in cDNA umgeschrieben und dabei durch P radioaktiv markiert, Es
folgte eine Hybridisierung, wahrend der in der Probe enthaltene Sequenzen an
die auf der Membran fixierten cDNAs binden konnten. Der Kif enthielt vier
identische Membranen, so dass parallel vier Proben untersucht werden konnten.
Die gebundene Radioaktivitdt wurde durch einen Phosphorimager (BAS-1000,
Fuji, Tokio, Japan) erfasst und unter Verwendung der Software Bio1D (Vilber
Lourmat, Frankreich) densitometrisch ausgewertet. Mehrere "housekeeping'-

Gene dienten zum Angleichen der Werte verschiedener Membranen.
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- Ergebnisse

Genexpression in
Influenza A-Infektion

Differenzielle Monozyten nach

Untersuchung regulierter Gene in humanen Monozyten nach A/PR/8-
Infektion durch cDNA-Subtraktion

> Methode der cDNA-Subtraktion bietet die Moglichkeit, die differenzielle
NeXpression in unterschiedlich stimulierten Zellen zu untersuchen. Hierbei wird
18chst die mRNA von zwei verschieden behandelten Zellpopulationen in cDNA
geSChrleben und diese anschliefiend miteinander hybridisiert. Gleichwertig
rimierte Sequenzen werden dadurch unzugénglich gemacht fiir nachfolgende
'V'e”éiltlgungsschntte, $0 dass nach beendetem Versuchsablauf nur Fragmente
Jereichert vorliegen, die in der zu analysierenden Probe eine deutlich héhere
Nnskriptionsrate hatten. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Gene
nérer Monozyten nach einer Infektion mit dem Influenza A-Virus eine
Julation erfahren, d.h. starker exprimiert oder inhibiet werden als in
gleichbaren nicht infizierten Kontrollzellen. Induzierte Sequenzen stellten sich
- Nachdem die cDNA der Kontrolizellen von der der infizierten Monozyten
trahiert worden war, aiso letztere als “tester’ (s. 11.2.16.2.) eingesetzt wurden.
Primierte ( o | wurden nachgewiesen, wenn die Kontrolizellen als “tester’
ten, vor\i ¢ DNA die der infizierten Zellen subtrahiert wurde.

Genen in infizierten Monozyten

?‘fGenen, die durch eine Influenza-Virus A/PR/8-Infektion
mussten die  mRNA-Transkripte der unbehandelten
n der infizierten Monozyten subtrahiert werden. Nach
ktion blieben nur solche Genabschnitte tbrig, die “durch
primiert wurden. Diese konnten nach einer Klonierung in
sequenziert werden. Es wurden insgesamt 50 Gene
mit einer Datenbank ergab, dass 17 davon Sequenzen
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entsprachen, denen bisher noch keine definierte Funktion zugeordnet werden
kann. Die meisten Sequenzen (23) gehdrten erwartungsgeman zum Genom des
Influenza-Virus, mit dem die I‘nfektion der Zellen durchgef(ihrt worden war. Es
fanden sich Transkripte fir das Nucleoprotein, das Matrix—Protein,‘ Hamagglutinin
und die Neuraminidase, einige kamen mehrfach vor. Weiterhin konnten anhand

der Datenbank 7 verschiedene funktionelle Gene identifiziert werden, die in Tab. 2
aufgelistet sind.

Tab. 2: Gene mit verstirkter Expression nach Infektion mit Influenza A-Virus (Virus-infizierte
Monozyten als tester)

cig 5 (Cytomegalovirus induced gene 5)
cig 33

OMG / Neurofibromatosis Gen

SURF 4-Homolog / hsp 90 ahnlich
MLN 51

Elastin / LIM-Kinase

Cytochrom c-Oxidase / transcription initiation factor I b

1.1.2.  Suppression von Genen in infizierten Monozyten

Die ldentifikation von Genen, deren Transkription in Monozyten durch eine
Influenza A-Infektion reduziert wurde, war mdglich, indem die mRNA der
Kontrolilzellen als “tester” eingesetzt wurde, von der die der infizierten Zellen
subtrahiert wurde. So konnten Genabschnitte isoliert werden, deren Transkription
durch das Virus supprimiert wurde. Insgesamt wurden 34 Sequenzen kloniert und
mit Genbankdaten verglichen. 23 Transkripte waren Sequenzen, deren
Translationsprodukt bisher noch keine definierte Funktion zugeordnet werden
kann. 11 Gene, die Proteine mit bereits beschriebenen Funktionen kodieren, sind
in Tab. 3 zusammengefasst.
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lll. Ergebnisse

1. Differenzielle Genexpression in Monozyten nach
Influenza A-Infektion

1.1.  Untersuchung regulierter Gene in humanen Monozyten nach A/PR/8-
Infektion durch cDNA-Subtraktion

Die Methode der cDNA-Subtraktion bietet die Moglichkeit, die differenzielle
Genexpression in unterschiedlich stimulierten Zellen zu untersuchen. Hierbei wird
zun&chst die mRNA von zwei verschieden behandelten Zellpopulationen in cDNA
umgeschrieben und diese anschlieBend miteinander hybridisiert. Gleichwertig
exp‘rimierte Sequenzen werden dadurch unzugéanglich gemacht fur nachfolgende
Vervielféltigungsschritte, so dass nach beendetem Versuchsablauf nur Fragmente
angereichert vorliegen, die in der zu analysierenden Probe eine deutlich héhere
Transkriptionsrate hatten. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Gene
primérer Monozyten nach einer Infektion mit dem Influenza A-Virus eine
Regulation erfahren, d.h. starker exprimiert oder inhibiert werden als in
vergleichbaren nicht infizierten Kontrollzellen. Induzierte Sequenzen stellten sich
dar, nachdem die cDNA der Kontrollzellen von der der infizierten Monozyten
subtrahiert worden war, also letztere als “tester’ (s. 11.2.16.2.) eingesetzt wurden.
Supprimierte Gene wurden nachgewiesen, wenn die Kontrollzellen als “tester’
dienten, von deren cDNA die der infizierten Zellen subtrahiert wurde,

1.1.1. Induktion von Genen in infizierten Monozyten

Fur die Isolation von Genen, die durch eine Influenza-Virus A/PR/8-Infektion

induziert werden, mussten die mRNA-Transkripte der unbehandelten

Kontrolizellen von denen der infizierten Monozyten subtrahiert werden. Nach
abgeschlossener Subtraktion blieben nur solche Genabschnitte tbrig, die durch
eine Infektion verstarkt exprimiert wurden. Diese konnten nach einer Klonierung in
E.coli aufgereinigt und sequenziert werden. Es wurden insgesamt 50 Gene
analysiert. Der Vergleich mit einer Datenbank ergab, dass 17 davon Sequenzen
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entsprachen, denen bisher noch keine definierte Funktion zugeordnet werden
kann. Die meisten Sequenzen (23) gehérten erwartungsgemaR zum Genom des
Influenza-Virus, mit dem die Infektion der Zellen durchgefithrt worden war. Es
fanden sich Transkripte fir das Nucleoprotein, das Matrix-Protein, Hamagglutinin
und die Neuraminidase, einige kamen mehrfach vor. Weiterhin konnten anhand
der Datenbank 7 verschiedene funktionelle Gene identifiziert werden, die in Tab. 2
aufgelistet sind.

Tab. 2: Gene mit verstirkter Expression nach Infektion mit Influenza A-Virus (Virus-infizierte
Monozyten als tester)

cig § (Cytomegalovirus induced gene 5)

cig 33

OMG / Neurofibromatosis Gen

SURF 4-Homolog / hsp 90 &hnlich

MLN 51

Elastin / LIM-Kinase

Cytochrom c-Oxidase / transcription initiation factor il b

1.1.2.  Suppression von Genen in infizierten Monozyten

Die identifikation von Genen, deren Transkription in Monozyten durch eine
Influenza A-Infektion reduziert wurde, war mégiich, indem die mRNA der
Kontrollzelien als “tester” eingesetzt wurde, von der die der infizierten Zellen
subtrahiert wurde. So konnten Genabschnitte isoliert werden, deren Transkription
durch das Virus supprimiert wurde. Insgesamt wurden 34 Sequenzen kloniert und
mit Genbankdaten verglichen. 23 Transkripte waren Sequenzen, deren
Translationsprodukt bisher noch keine definierte Funktion zugeordnet werden
kann. 11 Gene, die Proteine mit bereits beschriebenen Funktionen kodieren, sind
in Tab. 3 zusammengefasst.
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Tab. 3: Gene mit supprimierter Expression nach Influenza A-lnfc.ak[.ion gKontr:}llzellen als tester).
Diese Sequenzen waren in Kontrolizellen stéirker exprimiert als in infizieten onozyten.

ST7-Protein

Lipoprotein Lipase

Caimodulin 1 (CALM1)

cap binding protein (CBP / elF4e)

X-CGD-Gen (chronic granulomatous disease, X-linked)
Cyclophilin-related protein / NK-Tumor recognition protein
mitochondriale DNA (tRNA, Cytochromoxidase, URFs)
Proteasom subunit HC2 (C2)

Fructosebisphosphat Aldolase

Cystatin B (Cystein-Protease Inhibitor)
Protein-Disulfid-lsomerase related protein 5.

1.1.3. Induktion von cig 5 und cig 33 in humanen Monozyten durch
Infektion mit dem Influenza-Virus A/PR/8

Die genaue Funktion der Gene cig 5 und 33 ist noch nicht bekannt. Sie wurden
innerhalb einer Untersuchung kloniert, deren Fragesteliung der dieser Arbeit
entsprach. Aufgrund ihrer Induzierbarkeit nach einer Infektion von Zellen mit dem
Cytomegalovirus erhielten sie ihren Namen: cytomegalovirus induced gene (cig).
Die Tatsache, dass das Influenza A-Virus ebenso in der Lage ist, die Transkription
dieser Gene in Monozyten zu induzieren, machte sie interessant  fur
weiterfihrende Untersuchungen. Darin wurde mittels PCR und Northernblot
Gberpriift, ob sich das Ergebnis aus der cDNA-Subtraktion in weiteren Spendern

bestatigen liel3.
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1.1.3.1  Nachweis von cig 5 und cig 33 in Monozyten nach Infektion mit
A/PR/8 mittels PCR

In Abb. 5 ist eine PCR gezeigt, in der die subtrahierten Proben als
Ausgangsmaterial fur die Amplifiziertung eingesetzt wurden. Es konnte bestatigt
werden, dass die Transkripte fur cig 5 und cig 33 lediglich in den subtrahierten
Proben vorlagen, bei denen die infizierten Monozyten als “tester’ eingesetzt
worden waren. Dagegen konnte auch bei der Verwendung hoher Zyklenzahlen
kein PCR-Produkt in der Probe dargestellt werden, in der die Kontrollzelien ais
“tester” fungiert hatten. Die mRNAs fur cig 5 und cig 33 lagen also in infizierten
Zellen in deutlich héherer Konzentration vor als in den unbehandelten Monozyten,
so wie es das Ergebnis der cDNA-Subtraktion erwarten lieR (s.Tab. 2). Fir den in
Abb. 6 gezeigten Versuch wurden humane Monozyten mit 2 MOI Influenza-Virus
AJ/PR/8B fur 6 h infiziert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert, davon 2 pg in cDNA
umgeschrieben und in spezifischen PCRs amplifiziert. Die Proben wurden tber
das konstant exprimierte housekeeping-Gen GAPDH angeglichen. Die Frage, ob
diese Gene generell nach einer Infektion mit A/PR/8 in Monozyten verstarkt
transkribiert werden, konnte positiv beantwortet werden. Die untersuchten
Spender wiesen samtlich PCR-Produkte auf, wenn die Zellen infiziert waren,

jedoch keine oder nur dusserst geringe Mengen in den Kontrollzellen.

K(t) V(1)
[ P

K(t) V()

18 25 18 25 Zyklen

Abb. 5: Darstellung von cig 5 und cig 33 nach cDNA-Subtraktion.

Die im letzten Schritt der cDNA-Subtraktion erhaltenen Proben K(t) und V(t) wurden 1:10 verdiinnt
und in spezifischen PCRs amplifiziert (cig 5 in 35 Zyklen, cig 33 in 18 und 25 Zyklen). Mit K(t) ist
dabei die Probe bezeichnet, in der die mRNA der infizierten Monozyten von der der Kontrolizellen
subtrahiert wurde, V(t) benennt den umgekehrten Vorgang, in dem die infizierten Zellen als “tester’
fungierten. .






