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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Monozyten und Makrophagen
1.1.1 Die Biologie der Makrophagen im Immunsystem

Der Begriff ,Makrophage“ wurde von Elie Metchnikov eingefihrt, um groRRe
mononukleare phagozytierende Zellen zu beschreiben, die er in Geweben
beobachtete [1]. Makrophagen gehodren zum Mononukledren Phagozyten System
(MPS), zu welchem auch deren Vorlauferzellen, die Monozyten, gezahlt werden
[2]. Ontogenetisch stammen die Makrophagen in Saugetieren von Zellen im
Knochenmark ab, das neben residenten Makrophagen auch deren
Vorlauferzellen: Monozyten, Promonozyten und Monoblasten enthalt.

Man geht davon aus, dass im Knochenmark neu entstandene Monozyten in den
Blutkreislauf Ubertreten. Periphere Blutmonozyten migrieren in extravaskulare
Gewebe, wo sie sich zu Makrophagen ausdifferenzieren [3]. Im Einzelnen folgt
nach der Adharenz an das Endothelium eine Diapedese zwischen den
Endothelzellen hindurch und nachfolgend die Migration durch die subendothelialen
Strukturen.

Die Makrophagen in Geweben und Organen stellen keine konstante Zellpopulation
dar, sondern werden durch einen standigen Influx von neuen Makrophagen
regelmaldig erneuert. Abhangig von ihrer Lokalisation werden die Zellen des MPS
definiert (s. Tabelle 1.1)

Tabelle 1.1: Lokalisation und Definition der Zellen des MPS (Auszug aus [4])

Lokalisation Zellen/ Definitionen
Knochenmark Monoblasten
Promonozyten
Monozyten
Makrophagen
Peripheres Blut Monozyten
Gewebe/Organe
Leber Kupffer Zellen
Lunge Alveolare Makrophagen
Bindegewebe Histiozyten
Milz Makrophagen der roten Pulpa:

marginal zone macrophages
metallophilic marginal macrophages

Knochen Osteoklasten
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Einleitung

Lokalisation Zellen/ Definitionen
Zentrales . .
Nervensystem Mikroglia
Koérperhdhlen Pleurale Makrophagen

Peritoneale Makrophagen

Entziindungen Exsudat Makrophagen

Wahrend einer akuten Entzindungsreaktion steigt die Zahl der Blutmonozyten
aufgrund einer gesteigerten Produktion von Vorlauferzellen im Knochenmark an
[5].

Es ist bekannt, dass Makrophagen aus der Leber, der Lunge und dem Darm in die
drainierenden Lymphknoten wandern, die sie aber nicht wieder verlassen,
weswegen davon ausgegangen werden kann, dass diese dort sterben [4].

Die humorale Kontrolle der Monozyten- und Makrophagenentwicklung wird von
anderen Zellen, unter ihnen Zellen des Immunsystems, als auch durch
Makrophagen selbst reguliert.

Makrophagen synthetisieren und sezernieren mindestens zwei hamatopoetische
Wachstumsfaktoren, den granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) [6] und den macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) [7], welche die
Produktion und Funktion von mononuklearen Phagozyten stimulieren.
Makrophagen produzieren und sezernieren zusatzlich Zytokine, wie IL-1 und
Tumor Nekrose Faktor (TNF), die nicht-hamatopoetische Zellen, wie Fibroblasten
und Endothelzellen zur Produktion von GM-CSF und M-CSF anregen. M-CSF
(CSF-1) ist ein Glycoprotein, welches die Vorlauferzellen im Knochenmark
stimuliert, in reife Monozyten zu differenzieren und deren Lebensdauer verlangert
[8]. Es verstarkt die Expression von Differenzierungsantigenen und stimuliert die

chemotaktischen und phagozytotischen Aktivitaten der Monozyten.

1.1.2 Aktivierung von Makrophagen

Der Prozess der Differenzierung von Blutmonozyten zu Gewebsmakrophagen
fiihrt zu einer Reihe von strukturellen und funktionalen Anderungen in den Zellen.
Im Vergleich zu Monozyten sind Makrophagen grofRer und ihr Zytoplasma verfugt
Uber eine grolde Zahl von Granulae, Vakuolen und lysosomalen Kompartimenten.

Makrophagen verfligen Uber eine erhéhte Anzahl von Mitochondrien und eine

hohere Aktivitat der mitochondrialen Enzyme.
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Zusatzlich kommt es zur Expression verschiedenster Rezeptoren flr
Immunglobuline, Komplementproteine, Lipoproteine, Chemokine und Zytokine,
wodurch Makrophagen in Interaktion mit ihrer Umgebung und den Mediatoren des
Immunsystems treten. Differenzierte Makrophagen sind verstarkt phagozytotisch,
haben eine erhdhte mikrobizide Wirkung durch die Produktion von
Sauerstoffradikalen, sind tumorizid und nehmen an der Antigenprozessierung und
-prasentation teil. Des Weiteren sezernieren sie Enzyme,
Komplementkomponenten, Koagulationsfaktoren und Zytokine [9].

Abhangig vom exogenen Signal mussen verschiedene Formen von aktivierten
Makrophagen unterschieden werden. Diese aktivierten = Makrophagen
unterscheiden sich in der Expression diverser Rezeptoren und sezernierter
immunologisch relevanter Produkte (s. Tabelle 1.2). Auf dem klassischen Weg
aktiviert werden Makrophagen durch Signalkaskaden, die durch IFN-y und TNF-a
ausgelost werden.

Alternativ aktiviert werden Makrophagen, wenn sie einem |L-4 Stimulus ausgesetzt
sind. Nachfolgend wird unter anderem der IL-1 Rezeptor exprimiert und IL-10
sezerniert. Diese Makrophagen sind keine Antigenprasentierenden Zellen, haben
aber eine regulatorische Funktion, indem sie eine T-Zell Proliferation und
moglicherweise die klassische Aktivierung weiterer Makrophagen im Umfeld
unterdricken.

Die Bezeichnung Typll-aktivierte Makrophagen stammt von der Aktivierung der
Makrophagen durch Antigen-lgG-Komplexe, die an den Fcy-Rezeptor binden und
einem zweiten Stimulus, beispielsweise Uber TLR- oder CD40-Ligandbindung.
Auch  diese  Makrophagen sezernieren IL-10 und haben  daher
antiinflammatorische Eigenschaften, sind aber in der Lage, Tuz-Zytokine in

T-Zellen und damit einen Tho-Klassenwechsel zu induzieren.
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Tabelle 1.2: Aktivierung von Makrophagen: Vergleich funktioneller Eigenschaften [10]

klassisch aktivierte

alternativ aktivierte

Typll-aktivierte

Makrophagen Makrophagen Makrophagen
aktivierende Stimuli IFN-y, TNF IL-4, Glukokortikoide TLR-Agonisten,
IgG Komplexe
sekretierte Produkte TTNF, TIL-12 TL-1RA, TIL-10 TIL-10, TNF, IL-6
IL-1, IL-6
biologische Marker TMHCII, TCD88, TMannoserezeptor, TMHCII, TCD86
J{Mannoserezeptor Tscavanger rezeptor,
TCD23,
{CD14,
killer molecules NO, O, (NO, O)

Chemokinproduktion IP-10, MIP-1a, MCP-1  AMAC-1 (CCL18)

= die gleichzeitige Sekretion von IL-10 inhibiert benachbarte Zellen killer molecules zu bilden. IFN
= Interferon, TNF = tumor necrosis factor, IL = Interleukin, TLR = Toll-like Rezeptoren, IgG =
Immunglobulin G, MHCII = major histocompatibility complex class I, IP-10 = Interferon-
induzierbares Protein 10, AMAC-1 = Alternatives Makrophagenaktivierung assoziiertes CC-
Chemokin -1, MIP-1a = macrophage inflammatory protein-1a, MCP-1 = monocyte chemoattractant
protein-1

Knochenmark Blutgefal Gewebe f Aktivierung
klassisch:
IFN-y, TNF
alternativ:
0 0 IL-4, Gluko-
kortikoide
CX3CR1 ey Typ II:
Ly6C/G"™ TLR Agonist,
Makrophagen I9G-Komplex
F4/80
T CD11b
Sac-1
I CD8+
il /cons = Dendritische Zellen
F4/80 2 CRdicy cDs-
cD11b o
\0 g
myeloide Makrophagen- w
Vorlaufer Dend.Zellen- ;
Nl R inflammatorische
Dendritische Zellen
CD11c
MHCII
| CCR2
Ly6C/G
CX3CR1"%
\
Vorlaufer 0 Monocyten

[

DNA-Synthese
| Phagozytose

| Lysosomen

| IgG & C3 Rezeptoren

Peroxidaseaktivitat

—_

Abb. 1.1: Model der Makrophagenentwicklung (modifiziert nach [4],[11]). Makrophagen
entwickeln sich aus Vorlauferzellen des Knochenmarks. Diese Vorlauferzellen differenzieren sich
zu zwei zirkulierenden Monozytensubpopulationen, die durch verschiedene Marker unterscheidbar
sind. Die unterschiedlichen zirkulierenden Monozyten entwickeln sich abhangig von parakrinen
Signalen zu verschiedenen Endpopulationen, darunter auch die F4/807/ CD11b"
Gewebsmakrophagen.
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1.1.3 Makrophagensubpopulationen in der Maus und deren

Oberflachenrezeptoren

Abhangig von ihrer Entwicklungsstufe besitzen Monozyten und Makrophagen
verschiedene Oberflachenrezeptoren, um spezifische Aktivitaten wie Wachstum,
Differenzierung, Aktivierung, Pathogenerkennung, Endozytose, Migration und
Sekretion zu kontrollieren. In nachfolgender Tabelle sind einige Rezeptortypen
und deren Liganden aufgefuhrt. Fc-Rezeptoren sind in der Lage, den
konservierten Fc-Teil von Immunglobulinen (Antikdrper) zu binden. Diese Bindung
kann verschiedene Funktionen wie die Endozytose von Antikdrper gebundenen
Antigenen oder die Freisetzung von Immunmediatoren auslosen.
Komplementrezeptoren binden bestimmte Proteine des Komplementsystems, die
fremde Partikel opsonieren, die dann von den Makrophagen aufgenommen und
abgebaut werden.

Das Zusammenspiel aller Zellen des Immunsystems als auch der Korperzellen
beruht unter anderem auf der Kommunikation durch chemische Botenstoffe.
Makrophagen besitzen ein groRes Repertoire an Zytokinrezeptoren, durch deren
Signalvermittlung sie im Immunsystem integriert sind. Einige dieser Zytokine wie
IFN-y, IFN-a, TNF-a, IL-2 und IL-4 sind an der Aktivierung von Makrophagen
unmittelbar beteiligt.

Chemokinrezeptoren binden Chemokine, die als chemotaktische Zytokine eine
Untergruppe der Zytokine darstellen und typischerweise eine Migration der
Zielzellen verursachen. Die meisten Oberflachenrezeptoren von Makrophagen
sind nicht zelllinienspezifisch. Oberflachenantigene, welche auf nahezu allen

Makrophagentypen exprimiert werden, sind F4/80 und CD11b.

Tabelle 1.3: Verschiedene Oberflaichenrezeptoren von Makrophagen

Fc Rezeptoren IgG2a, IgG2b/IgG1, IgG3, IgA, IgE

Komplementrezeptoren C3b, C3d, C3bi, C5a, C1q

Zytokinrezeptoren IL-1R, IL-2R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, IL-10R, IL-13R, IL-16R,
IL-17R,

IFN-a/BR, IFN-yR
Colony-stimulating factors receptors (GM-CSFR, CD115)

. CCR1, CCR2, CCR5, CCR8, CCR9, CXCR1, CXCR2, CXCRA4,
Chemokinrezeptoren

CX3CR1
TLRs TLR1 und 2, TLR4 - 6
Oberflachenantigene MHC-I, -1l, CD14, CD11b, F4/80
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A.) CD14

Der pattern recognition receptor CD14 ist ein Glykosylphosphatidylinositol (GPI)
verankerter Oberflachenrezeptor, der urspringlich als das hauptsachliche
LPS-Bindeprotein in Saugetieren identifiziert wurde [12], [13]. CD14 ist kein
Signalrezeptor, sondern assoziiert mit TLR4, der die Signaltransduktion nach der
LPS-Bindung initiiert. CD14 kann als I6sliches Molekul im Serum gefunden werden
und kann daher auch zur Aktivierung von Zellen beitragen, die selbst CD14 nicht
exprimieren [14]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD14 auch
Funktionen bei der Erkennung von Viren hat. So wird die Aktivierung von Zellen
durch das Respiratory syncytial virus (RSV) uber TLR4 durch CD14 verstarkt [15].
CD14 scheint aber nicht zwingend mit TLR4 assoziiert zu sein, da das Humane
Zytomegalievirus (HCMV) Uber den TLR2 und CD14 erkannt wird [16] und CD14
auch mit TLR3 interagieren kann [17], [18].

B.) F4/80

Der Oberflachenrezeptor F4/80 ist ein EGF-like (epidermal growth factor) module
containing receptor und ein Makrophagenmarker. Neben Makrophagen
exprimieren auch Granulozyten diesen Rezeptor. Allerdings exprimieren nicht alle
Makrophagensubpopulationen F4/80, wie beispielsweise die marginal zone
macrophages (MZM) und die marginal metallophilic macrophages (MMM) der Milz.
F4/80 wird mit der Induktion immunologischer Toleranz in Verbindung gebracht,

wobei die genaue Art und Weise der Funktion noch unbekannt ist [19].

C.) CD11b/ Mac-1

Der Oberflachenrezeptor CD11b ist ein a-Integrin. Integrine bilden eine grofRRe
Gruppe von Transmembranrezeptoren, die als Rezeptoren fur Zelladhasions-
molekile dienen. Integrine sind haufig heteromere Proteine, CD11b bildet eine a-
Untereinheit des B2-Integrins CR3 (CD11/CD18). CD11b bindet unter anderem an
die Adhasionsmolekile ICAM-1 und -2, welche auf Endothelzellen exprimiert
werden. Die Expression und Funktion von CD11b auf Immunzellen dient daher der

transendothelialen Migration [20].
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Zusatzlich scheint CD11b auch an der antikérperabhangigen Phagozytose durch
Makrophagen beteiligt zu sein [21] in dem es die Bindung von Immunglobulin A
vermittelt [22], durch den Fcy-Rezeptor mobilisiert wird [23]. Es konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass CD11b essentiell flir die phagozytotische
Internalisierung von Bacillus anthracis Sporen ist [24]. Aullerdem ist CD11b als
Bestandteil von CR3 an der Degradation der Interleukin-1 Rezeptor assoziierten
Kinase (IRAK) 4 nach einem Toll-like Rezeptor 4 Signal beteiligt [25]. Des
Weiteren konnte CD11b/CD18 ein moglicher zusatzlicher LPS-Rezeptor sein, da
die Expression von CD11b/CD18 (oder CD11¢c/CD18) in CD14" Chinese hamster
ovary (CHO) Zellen zu einer LPS-Reaktion fuhrte [26] und das Fehlen von CD11b
zu einer deutlichen Verringerung der Neutrophilenmigration nach LPS-Inhalation in
die Lunge fuhrte [27]. Daruber hinaus konnte auch eine CD11b-abhangige Tu17-
Suppression durch Antigenprasentierende Zellen gezeigt werden, wodurch die
Entwicklung einer peripheren, oralen Toleranz gegenuber Antigenen erleichtert
wird [28]. Schliellich scheint es eine CD40-unabhangige Interaktion des
CD40-Liganden mit CD11b zu geben, die damit einen alternativen Signalweg fur
die CD40L-abhangige Entziindungsreaktion bildet [29].

1.1.3.1 Molekiile zur Mustererkennung (pattern recognition molecules)

Die Oberflache von Mikroorganismen besteht aus sich wiederholenden Strukturen
von organischen Molekilen, von denen bestimmte Formen nicht auf den Zellen
héherer Organismen vorkommen. Dazu gehdéren auch Molekiile, die in einer
bestimmten Form nur innerhalb von Mikroorganismen und Viren vorkommen.
Diese konservierten, pathogenassoziierten  Strukturen (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) kdnnen von den meisten Zellen, darunter auch die
Makrophagen eines héheren Organismus, detektiert werden. Diese Detektion wird
durch Rezeptoren vermittelt, die als pattern recognition molecules oder pattern
recognition receptors (PRR) bezeichnet werden. Eine Bindung des
Mikroorganismus an Phagozyten Uber diese Rezeptoren fuhrt zur Phagozytose
und Elimination des Mikroorganismus durch die Phagozyten, letztere werden

durch die Bindung eines pathogenassoziierten Molekuls aktiviert.
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Zu den PAMPs gehoren beispielsweise bakterielle Zellwandmolekule, wie
Lipopolysaccharide (LPS) oder Peptidoglycan (PGN), oder aber virale,
unmethylierte DNA-Motive (CpG).

PRRs koénnen in drei Klassen unterteilt werden: sekretierte, endozytische und

signaling Rezeptoren.

A.) sezernierte PRRs

Sezernierte PRRs sind PAMPs bindende und opsonierende Proteine oder

Proteinkomplexe, die von spezialisierten Zellen sezerniert werden.

B.) endozytische PRRs

Eine Bindung des Mikroorganismus an Makrophagen Uber diese Rezeptoren flhrt
zur Phagozytose und Elimination des Mikroorganismus. Die Makrophagen werden
durch die Bindung eines pathogenassoziierten Molekulls aktiviert. Nach der
lysosomalen Degradation und der intrazellularen Prozessierung der Antigene des
phagozytierten Mikroorganismus konnen diese den T-Zellen Uber die MHCII
Molekule prasentiert werden. Zu dieser Klasse von Rezeptoren gehoren
beispielsweise = die = Mannoserezeptoren, welche bestimmte repetitive

Mannosemotive auf der Oberflache von Miroorganismen erkennen [30].

C.) Signaling Rezeptoren

Die Gruppe der signaling Rezeptoren umfasst die Mitglieder der Toll-like
Rezeptoren (TLR). Durch Bindung eines pathogenassoziierten Liganden wird Uber
eine zytoplasmatische Signaldomane eine Signalkaskade initiiert, die zur
Aktivierung verschiedenster Transkriptionsfaktoren und damit zur Expression
immunologisch  relevanter Gene wie inflammatorischer Zytokine und
kostimulatorischer Molekule fuhrt. Weitere PRR sind die Familie der nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD), welche intrazytoplasmatische, bakterielle
Peptidoglykane erkennen kdnnen [31], [32]. Sowie die Rezeptoren RIG-I (retinoic
acid-inducible gene-l) [33] und MDA-5 (melanoma-differentiation associated gene-

5) [34], die der Detektion von intrazellularer doppelstrangiger RNA dienen.
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1.1.4 Toll-like Rezeptoren und die angeborene Immunitat

TLR sind an der Erkennung verschiedenster mikrobieller Pathogene, darunter
Bakterien, Pilze, Viren und Protozoen, beteiligt [35], [36]. Der Name Toll-like ist
von einem Drosophila melanogaster Protein abgeleitet, dem die TLR strukturell
ahnlich sind. TLR sind nicht nur in allen Vertebraten zu finden, sondern auch in
niedrigeren Organismen, was die Vermutung nahe legt, dass es sich hierbei um
evolutionar sehr alte Strukturen handelt.

1.1.4.1 TLR und ihre Liganden

Toll-like Rezeptoren sind sowohl auf der Zelloberflache als auch in Endosomen
der Zelle lokalisiert. Dadurch ist es der Zelle moglich, sowohl extra- als auch
intrazellulare (nur endosomale) pathogenassoziierte Moleklle zu erkennen. In
Saugetieren sind bisher 11 strukturell eng verwandte TLRs gefunden wurden,
wobei die TLR1-9 zwischen Mausen und Menschen konserviert sind und auch die

jeweils gleiche Art PAMPs erkennen.

Tabelle 1.4: Murine TLR und ihre Liganden nach [36]

Ligand (PAMP) und Rezeptor-

Rezeptor Lokalisation dimerisierungen Assoziiertes Pathogen
TLR1 Oberflache (Heterodimerisierung mit TLR2)
TLR2 Oberflache (Heterodimerisierung mit TLR1 oder
TLR6 und anderen PRR)
Lipoproteine/ Lipopeptide, diverse Pathogene
Peptidoglykane und Lipoteichonsauren  gram-postive Bakterien
Lipoarabinomannan, Mykobakterien
Zymosan, Pilze
untypische Lipopolysaccharide gram-negative Bakterien
TLR3 Endosomen dsRNA Viren
TLR4 Oberflache (Homodimerisierung)
Lipopolysaccharide (LPS) gram-negative Bakterien
Taxol Taxus brevifolia
TLR5 Oberflache Flagellin bakterielle Flagella
(basolateral)
TLR6 Oberflache (Heterodimerisierung mit TLR2)
TLR7 und Endosomen guanosin- und uracilreiche ssRNA Viren
TLR8 (Imidazoquinoline, Loxoribin)
TLR9 Endosomen unmethylierte DNA (CpG) bakterielle DNA
Viren
TLR10 Oberflache (Ohne Funktion)
TLR11 Oberflache noch nicht identifiziert uropathogene Bakterien
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Nach der Bindung seines Liganden wird der TLR2 [37] in phagosomale
Kompartimente der Zelle geleitet. Das trifft wahrscheinlich auch fur den TLR4 zu,
ist aber noch umstritten [38], [39]. Durch die zusatzliche endosomale Lokalisation
von TLR3, TLR7 und TLR9 wird davon ausgegangen, dass phago- und
endolysosomale Kompartimente die Hauptorte der Erkennung von PAMP durch
TLR sind. Die Toll-like Rezeptoren der Zelloberfache sind einerseits zur Auslosung
der Signalkaskaden, die zur Expression von inflammatorischen Zytokinen und
kostimulatorischen Molekulen fuhren und andererseits zur vollstandigen
Phagozytose und nachfolgender Degradation von Mikroorganismen notwendig
[40].

1.1.4.2 Struktur und Signalkaskaden

Toll-like Rezeptoren gehéren zur Familie der Toll/ IL-1 Rezeptorfamilie. Die
Stimulation von TLR verursacht die Expression verschiedener Gene, die an der
Immunantwort beteiligt sind. Die Bindung eines Liganden fordert die Dimerisierung
von TLR. TLR2 kann hierbei beispielsweise mit TLR1 oder TLR6 Heterodimere
bilden. TLR4 bildet nach der Ligandenbindung Homodimere. Die Dimerisierung
von TLR 16st die Aktivierung der nachgeschaltenen Signalkaskaden aus, die ihren
Ursprung in einer zytoplasmatischen Toll/ IL-1 Rezeptordomane (TIR) Domane
haben. Der weitere Verlauf der Signalkaskaden der TLR ist divergent. Diese
Divergenz ist definiert durch die Verwendung des ,TIR-Domane-enthaltenden®
Adaptermolekils MyD88 (myeloid differentiation factor 88). Hierbei kann zwischen
MyD88-abhangigen und MyD88-unabhangigen Signalkaskaden unterschieden
werden. Der TLR3-Signalweg ist dabei MyD88-unabhangig [41], wohingegen der
TLR4-Signalweg sowohl durch den MyD88-abhangigen, als auch durch den
MyD88-unabhangigen flhrt.

1.1.4.3 Die MyD88-abhéngige Signalkaskade

Nach der Bindung von MyD88 an die TIR-Doméane des TLR wird die
Phosphorylierung und Aktivierung von IRAK-1 (IL-1 receptor associated kinase-1)
durch IRAK-4 ermoglicht. IRAK-1 assoziiert daraufhin mit TRAF6 (tumor necrosis
factor receptor associated factor 6), was zur Aktivierung von zwei verschiedenen

Signalwegen fuhrt (siehe Abbildung 1.2).
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Einer dieser Signalwege flhrt Uber die Aktivierung von MAP (mitogen-activated
protein) Kinasen zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1. Der zweite
Signalweg aktiviert den TAK1/TAB (TGFB-activated kinase/ TAK1 binding protein)
Komplex, welcher Uber die Aktivierung des IKK Komplexes zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF«B (nuclear factor for the induction of Ig kappa chain in B
cells) fuhrt.

1.1.4.4 Die MyD88-unabhéngige/ TRIF abhédngige Signalkaskade

In MyD88-defizienten Mausen ist die Aktivierung von NF«kB verzogert [41, 42]. Das
bedeutet, dass neben dem MyD88-abhangigen Signalweg ein weiterer MyD88-
unabhangiger Weg existiert. Die Aktivierung des TLR fuhrt hierbei durch die
Assoziation der Adaptermolekile TRAM (TRIF-related adaptor molecule) und
TRIF (TIR-domain containing adaptor inducing interferon-B) zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF-3 (interferon regulatory factor-3) [43] (siehe Abbildung
1.2). Das fuhrt neben anderem zur Produktion von Interferon-g (IFN-B), welches
wiederum Uber den IFN-a/B Rezeptor den JAK-STAT (janus kinase/ signal
transducer and activator of transcription) Signalweg auslost und damit den
Transkriptionsfaktor STAT-1 aktiviert [44], [45].

Tabelle 1.5: Transkriptionsfaktoren im TLR-Signalweg und deren Genprodukte (Auszug)

Transkriptionsfaktor Signalweg Genexpression

NFxB MyD88-abhangig Inflammatorische Zytokine:
TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-8, RANTES,
MIP-1B, MIP-1a

AP-1 MyD88-abhangig wie NF«xB

IRF-3 MyD88-unabhangig Kostimulatoren:

CD80, CD86, CD40
Inflammatorische Zytokine:
IFN-a, IFN-B, IP-10, MIG
STAT-1 JAK-STAT Signalweg IP-10, MIG
MyD88 unabhangig

IL = Interleukin, RANTES = regulated upon activation, normal T cell expressed, and secreted, MIP
= Makrophagen inflammatorisches Protein, MIG = Monokin induziert durch IFN-y, IP-10 =
Interferon-induzierbares Protein-10
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1.1.4.5 TLR und das Immunsystem

Durch die fruhe und strukturspezifische Erkennung von Pathogenen und
pathogenassoziierten Molekulen haben die TLR im Immunsystem eine strategisch
entscheidende Rolle und sind ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen
Immunitat. Zellen, die Uber den notwendigen TLR verfligen, kénnen schon vor der
spezifischen, adaptiven Immunantwort gegen ein Pathogen aktiviert werden und
antimikrobielle Funktionen starten. Zusatzlich werden Uber die Aktivierung von
TLR und deren Signalwege die zur Einleitung einer Immunantwort notwendigen
proinflammatorischen, inflammatorischen und chemotaktischen Zytokine sowie
kostimulatorische Molekule exprimiert [46]. Hierbei konnen beispielsweise Zellen
in der Umgebung durch IFN-a und -B angeregt werden, in einen antiviralen
Zustand zu wechseln [47]. Der Kontakt mit einem TLR-Liganden bei Makrophagen
und Dendritischen Zellen flhrt neben der Expression kostimulatorischer Molekule
auch zur Verstarkung der Fahigkeit der Antigenprasentation. Neben
Kostimulatoren prasentierte Antigene aktivieren T-Zellen, die den passenden
T-Zellrezeptor tragen. Die Ligandbindung und Aktivierung der TLR ist also auch
ein wichtiger Schritt in der Verschaltung von angeborener und adaptiver
Immunantwort [48-50].

Zusatzlich tragen aber auch B- und T-Zellen Toll-like Rezeptoren, uber die sie
pathogenassoziierte Molekule registrieren und so in ihrem Verhalten in einer
Immunreaktion beeinflusst zu werden. Eine TLR-Aktivierung unterstitzt die
Ausbildung einer Ty1-Antwort [51].

Eine LPS-Intoxikation des Blutsystems eines Menschen kann zu einer exzessiven
und damit zerstorerischen Immunreaktion, dem septischen Schock, fuhren.
Andere TLR sind an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, chronischen
Entzindungen und Infektionskrankheiten beteiligt [52], [36], [53]. Aus diesem
Grund ist eine negative Regulation des TLR-Signalweges notwendig.

Tatsachlich sind vor allem bei dem TLR4-Signalweg einige inhibitorische

Regulatoren gefunden worden (s. Abbildung 1.2).
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1.1.4.6 TLR und virale Infektionen

Im Gegensatz zur Erkennung bakterieller und mykologischer Produkte fehlt vielen
Viren die notwendige pathogenspezifische Biochemie, die eindeutig
identifizierbare Zielprodukte generiert, da ihr gesamter Replikationszyklus in der
Wirtszelle stattfindet. Des Weiteren konnen virale Proteine durch schnelle
Mutationen der initialen Erkennung entgehen. Die Detektion viraler Nukleinsauren
|I6st dieses Problem [54]. Bisher sind funf verschiedene Toll-like Rezeptoren

bekannt, die verschiedene Formen virale Nukleinsauren und Proteine erkennen.

Tabelle 1.7: Virale Erkennung durch Toll-like Rezeptoren [35]

TLR Ligand detektierbare Viren

TLR2 virale Proteine Herpes simplex virus
Murines Zytomegalievirus (MCMV)
Humanes Zytomegalievirus (HCMV)
Lymphozytisches choriomeningitis virus (LCMV)
TLR4 virale Proteine Respiratory syncitial virus (RSV)
Mouse mammary tumor virus (MMTV)
Coxsackie Virus

TLR3 dsRNA Reovirus

Picornavirus*

Alphavirus*

Murines Zytomegalievirus (MCMV)**
TLR7/8 ssRNA Influenza virus

Vesikular stomatitis virus (VSV)
TLR9 unmethylierte CpG DNA Herpes simplex virus

Murines Zytomegalievirus (MCMV)

Humanes Zytomegalievirus (HCMV)

Adenovirus

* = die dsRNA dieser Viren entsteht durch die Replikation des positiv-strang ssRNA-Genoms und
wird erkannt nach der Phagozytose von apoptotischen Zellen, ** = die Quelle fir die dsRNA
wahrend der MCMV-Infektion ist unklar, es sind aber MCMV-kodierte regulatorische RNAs
beschrieben [55]

Eine gemeinsame Antwort aller TLR, die Nukleinsauren detektieren, ist die
Produktion von Typ | Interferonen. Diese Familie verwandter Zytokine hat die
Fahigkeit, die virale Replikation zu blockieren [56] und die Differenzierung und
Effektorfunktionen von Natlrlichen Killerzellen (NK Zellen) und zytotoxischen
T-Zellen zu beeinflussen, dieser Einfluss ist vom konkreten TLR und damit dessen
Signalweg abhangig [35].
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Neben der Stimulation von TLR durch Viren konnte auch gezeigt werden, dass
verschiedene Viren den TLR Signalweg unterbrechen kdonnen. So hemmen die
Proteine des Vaccinia Virus A46R und A52R die TLR-abhangige Aktivierung von
NFkB [57], [58]. Das Hepatitis C Virus (HCV) exprimiert dagegen eine viral
kodierte Serinprotease (NS3/4A), die spezifisch TRIF degradiert, was zur
Hemmung des TLR3-Signalwegs fuhrt [59]. Gleichfalls gegen den
TLR3-Signalweg gerichtet ist das MCMV-Protein M45, welches unter anderem
durch Hemmung der Ubiquitinylierung von RIP-1 den Signalweg unterbrechen soll
[60].

1.1.4.7 Toll-Like Rezeptor 4

Die Erkennung von bakteriellen Lipopolysaccharid (LPS), Bestandteil der Zellwand
gram-negativer Bakterien, erfolgt Uber den Toll-like Rezeptor 4 [61]. Zur effektiven
Bindung und der Aufnahme von LPS und der Auslosung der Signalkaskade sind
allerdings noch weitere Moleklle notwendig. Die Bindung von freiem LPS im
Serum geschieht durch das Lipid-bindende Protein (LBP). Der LBP-LPS Komplex
wird von dem Oberflachenrezeptor CD14 (> CD14) der Zelle gebunden.
Zusatzlich ist ein weiteres LPS-bindendes, sezerniertes Molekiul (MD-2)
notwendig, um schlief3lich Gber die vermutliche Bindung des gesamten Komplexes
an TLR4 und dessen Dimerisierung die Signalkaskade auszuldsen. Die nach LPS-
Bindung einsetzende Signalkaskade fuhrt sowohl tber MyD88, als auch Uber den
alternativen Weg des TRAF/TRIM Komplexes. Zusatzlich zu MyD88 ist noch ein
weiteres Adaptermolekill, TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein, auch
bekannt als MAL: MyD88 adaptor like) notwendig (siehe Abbildung 1.2).
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Abb. 1.2: TLR4 Signalkaskade und deren Inhibitoren [53], [45], [62]. Beschreibung siehe Text.

1.1.5 Funktionen der Makrophagen

1.1.5.1 Chemotaxis
die

Konzentrationsgradienten,

Chemotaxis st gerichtete Bewegung von Zellen entlang eines

eines chemotaktischen Faktors, beziehungsweise
eines chemischen Lockstoffes (Chemoattraktant) oder Chemokins. Chemokine

werden von den Makrophagen durch spezifische Chemokinrezeptoren erkannt.
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Neben der eigenen Fahigkeit, auf chemotaktische Signale zu reagieren,
produzieren aktivierte Makrophagen selbst eine Reihe von Chemokinen, die Zellen
des Immunsystems anlocken.

Die Chemotaxis kann in vier Stufen unterteilt werden. Eine erste schwache
Bindung der Zelle an das Endothelium wird durch Selektine vermittelt. Diese
Selektine werden durch aktivierten Endothelzellen exprimiert und binden an
Kohlenhydrate der Monozyten. Diese Bindung ist reversibel und kann die Zellen
nicht gegen die Scherkrafte des Blutstroms verankern. Die Wirkung eines
Chemokins wie MCP-1 auf die Monozyten erhdht deren Expression von Integrinen
und die gleichzeitige Wirkung eines inflammatorischen Zytokins wie TNF-a
verursacht die Expression von Adhasionsmolekulen durch die Endothelzellen. Im
zweiten Schritt der Chemotaxis wird dann eine engere Adhasion durch die
Bindung von Integrinen (z. B.: CD11b), an die Adhasionsmolekile (z. B.: ICAM-1)
verursacht. Diese Bindung verankert die Monozyten am Endothelium. Die
Monozyten gelangen im dritten Schritt durch eine Diapedese durch die
Zwischenrdume der Endothelzellen in das Gewebe (Extravasation). Die
Basalmembran unter dem Endothelium wird dabei durch Matrixmetalloproteasen,
die an der Oberflache der Monozyten exprimiert sind durchbrochen. Im letzten
Schritt migrieren die Monozyten innerhalb des Gewebes in Richtung der
Chemokinquelle, welches ublicherweise das Zentrum einer Entzindungsreaktion
ist.

Neben den Chemokinen, die in inflammatorische Reaktionen eingebunden sind,
gibt es noch die homeostatischen Chemokine, die die Homeostase und
Lokalisation einzelner Zellpopulationen im Ruhezustand steuern. Diese
Chemokine dienen auch der Erneuerung des Bestandes an Makrophagen und

Dendritischen Zellen in Geweben durch migrierende Monozyten.

1.1.5.2 Phagozytose und die Zerstérung von Mikroorganismen

Mononukleare Phagozyten und Neutrophile stellen eine der ersten
Verteidigungslinien des Organismus gegen das Eindringen und die Kolonisation
durch Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen dar.
Hauptbestandteil dieser Abwehr ist die Phagozytose, also die zellulare Aufnahme

grolierer Partikel bis hin zu ganzen Zellen.
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Die Phagozytose ist wie die Pinozytose ein endozytotischer Prozess. Im
Gegensatz zur Pinozytose, welche die unspezifische Aufnahme von
niedermolekularen mit der Umgebungsflissigkeit aufgenommenen Partikeln
darstellt, ist die Phagozytose eine rezeptorvermittelte und damit spezifische
Aufnahme. Die Phagozyten umschlieRen dabei den Mikroorganismus durch die
Ausbildung von  Zellauslaufern, so genannten Pseudopodien. Der
Mikroorganismus wird dabei entweder uUber bestimmte Rezeptoren (pattern
recognition receptors) erkannt oder durch Proteine des Komplementsystems und/
oder gebundene Antikorper opsoniert. Der Mikroorganismus wird dadurch in ein
Vesikel, das Phagosom, eingeschlossen. Das Phagosom verschmilzt im
Zellinneren mit Lysosomen, die hydrolytische Enzyme und Phosphatasen
enthalten, das Phagolysosom wird gebildet. Die Zerstorung des Mikroorganismus
erfolgt unmittelbar nach der Verschmelzung. Im Phagolysosom steigt der pH-Wert
wodurch neutrale Proteasen und kationische Proteine aktiv werden, anschlief3end
sinkt der pH-Wert wodurch saure Proteasen aktiv werden konnen. Unspaltbare
Substanzen und Reste verbleiben als Einschlusskorperchen im Phagolysosom
[63]. Die Aufnahme von Fremdantigenen fuhrt zu einer Aktivierung der
Phagozyten. Im Zuge dieser Aktivierung werden beispielsweise die Expression
von MHCII und der kostimulatorische Molekule CD80 und CD86 induziert, aber
auch die Produktion und Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen.
Pinozytierte Immunogene oder phagozytierte Pathogene, beziehungsweise deren
zugehorige Proteine, werden prozessiert und den T-Zellen des Immunsystems

prasentiert.

1.1.6 Antigenprasentation

Neben den B-Zellen und Dendritische Zellen gehoren auch die Makrophagen zu
den professionellen Antigenprasentierenden Zellen (APZ). Die professionellen
APZ sind ein integraler Bestandteil des Immunsystems und besitzen sowohl
MHCI, als auch MHCII zur Stimulation einer spezifischen Immunantwort. Die
Unterschiede in den Funktionen zwischen den einzelnen APZ sind verantwortlich

fur die Bestimmung des weiteren Verlaufs einer Immunantwort.
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Eine Immunantwort wird dann ausgelost, wenn APZ Antigene gebunden an
Molekule des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) der Klassen | oder Il an
T-Zellen prasentieren und mindestens ein zweites kostimulatorisches,
T-Zell-aktivierendes Signal angeboten wird. Eine Antigenerkennung in
Abwesenheit eines Kostimulators fuhrt zur T-Zell-Toleranz. Aktivierte T-Zellen
(Effektor-T-Zellen) expandieren klonal und produzieren unter anderem
immunregulatorische Zytokine. Allgemein verursacht eine
MHCI-Antigenprasentation bei gleichzeitiger Kostimulation eine Aktivierung von
CD8" T-Zellen, wohingegen eine MHCIll-abhdngige Prasentation eine
CD4" T-Zellenaktivierung verursacht. CD8" Dendritische Zellen sind in der Lage,
l6sliche Fremdantigene tber den MHCII an CD4" T-Zellen, als auch Uber den
MHCI an CD8" T-Zellen zu prasentieren , man spricht hier von cross presentation.
Im Allgemeinen findet die Antigenprasentation in den peripheren lymphatischen
Geweben und Organen (beispielsweise Lymphknoten, Peyer'sche Plaques oder
Milz) statt. Aktivierte APZ muissen also Uber die Lymphe in diese Gewebe

einwandern, um auf antigenspezifische T-Zellen zu treffen und diese zu aktivieren.

1.1.7 T-Zellantwort

Peptide von endozytotisch bzw. endosomal aufgenommenen Pathogenen werden
primar Uber MHCII prasentiert, welche von CD4" T-Zellen erkannt werden, die
einen antigenspezifischen  T-Zell Rezeptor (TZR) tragen. CD4" T-Zellen
Antworten lassen sich bisher pauschal in vier Typen unterteilen [64] [65].

Die T-Zellantwort des Typs 1 st hauptsachlich an der =zellabhangigen
Immunantwort gegen intrazellulare Pathogene und Tumoren beteiligt. Die Typ
1-Antwort (Tw1) ist vor allem charakterisiert durch die Produktion der Zytokine IL-2,
IFN-y und TNF-a [66], sie aktiviert die mikrobiziden Eigenschaften von
Makrophagen, fiihrt zur Aktivierung von NK-Zellen und CD8" T-Zellen und férdert
die Zytotoxizitat.

Die Typ 2-T-Zellantwort (Tyz) wird durch die Prasentation endozytotisch auf-
genommener Antigene stimuliert. Die Tp-Antwort initiert die humorale
Immunantwort durch die Stimulation der Antikdrperbildung von naiven B-Zellen.
Sie ist charakterisiert durch die Produktion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10.

Diese Zytokine besitzen eine Reihe immunmodulatorischer Funktionen.
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Die Typ 1-T-Zellantwort und die Typ 2-T-Zellantwort regulieren sich gegenseitig.
Hierbei hemmt die Aktivitat des einen Typs die Aktivitat des anderen durch die
Wirkung der produzierten Zytokine. So wird die Ausbildung einer Tyi-Antwort
durch IL-12 unterstitzt, welches im Gegenzug die Ausbildung der Th>-Antwort
unterdruckt. Das Zytokin IL-4 wirkt analog bei der Ty2-Antwort. Neben den beiden
klassischen CD4-Antworten Ty1 und Th2 sind in den letzten Jahren zwei weitere
Wege beschrieben worden, die Thi7- und Teg-Antwort (siehe Tabelle 1.7), die

gegenwartig intensiv charakterisiert werden.

Tabelle 1.8: Vereinfachte Ubersicht tber die Aktivititen der verschiedenen CD4" T-Zellen,
modifiziert aus: [64], [65].

CD4+ T-Zell

Immunabwehr Gefordert durch Regulation
Untergruppe
Thr Intrazelluldre Pathogene  IL-12 IFN-y: { T, T™™Mp, TNK,
(Bakterien, einige Viren) ITh17
TNFa: TMp
IL-2: TMp, TNK
Tho Helminthen, Viren, IL-4 IL-10: 411 YAPZ
Bakterien IL-4: TBZ, {Mp, {Th7
IL-6: TBZ, TTh17, Y Treg
Trz Extrazelluldre Pathogene  IL-23, TGF-B IL-6: TBZ, TTh17, $ Treg
(Bakterien, einige Pilze) TNFa: T™Mp
IL-17
IL-21, -22: {Tyeq
Treg Toleranz gegentber Transforming growth TGF-B: Turd
korpereigenen Antigenen  factor-B1 (TGF-31) IL-10: TregT

und Regulation der
Immunantwort gegen
Fremdantigene

T = verstérken, induzieren, I = verringern, inhibieren, Treg = regulatorische T-Zellen, Mp =
Makrophagen, NK = Naturliche Killerzellen, BZ = B-Zellen, APZ = Antigenprasentierende Zellen

Die Stimulation von CD8" T-Zellen erfolgt (iber die Prasentation von zumeist
zytosolischen Pathogenen (bspw. Viren) Uber MHCI. Aktivierte CD8" T-Zellen
differenzieren zu zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL), die infizierte Zellen

eliminieren.
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1.2 Zytokine

Die Kommunikation zwischen den Zellen des Immunsystems beziehungsweise
zwischen den Zellen des Immunsystems und Korperzellen erfolgt Uber kurze
Distanz mittels niedermolekularen Proteinen, den Zytokinen.

Zytokine wirken autokrin und/ oder parakrin und werden bis auf wenige
Ausnahmen nach der Aktivierung von Zellen exprimiert und werden primar als
Antwort auf Gefahrensignale sezerniert, die bei der Gefahrdung des Wirtes,
beispielsweise bei Infektionen, ausgesendet werden.

Konstitutiv exprimiert werden zum Beispiel die Zytokine macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), Stammzellfaktoren, sowie verschiedene Chemokine,
wie zum Beispiel das Chemokin CXCL13, die murinen Chemokine CCL19 und 21,
die zur Aufrechterhaltung der Integritat von lymphatischen Geweben wie der Milz
notwendig sind [67]. Zytokine kdnnen, mit einigen Ausnahmen, von jedem einen
Zellkern enthaltenden Zelltyp im Organismus produziert werden, sie sind haufig
pleiotrophe, regulatorische Polypeptide oder Glykoproteine (<30 kDA), die auf
hamatopoetische und andere Zelltypen wirken, die fur die Pathogenabwehr und
fur Reparaturprozesse zustandig sind. Zytokine sind in funf groRe Klassen
unterteilbar, sie beinhalten von Lymphozyten abgegebene Faktoren (Lymphokine),
von Monozyten abgegebene Faktoren (Monokine), hamatopoetische colony
stimulation factors (CFS), Wachstumsfaktoren der Bindegewebe (growth factors)
und chemotaktische Zytokine (Chemokine). Die Wirkung von Zytokinen an den
Zielzellen wird durch Bindung an meist spezifische, selten auch promiskuitive
Oberflachenrezeptoren mit hoher Affinitat erzielt. Die Bindung eines Zytokins an
seinen Rezeptor verursacht meistens eine Veranderung der Genexpression, damit
der Funktion der Zielzelle und nicht selten einen Anstieg oder Abfall der
Proliferationsrate und Anderung im Differenzierungszustand der Zelle (s. auch
Tabelle 1.8).

Die Zytokinrezeptoren lassen sich aufgrund struktureller Homologien in
verschieden Familien unterteilen, unter denen die Chemokinrezeptoren eine

eigenstandige Gruppe bilden [68].
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Tabelle 1.9: Definitionen der Wirkung von Zytokinen [68]

Pleiotropie Zytokine haben haufig multiple Zielzellen und Funktionen

Redundanz Verschiedene Zytokine kdnnen ahnliche Funktionen haben

Synergie/ Antagonismus die gleichzeitige Wirkung von mehreren Zytokinen auf eine
Zielzelle kann zu qualitativ verschiedene Antworten flihren

Zytokinkaskade ein Zytokin kann die Produktion eines anderen Zytokins erhéhen
oder verringern

Transmodulation eines ein Zytokin kann die Produktion eines anderen Zytokinrezeptors

Rezeptors erhéhen oder verringern

Trans-Signalwirkung ein Zytokin kann die Signalwirkung eines anderen

Zytokinrezeptors erhéhen oder verringern

Ein weiteres Charakteristikum der Zytokinwirkung ist die Fahigkeit, hemmend oder
stimulierend auf die Produktion anderer Zytokine zu wirken. Ein Beispiel hierfur
sind die hemmenden und stimulierenden Eigenschaften verschiedener Zytokine
bei der Entwicklung einer T-Helferzellantwort (Ty, s. Tabelle 1.7) [69].
T-Helferzellen des Typs 1 (Tw1) sezernieren IL-2, IFN-y und Lymphotoxin-a (LT-a),
Thz-Zellen produzieren dagegen die Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Das
Zytokin IL-12 fordert die Sekretion von IFN-y und damit die Auspragung einer
Thw1-Antwort vor allem zur Abwehr intrazellularer Pathogene. IFN-y wiederum
hemmt die Ausbildung der Tyo-Antwort. Das Zytokin IL-4 hingegen fordert die
Ausbildung einer Tyz-Antwort, die zu einer antikdrperabhangigen Immunantwort
gegen extrazellulare Pathogene fuhrt. IL-10 hat eine hemmende Wirkung auf die
Thi-Antwort und induziert Treg. Die Summe der Zytokinwirkungen verursacht hier
also die Polarisierung auf eine bestimmte Ty-Zellantwort [70].

Im Anhang sind in der Tabelle 8.1 die wichtigsten Zytokine und

Wachstumsfaktoren, deren Produzenten und Wirkung aufgelistet.

1.2.1 Chemotaktische Zytokine (Chemokine)

Chemokine werden funktionell in homeostatische und inflammatorische
Chemokine oder strukturell klassifiziert. Strukturell werden Chemokine in vier
Klassen unterteilt, die durch strukturelle Homologien definiert sind.
Ausschlaggebend fur die Einteilung ist die Position konservierter Cysteine im
Protein. Demnach werden C-, CC-, CXC- und CX3C-Chemokine unterschieden,
wobei die Hauptgruppen die CC- und die CXC-Chemokine bilden.
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Die Buchstaben L oder R werden zur Unterscheidung von Ligand und Rezeptor
am Ende angefugt, schliellich werden die Chemokine durchnummeriert (siehe
Tabelle 1.9) [71], [72], [73].
Die Namen der Rezeptoren richten sich dabei nach dem Chemokin, welches sie
binden. Der Rezeptor CCR1 ist demnach ein CC-Chemokin (CCL3,
CCL5)-bindender Rezeptor.

Tabelle 1.10: Ausgewahlte Chemokine [74], [75], (siehe auch: http://cytokine.medic.kumamoto-u.ac.jp/)

Systematische Klassische

Bezeichnung Bezeichnung Rezeptor Wirkung auf

CC Chemokine

CCL2 MCP-1 CCR2 Monozyten, T-Zellen (Tyy)

CCL3 MIP-1a CCR1, CCR5 Monozyten/ Makrophagen, Ty>Typ,
NK-Zellen, unreife Dendritische
Zellen

CCL4 MIP-113 CCR1, CCR5 Monozyten/ Makrophagen, Ty1>Tha,
NK-Zellen, unreife Dendritische
Zellen

CCL5 RANTES CCR1, CCR3, Monozyten/ Makrophagen, memory

CCRS T-Zellen, (Ty1>Tw2), NK-Zellen,

unreife Dendritische Zellen
CXC Chemokine

CXCLA1 KC CXCR2 Neutrophile, Fibroblasten
CXCL2 MIP-2 CXCR2 Neutrophile, Fibroblasten
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 T-Zellen, Neutrophile
CXCL9 Mig CXCR3 aktivierte T-Zellen
CXCL10 IP-10 CXCR3 aktivierte T-Zellen,
Th1>The
CX3C Chemokine
CX3CL1 Fraktalkin CX3CR1 aktivierte T-Zellen, Monozyten,

Neutrophile, NK-Zellen, unreife
Dendritische Zellen

Die Familie der Chemokine umfasst bisher ca. 47 Proteine und 20 Rezeptoren.
Chemokine sind sezernierte Proteine und dienen zum einen der Aufrechterhaltung
der organistorischen Integritat von lymphatischen Organen (homeostatische
Chemokine) und zum anderen als Signalgeber der angeborenen und der
adaptiven Immunantwort (inflammatorische Chemokine). Letztere, die so
genannten inflammatorischen Chemokine, spielen vor allem bei der Abwehr von
Infektionen eine wesentliche Rolle, in dem sie sowohl Zellen der angeborenen
Immunantwort wie Makrophagen und Neutrophile aber auch Zellen der adaptiven

Immunantwort wie T- und NK-Zellen an den Ort der Infektion leiten.
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Eine frihe Chemokinexpression ist beispielsweise notwendig, um wahrend einer
Infektion mit dem Murinen Zytomegalievirus (MCMV) NK-Zellen in die Leber zu
rekrutieren, die die virale Replikation beschranken [76].

Chemokinrezeptoren sind Rezeptoren mit 7-Transmembrandomanen, Uber die sie
ihre Signale vermitteln, die an GTP-Bindeproteine des Gi-Typs gekoppelt sind
[77]. Viele Chemokinrezeptoren binden mehr als ein bestimmtes Chemokin und
die Mehrzahl der Chemokine binden gleichfalls an verschiedene Rezeptoren [72].
Chemokine wirken zumeist selektiv auf bestimmte Populationen von Leukozyten.
Das primare Resultat einer Chemokinbindung an seinen Rezeptor ist die
Auslésung der Chemotaxis der betroffenen Zelle entlang eines Chemokin-
konzentrationsgradienten. Sekundar konnen auch Signalwege, die zur weiteren
Genexpression, beispielsweise zur Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, zur Ausschuttung von Enzymen oder zur Zellaktivierung fuhren,
ausgelost werden.

Die Expression von Chemokinen beziehungsweise Chemokinrezeptoren ist in
Abhangigkeit vom Reifungs- und Aktivierungsstatus der Zelle komplex reguliert.
Die Wirkung eines Zytokins kann die Zielzelle zur Expression bestimmter
Chemokinrezeptoren anregen, beispielsweise exprimieren T-Zellen in
Anwesenheit von IL-2 diverse Rezeptoren fur inflammatorische Chemokine wie
CCR1, CCR2, CCR5 und CXCR3 und verursachen damit auch die
chemotaktische Antwort auf die zugehdrigen Chemokine (CCL2/ MCP-1, CCL3/
MIP-1a, CCL5/ RANTES und CXCL10/IP-10) [78]. Die IL-2-Effekte sind dabei
reversibel. Auf dieser Entdeckung aufbauend konnte gezeigt werden, dass die
Zytokine der verschiedenen T-Helferzellantworten zur Expression verschiedener
Chemokinrezeptoren auf den betroffenen Zellen fUhren. So exprimieren Tys-
beziehungsweise  Tyy-Zellen  unterschiedliche = Chemokinrezeptoren:  die
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCRS sind spezifisch fur Tys-Zellen und CCR3
und CCR4 fur Typ-Zellen [79], [80]. Bestimmte Chemokine wie beispielsweise
MIP-1a, MIP-1B8 und RANTES kdnnen synergistisch mit IFN-y die Produktion von

IL-12 aktivieren und damit die Ty1-Antwort verstarken [81] .
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Tabelle 1.11: Chemokine, die die T4/ Ty, Polarisation beeinflussen [64]

Chemokin Effekt Referenz
CCL2/ MCP-1 Mo [82]
CCL3/MIP-1a  TTy, [82]

CXCL10/IP-10 Ty, 4Ty [83], [84]

MCP-1 = monocyte chemoattractant protein-1, MIP = macrophage inflammatory
protein, IP-10 = Interferon induzierbares Protein-10,T = verstarken, induzieren,
= verringern, inhibieren

1.3 Ubersicht der Herpesviren

Die Familie der Herpesviridae ist unterteilt in a-, B- und y-Herpesviren. Die

Familienzugehdrigkeit ist primar durch die ikosaedrische Kapsidarchitektur

begrindet. Herpesviren sind verhaltnismalig spezies-spezifisch (in vivo) und

konnen eine Vielzahl von Zellen wie zum Beispiel Monozyten, Makrophagen,

B-Zellen, Nervenzellen und Epithelzellen infizieren. Herpesviren haben ein Genom

aus doppelstrangiger DNA (dsDNA). Des Weiteren haben alle Herpesviren einige

biologische Funktionen gemeinsam:

1. Alle Herpesviren besitzen eine grof3e Anzahl an viralen Enzymen, die der

Nukleinsauresynthese, der DNA-Synthese und der Prozessierung von

viralen Proteinen dienen.

2. Die Synthese der viralen DNA und des Kapsids erfolgt im Nukleus der

infizierten Zelle.

3. Die Vermehrung des Virus innerhalb der Zelle, also die Produktion von

Virusnachfolgern, fuhrt zu einer Lyse und damit zur Zerstérung der

Wirtszelle.

4. Alle bisher bekannten Herpesviren haben die Fahigkeit, ihren Wirt latent zu

infizieren. In den Zellen, die latent infiziert sind, liegt das virale Genom als

geschlossenes zirkulares Molekul vor und nur wenige virale Gene werden

exprimiert. Der Zelltyp, der latent infiziert ist, also der Zelltropismus,

unterscheidet sich unter den Herpesviren.
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B-Herpesviren

Die Mitglieder der B-Herpesviren sind charakterisiert durch eine verhaltnismaliig
strikte Wirtsspezifitat, einen langen Replikationszyklus und einer langsamen
Progression der Infektion in vitro. Viele infizierte Zellen vergroRern sich deutlich
gegenuber den nicht infizierten Zellen (Zytomegalie). B-Herpesviren konnen in
verschiedenen Geweben, wie den Speicheldrisen oder in Nierenzellen eine
Latenz ausbilden. Die Subfamilie der [B-Herpesviren beinhaltet das

Zytomegalievirus (CMV) und das Roseolovirus (HHV-7).

1.4 Das Murine Zytomegalievirus (MCMV)

Das Murine Zytomegalievirus (MCMV) ist wie das Humane CMV (HCMV) ein weit
verbreitetes Virus, welches vor allem als opportunistischer Erreger auffallig wird.
Das bedeutet, dass eine akute Infektion hauptsachlich in immunsupprimierten und

-defizienten Wirten auftritt.

1.4.1 Die Biologie des Murinen Zytomegalievirus

Das MCMV-Virion hat eine Grdéflke von 200 — 300 nm im Durchmesser. Das Virion
enthalt das 125 nm grol3e ikosaedrische Nukleokapsid, welches aus funf
Kernproteinen zusammengesetzt ist. Das Nukleokapsid umschlie3t das lineare,
doppelstrangige DNA (dsDNA) Genom, zusammen mit einer lytic origin of DNA
replication (oriLyT) - assoziierten RNA [85]. Das Nukleokapsid selbst ist von einem
Tegument aus viruskodierten Proteinen umgeben. Das MCMV-Genom besteht
aus 230 kbp dsDNA (NCBI Genome Accession No.: NC_004065) und kodiert fur
mindestens 167 Gene und 161 Proteine [86].

CMV infiziert Zellen mit myeloiden Ursprung (Monozyten, Makrophagen) [87] aber
auch Endothelzellen latent. Das MCMV-Genom ist auch in den hamatopoetischen
Zellen des Knochenmarks [88], in Milz- und Nierenzellen [89] nachweisbar. Durch
die zusatzliche persistierende Replikation von MCMV in den glandularen
Epithelzellen der Speicheldriisen des Wirtes ist eine horizontale Ubertragung

zwischen den Wirtsorganismen Uber den Speichel wahrscheinlich [90].
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Weitere Ubertragungswege, die vor allem vom Humanen Zytomegalievirus
bekannt sind, sind Schmierinfektionen mit virushaltigem Blut [91] oder Urin [92];
potentiell méglich ist auch eine sexuelle Ubertragung, da CMV in Zervixsekret [93]
und Samenflissigkeit nachweisbar ist [94]. Eine transplazentale Transmission des
Virus auf den Foétus [95] kann zu lebensbedrohlichen Schaden am Neugeborenen
fuhren. Im Gegensatz zu HCMV ist MCMV nicht in der Lage, transplazental
ubertragen zu werden [96].

Durch Immunsuppressionen zum Beispiel nach Gewebs- oder Organtrans-
plantationen oder durch immunsuppressive Infektionen wie HIV- (human
immunodeficiency virus) oder MLV-Infektionen (murine leukaemia virus) kann eine
latente CMV-Infektion reaktiviert werden [97], beziehungsweise eine bestehende
Immunsuppression kann eine akute CMV-Pathogenese ermdglichen [98], [99].

Die vorherrschende HCMV-Pravalenz in der Weltbevdlkerung liegt in Abhangigkeit
von Ort, Alter und Geschlecht zwischen 52% [100] und 99% [101].

1.4.2 Pathogenese der Zytomegalievirus Infektion

Die Primarinfektion im immunkompetenten Wirt verlauft zumeist inapparent. Man
geht davon aus, dass nach einer Infektion der oberen Atemwege das Virus sich in
lokale lymphoide Gewebe ausbreitet und dort Lymphozyten, vor allem aber
Monozyten und Makrophagen infiziert. Infizierte Zellen dienen schlielllich als
Trager, durch den das Virus in Lymphknoten und die Milz gelangen kann. Das
Virus kann schlieBlich in den Speicheldrisen, Nierenzellen, Zervix und Testis
nachgewiesen werden, von wo aus es vom Wirt ausgeschieden wird, um einen
neuen Wirt zu infizieren. Bei der Primarinfektion oder Reaktivierung des Virus im
immunsupprimierten oder -defizienten Wirt kommt es jedoch zu einer klinischen
Symptomatik. Am haufigsten ist eine interstitielle Pneumonie, es treten aber auch

Hepatitiden, Kolitiden und Retinitiden auf.

1.4.3 Wirtsabwehr einer viralen Infektion

Eine Infektion der Maus mit MCMV dient als Tiermodell zur Erforschung des
Humanen Zytomegalievirus, die erhaltenen Erkenntnisse lassen auf die Biologie
anderer CMV-Spezies schliel3en [102, 103].
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Das Murine Zytomegalievirus wird durch die Oberflachenrezeptoren TLR2 und
CD14 von Immunzellen erkannt [104]. Die erste Abwehr gegen eine virale
Infektion wird durch die betroffene Zelle selbst durchgefuhrt. Das Auftauchen von
viralen Proteinen und genetischem Material, also von viralen Aktivitaten kann
unmittelbar zur Apoptose der infizierten Zelle fihren. Ohne diese ,Selbstmord®
Reaktion ist der nachste und zweite Schritt die Expression und Sekretion von
I6slichen Immunmediatoren, wie Chemokinen, Zytokinen, antimikrobiellen
Proteinen, Komplementfragmenten und Stickstoffoxid und damit die Einleitung der
initialen Immunantwort. Die wesentlichen Zytokine sind die Interferone (IFN-a, -
und -y). Im weiteren Verlauf der Immunreaktion werden Immunzellen, wie
Makrophagen und NK-Zellen uber die sezernierten Chemokine angelockt und
durch die Zytokine aktiviert.

Die wesentliche Rolle bei der Abwehr einer primaren MCMV Infektion im Wirt
spielt die zellulare Immunantwort durch Nattrliche Killerzellen (NK).

Im vierten Schritt folgt die Ausbildung der adaptiven Immunantwort, wobei
zytotoxischen CD8" T-Zellen bei einer viralen Infektion die wesentliche Rolle

zukommt.

1.4.3.1 Zellulare Abwehr einer MCMV-Infektion

Eine NK-Zell Defizienz bei einer primaren MCMV Infektion bewirkt eine schwere,
apparente Auspragung der Infektion [105]. Basierend auf ihrer Empfindlichkeit
gegenuber einer MCMV-Infektion koénnen Mauslaborstamme unterschieden
werden: schwarze C57BL/6-Mause haben durch die Expression des NK-
Zellliganden Ly94H, welcher spezifisch das von MCMV auf infizierten Zellen
exprimierte virale Protein m157 erkennt, eine wesentlich geringere Empfindlichkeit
gegentber MCMV als weilde BALB/c-Mause [106], [107].

NK-Zellen werden zusatzlich und unabhangig von Ly49H durch die Erkennung
viraler DNA durch TLR3 und TLR9 in IFN-produzierenden Zellen (IPZ)1 und der
darauf folgenden Expression von IL-12 und IFN-a/ aktiviert.

In TLR9- und MyD88-defizienten Mausen ist die Produktion dieser Zytokine und
MIP-1a wahrend einer akuten MCMV-Infektion verzdgert, wodurch die frihe

NK-Zellantwort, -proliferation und die IFN-y-Produktion verringert wird [108].

' u.a. Dendrititische Zellen und Makrophagen
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Ebenfalls aktiviert wird der MyD88-unabhangige TLR3-Signalweg, welcher auch
zur Produktion von IFN-a/@ fuhrt [109].

Unabhangig von der Interferenz des Virus mit der Antigenprasentation verursacht
eine MCMV Infektion eine starke zytotoxische CD8" T-Zellantwort, die im
nachfolgenden Verlauf auch zur Ausbildung eines CD8" T-Zellgedachtnisses fiihrt
[110], da auch wahrend der spateren MCMV-Persistenz im Wirt der fortwahrende
Antigenkontakt eine grolRe Anzahl an MCMV-spezifischen CD8" T-Zellen
verursacht [111]. In BALB/c-Mausen ist die Immunantwort prinzipiell abhangig von
einer adaquaten CD8" T-Zellantwort [112].

CD8" T-Zell-depletierte Mausen kénnen trotzdem eine MCMV-Infektion
bekdmpfen, wobei anscheinend CD4" T-Zellen mit Hilfe von akzessorischen
Zellen wie Makrophagen die protektive Rolle Ubernehmen kdnnen [113].

CD4" T-Zellen sind allerdings im Gegensatz zu Makrophagen nicht in der Lage,

das Virus in den Speicheldriisen zu eliminieren [114].

1.4.3.2 Das Netzwerk von Zytokinen und Chemokinen bei der antiviralen
Abwehr einer MCMV-Infektion

Eine virale Infektion induziert die Expression von Zytokinen und Chemokinen, die
ihrerseits immunologische Effektorzellen zum Ort der Infektion leiten und
aktivieren. So verursacht die Expression von Zytokinen und Chemokinen in der
frihen Phase einer Infektion mit dem Murinen Zytomegalievirus (MCMV) eine
effektive Rekrutierung von Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), deren Aktivierung
und damit die finale Beseitigung des Virus aus dem Organismus. Bei einer viralen
Infektion spielt die Rekrutierung und Aktivierung von NK-Zellen eine besondere
Rolle. NK-Zellen als Effektorzellen der angeborenen Immunantwort kénnen sehr
schnell auf Pathogene reagieren, noch bevor eine adaptive Immunantwort
entstehen kann. Klassische NK-Zellen besitzen keine antigenspezifischen
Rezeptoren, statt dessen verfugen sie uUber ein grolRes Repertoire an
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren. Die Bindung eines aktivierenden
Rezeptors mit seinem Liganden auf infizierten Zellen verursacht eine
Zytokinexpression, vor allem IFN-y, und die Perforin-abhangige Eliminierung der
infizierten Zelle [115, 116]. Zur Rekrutierung von NK-Zellen an den Ort einer

Infektion ist vor allem die Expression des Chemokins CCL3/MIP-1a notwendig.
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So konnte in MCMV-infizierten Mausen der Anstieg der MIP-1a Sekretion in der
infizierten Leber der Tiere mit einem Anstieg der NK-Zellmigration in die Leber
korreliert werden [76], [117]. In vivo Infektionsstudien mit MIP-1a-defizienten
Mausen zeigten das Fehlen einer NK-Zellmigration in die Leber wahrend einer
MCMV-Infektion [76], [117]. Im Gegensatz dazu war die Migration von Monozyten
und Makrophagen unbeeinflusst. Zusammengefasst bedeutet das, dass nur ein
koordiniertes Signal, welches zu einer Aktivierung von NK-Zellen fuhrt, und das
chemotaktische Signal durch MIP-1a hinreichend sind, den Influx von NK-Zellen in
die Leber unter einer MCMV-Infektion zu gewahrleisten.

Da die NK-Zellen die Hauptquelle der frihen IFN-y-Produktion sind, fuhrt die
MIP-1a-abhangige Migration von NK-Zellen auch zur Ausbildung eines zu

weiteren Abwehr notwenigen IFN-y-Levels in der Leber.

Neben anderen Zytokinen der erworbenen Immunantwort werden wahrend einer
MCMV-Infektion auch die Typ 1-Interferone IFN-a und IFN-B produziert. Studien
haben gezeigt, dass IFN-a/B Rezeptor-defiziente Mause ein wesentlich
reduziertes Level an MIP-1a wahrend viralen Infektion ausbilden. Es konnte auch
gezeigt werden, dass IFN-a und - die Expression von MIP-1a férdern [118].

Die Ausbildung eines IFN-y-Levels durch die Migration von NK-Zellen in die Leber
fuhrt nachfolgend zur Induktion des Chemokins CXCL9/Mig, welches ein
T-Zellchemoattraktant ist [119], [120]. Die Produktion von Mig ist in MIP-1a-
defizienten Mausen stark reduziert [117]. Wahrend einer MCMV-Infektion findet
am b5.Tag der Infektion die erste deutliche Auspragung einer adaptiven
Immunantwort durch T-Zellen statt [121],[122].

Die Hauptquelle der MIP-1a-Produktion sind inflammatorische Makrophagen, die
durch IFN-a/p stimuliert werden und in den Infektionsort einwandern. Es konnte
gezeigt werden, dass das Migrationssignal durch das Chemokin CCL2/MCP-1
ausgelost wird [123], [124]. Ein erhdhtes MCP-1-Level geht dem Level von MIP-1a
im infizierten Organ voraus. Die IFN-a/B-Abhangigkeit des Signals konnte
wiederum durch IFN-a/p Rezeptor-defiziente Mause und mit der Behandlung mit
rekombinantem IFN-a (rlIFN-a) gezeigt werden [125].

Die MCP-1-Produzenten in der Leber sind F4/80" residente Makrophagen, die
sehr schnell auf das durch die Infektion induzierte IFN-a/p reagieren kénnen [125]
(siehe auch Abbildung 1.3).
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Abb. 1.3: Modell des Zytokin-Chemokin Netzwerkes zur Abwehr von MCMV in der Leber
[126]. Beschreibung siehe Text.

IFN-y und TNF-a spielen eine wesentliche Rolle bei der Auspragung der MCMV-
Pathogenese. Die Funktion dieser Zytokine variiert dabei zwischen einer
protektiven [127] und einer pathogenen Rolle [128]. IFN-y und TNF-a induzieren
synergistisch den so genannten Antiviralen Zustand in den Zellen, was die
Produktion infektidser Virione reduziert und den Replikationszyklus von MCMV
verlangert [129]. Zu den Proteinen des Antiviralen Zustands gehoren solche, die
im Proteasom die Prasentation von viralen Proteinen Uber MHCI und MHCII
unterstitzen, als auch die doppelstrangige Ribonukleinsaure
(dsRNA)-abhangige-Proteinkinase (PKR) und die aktivierte RNase L, die virale
RNA zerstoren und damit die Genexpression in infizierten Zellen unterbrechen.
Quellen der Zytokinproduktion sind sowohl NK-Zellen, als auch CD4" und CD8"
T-Zellen.
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1.4.4 MCMV Immunevasion und -modulation

Zur Aufrechterhaltung einer lebenslangen latenten Infektion verfugt MCMV Uber

eine Reihe von Genen, die fur immunmodulatorische Proteine kodieren. Diese

Proteine nehmen direkten Einfluss auf die Fahigkeit einer infizierten Zelle,

insbesondere der APZ, das Immunsystem Uber die Infektion zu informieren oder

eigene antivirale Mechanismen wie Apoptose oder die Expression antiviraler

Proteine auszufuhren. Sie beeinflussen sowohl die erworbene, als auch die

adaptive Immunantwort (siehe Tabelle 1.12).

Tabelle 1.12: Immunmodulatorische MCMV-kodierte Proteine

Gen Protein  Funktion Referenz
mO04 gp34 Immunevasion der verringert die MHCI-abhangige [130],
MHCI-abhangigen Antigenprasentation [131]
Antigenprasentation
mO06 gp48 S.0. fuhrt MHCI zur Degradation in [132],
Lysosomen [131]
m152 gp40 s.0. und halt MHCI im Zwischenkompartment [133],
Unterdriickung einer zwischen ER und Golgiapparat, sowie [134],
NK-Zellantwort Herabregulation der Liganden fur den [135]
NK-Zellrezeptor NKG2D
m147.5 Immunevasion der Herabregulation des Kostimulators [136]
MHCI-abhangigen CD86
Antigenprasentation
m157 Unterdriickung einer exprimiertes MHCI-Homolog, [106]
NK-Zellantwort Ligand fir NK-Zellen inhibierenden NK-
Zellrezeptor Ly49I
m27 Unterdrtckung des selektive Bindung und Herabregulation  [137]
Antiviralen Zustands von STAT-2 und damit Hemmung von
Teilen des Interferon Signalweges
m138/fcr-1 Unterdriickung einer Herabregulation von MULT-1 und H60 [138]
NK-Zellantwort und (NKG2D Liganden) und des
der Kostimulators CD80
Antigenprasentation
m155 Unterdruckung einer Herabregulation von H60 (NKG2D [139],
NK-Zellantwort Ligand) [140]
m145 Unterdriickung einer Herabregulation von MULT-1 (NKG2D [141]
NK-Zellantwort Ligand)
m43 Modulation der Ty- vermutliche Suppression der [142]
Antwort Tyo-Antwort durch Hemmung der
IL-4-Expression
m129/ Einfluss auf die virales Chemokinhomolog, vermutlich [143],
m131 Ausbildung einer ein Chemokinrezeptoragonist [144]

zellularen
Immunantwort und
Rekrutierung von
Zielzellen
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Gen Protein  Funktion Referenz

m33 und Einfluss auf die Homolog eines Chemokinrezeptors, [145],

m78 Ausbildung einer m33 bindet RANTES und [146],
zellularen maoglicherweise MCP-1 [147]
Immunantwort

MHCI = Major histocompatibility complex class I, ER = Endoplasmatisches Retikulum, STAT-2 =
signal transducer and activator of transcription, MULT-1 = murine UL16-binding protein like
transcript, RANTES = regulated upon activation, normal T cell expressed, and secreted, MCP-1 =
Monocyte chemoattractant protein-1

MCMV interferiert mit der Antigenprasentation des Wirts, mit der Expression
kostimulatorischer Molekule und mit der Zytokinantwort.

MCMV-infizierte Zellen sind nicht in der Lage, auf Interferone zu antworten, das
bedeutet, dass MCMV einen Mechanismus besitzt, mit der IFN-induzierten

Gentranskription zu interferieren [127], [137].

1.4.5 MCMV und Monozyten/ Makrophagen

1.4.5.1 Makrophagentropismus des MCMV

Tropismus bedeutet, dass das Virus eine bestimmte Praferenz fir die effiziente
Replikation in bestimmten differenzierten Zelllinien hat. Monozyten/ Makrophagen
sind neben den Endothelzellen des Wirts im Fall von MCMV die wichtigsten Zellen
fur das Erreichen der viralen Latenz und Persistenz [86].

Monozyten haben aber zusatzlich noch die wichtige Funktion der viralen
Verbreitung im Organismus. Solange Makrophagen in Geweben nicht
ausdifferenziert sind, zirkulieren sie als Monozyten im Blutkreislauf. MCMV kann
daher potentiell in infizierten Monozyten und Makrophagen an jeden durch das
Gefallsystem versorgten Ort gelangen.

In erster Linie wird der Zelltropismus von MCMV durch die Verfugbarkeit von
Rezeptoren und Korezeptoren fur die Virusanlagerung und -penetration an und in
die Zielzelle bestimmt [148], [149].

Zurzeit existieren einige Hinweise darauf, dass MCMV latent in undifferenzierten
Monozyten und deren Vorlauferzellen und aktiv replizierend in ausdifferenzierten
Makrophagen uberlebt [150]. Bestimmt wird der Tropismus des Weiteren von
viralen Genen, deren Verlust zu einer Attenuierung des Virus fuhrt,

beziehungsweise zum Verlust der Fahigkeit, Makrophagen zu infizieren.
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Tabelle 1.13: MCMV Gene des Makrophagentropismus [151]

Gen Funktion Tropismus nicht notwendig* Referenz
m36 anti-apoptotisch J774 Fibroblasten [152]
IC-21
m45 anti-apoptotisch IC-21 Fibroblasten [153]
Hepatozyten
m78* erleichtert die Akkumulation 1C-21* Fibroblasten® [154]
von |[E RNA bei geringer moi"
m139, Funktionieren im Komplex, IC-21 naive [152], [155]
m140, u.a. Optimierung der viralen aktivierte primare, Knochenmarks-
m141 Replikation peritonea|e Makro- makrophagen
phagen Fibroblasten

= nicht notwendig flr die erfolgreiche Replikation in genannten Zelllinien, J774 = murine,
immortalisierte, eher undifferenzierte Makrophagenzelllinie, 1C-21 = murine, immortalisierte,
differenzierte Makrophagenzelllinie, moi = multiplicity of infection (Virustiter), * = pisher keine
unabhangige Reproduktion der Daten.

1.4.5.2 Einfluss der MCMYV Infektion auf die Differenzierung von
Makrophagen

Zurzeit existieren nur divergente Aussagen Uber den Einfluss von MCMV auf die
Makrophagendifferenzierung. Eine Hemmung der Differenzierung von infizierten
Monozyten zu Makrophagen [156] hatte den Vorteil, die virale Latenz in den
Monozyten zu verlangern und somit eine weitere Ausbreitung im Organismus zu
fordern. Allerdings zirkulieren Monozyten nur verhaltnismallig kurze Zeit im
Blutkreislauf. Eine viral geférderte Differenzierung [157] wirde die Virusreplikation
verstarken und damit die Verteilung und Ausbreitung des Virus im Gewebe oder

Organ erhohen.

1.4.5.3 Einfluss der MCMYV Infektion auf die Funktion der Makrophagen

Die Wirkung von MCMV auf die verschiedenen Funktionen von Makrophagen ist
mit Ausnahme der Antigenprasentation bislang nicht gut untersucht.

Zusatzlich zu den in Tabelle 1.12 genannten immunmodulatorischen
Eigenschaften hemmt die MCMV-Infektion von Makrophagen die MHCII-
abhangige Antigenprasentation, die damit nur noch eingeschrankt in der Lage ist,
CD4" T-Zellen zu stimulieren [158], [159]. Der Einfluss der koordinierten
Hemmung der MHCIl-abhangigen Antigenprasentation durch die viralen Gene
mO04, m06 und m152 flhrt zu einer vollstandigen Hemmung der zytotoxischen
CD8" T-Zell Lyse von infizierten Makrophagen [131].
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Zusatzlich werden die zur erfolgreichen Antigenprasentation notwendigen
Kostimulatoren CD80 und CD86 durch MCMV herunterreguliert [138], [136].

Im frhen Verlauf der Infektion von Makrophagen werden diese zunachst aktiviert
(siehe Tabelle 1.7), was unter anderem zur Produktion von TNF-a fuhrt [160].
TNF-a I6st autokrin antivirale Aktivitdten in der infizierten Zelle aus, gleichzeitig
verstarkt TNF-a die Transkription der immediately early (IE) Gene von MCMV. Im
spateren Verlauf wirde der Einfluss von TNF-a die Replikation der MCMV DNA
blockieren, MCMV hemmt daher die Expression des TNF-a Rezeptors in
infizierten Makrophagen [161]. Die Typ 1-Interferone IFN-a und -3, die ebenfalls
von Makrophagen produziert werden, hemmen die CMV Replikation [162]. Die
Hauptrolle dieser antiviralen Zytokine scheint aber die Induktion antiviraler
Eigenschaften von NK-Zellen und CD8" T-Zellen zu sein [118]. Im spéteren
Verlauf der MCMV Infektion reagieren infizierte Zellen aber nicht mehr auf IFN-a

und -B, sowie auf das Typ 2-Interferon IFN-y [137].

Bei einer systemischen Infektion mit MCMV konnte gezeigt werden, dass am
6. Tag nach der Infektion die Serumkonzentration des Chemokins Monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) und der Zytokine 1l-13 und TNF-a reduziert ist,
demgegenuber sind die Serumkonzentrationen von IL-10, IL-12 und IFN-y erhoht
[147]. Grundsatzlich ist bekannt, dass Makrophagen auf Infektionen mit einer
starken Chemokinexpression antworten. Daher waren die Vorbefunde unserer
Arbeitsgruppe aus in vivo MCMV-Infektionen bemerkenswert, die zeigten, dass
am Tag 1-3 nach der MCMV-Infektion Makrophagen nur unwesentlich Chemokine
produzierten, wahrend als Hauptproduzenten der Chemokine die NK-Zellen
identifiziert wurden [163]. Diese Experimente werfen die Frage auf, inwieweit
MCMV in die Funktion von Markophagen eingreift und bilden den Ausgangspunkt
der vorliegenden Arbeit.
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Ziel der Arbeit

Makrophagen stellen im Rahmen einer MCMV-Infektion wichtige Zielzellen dar,
die einerseits an der Disseminierung des Virus im Wirt und andererseits an der
Induktion einer spezifischen Immunantwort zentral beteiligt sind. Vorarbeiten in
unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Hauptquelle der Produktion der
Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES unter einer MCMV-Infektion in vivo
Naturliche Killerzellen sind und vor allem MCMV-infizierte Makrophagen nicht
mehr an der Produktion der genannten Chemokine teilnahmen [163]. Das primare
Ziel dieser Arbeit war die Analyse und Charakterisierung der Modulation von
Wirts-Chemokinen in Makrophagen nach einer MCMV-Infektion. Hierbei sollte die
Zellspezifitat und der Umfang der Chemokinblockade bei einem breiteren
Spektrum von Chemokinen und Zytokinen untersucht werden.

Aulerdem sollte der molekulare Mechanismus der Chemokinregulation durch
MCMV durch Analysen der transkriptionellen Ebene der Chemokine und der
auslosenden Signalkaskade aufgeklart werden.

Des Weiteren sollten die viralen Komponenten, die in die Regulation der
Chemokine involviert sind, identifiziert werden, vor allem hinsichtlich der
Beteiligung von immediate-early, early und late Genen, sowie durch die
Untersuchung von MCMV-Deletionsmutanten, in denen nicht-essentielle Gene
fehlten.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Herkunft der verwendeten Reagenzien

2.1.1.1 Lokalisationen der Hersteller

Tabelle 2.1: Lokalisation der Firmen und Hersteller, von denen Materialien

und Reagenzien erworben wurden

Firma/ Hersteller

Lokalisation

Abcam

Agilent

American Type culture collection (ATCC)/
LGC Promochem

Applied Biosystems

Becton Dickinson (BD)
Biochrom

Biometra

BioRad

Biosource/ Invitrogen

Carl Zeiss

Chemicon

Coley Pharmaceutical Group/ Pfizer
Cryotherm

DAKO

Dianova

Difco/ Becton Dickinson
eBioscience

Fermentas

Imgenex

Invitrogen

Invivogen

Merck

Molecular probes/ Invitrogen
New England Biolabs (NEB)
Nordic

Nunc GmbH

Peprotech Inc.

Pierce

Plano GmbH

Promega

Qiagen

R&D Systems

Roche Applied Science
Roth

Cambridge, MA, USA
Santa Clara, CA, USA

Manassas, VA, USA/
Teddington, Middlesex, UK

Foster City, CA, USA
Franklin Lakes, NJ, USA
Berlin

Goéttingen

Hercules, CA, USA

Jena

Temecula, California, USA
Dusseldorf

Kirchen

Glostrup, DK

Hamburg

San Diego, CA, USA
Burlington, CDN
San Diego, CA, USA
Carlsbad, CA, USA
San Diego, CA, USA
Darmstadt

Ipswich, MA, USA
Tilburg, NL
Wiesbaden

Rocky Hill, NJ, USA
Milwaukee, WI, USA
Wetzlar

Madison, WI, USA
Hilden

Minneapolis, MN, USA
Mannheim
Karlsruhe
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Firma/ Hersteller Lokalisation

Santa Cruz Santa Cruz, CA, USA
Sigma-Aldrich Seelze

Stratagene La Jolla, CA, USA
Tecan Mannedorf, CH
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

2.1.1.2 Reagenzien

Alle nicht aufgefuhrten Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen

Sigma-Aldrich, Merck oder Roth bezogen.

Tabelle 2.2: Auflistung verwendeter Reagenzien und deren Bezugsquellen

Reagenz Herkunft
Actinomycin D Sigma-Aldrich
Citifluor Plano GmbH
Cycloheximid Sigma-Aldrich
Dextran-FITC (40 kDa) Sigma-Aldrich
Digoxigenin-NHS Roche
D-MEM Biochrom
Donor Pferdeserum (HS) fiir Zellkultur Biochrom
Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom
Fotales Kalberserum (FKS) fur Zellkultur  Invitrogen
Ganciclovir Invitrogen
Jodacetamid Sigma-Aldrich
Kalberserum von Neugeborenen (NKS) Biochrom
L-Glutamin Biochrom
MEM Biochrom
Methylzellulose (Methocel MC) Sigma-Aldrich
PAA Sigma-Aldrich
Penicillin/ Streptomycin Invitrogen
Ratten-1gG Nordic, Tilburg
RPMI 1640 Biochrom
Thioglycollate broth Difco/ Becton Dickinson
Toto-3-jodid Molecular probes
Trypsin/EDTA Biochrom
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2.1.1.3 Kommerzielle Systemlésungen

Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten kommerziellen Systemlésungen, deren

Bezugsquellen und Katalog- bzw. Bestellnummern

Name Hersteller Kat. Nr.
ABsolute QPCR ROX Mix Abcam #AB-1138/a
ABsolute SYBR Green ROX Mix  Abcam #AB-1162/a
BCA Protein Assay Kit Pierce #23227
BioRad Protein Assay BioRad #500-0006
CloneJet PCR cloning kit Fermentas #K1231
Complete Protease Inhibitor Roche #11697498001
Cocktall

FuGENE 6 Transfection Roche #11815091001
Reagent

Lipofectamin Invitrogen SKU# 18324-012
MEM-Per Eukaryotic Membrane  Pierce #89826

Protein Extraction Reagent Kit
MIP-1a ELISA Kit

Plasmid Midi Kit

Plasmid Mini Kit

QlAquick gel extraction kit
QIAquick PCR purification Kit
QlAshredder

ReBlot Plus strong antibody
stripping solution

Reverse Transcription System
RNeasy Mini Kit

SCS110 competent E.coli
TOPO TA cloning kit
Tyramide amplification system
Western Blotting Substrate

Biosource/ Invitrogen
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Chemicon

Promega

Qiagen
Stratagene
Invitrogen
Molecular Probes
Pierce

#KMC2201
#12143
#12123
#28704

# 28104
#79654
#2504

#A2500
#74104
#200247
#45-0641
#130955
#32109

2.1.1.4 Vektoren

In nachfolgender Tabelle sind diejenigen Vektoren aufgefuhrt, die bisher nicht

genannt worden sind, weil sie separat erworben worden sind.

Tabelle 2.4: Auflistung der verwendeten Vektoren, die separat erworben worden sind

Vektorbezeichnung

Hersteller/ Quelle

pBlueskript SK+ /SK- Stratagene

pcDNA-YFP Michael Schafer, FU Berlin
pDUO-mTLR4/mMD2 Invivogen

pMono-blast Invivogen
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2.1.1.5 DNA modifizierende Enzyme

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen, DNA-Polymerasen und Ligasen

stammen von den Firmen Fermentas, New England Biolabs oder Roche.

2.1.2 Herkunft der verwendeten Zelllinien

Tabelle 2.5: Auflistung der verwendeten eukaryotischen Zelllinien

Name Spezies Typ Herkunft/ Referenz
3T12-3 Maus, BALB/c s.0 ATCC, #CCL-164,
[164]
CHO Chinesischer immortalisierte ATCC, #CCL-61, [165]
Hamster, Cricetulus Epithelzellen
griseus
HEK293 Human humane embryonale ATCC, #CRL-1573,
Tumorzellen aus dem [166]
Nierenepithel
HEK293-mTLR4 Human humane embryonale Invivogen
Tumorzellen aus dem #293-mtird4
Nierenepithel, stabil mit
mTLR4 transfiziert
HEK293- Human humane embryonale Invivogen
mTLR4/mMD2/mCD14 Tumorzellen aus #293-mtirdmd2cd14
demNierenepithel, stabil
mit mTLR4, mMD2 und
mCD14 transfiziert
IC-21 Maus, C57BL/6 murine peritoneale SV40 ATCC, #TIB-186, [167]
transformierte
Makrophagen
J774A 1 Maus, BALB/c murine immortalisierte ATCC, #TIB-67, [168]
Makrophagen
MHEC Maus murine immortalisierte Endothelzellen aus
Endothelzellen des dem Herzmuskel von
Myocards Mausen; J. Plendl,
Institut fir Veterinar-
anatomie, FU Berlin
NIH/3T3 Maus, BALB/c murine immortalisierte ATCC, #CRL-1658,
Fibroblasten [169]
SVEC4-10 Maus, C3H/HeJ murine SV-40 ATCC, #CRL-2181,

transformierte, vaskulare
Endothelzellen

[170]
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2.1.3 Verwendete Mausstamme

Alle Tiere stammten aus einer SPF-Zucht und wurden vortubergehend in einem
konventionellen Tierstall des Robert Koch-Institutes gehalten. Bei Verwendung

waren die Mause 6 bis 12 Wochen alt.

Tabelle 2.6: Auflistung der verwendeten Mausstamme

Stamm Herkunft/ Zucht Referenz

Bundesinstitut fir Risikobewertung

C57BL/6 Wildtyp [171]

(BfR), Berlin
C57BL/6 TLRA4-defizient  s.o. [61]
C57BL/6 TLR2-defizient  s.o. [172]

2.1.4 Herkunft und Eigenschaften der verwendeten Virenstamm-

I6sungen

Alle VirenstammlOosungen wurden in 3T12-Zellen vermehrt. Die Bestimmung des

Virustiters erfolgte ebenfalls mit 3T12-Zellen.

Tabelle 2.7: Auflistung der verwendeten Viren

Virusstammlsg.  Stamm Eigenschaften/ Deletion pfulml Herkunft

MCMV-GFP* Smith GFP-Expression in 3,8x 108 Labor Wayne
infizierten Zellen Yokoyama, St.
Insertion von GFP an die Louis, MO, USA
Stelle von IE2 [173]

d6-MCMV MW97.01 Deletion von m144-m158 28,9 x 10® M Wagner, Max

von Pettenkofer-
Institut, Miinchen

d7-MCMV MW97.01 Deletion von m159-m170 21,1 x 108 S.0.
d8-MCMV MW97.01  Deletion von m01-m22 4,8x10° s.0.
d20-MCMV MW97.01 Deletion von m128-m139 0,06 x 10° S.0
dIE1-MCMV MW97.01 Deletion von IE1 1x10° Ana Angulo,
Barcelona,
Spanien [174]
C3xwt MC96.73/ Wildtyp 1,44 x 10° Markus Wagner,
Smith BAC Max von
(pSM3fr) Pettenkofer-Institut,

Minchen [175]

*= Ausgangsstock: Speicheldriisen-Stamml&sung
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2.1.5 Herkunft der verwendeten Antikorper

Tabelle 2.8: Auflistung der detektierten Antigene, die Klonbezeichnung der Antikorper, der
Antikorperisotyp und Spenderspezies, gekoppelte Fluorochrome, sowie deren Bezugsquellen.

Geordnet nach der Methode bei der sie eingesetzt wurden.

Name (Antigen)

Konjugate

Klon

Spezies/ Isotyp

Herkunft/ Quelle

Durchflusszytometrische Bestimmung von Oberflachenantigenen:

CD115
CD11b

CD11c

CD14
CD16/32
CD29
CD80
CD86

CD95

F4/80

IgG2-Isotyp
IL-10R

MHCI-H2D"
MHCI-H2K"
MHCII
TLR2

TLR4/MD2

PE
FITC,

A647

FITC,
A647,
PacB

PE

PE

AG47

A647

Bio

Bio, APC

Bio
PE

Bio

Bio

FITC, PE

Bio, PE

Bio, PE

AFS98

5C6

N418

Sa2-8

2.4G2

HMb1-1

16-10A1

GL1

Jo2

1B1.3a

28-14-8

AF6-88.5.3

M5/ 114.15.2

6C2

MTS510

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), 1IgG2b

monoklonal, arm.
Hamster (B-Zelle),
IgG

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a

monoklonal, arm.
Hamster (B-Zelle),
IgG

monoklonal, Hamster
(B-Zelle), IgG
monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a

monoklonal, arm.
Hamster (B-Zelle),
1gG2

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG1

monoklonal, Maus,
IgG2a
monoklonal, Maus,
IgG2a
monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2b
monoklonal, Ratte
(B-Zelle) 1IgG2b

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a

Durchflusszytometrische Bestimmung von intrazelludren Molekiilen:

IL-12

iNOS/ NOS Type
I

MCMV pp89 (IE1)

PE

FITC

Cy5

C17.8+C15.6

6

Croma101

monoklonal, Ratte
(B-Zelle), IgG2a +
1gG1

monokonal, Maus,
IgG2a

monoklonal, Maus,
1gG1

eBioscience
ATCC, #CRL-1969

ATCC, #HB-224

eBioscience
Nordic
eBioscience
ATCC, #HB-301
ATCC, #HB-253

BD

eBioscience

BD
BD
BD
eBioscience
eBioscience

eBioscience

eBioscience

BD

Stipan Jonjic,
Universitat, Rijeka,
Kroatien

481173



Material und Methoden

Name (Antigen) Konjugate  Klon Spezies/ Isotyp Herkunft/ Quelle
MCP-1 PE 2H5 monoklonal, arm. BD
Hamster (B-Zelle),
IgG1
MIP-1a Dig AF-450-NA polyklonal, Ziege, IgG  R&D Systems
MIP-18 Dig AF-451-NA polyklonal, Ziege, IgG  R&D Systems
RANTES Dig AF478 polyklonal, Ziege, IgG  R&D Systems
TNF-a PE MP6-XT22 monoklonal, Ratte eBioscience
(B-Zelle), 1gG1
Westernblot/ IP:
MCMV (E1) - Croma103 monoklonal, Maus, Stipan Jonjic,
1gG1 Universitat, Rijeka,
Kroatien
TLR4 - - polyklonal, eBioscience,
Kaninchen, IgG #24-9004
TLR4 - - polyklonal, Imgenex,
Kaninchen, IgG #IMG-577
TLR4 - - polyklonal, Imgenex,
Kaninchen, IgG #IMG-578A
TLR4 - - polyklonal, Imgenex,
Kaninchen, IgG #IMG-579A
TLR4 - - polyklonal, Ziege, Santa Cruz, #M16
IgG
B-Aktin AC-15 monoklonal, Maus, Sigma-Aldrich

Sekundare Antikorper

Tabelle 2.9: Auflistung der Sekundarantikérper

und Detektionsreagenzien

Name

Hersteller

goat aRabbit-HRP
rabbit aMouse-HRP
Streptavidin -APC
Streptavidin -HRP
Streptavidin -PE
Streptavidin-FITC
aDig-Alexa647
aMouse-bio

Dianova

DAKO

eBioscience

Dianova

eBioscience

eBioscience
eigene Kopplung
eBioscience
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2.1.6 Gerate und Software

Aufgelistet werden nur spezielle Gerate, die nicht zur Standardeinrichtung eines

molekularbiologischen Labors gehoren.

Tabelle 2.10: Auflistung spezieller verwendeter Gerate

Name Hersteller Software
(Steuerung und Auswertung)
ABI 7000 Sequence Detection Applied Biosystems ABI Prism 7000 SDS Software
System
Bioanalyzer 2100 Agilent 2100 Expert
Bioplex-System BioRad Bioplex Manager
FACS Calibur BD Biosciences Cell Quest Pro, FlowJo
cLSM Zeiss 510 Meta Carl Zeiss LSM Image Browser
LSRII BD Biosciences Diva, FlowJo
Nanodrop 1000 Thermo Fisher Scientific ND-1000

2.1.7 Zusammensetzung von Medien und Lésungen

2.1.7.1 Zellkulturmedien

Tabelle 2.11: Auflistung der Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung*

3T12-Medium in 500 ml D-MEM: 10 % NKS, 2 mM L-Glutamin, 100 ug/ml Pen/Strep
1 mM HEPES

3T3-Medium in 500 ml D-MEM: 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 ug/ml Pen/Strep

BMM-Medium in 500 ml D-MEM: 10 % FKS, 5 % HS, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-
Glutamin, 100 pg/ml Pen/ Strep, 30 ng/ml rmM-CSF

Einfriermedium 80 % FKS; 20 % DMSO

IC-21/J774-Medium in 500 ml RPMI 1640: 10 % FKS, 100 ug/ml Pen/Strep, 2 mM L-

Glutamin, 1mM HEPES

Methylzellulosemedium 2,5 g/l (w/v) Methylzellulose in H,O, 1 x MEM, 5 % FKS, 2 mM L-
Glutamin, 100 ug/ml Pen/ Strep, 2,75 g/l NaHCO;

MHEC/ SVEC-Medium in 500 ml D-MEM: 5 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 ug/ml Pen/ Strep,
10 mM HEPES

PEC-Medium in 500 ml RPMI1640: 10 % FKS, 50 uM B-Mercaptoethanol,
100 pg/ml Pen/Strep, 2 mM L-Glutamin

* = Prozentuale Angabe von festen Stoffen beziehen sich immer auf das Verhaltnis Gewicht zu
Volumen (w/v) in dem der betreffende Stoff gel6st wurde und prozentuale Angaben von
Flussigkeiten beziehen sich auf das Verhaltnis von Volumen zu Volumen (v/v).
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2.1.7.2 Medien fiir die Anzucht von E.coli

Tabelle 2.12: Auflistung der Medien, die zur Anzucht von E. coli verwendet wurden

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB-Medium (Luria-Bertani broth)

SOC-Medium

Selektionsmedien (Zusatze):
Fast-Media Blas agar (Invivogen)
Fast-Media Blas TB (Invivogen)

je Liter: 10 g Bacto-Tryptone, 5 g Hefeextrakt,
10 g NaCl, 0,195 g NaOH,

Festmedium: zzl. 2 % Bacto-Agar

je 100 ml: 2 g Bacto-Trypton, 0,5 g Bacto
Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
20 mM M92+ Stammldsung, 20 mM Glucose

100 pg/ml Ampicillin in LB-Medium
Blasticidin

2.1.7.3 Lésungen

Tabelle 2.13: Auflistung der Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung*

10 x Fec-Blockadeldsung
4 x Probenpuffer (Lammli)

Blockadepuffer (Western Blot)
Boratpuffer, pH 8,5

Elektrophoresepuffer

FACS-PBS

iFACS-PBS

Lésungen fiur die Erytrozytenlyse

Lysepuffer (Western Blot)

Mg?* Stammlésung
PAGE Sammelgel

PAGE Trenngel

PBS

PBS-T
Propidiumjodid-Stammlésung
Transferpuffer

VBS-Puffer

1 mg/ml anti-CD16/CD32, 0,5 mg/ml Ratten I1gG

100 mM Tris/HCI, pH 6,8, 4 % SDS, 20 % Glycerol,
0,2 % Bromphenolblau, 200 mM DTT

in PBS-T: 2 % Milchpulver, alternativ: 2 % BSA oder 2 % FKS

0,1 M Borsaure, 0,025 M Na,B,0;, 75 mM NacCl, pH ad 8,5 mit
4N NaOH

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS

in PBS: 2,5 % FKS, 0,1 % NaNj

in FACS-PBS: 1 % Saponin

Losung A: 185 mM NH,CI, Lésung B: 0,17 M Tris/HCI, pH 7.2

(vor der Verwendung werden 9 Teile der Losung A mit 1 Teil
der Lésung B gemischt.)

50mMTris (pH 8), 150mM NaCl, 1mM EDTA,
Roche complete protease inhibitor cocktail, 1 % NP-40 oder
1 % Triton X-100,

je 100 ml: 20,33 g MgCl, « 6 H,0, 24,65 g MgSO,4+ 7 H,O

fir 6 ml 3 % Sammelgel: 0,6 ml Acrylamid/Bisacrylamid

(30 %/0,8 %), 1,5 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 0,06 ml

10 % SDS, 3,8 ml bidestilliertes Wasser, 0,06 ml 10 % APS,
0,006 ml TEMED

far 15 ml 10 % Trenngel: 5 ml Acrylamid/Bisacrylamid

(30 %/0,8 %), 3,75 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8, 0,15 ml

10 % SDS, 6 ml bidestilliertes Wasser, 0,15 ml 10 % APS,
0,015 ml TEMED

137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 8,1 Na,HPO, x 2H,0, 1,5 KH,PO,
0,1 % Tween20 in PBS

1 mg/ml Propidiumjodid in PBS

48 mM Tris, 39 mM Gilycin, 0,037 % SDS, 20 % Methanol

50 mM Tris/HCI pH 7,8, 10 mM KCI, 5 mM EDTA

* = Prozentuale Angabe von festen Stoffen beziehen sich immer auf das Verhaltnis Gewicht zu
Volumen (w/v) in dem der betreffende Stoff gelést wurde und prozentuale Angaben von
Flissigkeiten beziehen sich auf das Verhaltnis von Volumen zu Volumen (v/v).
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2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung von murinen Knochenmarksmakrophagen (BMM)

Eine C57BL/6 Maus wurde durch Inhalation von Isofluran anasthesiert und durch
zervikale Dislokation getdtet. Die Oberschenkelknochen wurden freigelegt und
inklusive  Knie  entnommen. In  sterilen Petrischalen wurden die
Oberschenkelknochen mit Sezierbesteck gesaubert, in eine Pinzette gespannt und
der Knochen mit warmen PBS in ein steriles 15 ml Zentrifugationsréhrchen
ausgespult. Das erhaltene Knochenmark wurde resuspendiert und die Suspension
zentrifugiert (350 x g, 6 min, 20° C). AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen
und die Zellen in BMM-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden zu gleichen
Teilen in 10 ml Volumen in sterile Petrischalen ausgesat und dem Zellmedium
wurde 30 ng/ml murines, rekombinantes M-CSF zugesetzt. Die Zellen wurden im
Brutschrank bei 5 % CO; kultiviert.

Am 6. Tag nach der Aussaat wurde der Uberstand entfernt und die adharenten
Zellen mit warmen PBS gespult. Durch 20minutige Inkubation im Kahlschrank mit
7 ml sterilem 2 mM EDTA/ PBS wurden die Zellen abgelést. Danach wurden sie
zentrifugiert, in frischem BMM-Medium aufgenommen, zu gleichen Teilen in
6 sterile Petrischalen ausgesat, mit 30 ng/ml M-CSF versetzt und wieder im
Brutschrank kultiviert [176].

Am 11. Tag nach der Praparation wurden die Zellen wie beschrieben
eingesammelt, ausgezahlt und zur weiteren Verwendung in unbeschichteten
6-Kavitaten-Platten, 1 x 10° Zellen/ Kavitat in 2 ml BMM-Medium ohne M-CSF,

ausgesat und 24 h spater stimuliert oder infiziert.

2.2.2 Gewinnung von murinen peritonealen Exsudatzellen (PEC)

Zur Gewinnung von peritonealen Exsudatzellen wird durch 3 % Thioglycollate-
Losung intraperitoneal (i.p.) eine Peritonitis verursacht und 3 Tage spater durch

eine Peritoneallavage die eingewanderten Zellen (PEC) eingesammelt.

Eine C57BL/6 Maus wurde am ersten Tag mit 500 pl 3 % Thioglycollate broth i.p.
gespritzt. Am vierten Tag wurde die Maus durch Inhalation von Isofluran
anasthesiert und durch eine zervikale Dislokation getotet. Anschliel3end wurde das

Peritoneum ohne es zu verletzen unter einer Sterilbank zuganglich gemacht.
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Die Peritoneallavage wurde mit einer Spritze und 6 ml warmen PBS durchgeflnhrt.
Die erhaltene Zellsuspension wurde zentrifugiert (350 x g, 6 min, 20° C) und der
Uberstand wurde abgesaugt. Waren im Zellsediment noch Erythrozyten enthalten,
wurde eine Erythrozytenlyse durchgefihrt, mit PBS gespllt und erneut
zentrifugiert. Die abschlielend in PEC-Medium aufgenommen Zellen wurden
gezahlt und in nicht beschichtete Zellkulturschalen oder in sterile Petrischalen
(Sterilin) ausgesat. Zur Anreicherung der Makrophagen und weiteren Verwendung
wurden diese Zellen 24 h Uber Nacht im Brutschrank kultiviert und am nachsten

Tag wurden durch Absaugen die nicht adharenten Zellen entfernt [177].

2.2.3 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefuhrt. Die
verwendeten Ldsungen und Materialien waren steril. Die Zellen wurden
ausnahmeslos in einem Brutschrank mit 5 % CO, und 98 % rel. Luftfeuchte bei
37°C Kkultiviert. Die verbliebenen Proteine des Komplementsystems in allen
verwendeten Seren wurden bei 56°C 1h im Wasserbad hitzeinaktiviert.
Zellkulturmedien wurden immer im Wasserbad auf 37°C vor der Verwendung
aufgewarmt. Adharente Zellen wurden grundsatzlich, nach Entnahme des
Mediums und Ausspulen des Restmediums mit erwarmten PBS und mit
Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturflaschen abgelost, in Zellmedium
resuspendiert und durch Zentrifugation (350 x g, 6 min, 20°C) sedimentiert. Die
primaren Zelllinien BMM und PEC wurden in unbeschichtete Zellkulturflaschen
oder sterile 9 mm-Petrischalen (Sterilin) ausgesat und nach Abnahme des
Mediums mit kaltem 2 mM EDTA in PBS abgelst.

2.2.3.1 Quantifizierung vitaler Zellen

Zur Bestimmung der Zelldichte (Zellen/ ml) und der Vitalitat der Zellen wurde der
Trypanblautest nach einer modifizierten Methode von Phillips und Terryberry [178]
durchgefuhrt.

Hierbei wurde ein Volumenteil der Zellsuspension mit 0,1 % Trypanblau in PBS
1:2 verdunnt, 2 min inkubiert und innerhalb von 10 min mit einer Neubauer
Zahlkammer unter einem Durchlichtmikroskop ausgezahlt. Tote Zellen farbten sich

wesentlich schneller als lebende blau.
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2.2.3.2 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen und Bakterien

A.) Eukaryotische Zellen

Zur Konservierung von Zellen wurde eine in Medium kultivierte Zellsuspension
zentrifugiert (350 x g, 6 min, 20°C). Das Zellsediment wurde auf Eis mit 900 ul
zellspezifischem Medium (4°C) resuspendiert, mit 900 pyl Einfriermedium (4°C)
versetzt, in ein 1,8 ml Einfrierrohrchen (Nunc) uberfuhrt, langsam auf -80°C
heruntergekuhlt und nach 1d bis 7 d in einen Stickstoff-Lagerbehalter (Biosafe,
Cryotherm) fur eine Langzeitlagerung bei -196°C in flissigem N, Uberfuhrt.

Da das DMSO des Einfriermediums zellschadigend ist, wurde auf ein zlgiges
Auftauen geachtet. Hierfur wurden die gefrorenen Zellen schnell bei 37°C in einem
Wasserbad aufgetaut, sofort in 10 ml zellspezifisches Medium (4°C) uberfuhrt und

zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in dem Medium resuspendiert und kultiviert.

B.) E. coli

Zur Langzeitlagerung von E. coli-Stammen wurde ein Glycerolkultur hergestellt.
Herzu wurde eine Kolonie des betreffenden E. coli Stammes in 500 pl
1,5 % Bacto-Pepton geldst und anschlieRend 500 ul 87 % Glycerol zugegeben,
gemischt und bei -80°C gelagert.

Zur Wiederverwendung wurde direkt mit einer sterilen Ose Material aus der
Glycerolkultur entnommen. Die E. coli Kultur wurde dann entweder auf festen oder

in flussigen Nahrmedien ausgebracht.

2.2.4 Herstellung der Virenstammlosung

Ex vivo hergestellte Virenstammldésungen wie beispielsweise MCMV aus den
Speicheldrisen infizierter Mause haben eine hohere Virulenz, sind aber vor allem
nicht angepasst an ein bestimmtes in vitro System.

Eine Attenuierung bedeutet den Verlust wesentlicher Pathogenitatsfaktoren des
Virus, da in der Zellkultur kein Selektionsdruck durch das Immunsystem ausgetibt

wird.
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Um die Virulenz eines Virusstocks zu erhalten, wurde zur Herstellung einer
Virusstammlosung aus der Zellkultur daher von einer ex vivo gewonnenen

Virusstammlésung aus der Speicheldrise ausgegangen.

2.2.4.1 Herstellung einer Speicheldriisenstammlésung

Zur Herstellung ein einer Speicheldrisenstammlosung, als Ausgangslosung far
die Generierung von Zellkulturstammlosungen wurden BALB/c Mause
intraperitoneal mit 10* pfu des MCMV-GFP Smith Stamm infiziert. Vierzehn Tage
nach der Infektion wurden die Speicheldrisen der Tiere entnommen, zerkleinert
und in 3ml D-MEM/ 10 % FKS mit einem Douncer (Wheaton, USA)
homogenisiert. Das Homogenat wurde zentrifugiert (950 x g, 10 min, 4°C), der
Uberstand abgenommen und aufbewahrt (4°C), das verbliebene Sediment wurde
in 3 ml D-MEM/ 10 % FKS resuspendiert und erneut im Douncer aufgeschlossen.
Das Homogenat wurde wieder zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen
und mit dem aufbewahrten Uberstand des ersten Zentrifugationsschrittes
vereinigt. Die vereinigten Uberstdnde wurden durch ein Sieb (Durchmesser
70 um) gegeben, gut gemischt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlie3end aliquotiert bei -80°C aufbewahrt [179].

2.2.4.2 Herstellung und Aufreinigung einer Virenstammlésung aus einer
3T12-Kultur

Zur Herstellung einer Virenstammlosung aus der Zellkultur wurden 3T12-Zellen in
175 cm? Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % expandiert und mit
MCMV aus der Speicheldrisen-Stammlosung (auller bei den MCMV
Deletionsmutanten) mit einer moi von ca. 0,01 - 0,05 in 4 - 5 ml 3T12 Medium mit
lediglich 2 % NKS infiziert. Hierzu wurden mit diesem Minimalvolumen die
Zellkulturflaschen alle 15 min kurz geschwenkt und zur gleichmafigen Benetzung
in einer anderen Orientierung zuruck in den Brutschrank gestellt. Nach 1,5 h
wurde jede Zellkulturflasche mit ca. 25 ml 3T12/ 2 % NKS Medium aufgefullt.

Sobald ein maximaler zytopathischer Effekt der Virusinfektion auf die Zellen zu
beobachten war (nach 5 bis 7 Tagen), wurden die verbliebenen Zellen mit einem
Zellschaber abgenommen und inklusive Medium in 500 ml

Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt und zentrifugiert (6000 x g, 20 min, 4°C).
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Alle weiteren Arbeiten erfolgten auf Eis. Der Uberstand wurde bis auf ca. 5 ml
entnommen und in neue Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt und diese bei 4°C
aufbewahrt. Das Sediment wurde in den verbliebenen 5 ml Medium resuspendiert,
in einem Douncer homogenisiert und erneut zentrifugiert (17000 x g, 20 min, 4°C).
Der Uberstand wurde mit dem gelagerten Uberstand der ersten Zentrifugation
vereinigt und zentrifugiert (27000 x g, 3 h, 4°C). Der erhaltene Uberstand wurde
bis auf ca. 6 ml verworfen. Das Sediment wurde bedeckt vom restlichen
Uberstand Uber Nacht auf Eis im Kiihlraum gelagert. Am nachsten Tag wurde das
Sediment mit dem verbliebenen Uberstand im Douncer resuspendiert. Die
erhaltene Suspension wurde in Polyallomerréhrchen auf 15 % Sucrose/ VBS-
Puffer geschichtet und in der Ultrazentrifuge zentrifugiert (131000 x g, 1,5 h, 4°C).
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Virussediment in
VBS-Puffer resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert [180].

2.2.5 Titration der Virenstammldésungen mittels Plaque-Assay

Zur Berechnung der plaque forming unit (pfu) der Virenstammlosungen wurden
diese auf 3T12 Zellen titriert. In einer 48-Kavitaten-Platte wurden 3T12-Zellen
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von ca. 90 % expandiert. Je 450 pl einer
Verdunnungsreihe (in  Triplikaten) der Virenstammlosung, verdunnt in
3T12/ 2 % NKS-Medium, wurden zu den Zellen gegeben. Die Infektion erfolgte
durch zweimalige Zentrifugation in einem Ausschwingrotor (300 x g, 15 min, 4°C)
der Platten, wobei zum zweiten Durchlauf die Platten um 180° horizontal gedreht
wurden. AnschlieBend wurden die Platten fir 2 h im Brutschrank inkubiert und
nachfolgend der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden daraufhin mit ca. 250
Methylzellulose-Medium Uberschichtet. Nach vier bis funf Tagen erfolgte die
Auszahlung der gebildeten Plaques unter dem Mikroskop (im Fall von MCMV-GFP

unter dem Fluoreszenzmikroskop).
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2.2.6 In vitro Infektion

Zur in vitro Infektion wurden abhangig von den verwendeten Zellkulturflaschen und
Zellkulturplatten zwei verschiedene Strategien verwendet. Infektionen in
Zellkulturflaschen wurden 1,5 Stunden mit Minimalvolumen im Brutschrank bei
15-minltiger Anderung der Orientierung inkubiert und abschlieRend mit
zellspezifischem Medium aufgefulit.

Infektionen in Zellkulturplatten wurden durch zweimaliges Zentrifugieren im
Ausschwingrotor (300 x g, 30 min, 4°C) mit Anderung der horizontalen
Orientierung um 180° durchgefuhrt. Bei allen Zellen, auRer den PEC und BMM,
enthielt das Medium lediglich 2 % Serum, um eine weitere Expansion der Zellen

ZU minimieren.

2.2.7 In vitro Stimulation

Die Zellen wurden mit verschiedenen Agenzien stimuliert. Die Stimulation erfolgte
stets direkt im Zellkulturmedium, die verwendeten finalen Konzentrationen der
einzelnen Agenzien sind in nachfolgender Tabelle 2.14 aufgefuhrt. Alle Zytokine
und Wachstumsfaktoren sind laut Herstellerangaben murine, rekombinant

hergestellte Proteine.

Tabelle 2.14: Auflistung der verwendeten Stimulanzen, Zytokine und Wachstumsfaktoren

Agens finale Konzentration  Hersteller Kat.Nr.

CpG 20 pg/mi Coley Pharmaceutical Group  #10103
IFN-B 100 U/ml R&D Systems #12400-1
IFN-y 20 pg/ml R&D Systems #485-MI-100
Loxoribin 100 pg/mi Invivogen #tlrl-lox

LPS 0O55:B5 2 pg/ml Sigma-Aldrich #6529
(E.coli)

M-CSF 100 ng/mi R&D Systems #416-ML-050
PGN 10 pg/ml Invivogen #tlrl-pgnsa
(S. aureus)

polyl:C 25 ug/ml Invivogen #tlrl-pic
TNF-a 10 ng/ml Peprotech Inc. #315-01A
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2.2.8 Kopplung von Antikorpern mit Digoxigenin

Zum Einsatz kommerzieller polyklonaler Antikorper gegen die Chemokine MIP-1a,
MIP-18 und RANTES wurden diese mit Digoxigenin gekoppelt. Die Prozedur
erfolgte modifiziert nach der von J.W. Goding beschriebenen Methode [181].
Verwendet wurde Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocapronsaure-N-
hydroxysuccinimidester (Dig-NHS, MW=658,8 g/mol), von dem 5g in 566 pl
wasserfreiem DMSO (13,4 mM, Dig-NHS-Stammlosung) gelost und aliquotiert
wurden. Die kovalente Bindung zwischen Antikdrper und Digoxigenin kommt durch
einen nukleophilen Angriff einer primaren Aminogruppe des zu koppelnden
Antikérpers auf den Carbonyl-Kohlenstoff des Aminocapronsaureesters unter
Abgang des Succinimids zustande. 50 yg des lyophilisierten, kommerziellen
Antikorpers wurde in 100 pl Boratpuffer geldst. Hinzugefligt wurden 1,25 ul der
Dig-NHS Stammldsung, was einem molaren Kopplungsverhaltnis zwischen
polyklonalen Antikérper und Dig-NHS von 1:50 entsprach. Diese Mischung wurde
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde jeweils
eine Sephadex G-25 Gelfitrationssaule mit 3 x 5 ml PBS aquilibriert. Anschlielend
wurden zur Erhéhung des Volumens weitere 100 yl des Boratpuffers zur
Antikérper-Dig-NHS Mischung zugegeben und auf die Saule aufgetragen. Das
Eluat wurde in 200 pl Schritten aufgefangen und je 5 pl wurden davon mit 5 pl des
BioRad Reagenz aus dem BioRad Protein Assay auf einem Parafilm getropft und
gemischt. Alle 200 ul Fraktionen wurden zusammengefasst, die einen blaulichen
Farbumschlag zeigten, welcher ein Mall flir den Proteingehalt ist. Zur
Stabilisierung der Proteinlosung wurde schlieBlich eine 10 %ige BSA-LOsung im
Verhaltnis 1:50 zugegeben [182]. Die gekoppelten Antikorper wurden
abschlieRend im Durchflusszytometer (iFACS) titriet um die optimale
Konzentration fur eine Farbung zu bestimmen, dann passend aliquotiert und im

Kuhlschrank gelagert.
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2.2.9 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence activated cell sorting) [183]
kann das Vorhandensein von Antigenen auf Einzelzellebene gemessen werden
und zwar grundsatzlich sobald ein antigenspezifische Antikdrper vorliegt, der mit
einem zweiten beispielsweise spezies- oder isotypspezifischen
fluoreszenzmarkierten Antikorper nachgewiesen werden kann [184], [185], [186].
Um mehrere Antigene in oder auf der Oberflache einer Zelle nachzuweisen,
konnen diese Antikdrper auch direkt mit Fluorochromen oder Pigmenten, die
chromophore Gruppen enthalten, konjugiert werden.

Der Typ des Fluorochroms, genauer die spezifische Absorbtions- und
Emissionsswellenlange, der zum Einsatz kommen kann, sowie die Anzahl der
gleichzeitig einsetzbaren verschiedenen Fluorochrome ist abhangig von der
Ausstattung des Durchflusszytometers. Alle Antikdérper wurden vor der
Verwendung auf jeweils 5 x 10° Zellen titriert, um durch den Einsatz der richtigen
Konzentration optimale Farbeergebnisse zu erlangen. Um die Spezifitat der
Antikdrperbindung an sein Antigen zu Uberprufen, kann die Farbung des Antigens
mit dem Fluorochrom gekoppelten Antikrper durch Vorinkubation mit demselben
ungekoppelten Antikorper blockiert werden. Hierfiur wurden die Zellen mindestens
5min mit dem ungekoppelten Antikérper im 100 fachen Uberschuss zum
gekoppelten Antikorper vorinkubiert.

Eine andere Moglichkeit ist die so genannte ,kalte Blockade®, bei der der zu
Uberprifende Antikdrper mit seinem Idslichen, beispielsweise rekombinanten,
Antigen vorinkubiert und damit die Bindungsstelle spezifisch blockiert wird.

Eine weitere notwendige Uberpriifung der Spezifitit des einzusetzenden
monoklonalen Antikdrpers ist die Verwendung von Isotypkontrollen, also der
Einsatz von Antikérpern gleichen Isotyps und aus der gleichen Spezies
stammend, die in oder auf den Zellen keine Epitope erkennen. Zusatzlich ist zu
beachten, dass vor allem Zellen des Immunsystems, insbesondere B-Zellen, aber
auch Makrophagen Uber verschiedene Fc-Rezeptoren verfigen. Diese binden
unspezifisch Antikdrper Uber deren konservierten Fc-Teil. Aus diesem Grund
werden diese Zellen vor der Antikorperinkubation mit einer Fc-Blockierungslosung

vorinkubiert.
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2.2.9.1 Durchflusszytometrische Messung von Oberflachenmarkern

Die durchflusszytometrische Farbung von Oberflachenmarkern auf lebenden
Zellen erfolgte grundsatzlich auf Eis. Sobald Antikdrper eingesetzt wurden, die mit
einem Fluorochrom konjugiert waren, wurde darauf geachtet das so wenig wie
moglich Licht die Proben erreichen konnte. Durch die Energieaufnahme des
Chromophors und durch Reaktion der Doppelbindungen des konjugierten
-Systems mit anderen Molekulen neigt ein Grofdteil der Fluorochrome dazu
»=auszubleichen®.

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung einer bestimmten Proteinexpression
auf der Oberfliche von Zellen wurden bis zu 1 x 10° Zellen in die Kavitat einer
96-Kavitaten-Platte mit Rundboden zentrifugiert (350 x g, 5 min, 4°C).

Zwischen allen Schritten zur Bindung der eingesetzten Antikorper wurden die
Zellen zweimal mit FACS-PBS gespllt und wieder abzentrifugiert. Zur Blockade
von unspezifischen Bindungen der Antikérper an vorhandene Fc-Rezeptoren der
Zelle wurden die Zellen 20 min mit einer Fc-block Losung inkubiert. Anschliel3end
folgten die Inkubationen mit den antigenspezifischen Antikorpern (je 20 min). Nach
dem Abschluss aller Inkubationsschritte wurden die Zellen in 200 yl FACS-PBS
resuspendiert und in spezielle Réhrchen (cluster tubes) Gberfuhrt. Diese Réhrchen
wurden in die passenden Tragerrohrchen gestellt. Da die Antikdrper auch
unspezifisch an tote Zellen binden konnen, wurden die Proben kurz vor der
Messung mit Propidiumjodidldsung (PI) versetzt. Propidiumjodid interkaliert in die
bei toten Zellen zugangliche DNA und hat ein typisches Emissionsspektrum im
Bereich von 675 nm. Die Messungen erfolgten bei bis zu zwei verschiedenen
Fluorochromen mit dem FACS Calibur im Fluoreszenzkanal (FL) 1 mit GFP oder
FITC und im FL4 mit A647, APC oder Cy5, sowie Pl im FL3 [187]. Bei Messungen
mit mehr als zwei Fluorochromen erfolgte die Messung im LSRII. Die Auswertung
erfolgte in beiden Fallen mit der Software FlowJo in regelmaRig aktualisierten
Versionen. Hierbei wurde neben der Darstellung zweier Fluoreszenzkanale
gegeneinander in einem 2-dimensionalen Streudiagramm auch die softwareeigene

Berechnung des geometrischen Mittels der Fluoreszenzintensitat verwendet.
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2.2.9.2 Durchflusszytometrische Messung von intrazelluldren Marken

Die Messung von intrazellularen Zytokinen und Chemokinen unterscheidet sich
von der Durchfuhrung im Vergleich zur Messung der Oberflachenmarker nur in
wenigen grundlegenden Schritten in der Durchfihrung der Probenaufbereitung
[188], [189].

Zum Einen wurde 3 h vor Ende einer Stimulation oder Infektion der Zellen in vitro
die Sekretion der produzierten Zytokine und Chemokine durch die Zugabe von
Brefeldin A (2 ug/ ml in DMSOQO) blockiert. Brefeldin A (aus Eupenicillium
brefeldianum) greift reversibel in den Mechanismus, der zur Trennung des
Golgi-Apparates vom Endoplasmatischen Retikulum flhrt, in Saugetierzellen ein
und hemmt dadurch den intrazellularen Proteintransport und die damit
verbundenen Sekretion der Proteine [190], [191].

Zum Anderen wurden die Zellen unmittelbar nach der Ernte mit 2 % Formaldehyd
20 min bei Raumtemperatur fixiert. AulRerdem wurde das zum Spulen und zur
Inkubation mit den Antikorpern verwendete FACS-PBS mit 1 % Saponin versetzt.
Das Detergenz Saponin permeabilisiert reversibel die Zellmembranen der fixierten
Zellen, so dass die Antikdrper in diese diffundieren konnen [192]. Ab den Zeitpunkt
der Fixierung war es nicht mehr notwendig, die weiteren Schritte der
Antikorperinkubation auf Eis durchzufuhren.

Eine gleichzeitig zur intrazellularen Farbung durchgefuhrte Oberflachenfarbung
wurde anhangig von der Sensibilitat der Oberflachenepitope oder der
Fluorochrome gegenuber der Formaldehydfixierung vor oder nach der Fixierung
durchgefuhrt.

Die Sensibilitat wurde in Vorversuchen ermittelt, die Daten werden in dieser Arbeit

nicht gezeigt.

2.2.10 Phagozytoseassay

Zur Uberprifung der Phagozytosefahigkeit der BMM wurde Dextran-FITC
(40 kDa) verwendet. Dextran-FITC (40 kDa) wird Uber den Rezeptor SIGNR3
phagozytiert [30]. Dem Zellmedium der BMM wurden in einer Endkonzentration
von 10 pg/ ml Dextran-FITC (gelost in PBS) zugegeben und die Zellen wurden
damit 2 h inkubiert.
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Neben unbehandelten BMM wurden 24 h sowie 48 h mit LPS voraktivierte Zellen
und voraktivierte und nachtraglich 24 h vollstandig mit MCMV infizierte Zellen
verwendet. Die Inkubation mit Dextran-FITC erfolgte parallel jeweils bei 37°C oder
4°C in Duplikaten.

Nach dem Ende der Inkubation mit Dextran-FITC wurden die Zellen zur
Unterbrechung der Phagozytose mit kaltem FACS-PBS gespult. Ab diesem
Zeitpunkt wurden die Zellen standig auf Eis bearbeitet. Nach dem Ablosen der
Zellen wurde eine Halfte sofort und lebendig zur Detektion von aufgenommenen
Dextran-FITC durchflusszytometrisch vermessen (entsprechend dem Protokoll fur
die Oberflachenmarker, s.o0.). Die andere Halfte wurde entsprechend dem
Protokoll fur die Detektion von intrazellularen Markern bearbeitet, um die
Infektionseffizienz zu Uberprifen. Die Infektionseffizienz wurde durch den
Nachweis des MCMV-Proteins pp89 durch Verwendung des Croma101-Cy5
Antikérpers durch eine intrazellulare Durchflusszytometrie nachgewiesen. Die
Trennung der durchflusszytometrischen Analysen war erforderlich, da das

aufgenommene Dextran-FITC nicht fixierungsresistent war.

2.2.11 ELISA

In dieser Arbeit wurde ein ELISA-Kit der Firma Biosource zur Detektion von
MIP-1a in Zelliberstanden verwendet. Die Zelliberstande sind mit denen, die fur
weitere Messung mit dem Bioplex System verwendet wurden identisch. Die
MIP-1a Detektion diente als Vortest. Der ELISA wurde wie vom Protokoll des
Herstellers gefordert durchgefuhrt. Als Leerkontrolle fand das zellspezifische

Medium Verwendung.

2.212 Bioplex-System (Cytometric bead assay)

Das Bioplex-System der Firma BioRad basiert auf der xMAP-Technologie der
Firma Luminex (Austin, TX, USA). Diese Technologie basiert wiederum auf
verschiedenartig fluoreszenzmarkierten Polystyrenkugeln (beads) mit einem
Durchmesser von 5,5 pum. Die Kugeln sind intern mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen in verschiedenen Mischungsverhaltnissen gefarbt, daraus
ergeben sich verschieden Kugelklassen. Jede Kugelklasse dient als Trager eines

antigenspezifischen Antikorpers (Fangerantikorper).
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Zur Detektion des ,eingefangenen® Antigens, beispielsweise des Zytokins, wird ein
weiterer antigenspezifischer, biotinylierter Antikorper (Detektionsantikorper), der
ein anderes Epitop des Antigens erkennt, verwendet. Der Detektionsantikorper
wird  wiederum mit  Phycoerythrin-gekoppeltem  Streptavidin  (SA-PE,
Reporterfarbstoff) nachgewiesen. Das Bioplex-System ist prinzipiell eine
modifizierte Durchflusszytometrie, die anstelle von Zellen die genannten
Polystyrenkugeln misst. Zum Einsatz kommen zwei unterschiedliche Laser, die
gleichzeitig zwei Messungen ermdoglichen. Ein 635 nm Laser regt die
Fluorochrome der antigenspezifischen Kugeln an, die sich durch das spezifische
Mischungsverhaltnis der Fluorochrome unterscheiden lassen. Der zweite 523 nm
Laser regt das Phycoerythrin an, wodurch einer bestimmten, detektierten und
antigenspezifischen Kugelklasse der korrespondierende DetektionsantikGrper
zugewiesen werden kann. Durch standardisierte Antikdrperkonzentrationen, die
innerhalb eines Versuches als Standardreihe dienen, kann zusatzlich die
Konzentration eines Antigens in der Probe bestimmt werden.

Verwendet wurden x-Plex Assay Kits fur murine Zytokine, die entsprechend den
Herstellerangaben kombiniert wurden. Die einzelnen gemessenen Zytokine,

Chemokine und Wachstumsfaktoren sind in nachfolgender Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 2.15: Auflistung der gemessenen murinen, 16slichen
Mediatoren im Bioplex-System

Zytokine Chemokine Wachstumsfaktoren
IL-1B MCP-1 FGF-basic

IL-2 MIP-1a LIF

IL-4 MIP-1B M-CSF

IL-6 RANTES VEGF

IL-12 (p70) MIP-2 PDGF-BB

IL-15 MIG

IL-18 KC

TNF-a

IFN-y

Die weitere Vorgehensweise entsprach dem Protokoll des Herstellers. Gemessen
wurde der sterilfiltrierte und bei -80°C gelagerte Uberstand von stimulierten
und/ oder infizierten Zellen. Als Leerkontrolle wurde das entsprechende

Zellmedium verwendet.
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2.213 Klonierungen

Zur Quantifizierung der Chemokin- bzw. Zytokintranskripte und der
TLR4-Transkripte in der quantitativen real time PCR war es notwendig, Vektoren
herzustellen oder zu erwerben, in die die entsprechende spezifische Sequenz
inseriert war.

Die Vorgehensweisen entsprachen, wenn nicht anders beschrieben, den Angaben
des Herstellers. Vektorkarten befinden sich im Anhang.

A.) Klonierung von MIP-13 und RANTES in pBlueskript SK+

Ausgehend von Gesamt-RNA, gewonnen aus LPS aktivierten BMM von C57BL/6
Mausen und durch Verwendung des RNeasy mini kit, wurde cDNA durch eine
reverse Transkriptionsreaktion mit oligo-dT Primern unter Benutzung des reverse
transcription system hergestellt. Anhand der untenstehenden Primer (Tabelle
2.16) wurde durch eine PCR-Reaktion ein Teil der chemokin- bzw.
zytokinspezifischen Sequenz amplifizert und dabei Restriktionsschnittstellen flr
die Restiktionsenzyme BamHI und EcoRI angeflgt. Die PCR-Produkte wurden
durch eine Gelextraktion mit dem QIAquick gel extraction kit isoliert und
aufgereinigt. Diese PCR-Produkte wurden mit den genannten
Restriktionsenzymen entsprechend den Herstellerangaben verdaut und jeweils in
den gleichfalls verdauten Vektor pBlueskript SK+ mit einer T4 Ligase eingefligt
[193]. Die Ligation fand Gber Nacht bei 7°C statt.

2 ul der Ligationsansatze wurden ebenfalls entsprechend Herstellerangaben zu
den chemisch kompetenten E. coli TOP10 gegeben und die Bakterien durch einen
Hitzeschock transformiert [194]. Selektioniert wurden die Transformanten Uber die
durch den Vektor vermittelte Ampicillinresistenz. Durch eine Kolonie-PCR mit den
vektorspezifischen T3- und T7-Primern wurde die erfolgreiche Transformation
einzelner Klone Uberpruft. Chemokin- bzw. zytokinpositive Klone wurden am
Robert Koch-Institut sequenziert. Erfolgreich sequenzierte Klone wurden zur
Isolierung der chemokin- bzw. zytokinkodierenden Vektoren vermehrt. Die
Vektoren wurden durch eine Plasmidpraparation mit dem Plasmid midi kit

gewonnen und aufgereinigt.
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Die Konzentration der Vektoren wurde photometrisch im NanoDrop bestimmt und
anhand dieser Konzentration und der errechneten Molmasse (inklusive Insert) des

jeweiligen Vektors konnte die Anzahl der Kopien je Mikroliter bestimmt werden.

B.) MIP-1a

Der Vektor pBlueskript SK- mit der MIP-1a Sequenz wurde als .M.A.G.E. Klon
von Invitrogen erworben. Der Vektor und die Sequenz wurden durch
Restriktionsverdau und Sequenzierung Uberprift. Analog zur Herstellung der
anderen Vektoren wurde die Transformanten vermehrt und der Vektor

aufgereinigt.

C.) B-Aktin

Der Vektor, der die murine B-Aktinsequenz tragt, wurde von Herrn Dr. Ellerbrock

aus dem Robert Koch-Institut zur Verfugung gestellt.

D.) TLR4

Der TLR4-tragende Vektor stammt von der Firma Invivogen (Expressionsvektor
pDUO-mTLR4/mMD2). Dieser Vektor vermittelt eine Blasticidinresistenz. Das
blasticidinhaltige Selektionsmedium fir Agarplatten und Fllissigmedium stammte

ebenfalls von der Firma Invivogen.

2.2.14 Real time PCR

Die Proben fiir die real time PCR wurden aus mindestens 2 x 10° BMM aus
C57BL/6 Mausen vorbereitet. Die Frequenz infizierter (GFP*) Zellen bzw.
chemokinproduzierender Zellen wurde auf Proteinebene in einem Teil der
behandelten Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Gesamt-RNA wurde
unter Verwendung des RNeasy Kit der Firma Qiagen gewonnen. Die
Konzentration der RNA und deren Integritdt wurden im Bioanalyzer (RNA Nano

Chip) und mit dem Nanodrop bestimmt.

65173



Material und Methoden

Die cDNA wurde durch oligo-dT Primer bei IL-18 und den Chemokinen sowie
durch Zufallsprimer fur den TLR4 mit dem reverse transcription system hergestellit.
Als Negativkontrolle fur die Messung der TLR4-Transkripte wurden BMM von
C57BL/6  TLRA4-defizienten = Mausen verwendet. Die Messung der
B-Aktin-Transkripte erfolgte zur Normalisierung der Proben zueinander. Fur die
Chemokine, TLR4 und B-Aktin wurden genspezifische Primer und Sonden mit dem
Programm PrimerExpress ermittelt und bei der Firma TibMolBiol (Berlin) bestellt.
Die realtime PCR wurde mit dem Absolute QPCR Rox Mix nach
Herstellerangaben ausgefuhrt. Die Detektion der Amplifikation erfolgte Uber eine
Sonde mit FAM-TAMRA, wobei TAMRA der Quencher und FAM der Reporter ist.
Solange der Quencher in raumlicher Nahe zum Reporter steht, wird dieser keine
Quanten emittieren. Durch die 3 Exonukleaseaktivitat der verwendeten
Tag-Polymerase wird die an der homologen Sequenz zwischen den Primern
gebundene Sonde abgebaut, dadurch wird der Reporter vom Einfluss des
Quenchers befreit und kann angeregt durch einen Laser mit der Wellenlange A =
494 nm, Quanten mit der Wellenlange A = 518 nm emittieren. Diese Emission wird
gemessen und ist ein Mal} flr die Anzahl der entstehenden Amplika und damit far

die Anzahl der gesuchten ursprunglichen Transkripte.

Tabelle 2.16: Auflistung der verwendeten Klonierungs- und PCR-Primer

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz 5 — 3’ Richtung Verwendung
MIP1aTag-for TTT TGA AAC CAG CAG CCT TTG RT-PCR
MIP1aTag-pro 6FAM-TCC CAG CCA GGT GTC ATT TTC CTG AXT RT-PCR (Sonde)
MIP1aTag-rev TTG GAG TCA GCG CAG ATC TG RT-PCR
MIP-1B3/BamH for TGC GGA TCC-AGC TCT GTG CAAACC TAACC PCR
MIP-1B/EcoR rev ?gg GAA TTC-ACA ATA GCA GAG TTT CAG CAA PCR

MIP1B-pro ?(I_:I_AM-CAG ATC TGT GCT AAC CCC AGT GAG CCC RT-PCR (Sonde)
MIP1BTag-for TCC AAG CCAGCT GTGGTATTC RT-PCR
MIP1BTag-rev GTT CAA CTC CAA GTC ACT CAT GTACTC RT-PCR

pJetfor GCC TGAACACCATATCCATCC Seq.-PCR
pJetrev GCA GCT GAG AAT ATT GTAGGA GAT C Seq.-PCR
RANTaq-for TCCAATCTTGCAGTCGTGTITG RT-PCR
RANTag-pro ?(l_:rAM-TGC CAA CCC AGA GAA GAA GTG GGT TCA RT-PCR (Sonde)
RANTag-rev CAA GAAACCCTC TAT CCTAGC TCATC RT-PCR

RANTES/BamH for TGC GGA TCC-GCG GGT ACC ATG AAGATCTCTG  PCR
RANTES/EcoR rev CCG GAA TTC-AAT GCT GAT TTC TTGGGTTTC G pcRr
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Primerbezeichnung Nukleotidsequenz 5 — 3’ Richtung Verwendung

T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG Seq.-PCR

T7 TAA TAC GAC TCA CTATAG GG Seq.-PCR

TLR4 for TGT AGC CAT TGC TGC CAA CA RT-PCR

TLR4 probe 6FAM-AAC ATG GCA GTT TCT GAG CAG CCG CXT RT-PCR (Sonde)
TLRA4 rev CCT CCC ATT CCA GGT AGG TGT RT-PCR
BAktinTag-for TCACCCACACTGTGC CCATCTACGA RT-PCR
BAktinTag-pro 6FAM-TAT GCT CXT CCC TCACGC CAGCCTGCGT RT-PCR (Sonde)
BAktinTag-rev GGA TGC CAC AGG ATT CCATAC CCA RT-PCR

X = Position von TAMRA, Fettdruck = Restriktionsschnittstelle, Seq.-PCR = Sequenzier-PCR

2.2.15 Konfokale Laserscanmikroskopie (cLSM)

Die Detektion der TLR4-Expression auf Knochenmarksmakrophagen wurde mit
einem Tyramide Signal Amplification (TSA) Kit durchgefuhrt [195]. Die TSA ist
eine Methode, bei der durch das Enzym horseradish peroxidase (HRP), das an
einen sekundaren Antikdrper konjugiert ist, multiple Kopien von farbstofftragenden
Tyramidderivaten aktiviert werden, wodurch kurzlebige Tyramidradikale in
unmittelbarer Nahe zur Bindungsstelle des primaren Antikdrpers an nukleophile
Reste gebunden werden [196]. Dadurch wird eine Signalverstarkung erreicht. Die
Zellen wurden lebend gefarbt (entsprechend der durchflusszytometrischen
Messung von Oberflachenmarkern) und als primarer Antikérper wurde MTS510-
bio verwendet. Der Sekundarantikorper war Streptavidin-HRP und als Farbstoff,
der an das Tyramid gekoppelt ist, wurde Alexa555 gewahlt. Als Kontrollen wurden
Zellen von TLR4-defizienten Mausen und ein Antikdrperisotyp benutzt. Ungefahr
50 % der Knochenmarksmakrophagen wurden 24 h mit MCMV-GFP (moi = 0,02)
infiziert, nach der Farbung in 2 % Formaldehyd fixiert und die DNA mit dem DNA-
bindenden Farbstoff Toto-3 gegen gefarbt [197]. AnschlieRend wurden die Zellen
in Citifluor resuspendiert auf Objektrager aufgetragen und der Deckel an den
Randern zum Schutz vor Verdunstung mit Nagellack versiegelt. Die Messung

erfolgte an einem konfokalen Mikroskop der Firma Zeiss (LSM 510 Meta).

Tabelle 2.17: Filtereinstellung zur Messung am cLSM:

Farbstoff ~ AnregungA=nm  Emission A=nm  Filter

Alexab55 555 565 BP 560-615 nm
GFP 495 510/20 BP 505-530 nm
Toto-3 642 660 LP 650 nm

BP = Bandpass, LP = Longpass
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2.2.16 Transfektion von murinem TLR4

2.2.16.1 Herstellung eines TLR4-YFP- , eines YFP- und eines

MD2-Expressionsvektors

In allen im Folgenden beschriebenen Klonierungen wurde die cDNA vor dem
Restriktionsverdau durch Gelextraktion (QIAquick gel extraction kit, Qiagen)
aufgereinigt. Der DNA-Gehalt wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
A=260 nm (Nanodrop) bestimmt. Nach der Transformation von kompetenten
E. coli und deren Selektion auf Selektionsmedium wurde eine Kolonie-PCR mit
genspezifischen Primern (s. Tabelle 2.18) durchgefihrt. Positive E. coli-Klone
wurden in 5ml bzw. 25 ml LB/ Selektionsmedium vermehrt und die Vektoren
durch Plasmidpraparationen (Qiagen Plasmid Mini Kit bzw. Qiagen Plasmid Midi
Kit) entsprechend den Herstellerangaben gewonnen und aufgereinigt. Nach der
Uberprifung durch Sequenzanalysen im Sequenzierlabor des
Robert Koch-Instituts wurden Glycerolstocks von Einzelkolonien angefertigt und
bei -80°C gelagert.

A.) YFP-Expressionsvektor

Als Kontrollvektor fur die Transfektion des TLR4-YFP-Fusionsproteins wurde ein
YFP (yellow fluorescent protein)-Expressionsvektor hergestellt. Ausgehend von
dem Vektor pcDNA-YFP wurde durch eine PCR mit den Primern MetYFPsense
und YFPantisense ein YFP-Fragment mit flankierenden BamHI- und
Sall-Restriktionsschnittstellen  erzeugt.  Zusatzlich  wurde  Uber  den
MetYFPsense-Primer eine Kozaksequenz, ein nachfolgendes Startcodon und eine
Clal-Schnittstelle eingefugt. Der Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und
Sall des PCR-Fragmentes als auch des Expressionsvektors pMono-Blast
(Invivogen) ermdoglichte die nachfolgende unidirektionale Ligation mit einer
T4-Ligase (siehe Abbildung 2.1). Der Ligationsansatz wurde entsprechend den
Herstellerangaben in kompetente E. coli (TOP10, Invitrogen) transformiert und mit
Blasticidin selektioniert. Die blasticidinresistenten E.coli-Kolonien wurden durch
die Verwendung der Primer pMono-sense und pMono-antisense durch eine PCR

Uberprift.
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pcDNA-YFP < pcDNA | (YFP) | pcDNA >

.

!

MetYFP cDNA BamHI (MetYFP) Sall |
\\\ /’/
\\ BamHI/Sall Restriktion + Ligation ,/'
\\ ,/
R »
pMONO-MetYFP < pMONO-MCS | (MetYFP) | pMONO-MCS >

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Herstellung des YFP-Expressionsvektors
pMono-MetYFP. Verwendet wurden die Primer MetYFPsense und YFPantisense, die ausgehend
von dem Vektor pcDNA-YFP neben der Amplifikation von YFP die beschriebenen
Restriktionsschnittstellen, sowie Start-, Stoppcodon und die Kozaksequenz einfigten. Der
Zielvektor des MetYFP-Fragments war pMono-Blast.

B.) TLR4-YFP-Expressionsvektor

Zur Darstellung des TLR4 unabhangig von spezifischen Antikérpern in der
konfokalen Laserscanmikroskopie wurde ein Expressionsvektor mit murinen TLR4
an das Reporterprotein YFP gekoppelt.

Da im spateren Verlauf das dam-methylierungssensitive Enzym Clal verwendet
werden sollte und durch das unmittelbar vor der Clal-Erkennungssequenz
eingefuhrte Startcodon eine dam-Methylierungsstelle (GATC; methyliert wird das
Adenosin) erzeugt wurde?, wurde pMono-Met-YFP in einen nicht methylierenden
(dam’, dem) E. coli-Stamm (SCS110, Stratagene) transformiert.

Ausgehend von dem kommerziellen Vektor pDUO-mTLR4/mMD2 wurde mit
TLR4-spezifischen Primern, die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Clal und
BamHI (inklusive Startcodon und Kozaksequenz) einflgen, die TLR4-cDNA durch
eine PCR hergestellt. Zusatzlich wurde das Stoppcodon des TLR4-Gens durch
eine Uberbriickung mit dem Primer TLR4antisense entfernt.

AnschlieRend wurde die TLR4-cDNA und der Vektor pMono-MetYFP (siehe oben)
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Clal verdaut. Dieser Verdau entfernte
gleichzeitig das Startcodon von YFP (siehe Abbildung 2.2).

2 durch Verwendung des Primers MetYFPsense
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Der linearisierte Vektor und die TLR4-cDNA wurden mit einer T4-Ligase vereinigt.
Mit einem Teil des Ligationsansatzes wurden entsprechend den
Herstellerangaben kompetente E. coli (TOP10, Inivtrogen) transformiert. Die
Transformation wurde durch eine Kolonie-PCR mit den TLR4- und

YFP-spezifischen Primern Uberprift (s. Tabelle 2.18).

pDUO-mTLR4/mMD2 < pDUO | (mTLR4) [ (mMD2) | pDUO >

L

!

TLR4 cDNA BamHI - ATG (TLR4) Clal |
\\\ BamHlI/Clal Restriktion o
~ ~ - « - - - -
pMONO-MetYFP < pMONO-MCS | (MetYFP) pMONO-MCS >
I/ ’ \‘ Y
.’ Ligation A
ra N
PMONO-TLR4-YFP < pMONO-MCS | (TLR4 - YFP) pMONO-MCS >

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Herstellung des TLR4-YFP-Expressionsvektors
pMono-TLR4-YFP. Verwendet wurden die Primer TLR4sense und TLR4antisense, die ausgehend
von dem Vektor pDUO-mTLR4/mMD2 neben der Amplifikation von TLR4 die beschriebenen
Restriktionsschnittstellen, sowie Startcodon und die Kozaksequenz einfigten. Der Zielvektor des
TLR4-Fragments war pMono-MetYFP.
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Tabelle 2.18: Auflistung der verwendeten Klonierungs- und PCR-Primer

Primer

Nukleotidsequenz 5 — 3’ Richtung

MetYFPsense
(Kontrollplasmid)

TGC GGATCC T CCACC atg ATCGAT GTGAGCAAGGGCGAGGAGC

pMono-antisense
pMono-sense

GTGTTACCCCTCTAGACCTG
GCTTCTTAGCGGTTCAAAGG

TLR4antisense ATGC ATCGAT GGTCCAAGTT GCCGTTTC

TLR4sense TTAG GGATCC CCACC atg ATGCCTCCCT

YFPantisense AGTC GTCGAC cta GCATTTAGGTGACAC

YFPsense GTAC ATCGAT GTGAGCAAGG GCGAGGAG

MD2-for CTCGGGCTTCTTAGCGGTTC

MD2-rev CTGGAAAGACCAGGCGGAG

kursiv: Uberhdnge, die zur Bindung des Resiktionsenzyms notwendig sind, fett:
Erkennungsequenzen (inklusive Schnittstellen) der Restriktionsenzyme, unterstrichen:
Kozaksequenz, atg = Startcodon, cta = Stoppcodon

C.) MD2-Expressionsvektor

Zur  Darstellung  der  Oberflachenexpression  von  TLR4-YFP im

Durchflusszytometer war es durch die Verwendung des TLR4/MD2-spezifischen
neben der TLRA4-

YFP-Transfektion auch MD2 zu kotransfizieren. Aus diesem Grund wurde ein

Antikdrpers MTS510 der Firma eBioscience notwendig,

MD2-Expressionsvektor hergestellt.

Hierzu wurde aus dem kommerziellen Vektor pDUO-mTLR4/mMD2 das Gen fur
TLR4 mit den Restriktionsenzymen Nhel und Dralll ausgeschnitten und die
Nukleotide
T4-DNA-Polymerase aufgefullt (blunt ends). Nach der Aufreinigung der DNA

uberhangenden der Schnittstellen (sticky ends) mit einer
wurden anschlieBend die Enden wieder mit einer T4-Ligase zusammengefugt
(s. Abbildung 2.3). Ein Teil des Ligationsansatzes wurde wieder in E. coli TOP10
transformiert und die erhaltenen Klone anhand von MD2-spezifischen Primern
sowie mit TLR4-spezifischen Primern als Negativkontrolle (s. Tabelle 2.18) und
durch Sequenzierungen uberpriuft. Der Vektor bekam die Bezeichnung pDUO-

mMD2.
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Dralll Nhel

pDUO-mTLR4/mMD2 < pDUO | (mTLR4) [ (mMD2) | pbuo >

Dralll/Nhel Restriktion + SET
blunting + Religation ~__--~

e

K
pDUO-mMD2 < pbuo | (mMD2) | pDUO >

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Herstellung des MD2-Expressionsvektors pDUO-
MD2. Das TLR4-Gen wurde durch eine Restriktion mit den Enzymen Dralll und Nhel aus dem
Vektor pDUO-mTLR4/mMD2 ausgeschnitten. Die Uberhangenden 5-Enden nach dem Verdau
wurden mit einer T4-DNA-Polymerase aufgefullt und der linearisierte Vektor wurde anschlielend
wieder durch Ligation der Enden mit der T4-Ligase geschlossen.

2.2.17 Transfektionen

A.) Sensitivitatstest

Um nach einer erfolgreichen Transfektion die nicht transfizierten Zellen zu
entfernen, wurden Selektionsmedien abhangig von der vektorvermittelten
Resistenz  eingesetzt. Die letale  Konzentration des  verwendeten
Selektionsreagenz wurde zuvor durch eine Titration auf den zu transfizierenden
Zellen getestet.

Entsprechend den Herstellerangaben wurden Verdunnungsreihen des Reagenz in
zellspezifischem Medium zu den Zellen in 6-Kavitaten Zellkulturplatten gegeben.
Hierzu wurden in zwei Ansatzen jeweils 0,125 x 10° bzw. 0,25 x 10° Zellen je
Kavitat ausgesat. Die Zellen wurden daraufhin bis zum Eintritt des toxischen

Effektes des Reagenz beobachtet.

Tabelle 2.19: Ermittelte und eingesetzte
Konzentration des Antibiotikums Blasticidin

Zellspezies Endkonzentration
3T12 10 pg/ml
3T3 20 pg/ml
CHO 10 pg/ml
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B.) Durchfihrung der Transfektion

Transfiziert wurden die Zelllinien 3T3, 3T12 und CHO. Zur Transfektion wurden
zwei  verschiedene  kommerzielle  Transfektionsreagenzien  verwendet,
Lipofectamin und Fugene 6. Die Funktion von Lipofectamin beruht auf der der
Lipofektion, bei der die negativ geladenen Vektoren an positiv geladenen
Liposomen gebunden werden (kationische Lipide) und diese mit der Zellmembran
der Zielzelle fusionieren. Dadurch wird die genetische Information in das Innere
der Zelle eingeschleust. Fugene 6 ist eine nicht im Detail beschriebene,
proprietare Methode, die vermutlich auf kationischen Polymeren wie PEI
(Polyethylenimin) beruht, fur die auch der hohe Ethanolgehalt (~80 %) der Losung
spricht [198], [199].

Die Transfektionen fanden in 24-Kavitaten-Platten statt, direkt im spezifischen
Zellmedium ohne Antibiotikazusatz. Die weitere Durchfliihrung entsprach den
Herstellerangaben. Bei jeder neuen Etablierung einer Transfektion wurden
verschiedene Mischungsverhaltnisse von DNA zu Transfektionsreagenz parallel
getestet und das Mischungsverhaltnis, welches die hochste Transfektionseffizienz
ergab, wurde in Folgetransfektionen verwendet. 48 Stunden nach der Transfektion
wurde das Zellmedium ausgetauscht und durch das passende Selektionsmedium

ersetzt, welches die zuvor ermittelte Konzentration an Selektionsreagenz enthielt.

Zur Etablierung von stabil transfizierten Zelllinien wurden die transfizierten Zellen
soweit verdunnt und in eine 96-Kavitaten-Platte ausgesat, dass rechnerisch nur
eine Zelle in jede Kavitat gelangte. Unter standigem Selektionsdruck waren nur
erfolgreich transfizierte Zellen in der Lage, Kolonien zu bilden. Sobald diese
Kolonien eine >50 % Konfluenz erreicht hatten, wurden sie in Zellkulturplatten mit
der nachst grolleren Flache Uberfuhrt und ein Teil von I|hnen in der
Durchflusszytometrie auf das Vorhandensein und die Starke der Expression von
TLR4 Uberpriuft. Sobald die Anzahl der Zellen einer Kolonie die Flache von

6-Kavitaten Zellkulturplatten erreicht hatte, wurde ein Teil kryokonserviert.
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2.218 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Darstellung der TLR4-Expression in Abhangigkeit von einer Infektion mit
MCMV wurde ein Western Blot mit verschiedenen kommerziellen
TLR4-spezifischen Antikdrpern (siehe Tabelle 2.8) durchgeflhrt.

Aufgrund der verhaltnismaRig geringen Expression von TLR4 wurden hierzu
5x 10° Knochenmarksmakrophagen oder Peritoneale Exsudatzellen in
verschiedenen Lysepuffern lysiert und homogenisiert. Als Positivkontrolle diente
neben den Makrophagen aus der Maus auch stabile 3T3-TLR4- und
3T12-TLR4-Transfektanten, als Negativkontrolle wurden Makrophagen von
TLR4-defizienten Mausen, sowie 3T12 Zellen, welche Kkeine endogene
TLR4-Expression zeigen, verwendet. Zur Normalisierung wurde das konstitutiv
exprimierte B-Aktin dargestellt und als Nachweis der MCMV-Infektion das virale
Protein pp89.

Nach der Stimulation und/ oder Infektion der Zellen wurde ein geringer Telil
durchflusszytometrisch auf die erfolgreiche Infektion und die An- oder
Abwesenheit einer TLR4 Oberflachenexpression untersucht. Der andere Teil der
Zellen wurde auf Eis mit Lysepuffer mindestens 30 min schuttelnd lysiert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate wurde in Triplikaten mit dem
BCA Proteinassay  Kit  vorgenommen und mit  einem ELISA
Mikrotiterplattenphotometer (Tecan) vermessen. Die Menge an Zelllysat wurde so
angepasst, dass gleiche Proteinkonzentrationen fir die Gelelektrophorese
verwendet wurden, wahrend nicht sofort eingesetzte Lysate aliquotiert und bei
-80°C gelagert wurden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) modifiziert nach
Laemmli [200].

Die SDS-PAGE wurde mit dem Mini Protean Il System der Firma BioRad
durchgefuhrt und entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Zur
Auftrennung der Proteine wurden 6- bis 10-prozentige Trenngele und 3- bis
5-prozentige Sammelgele gegossen und dabei 1,5 mm Abstandshalter und
Kammdicken benutzt. Die Lysate wurden mit 4 x Probenpuffer versetzt und, aul3er
bei der Verwendung von Jodacetamid, 5 Minuten im Heizblock bei 95°C

denaturiert und auf Eis abgekuhilt.
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Zur Entfernung etwaiger Prazipitate wurden die Proben zentrifugiert (13000 x g,
1 min) und bis zu 35pul davon wurden in die Taschen des Sammelgels
aufgetragen. Zusatzlich wurde ein Proteinstandardmarker zur Grof3enbestimmung
verwendet.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte initial bei 50 V; nachdem die Lauffront der
Proteine das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Das

Gel wurde unmittelbar nach der Elektrophorese flr einen Immunoblot verwendet.

2.2.19 Immunoblot

Die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden in einem ,semi-
dry“Verfahren durch die Wirkung eines elektrischen Feldes senkrecht zum Gel auf
eine proteinbindende PVDF-Membran Ubertragen (western blot) [201], [202].
Verwendet wurde eine Blotapparatur der Firma Biometra. Die passend zum Gel
zurechtgeschnittene PVDF-Membran (PVDF-Membran Immobilon P, 0,45 um,
Millipore) wurde zuvor mit 10 % Methanol aktiviert und anschlieRend 20 min
schuttelnd mit Transferpuffer aquilibriert. Anschlie®end wurden das Gel und die
PVDF-Membran zwischen transferpufferbenetzten Filterpapieren (Whatmann
3MM) eingebettet und dieses Paket wurde zwischen die Graphitelektroden der
Blotapparatur gelegt. Der Transfer der 1,5 mm dicken Gele mit einer Flache von
43 cm? erfolgte bei 72 mA/Gel fiir 1 h.

Nach der Durchfihrung des Blots wurden potenziell unspezifische
Antikérperbindungstellen auf der Membran durch einen Blockadepuffer geblockt.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen des
primaren TLR4-spezifischen Antikorper in Blockadepuffer fur 1 h (RT) schuittelnd.
Danach folgten, wie nach jeder weiteren Inkubation, jeweils drei Waschschritte mit
Blockadepuffer flr je 5 min, ebenfalls schitteind. Der nachfolgende
Sekundarantikorper (goat aRabbit-HRP) wurde 30 min, bei RT und schuttelnd
inkubiert.

Die Membran wurde nun mit PBS-T gewaschen (6 x 5 min) und entsprechend den
Herstellerangaben das Substrat der ECL-Losung (Western Blotting Substrate)
umgesetzt. Nach dem Trocknen des Blots wurde dieser in Klarsichtfolie eingelegt
und durch Belichtung eines Kodak XOmatAR Films die durch den Antikorper

detektierten Proteine sichtbar gemacht.
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3 Ergebnisse

Das Murine Zytomegalievirus (MCMV) infiziert Monozyten und Makrophagen.
Infizierte Monozyten dienen dem Virus zur Verbreitung im Wirtsorganismus [87],
[203]. In Vorexperimenten unserer Arbeitsgruppe mit in vivo MCMV-Infektionen
ergab sich, dass am Tag 1-3 nach der MCMV-Infektion Makrophagen, im
Gegensatz zur bestehenden Theorie, nur unwesentlich Chemokine produzierten.
Als Hauptproduzenten der Chemokine wurden die NK-Zellen identifiziert. Damit
wurde die Frage aufgeworfen, inwieweit MCMV die Funktionen von Makrophagen
beeinflusst. In den folgenden Experimenten wurden daher murine
Knochenmarksmakrophagen (BMM) und Makrophagen aus dem Peritoneum
(Peritoneale Exsudatzellen, PEC) von C57BL/6-Mausen verwendet und der

Einfluss einer MCMV-Infektion auf die Funktionalitat dieser Zellen Gberpruft.

3.1 Charakterisierung von Knochenmarksmakrophagen (BMM) und
Peritonealen Exsudatzellen (PEC)

3.1.1 Expression von Oberflachenmarkern auf BMM

Vor der Verwendung der Zellen wurden diese auf die Expression verschiedener
Oberflachenmarker  hin  untersucht. Das  ermdglichte eine genaue
Charakterisierung und Differenzierung der Zellen.

Ein Groldteil aller Makrophagen ist Uber die konstitutive Expression der
Oberflachenmarker F4/80 (Emr1, Ly71) und CD11b (Integrin a, Mac-1,
CD11b/ CD18) definierbar. Anhand von durchflusszytometrischen Messungen
konnen diese und andere Oberflachenmarker zur Differenzierung der
Makrophagen gemessen werden. Hierzu wurden jeweils ca. 5x 10° Zellen mit
monoklonalen Antikérpern gegen CD11b bzw. F4/80 inkubiert. An beide
Antikorper waren Fluorochrome gekoppelt, die eine direkte
durchflusszytometrische Messung am (FACS Calibur, BD Bioscience)
ermdglichten. Zum Ausschluss von toten Zellen wurden die Zellen 10 min vor der
Messung mit Propidiumjodid versetzt. Propidiumjodid kann in die DNA von toten
Zellen interkalieren und besitzt ein spezifisches Emissionsspektrum bei der

Durchflusszytometrie.
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Der Hauptbestandteil (~ 95 %) aller durch M-CSF aus dem Knochenmark
proliferierten und differenzierten Knochenmarksmakrophagen sind F4/80-,
CD11b-positive (s. Abb. 3.1) und CD11c-negative Zellen (nicht gezeigt).

100 ] 0] Abb. 3.1: Expression von CD11b und F4/80
80| a0 auf Knochenmarksmakrophagen. Aus dem
o0 ] . Knochenmark von CS57BL/6-Mausen durch
rekombinantes  murines M-CSF  erzeugte
Knochenmarksmakrophagen. Oberflachenfar-
bung der lebenden Zellen und durchflusszyto-
e, e metrisch bestimmter Expression von F4/80 und

CD11b > F4/80 ——» CD11b. (schwarz = gefarbte Zellen, grau =

ungefarbte Zellen)

40 40

20 20

Neben diesen zur ldentifizierung verwendeten spezifischen Oberflachenmarkern
CD11b und F4/80 konnten weitere Marker dargestellt werden. Hierzu wurden
ebenfalls spezifische, monoklonale Antikorper verwendet, die entweder direkt an
Fluorochrome gekoppelt oder an Biotin gebunden waren. Biotin-gebundene
Antikorper wurden mit Streptavidin, an welches das Fluorochrom gekoppelt war,
detektiert. Knochenmarksmakrophagen exprimieren zusatzlich MHCI
(Histokompatibilitatskomplex Klasse 1, H2KP), CD14 (Rezeptor fiir den LPS-LBP
Komplex), CD29 (Integrin 1) und CD115 (M-CSF Rezeptor). Lediglich schwach
exprimiert waren dagegen die Kostimulatoren CD80 und CD86; MHCII
(Histokompatibilitatskomplex Klasse 2, H2°) und IL-10R (IL-10 Rezeptor) wurden
nicht exprimiert (s. Abb. 3.2).
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100 100 1 100

80 80 1 80

60 60 1 60

40 4 40 1 40 4

20 1 20 1 1 20 1

CD14 —» CD115 ——» CD29 > MHCI >
100 100 100 100
80 4 80 4 80 4 80
60 4 60 - 60 4 60
40 4 40 404 40
20 4 20 4 20 4 20
0 — — — : 0 ; — — : 0 —) — — - 0 — — — -
10° 10’ 102 103 104 10° 10° 102 103 10* 10° 10’ 102 103 10* 100 10’ 102 103 104
MHCII P> IL-10R > CD80 o> CD86 ———»

Abb. 3.2: Expression von diversen Oberflichenmarkern auf Knochenmarksmakrophagen.
Durchflusszytometrische Bestimmung der Oberflachenmarker CD14, CD29, CD115, MHCI, MHCII
und IL-10R, sowie CD80 und CD86 auf ruhenden, unbehandelten BMM. BMM exprimierten CD14,
CD115, CD29 und MHCI, sowie schwach CD80 und CD86. Nicht exprimiert wurden MHCII und IL-
10R. Dargestellt sind jeweils die ungefarbten Zellen (graue Histogramme) und die gefarbten Zellen
(schwarz umrandete Histogramme).

Zu den Hauptaufgaben von Makrophagen gehort die musterspezifische
Erkennung von Strukturen, die von Pathogenen gebildet werden. Die hierfur
prominentesten Rezeptoren sind die Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 [36]. Zur
Uberprufung der Oberflachenexpression der verwendeten Makrophagen wurde
ebenfalls durch eine durchflusszytometrische Messung die Expression von TLR2
und TLR4 untersucht. Hierzu wurden ca. 5x10° Zellen mit spezifischen,
monoklonalen Antikdrpern gegen TLR4 bzw. TLR2, die jeweils direkt an
Fluorochrome gekoppelt waren inkubiert. Die Unterscheidung zwischen lebenden

und toten Zellen erfolgte durch Propidiumjodid.

A B

100 100 | Abb. 3.3: Expression von TLR2 und TLR4
o . durch BMM. Durchflusszytometrische
Bestimmung der Expression der Toll-like
Rezeptoren 2 und 4 (TLR2 und TLR4) auf der
Zelloberflache  ruhender  Knochenmarks-
201 2 makrophagen. (A) TLR4-defiziente BMM
(grau) und Wildtyp-BMM (schwarz). (B)
TLR4 . TLR2 . 4 TLR2-defiziente BMM (grau) und Wildtyp-BMM

(schwarz).

60 60

40 40
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3.1.2 Expression von Oberflachenmarkern auf PEC

Peritoneale Exsudatzellen, die durch eine Peritonitis induziert werden und in das
Peritoneum der Maus einwandern, bestehen zum Groldteil aus Makrophagen. PEC
sind im Vergleich zu den in vitro aus hamatopoetischen Stammzellen durch
rekombinantes M-CSF differenzierten Knochenmarksmakrophagen echte primare
und authentische Makrophagen der murinen Physiologie.

Ebenfalls durchflusszytometrisch bestimmt wurde die Makrophagenpopulation in
PEC anhand der Oberflachenmarker F4/80 und CD11b sowie deren
TLR4-Expression.

>
w

69,8%

F4/80 —>»

SSC

—— T T T
o 102 10% 10* 10°

FSC > CD11b > TLR4 > wr KO

Abb. 3.4: Messung der Expression der Oberflichenmarker von Makrophagen in peritonealen
Exsudatzellen (PEC). (A) GréRenauftrennung in der Vorwarts- (FSC) und Seitwartsstreuung (SSC),
69,8% vitale PEC. (B) Darstellung der zu 93,7% F4/80 und CD11b positiven PEC-Population
(Makrophagenpopulation). (C) Expression des Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) durch die F4/80" CD11b"
Makrophagen (schwarz: Wildtyp, grau: Zellen aus TLR4-defizienten Tieren [KO]). (D) Geometrisches
Mittel der Fluoreszenzintensitaten der TLR4-Messung von PEC von TLR4-Wildtyptieren (WT) und von
TLR4-defizienten Tieren (KO) aus Abbildung (C).

3.1.3 Stimulation von Makrophagen mit Lipopolysaccharid (LPS)

Im Folgenden wurde die Modulation von Zytokinen und Chemokinen anhand von
ruhenden (unbehandelten) und aktivierten Makrophagen im Rahmen einer
MCMV-Infektion analysiert. Vergleichend wurden fir alle wesentlichen Experimente
Knochenmarksmakrophagen (BMM) und Peritoneale Exsudatzellen (PEC)
verwendet. Die Aktivierung von Makrophagen erfolgte zunachst Uber
Lipopolysaccharid (LPS) als Bestandteil von gram-negativen Bakterien. Die
Stimulation von Makrophagen mit LPS fuhrt zu deren Aktivierung Uber den Toll-like
Rezeptor 4 [61].
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Aktivierte Makrophagen produzieren eine Reihe von Zytokinen und Chemokinen [10].
Die Fahigkeit von Makrophagen, Chemokine und Zytokine zu bilden kann mittels
intrazellularer Durchflusszytometrie Uberpruft werden [204], [189].

Zur Messung der Zytokin- und Chemokinproduktion wurden jeweils 1 x 10° Zellen mit
2 ug/ml LPS stimuliert. Die Sezernierung der Proteine wurde 3 h vor dem Ende der
Stimulation mit Brefeldin A blockiert. Als Negativkontrollen dienten LPS-unstimulierte
(unbehandelte) Zellen, die ebenfalls mit Brefeldin A behandelt wurden.

Abbildung 3.5 zeigt, dass LPS-aktivierte Makrophagen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen zu 100 % TNF-a, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, RANTES und zu
16,5 % IL-12 produzieren. Ahnliche Daten wurden nach einer LPS-Stimulation auch

von PEC erhalten (Daten nicht gezeigt).

100 4
804 | |
60 4 /

40 4
|

— — — - = — — : . -
10° 10’ 102 10% 10* 100 10! 102 10° 10* 10° 10° 102 10° 10*

MIP-1a > MIP-1p ——» —— RANTES —»

Abb. 3.5: Darstellung der Aktivierung von Knochenmarksmakrophagen anhand -einiger
inflammatorischer Zytokine und Chemokine. Darstellung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich
unbehandelter (grau) und mit LPS fir 5h stimulierter (schwarz) Knochenmarksmakrophagen,
gemessen durch eine intrazellulare Durchflusszytometrie. TNFa (Tumor Nekrose Faktor a), MCP-1
(CCL2, Monocyte chemoattractant protein-1), IL-12 (Interleukin-12), MIP-1a, - (CCL3, CCLA4,
macrophage-inflammatory protein a, ) und RANTES (CCL5, Regulated upon activation, normal T cell

expressed, and secreted).
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3.2 Infektion von Makrophagen mit dem Murinen Zytomegalievirus
(MCMV)

Das Murine Zytomegalievirus verursacht eine akute Infektion, der eine lebenslange
Latenz im infizierten Wirt folgt. MCMV infiziert unter anderen Zellen der myeloiden
Linie, darunter Monozyten und Makrophagen [205]. Durch die Verwendung eines
GFP-exprimierenden MCMV-Stammes lasst sich diese Infektion auf Einzelzellebene
durchflusszytometrisch darstellen. Das gleiche ist durch die Verwendung
spezifischer Antikorper gegen frih exprimierte virale Proteine, wie IE1 (immediately
early 1) und E1 (early 1) moglich. Wahrend einer akuten Infektion ist die prozentuale
Anzahl an infizierten Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt abhangig von der
eingesetzten Hohe der moi (multiplicity of infection), die sich wiederum aus der pfu
(plaque forming unit) der Virusstammlosung ergibt. Diese Abhangigkeit ist in der
Abbildung 3.6 dargestellt. Hierzu wurden jeweils 1 x 10° BMM mit unterschiedlichen
moi der Virusstammldsung eines GFP-exprimierenden Virus flr 24 h in vitro infiziert

und durchflusszytometrisch analysiert.

moi =0,2

96%
4%

moi = 0,007 moi = 0,02

53%
47%

18%
82%

GFP

Abb. 3.6: Darstellung der GFP Expression von infizierten BMM. Infektion von jeweils 1x10°
Knochenmarksmakrophagen 24 h in vitro mit verschiedenen moi der MCMV-GFP-Virusstammldsung
(1x10” pfu/ml). Die Anzahl der infizierten (GFP*) BMM wurde durchflusszytometrisch ermittelt.

Eine moi von 0,007 verursachte die Infektion von 18 % der vitalen BMM, eine moi
von 0,02 ergab 53 % und eine moi von 0,05 ergab 80 % infizierte und GFP-
exprimierende BMM. Zum Erreichen einer maximalen Anzahl von infizierten Zellen
wurde eine moi von 0,2 gewahlt. Fur alle folgenden Experimente wurden die
Makrophagen entweder so infiziert, dass ca. 50 % infizierte Zellen neben
uninfizierten Zellen in einer Zellkulturschale vorlagen (moi=0,02; z.B.: zur
Untersuchung von Zytokinen auf Einzelzellebene) oder es wurde eine vollstandige
Infektion (> 95 % GFP" Zellen) durchgefiihrt (moi = 0,2).
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Im Fall von Knochenmarksmakrophagen, die mit LPS voraktiviert wurden, verhielt
sich Abhangigkeit der Anzahl der infizierten Zellen von der eingesetzten moi der
Virenstammlosung anders als bei der Infektion von unbehandelten BMM. Zur
Ermittlung dieser Abhangigkeit wurde die Infektionseffizienz der Virenstammldsung
von GFP-exprimierenden MCMV zwischen unbehandelten und LPS-voraktivierten
Zellen bei gleicher moi durchflusszytometrisch Gberprtft (s. Abbildung 3.7). Hierflr
wurden jeweils 1 x 10° unbehandelte oder mit LPS (2 ug/ml) aktiviete BMM mit
MCMV flir 24 Stunden infiziert.

i= 002 005 Abb.  3.7:  Darstellung  der  unterschiedlichen
mol= M7, 22,22, Infektionseffizienz bei unbehandelten und mit LPS

< 80, voraktivierten BMM. Jeweils 1 x 10° unbehandelte (graue
E 601 Balken) bzw. 5 h mit LPS voraktivierte (weille Balken) BMM
E wurden mit den moi=0,007, 0,02 wund 0,05 der
g 40 MCMV-Virusstammiésung infiziert. 24 Stunden nach der
ﬁ 20+ Infektion wurde die prozentuale Anzahl der infizierten BMM
£ 0- durchflusszytometrisch bestimmt.
Q2 Q2 QP
FFSFS

Aus der Abbildung 3.7 geht deutlich hervor, dass BMM, die 5 Stunden mit LPS
aktiviert worden sind wesentlich schlechter mit MCMYV infizierbar waren als die

unbehandelten BMM bei der gleichen eingesetzten moi der Virusstammldsung.

Im folgenden Experiment wurde der Einfluss einer LPS-Aktivierung oder
MCMV-Infektion auf das Uberleben von BMM untersucht. Hierzu wurden jeweils
0,6x10° BMM in nicht beschichtete 6-Kavitatenplatten ausgesat (Tag 0). Nach 24 h
wurde ein Teil dieser Zellen mit LPS aktiviert (2 ug/ml) oder mit MCMV vollstandig
(moi = 0,2) infiziert (Tag 1). Ab Tag 3 wurden die Zellen eingesammelt (inklusive der
nicht adharenten Zellen) und durchflusszytometrisch wurde die Anzahl der lebenden
Zellen bestimmt. Zur Unterscheidung von toten und lebenden Zellen wurde den
Zellen Propidiumjodid zugesetzt. Die Messung erfolgte in regelmafligen Abstanden

bis zum Tag 21.

Abb. 3.8: Darstellung der Anzahl der
6.0%10° uiberlebenden unbehandelten, mit LPS
) 1 aktivierten oder mit MCMV infizierten

—=unbeh.
5.0%105 4 , 6
4.0%105 - —LPS BMM. Jeweils 0,6x10° BMM wurden
3.0%105 —~+—MCMV  unbehandelt, mit LPS (2 ug/ml) aktiviert
2.0%x105 - \*\‘_____- oder mit MCMV (moi = 0,2) infiziert. Die
1.0%10°5 - Anzahl der verbliebenen lebenden Zellen
wurde an  verschiedenen Tagen

0 3 6 9121518 21 durchflusszytometrisch bestimmt.
Tage

Anzahl lebender
Zellen
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Aus der Abbildung 3.8 geht deutlich hervor, dass bereits am dritten Tag nur noch
ca. 30 % der unbehandelten BMM lebendig waren. LPS-aktivierte BMM zeigten eine
verlangerte Uberlebenszeit, so dass erst am 21. Tag nur noch ca. 30 % der Zellen
am Leben waren. Im Gegensatz dazu fuhrte die Infektion der BMM mit MCMV nach
einem initialen Abfall der Uberlebenden Zellen bis ca. Tag 9 nach der Infektion zu

einer Stabilisierung der Anzahl der Uberlebenden Zellen bis zum Tag 21.

3.3 Einfluss der MCMV-Infektion auf die Funktionalitit von
Makrophagen

3.3.1 MCMV verhindert die Produktion von verschiedenen pro-
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen durch Makrophagen

in vitro.

Die Aktivierung von Makrophagen durch LPS fuhrt wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben
zur Expression und damit auch zur Sezernierung verschiedener proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine. Um zu erfassen, welche l6slichen Mediatoren durch
MCMV reguliert werden, wurde das Bioplex-System der Firma BioRad verwendet. Mit
diesem System konnten die Konzentrationen von 23 Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren in Zellkulturiberstanden unterschiedlich behandelter Zellen
ermittelt werden.
Hierzu wurden die Zelliiberstande von jeweils 1x10° BMM und PEC verglichen, die
folgendermalden behandelt worden sind:

a.) unbehandelt

b.) 5 h LPS-Stimulation

c.) 24 h vollstandige MCMV-Infektion

d.) 24 h vollstandige MCMV-Infektion und nachfolgende 5 h LPS-Stimulation
Die PEC wurden zusatzlich folgendermalien behandelt:

e.) 29 h LPS-Stimulation

f.) 5 h LPS-Stimulation und 24 h vollstandige MCMV-Infektion
Die eingesetzte LPS-Konzentration zur Stimulation der Zellen betrug 2 ug/ml und zur
maximalen Infektion der Zellen wurde eine moi von 0,2 der Virusstammldsung zur
Infektion eingesetzt. Die Uberstande wurden nach der Behandlung gesammel,
filtriert (0,45 pym) und bis zur Durchfuhrung der notwendigen Schritte zur Messung im
Bioplex-System bei -80°C gelagert.
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Die Auswertung der Messwerte inklusive aller Standardreihen fur das jeweilige
Zytokin erfolgte anhand der Software des Bioplex-Systems. Zusatzlich wurden die
Zellen gesammelt und durchflusszytometrisch die Infektionseffizienz Uberpruft

(analog zu Abbildung 3.6, moi = 0,2).
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Abb. 3.9: Darstellung der Konzentration ausgewihlter Zytokine im Uberstand von BMM.
Zelliberstande wurden mit dem x-Plex Assay Kit fiir murine Zytokine der Firma BioRad vermessen.
Dargestellt sind die Zytokine, bei denen eine signifikante Konzentration im Uberstand messbar war.
(A) Zytokine, (B) Chemokine. Die Zelliiberstinde stammen von jeweils 1x10° Zellen, die
folgendermalRen behandelt wurden (Balken von links nach rechts): 1. unbehandelte Zellen, 2. Zellen,
die 5h mit LPS stimuliert wurden, 3. 24 h voll infizierte Zellen (siehe Abb. 3.6) und 4. 24 h voll
infizierte Zellen, die nachfolgend 5 h mit LPS stimuliert wurden. Zu Beachten ist die unterschiedliche
Skalierung fir die jeweiligen Mediatoren. Die Messung wurde in Duplikaten durchgefihrt.
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Die gewahlten Bedingungen fur die Stimulation und Infektion der Makrophagen
ermdglichten es, mehrere Aussagen gleichzeitig zu treffen.

Die Abbildung 3.9 zeigt, dass unbehandelte Makrophagen sehr geringe Mengen an
IL-15, IL-18, MIG, MIP-2, MIP-1a, MIP-1B8 und RANTES sezernierten. TNF-a und KC
waren dagegen nicht nachweisbar. Eine Aktivierung der BMM durch eine
LPS-Stimulation (5 h) flhrte zur Sezernierung von allen gezeigten Zytokinen und
Chemokinen. Quantitativ am starksten sezerniert wurden die Chemokine MIP-1q,
MIP-1B, RANTES, MIP-2 und MIG sowie das Zytokin TNF-a (jeweils 10.000 bis
100.000 pg/ml).

BMM, die vollstandig mit MCMV infiziert worden waren, zeigten eine erhdhte
Sezernierung der Chemokine MIG, MIP-1a, MIP-13 und RANTES im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen. Die Produktion der MCMV-infizierten Zellen war aber um
Faktor 2 (MIG und RANTES) und Faktor 4 (MIP-1a und MIP-1B3) geringer als die
Produktion durch die LPS-stimulierten Zellen. Die Produktion der anderen
Mediatoren war auf einem vergleichbaren Niveau wie die der unbehandelten Zellen.
Interessanterweise reagierten vollstandig MCMV-infizierte BMM nicht mehr auf die
LPS-Stimulation. Besonders deutlich wurde dies bei TNF-q, IL-6, IL-15, IL-18, MIP-2,
KC sowie MIP-1a und MIP-1B, bei denen sich die gemessene Produktion um
mindestens Faktor 3 im Vergleich zu den uninfizierten, LPS-stimulierten Zellen
verringerte.

Insgesamt zeigten diese Experimente, dass eine vollstandige MCMV-Infektion die

Induktion einer breiten Palette an Zytokinen und Chemokinen durch LPS verhinderte.
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Abb. 3.10: Darstellung der Konzentration ausgewihlter Zytokine im Uberstand von PEC.
Zelliberstadnde wurden mit dem x-Plex Assay Kit fur murine Zytokine der Firma BioRad vermessen.
Dargestellt sind die Zytokine, bei denen eine signifikante Konzentration im Uberstand messbar war.

(A) Zytokine,

folgendermalRen behandelt wurden (Balken von links nach rechts): 1. unbehandelte Zellen, 2. Zellen,
die 5h mit LPS stimuliert wurden, 3. 24 h voll infizierte Zellen, 4. 24 h voll infizierte Zellen, die
nachfolgend 5 h mit LPS stimuliert wurden, 5. Zellen, die 29 h mit LPS stimuliert wurden und 6.
LPS-stimulierte Zellen (5 h), die nachfolgend 24 h mit MCMV voll infiziert wurden. Zu Beachten ist die
unterschiedliche Skalierung fur die jeweiligen Mediatoren.

durchgefiihrt.
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In Abbildung 3.10 wird deutlich, dass unbehandelte PEC kein IL-1B und IL-6 sowie
nur geringe Mengen an IL-12, IL-15, IL-18, TNF-a, IFN-y, MIG, MIP-2, MCP-1,
MIP-1a, MIP-13 und RANTES sezernierten.

Wie bei den BMM flhrte eine 5 h LPS-Stimulation zu einer deutlichen Sezernierung
der Mediatoren IL-6, IL-12, IL-15, TNF-a, MIG, MIP-2, MIP-1a, MIP-13 und RANTES.
IL-18 und IFN-y wurden dagegen von diesen Zellen nicht produziert. Vollstandig mit
MCMV-infizierte (24 h) Zellen zeigten nur eine geringe Verstarkung der Produktion
von MIP-2, MIP-1a, MIP-18 und RANTES im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.
Analog zu den BMM zeigten die vollstandig MCMV-infizierten (24 h) und nachfolgend
mit LPS-stimulierten (5 h) Zellen keinen Anstieg der Sezernierung der Mediatoren.
Demnach blockierte MCMV auch in den PEC die LPS-induzierte Produktion von
Zytokinen und Chemokinen.

Eine 29 h LPS-Stimulation der PEC flhrte mit wenigen Ausnahmen zu einer
erhohten Konzentration, durch Akkumulation der Mediatoren in den Zelliberstanden
Uber die Zeit. Die Konzentration von TNF-a und MIP-1B verringerte sich im Vergleich
zur 5 h LPS-Stimulation. Im Gegensatz dazu wurde nach 29 h LPS-Stimulation eine
deutliche Sezernierung von IFN-y gemessen. Eine IL-1B-Produktion wurde nicht
beobachtet.

PEC, die 5 h mit LPS stimuliert worden sind und nachfolgend vollstandig mit MCMV
infiziert wurden (24 h) sezernierten erstmals eine deutliche Menge von IL-1 und
eine erhohte Menge von IFN-y. Im Vergleich zu den 29 h LPS-stimulierten Zellen war
die ermittelte Konzentration von IL-15, TNF-a, MIG, MIP-2 und RANTES gleich
bleibend und auf3er fir TNF-a im Vergleich zu der 5 h LPS-Stimulation auch gleich
bleibend erhoht. Deutlich geringer konzentriert im Vergleich zur 29 h LPS-Stimulation
waren IL-12, IL-18, MCP-1, MIP-1a und MIP-18.

Durch die Einfuhrung weiterer Zeitpunkte flr die Stimulation mit LPS und der
Infektion zuvor stimulierter Zellen lieRen sich zusatzliche Aussagen zum Einfluss der
MCMV-Infektion auf die Aktivierung von Makrophagen treffen.

Der Wert fur die 29 h LPS-Stimulation ermdglichte im direkten Vergleich zum
5 h-Wert eine Aussage Uber die Haltbarkeit bzw. die Dauer der Sezernierung der
Zytokine.

Hier wurde deutlich, dass sowohl TNF-a, als auch MIP-183 eine wesentlich geringere
Haltbarkeit im Medium besallen oder aber kurzfristiger als alle anderen Zytokine

sezerniert wurden, die eine hohere Konzentration nach 29 h-Stimulation erlangten.
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Die Zytokine IL-2 und IL-4 wurden erwartungsgemal} zu keinem Zeitpunkt von BMM

oder PEC sezerniert (Daten nicht gezeigt).

3.3.2 MCMV blockiert die Produktion von Zytokinen und Chemokinen in

ruhenden und aktivierten Makrophagen.

Die durch das Bioplex-System erhaltenen Informationen wurden fir ausgewahlte
Zytokine auf Einzelzellebene durch intrazellulare durchflusszytometrische

Messungen Uberpruft.

A.) LPS-stimulierte Makrophagen und die Produktion von MIP-1a, MIP-18 und
RANTES bei einer MCMV-Infektion

Die Chemokine MIP-1a, MIP-18 (CCL3, CCL4, macrophage-inflammatory protein)
und RANTES (CCL5, Regulated upon activation, normal T cell expressed, and
secreted) bilden mit anderen Chemokinen und Zytokinen eine funktionelle Gruppe
zur Abwehr einer MCMV-Infektion in vitro und in vivo [163]. Die drei Chemokine
werden wie in Abb. 3.5 gezeigt von LPS-aktivierten Makrophagen in groRen Mengen
produziert. Durch durchflusszytometrische Analysen konnten Aussagen Uber die
Kinetik der Sezernierung wahrend einer LPS-Stimulation bzw. einer MCMV-Infektion

gemacht werden (Abbildung 3.11).
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Abb. 3.11: Kinetik der Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES nach LPS-
Stimulation oder MCMV-Infektion von BMM in vitro. (A) 1 x 10° BMM wurden bis zu 53 h mit
2 yg/ml LPS stimuliert und die Frequenz Chemokin-produzierender Zellen bestimmt. (B) Die BMM
wurden mit MCMV-GFP mit einer moi von 0,02 (ca. 50 % infizierte Zellen) bis zu 53 h infiziert. Bei der
Produktion von RANTES konnte zwischen infizierten (inf.) und uninfizierten (n.inf.) Zellen
unterschieden werden. Da es keinen Unterschied bei der Produktion von MIP-1a und MIP-1[3
zwischen infizierten und uninfizierten Makrophagen gibt, wurde der durchschnittiche Wert des
geometrischen Mittels gebildet. Aufgetragen ist das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitat der
intrazellularen durchflusszytometrischen Bestimmung.

In Abbildung 3.11 wird eine enge zeitliche Kinetik fur die Produktion der Chemokine
MIP-1a und MIP-1B3 deutlich, die ihr Maximum im Bereich von 5-10 h nach
LPS-Stimulation hat. Im Gegensatz dazu war die Kinetik von RANTES verzégert und
hat ihr Maximum im Bereich von 17-20 h nach der Stimulation mit LPS. Eine Infektion
mit MCMV fuahrte bei den Knochenmarksmakrophagen zu keiner nennenswerten
Expression von MIP-1a und MIP-1 bis 53 h nach der Infektion. Im Gegensatz dazu
reichte die Anwesenheit von MCMV-infizierten Knochenmarksmakrophagen aus, um
in den uninfizierten Makrophagen der Kultur die Sezernierung von RANTES zu
stimulieren (siehe auch Abb. 3.12).

Um den Einfluss von MCMV auf die Chemokinproduktion auf Einzelzellebene zu
untersuchen, wurden im folgenden Experiment BMM in vitro so infiziert (moi = 0,02),
dass nach 24 h ca. 50 — 70 % aller Zellen der Kultur infiziert waren, also GFP
exprimierten. Diese partiell infizierte Kultur wurde dann mit dem bakteriellen Stimulus
LPS fur 5 h behandelt und die Zytokinproduktion in infizierten und uninfizierten Zellen

verglichen.
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Umgekehrt wurde untersucht, welchen Einfluss eine MCMV-Infektion auf vollstandig
mit LPS aktivierte Makrophagen hat, die bereits zu 100 % MIP-1a, MIP-13 und
RANTES produzieren (Abbildung 3.11). Die Zellen wurden im Detail folgendermalien
behandelt:

a.) unbehandelt

b.) mit LPS (2 ug/ml) stimuliert (5 h)

c.) mit MCMV (moi = 0,02) infiziert (24 h)

d.) mit LPS stimuliert (5 h) und nachfolgend mit MCMV infiziert (24 h)

e.) mit MCMV infiziert (24 h) und nachfolgend mit LPS stimuliert (5 h)
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Abb. 3.12: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung der Chemokinproduktion in
BMM. Jeweils 1x10° BMM wurden in vitro folgendermafRen behandelt: 1.) unbehandelt, 2.) 5 h mit LPS
stimuliert, 3.) 24 h mit MCMV infiziert, 4.) 5 h mit LPS stimuliert und nachtraglich 24 h mit MCMV
infiziert und 5.) 24 h mit MCMV infiziert und nachtraglich 5 h mit LPS stimuliert. Die Produktion der
Chemokine MIP-1a, MIP-13 und RANTES wurde intrazellular durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Infektion der Zellen erfolgte mit einer moi von 0,02. In Prozent angegeben sind die Zellen, die noch
Chemokin produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben) und uninfizierten (Zahl unten)
unterschieden wird.

In Abbildung 3.12 ist zu erkennen, dass alle BMM durch eine LPS-Stimulation (5 h)
die Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES produzierten. Eine MCMV-Infektion
(24 h) verursachte in den uninfizierten Zellen eine geringe Produktion von MIP-1a
und MIP-13, wohingegen RANTES deutlich (54 %) von der uninfizierten Population
gebildet wurde.

93173



Ergebnisse

Es zeigte sich, dass in LPS-aktivierten BMM die Produktion der Chemokine in den
infizierten Zellen (24 h) herunterreguliert wurde. Das gilt vor allem fur MIP-1a (2,4 %
in infizierten Zellen zu 48 % in den uninfizierten Zellen) und MIP-18 (1,3 % in
infizierten Zellen zu 27 % in den uninfizierten Zellen). Die uninfizierten Zellen
produzierten also weiterhin die genannten Chemokine.

Zuvor MCMV-infizierte (24 h) BMM konnten nicht mehr durch die Stimulation mit LPS
(5 h) zur Expression der Chemokine gebracht werden.

Diese Ergebnisse zeigten, dass BMM grundsatzlich die Chemokin MIP-1a, MIP-1f3
und RANTES nach einer LPS-Stimulation produzieren kénnen, die Expression aber
nach einer MCMV-Infektion herunterreguliert wurde und einmal MCMV-infizierte
BMM nicht mehr in der Lage sind, die Chemokine nach einer LPS-Stimulation zu

produzieren.

Um die Chemokinblockade durch die MCMV-Infektion mit einer primaren
Makrophagenpopulation zu verifizieren, wurde das selbe Experiment wie in
Abbildung 3.11 mit Peritonealen Exsudatzellen (PEC) wiederholt. Ca. 93,7 % der
vitalen PEC sind CD11b" und F4/80" Makrophagen (siehe Abbildung 3.4B). Diese
Zellen sind mit MCMV infizierbar.

Analog zum vorherigen Experiment wurden jeweils 1 x 106 PEC 24 h nach ihrer
Gewinnung aus der Maus verwendet. Die Zellen wurden jeweils mit LPS stimuliert
(5 h) oder mit MCMV-GFP infiziert (24 h). Zusatzlich wurden andere nach einer
Stimulation mit LPS (5h) mit MCMV-GFP infiziert (24 h) oder nach einer
MCMV-Infektion (24 h) mit LPS stimuliert (5 h). Anschlielend wurde die Produktion
der Chemokine durchflusszytometrisch gemessen (Abbildung 3.13).

94173



Ergebnisse

unbeh.

LPS, 5h

MCMV-GFP, 24h

GFP

LPS, 5h
MCMV-GFP, 24h

21,0%
1. 182,2%

MCMV-GFP, 24h
LPS, 5h

— MIP-1¢o——> —— MIP-13 —> —— RANTES—>

Abb. 3.13: Darstellung der durchflusszytometrische Messung der Chemokinproduktion in PEC.
Jeweils 1x10° PEC wurden in vitro folgendermafien behandelt: 1.) unbehandelt, 2.) 5h mit LPS
stimuliert, 3.) 24 h mit MCMV-GFP infiziert, 4.) 5h mit LPS stimuliert und nachtraglich 24 h mit
MCMV-GFP infiziert und 5.) 24 h mit MCMV-GFP infiziert und nachtraglich 5 h mit LPS stimuliert. Die
Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES wurde intrazellular durchflusszytometrisch
bestimmt. Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer moi von 0,02. In Prozent angegeben sind die
Zellen, die noch Chemokin produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben) und uninfizierten (Zahl
unten) unterschieden wird.

Die Ergebnisse entsprechen denen der BMM in den Abbildungen 3.12. Demnach
produzierten ruhende CD11b* und F4/80" PEC keine der gemessenen Chemokine,
eine 5 h-Stimulation mit LPS induzierte die Chemokinproduktion. Die
Chemokinproduktion wurde in allen LPS-voraktivierten Zellen durch eine
24 h-Infektion mit MCMV herabreguliert. MIP-1a und MIP-1B schienen dabei
wesentlich starker betroffen zu sein als RANTES.
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Wie im Fall der BMM lie3en sich infizierte PEC nicht mehr zur Chemokinproduktion
mit LPS stimulieren, wahrend die uninfizierten PEC in derselben Kultur nach der
LPS-Stimulation groRe Mengen an MIP-1a, MIP-13 und RANTES produzierten. Das
gleiche Bild des Einflusses von MCMV auf die Produktion der Chemokine in
Makrophagen wurde mit den immortalisierten Makrophagenlinien J774 und IC-21

erhalten (nicht gezeigt).

Da offensichtlich die Grundbeobachtung der Chemokinblockade gleichermalRen flur
in vitro differenzierte BMM und ex vivo praparierte PEC galt, wurden alle weiteren

Experimente stellvertretend mit BMM durchgefihrt.

In einem weiteren Versuch wurde durch eine durchflusszytometrische Messung
bestimmt, zu welchem Zeitpunkt nach einer MCMV-Infektion in den LPS-stimulierten
Makrophagen die Chemokinproduktion zum Erliegen kommt. Hierzu wurden jeweils
1 x 10° BMM in vitro 5 h mit LPS (2 pg/ml) stimuliert und nachfolgend mit MCMV
(moi =0,02) infiziert. 5h, 14h, 24h und 48 h nach der Infektion wurde die
Produktion der Chemokine gemessen (Abbildung 3.14).
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Abb. 3.14: LPS-aktivierte BMM regulieren die Produktion von MIP-1a, MIP-18 und RANTES nach
einer MCMV-Infektion zu verschiedenen Zeitpunkten herunter. Jeweils 1x10° BMM wurden in vitro
5 h mit LPS stimuliert, nachfolgend wurden die LPS-stimulierten Zellen mit MCMV (moi = 0,02) infiziert
und die Produktion von MIP-1a, MIP-18 und RANTES 5 h, 14 h, 24 h und 48 h nach der Infektion
durchflusszytometrisch gemessen. In Prozent angegeben sind die Zellen, die noch Chemokin
produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben) und uninfizierten (Zahl unten) unterschieden wird.
Rot umrahmt sind die Zeitpunkte, zu denen bereits ein eindeutiges Erliegen der Chemokinproduktion
im Vergleich zu den uninfizierten Zellen sichtbar ist.

In Abbildung 3.14 ist zu erkennen, dass bereits 5 h nach einer Infektion mit MCMV
die Produktion von MIP-18 in den LPS-voraktivierten Zellen zum Erliegen kam. Die
Produktion von MIP-1a wurde 14 h nach der MCMV-Infektion eingestellt. Die
Produktion von RANTES war erst 24 h nach der Infektion deutlich verringert und kam

auch nach 48 h nicht vollstandig zum Erliegen.
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Die Produktion des Chemokins MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1, CCL2)
war ebenfalls durch LPS stimulierbar (s. Abb. 3.5). MCP-1 ist ein Chemokin, welches
zirkulierende Monozyten in das Gewebe leiten soll, in dem es unter anderem durch
Makrophagen produziert wird, die beispielsweise durch eine Infektion vor Ort aktiviert
worden sind. Die eingewanderten Monozyten differenzieren daraufhin zu
Makrophagen und nehmen an der Elimination der Infektion teil [126].

Zur Untersuchung des Einfluss von MCMV auf die MCP-1-Produktion von
LPS-stimulierten Makrophagen, wurden je 1 x 10® BMM in vitro 5 h mit LPS (2 ug/ml)
stimuliert und nachfolgend mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infiziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion (5 h, 14 h, 24 h) wurde durchflusszytometrisch die
Produktion des Chemokins MCP-1 untersucht (vergl. Abb. 3.14).

4 | 0%
67,6%

| LPS, 5h

72,6%
58,3%

LPS, 5h
MCMV-GFP, 5h

GFP

LPS, 5h
MCMV-GFP, 14h

LPS, 5h
MCMV-GFP, 24h

—— MCP-1—»

Abb. 3.15: MCMV reguliert die Produktion von MCP-1 in LPS-stimulierten BMM herab. Die Zellen
wurden jeweils 5 Stunden mit LPS stimuliert, mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infiziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Infektion wurde die Produktion von MCP-1 durchflusszytometrisch gemessen. In
Prozent angegeben sind die Zellen, die MCP-1 produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben)
und uninfizierten (Zahl unten) unterschieden wird.
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In Abbildung 3.15 ist deutlich zu erkennen, dass die durch LPS-Inkubation stimulierte
MCP-1-Produktion der Knochenmarksmakrophagen durch MCMV in den infizierten
Zellen 14 h nach Infektion herunterreguliert wurde. Diese Kinetik entsprach damit der
Kinetik der Herunterregulation von MIP-1a (Abb. 3.14). Da die MCP-1-Produktion
bereits 24 Stunden nach einem alleinigen LPS-Stimulus zum Erliegen kommt (Daten
sind hier nicht gezeigt), war auffallig, dass in den Zellen der Kultur, die nicht mit
MCMV infiziert waren, die MCP-1-Produktion Uber 24 Stunden hinaus aufrecht
erhalten wurde. Das bedeutet, dass neben LPS noch ein weiterer Stimulus durch die

Infektion mit MCMV aufgetreten ist.

Interleukin-12 ist bei einer MCMV-Infektion erforderlich flr die Stimulation der
IFN-y-Sezernierung durch Naturlichen Killerzellen, welche im Rahmen der frihen
Immunantwort gegen MCMV eine zentrale Rolle spielen (s. Einleitung) [206]. Die
IL-12-Produktion durch Knochenmarksmakrophagen ist durch LPS stimulierbar
(s. Abb. 3.5). Es wurde untersucht, inwieweit die IL-12-Produktion der Makrophagen
durch eine MCMV-Infektion beeinflusst wird. Hierzu wurden je 1 x 10° BMM in vitro
5h mit LPS (2 pg/ml) stimuliert und nachfolgend mit MCMV-GFP (moi = 0,02)
infiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion (5 h, 14 h, 24 h) wurde
durchflusszytometrisch die Produktion des Zytokins IL-12 untersucht (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: LPS-aktivierte BMM produzieren nach einer MCMV-Infektion weiterhin das Zytokin
IL-12. Die Zellen wurden jeweils 5 Stunden mit LPS stimuliert, mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infiziert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde die Produktion von IL-12 durchflusszytometrisch
gemessen. In Prozent angegeben sind die Zellen, die IL-12 produzieren, wobei zwischen infizierten
(Zahl oben) und uninfizierten (Zahl unten) unterschieden wird.

Interleukin-12 wurde ebenfalls wie MCP-1 nach einem kurzzeitigen LPS-Stimulus
(s. Abb. 3.5) durch die Knochenmarksmakrophagen produziert. Die
durchflusszytometrische Messung auf Einzelzellebene zeigte, dass nur ca. 14 % aller
BMM IL-12 produzierte (aber 70-100 % die Chemokine MIP-1a, MIP-18, RANTES
und MCP-1). Im Gegensatz zu den genannten Chemokinen erfuhr die Produktion von
IL-12 keine Herabregulation in den MCMV-infizierten Knochenmarksmakrophagen.
Stattdessen wurde sie sowohl in infizierten, als auch uninfizierten Zellen aufrecht
erhalten und nahm im Verlauf der 24 h MCMV-Infektion in beiden Populationen ab.
Diese Ergebnisse entsprechen denen der Zytokinmessung bei BMM durch das
Bioplex-System in Abbildung 3.8A. (Anmerkung: in PEC wurde IL-12 jedoch
praferentiell in infizierten Zellen herunterreguliert, vgl. Abbildung 3.10A).
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Das Ergebnis ist ein weiterer Hinweis, dass Makrophagen prinzipiell auch unter einer
MCMV-Infektion I6sliche Mediatoren produzieren kénnen, dass aber die Produktion
ausgewahlter Chemokine und Zytokine (s. Abb. 3.9) selektiv im Rahmen der
MCMV-Infektion unterdrtickt wird.

B.) Untersuchung des Umfangs der Chemokinblockade: Zytokin-aktivierte

Makrophagen

Unter dem Einfluss einer MCMV-Infektion produzieren infizierte Zellen oder
Immunzellen, die infizierte Zellen erkannt haben, verschiedene Zytokine, wie die
Typ-1 Interferone (IFN-a und IFN-B), sowie Interferon y (IFN-y), als auch den Tumor
Nekrose Faktor a (TNF-a). IFN-a/f ist notwendig, um den Antiviralen Zustand in allen
Zielzellen und die Blastogenese und Zytotoxizitat von Naturlichen Killerzellen (NK-
Zellen) zu induzieren [206]. Aktivierte NK-Zellen, die infizierte Zellen erkennen,
produzieren TNF-a und IFN-y, welche Makrophagen aktivieren [207]. Die bisherigen
Experimente haben gezeigt, dass MCMV mit der Produktion von Chemokinen
ausgehend von ruhenden und LPS-aktivierten Makrophagen interferiert. Im Rahmen
der MCMV-Infektion flhrte ein nachfolgender, vollig andersartiger Stimulus wie LPS

nicht zur Expression der untersuchten Chemokine.

Es sollte aufbauend auf diesen Experimenten Uberpruft werden, ob andere I6sliche
Mediatoren, die im Verlauf einer MCMV-Infektion produziert werden (wie IFN-B und
TNF-a), die Chemokinproduktion in MCMV-infizierten Makrophagen induzieren
kénnen. Hierzu wurden jeweils 1 x 10° BMM in vitro folgendermafRen behandelt:

a.) unbehandelt

b.) 5 h mit IFN-B (100 U/ml) stimuliert

c.) 29 h mit IFN- stimuliert

d.) 5h mit IFN-B stimuliert und nachfolgend 24 h mit MCMV-GFP (moi = 0,02)

infiziert

e.) 24 h mit MCMV-GFP infiziert und nachfolgend 5 h mit IFN-f stimuliert

f.) 24 h mit MCMV-GFP infiziert
Die Infektion mit MCMV-GFP mit einer moi = 0,02 bewirkt, dass ca. 50% der Zellen

infiziert werden und eine Kokultur mit uninfizierten Zellen bilden.

1011173



Ergebnisse

Nach den jeweiligen Zeitpunkten wurde die Produktion der Chemokine MIP-1q,
MIP-1B und RANTES durchflusszytometrisch gemessen (s. Abb. 3.17).

[ ]

unbehandelt

IFN-B, 5h

IFN-B, 29h

GFP

IFN-B, 5h
MCMV-GFP, 24h

2,4%

21,4%

MCMV-GFP, 24h
IFN-B, 5h

0,5% || 2,8%
8,2% 28,3%

MCMV-GFP, 29h

—— MIP-1o.—> —— RANTES—

Abb. 3.17: MCMV reguliert die IFN-B-induzierte Chemokinproduktion herunter. Jeweils 1 x 10°
BMM wurden in vitro mit IFN-B (100 U/ml) stimuliert und/ oder mit MCMV (moi = 0,02) infiziert. Die
Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES wurde durchflusszytometrisch gemessen. In
Prozent angegeben sind die Zellen, die Chemokin produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben)
und uninfizierten (Zahl unten) unterschieden wird. Nicht aufgefihrt sind die Ergebnisse fir MIP-1p, die
denen fur MIP-1a entsprachen.
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In Abbildung 3.17 ist zu erkennen, dass unterschiedliche Bedingungen zur
Sezernierung von MIP-1a oder RANTES durch die Knochenmarksmakrophagen
fuhrten. Auffallig war die schnelle (nach 5 h Stimulation), aber kurzzeitige (bis 29 h
Stimulation) Sezernierung von MIP-1a durch den IFN-B-Stimulus.

Die RANTES-Produktion war offenbar von einem weiteren Stimulus abhangig, der
durch den Einfluss der MCMV-Infektion zu Stande gekommen ist. Beide Chemokine
wurden aber in infizierten Zellen entweder herabreguliert oder konnten durch den
IFN-B-Stimulus nicht mehr induziert werden. Dies entspricht der Situation, wie sie fur

LPS-aktivierte Makrophagen gezeigt wurde (Abbildung 3.12).

C.) Untersuchung des Umfangs der Chemokinblockade: andere TLR-Agonisten

LPS, als Bestandteil der Zellwand von gram-negativen Bakterien, wird neben der
Vermittlung durch CD14, MD-2 und LBP (Lipid-bindendes Protein) tUber den Toll-like
Rezeptor 4 (TLR4) durch die Makrophagen detektiert. Neben dem TLR4 verflgt die
Zelle uber einige andere TLR, die fur die Erkennung anderer pathogenassoziierter
Strukturen verantwortlich sind. Eine Stimulation dieser TLR, beispielsweise der Toll-
like Rezeptoren 3, 7 und 9, lasst sich in vitro durch TLR-Agonisten nachstellen.
Hierzu wurden jeweils 1 x 10° BMM 24 h mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infiziert oder
5 h mit dem TLR-Agonisten stimuliert. Als Agonist fur TLR3 diente Polyl:C, Loxoribin
fur TLR7 und CpG als TLR9-Agonist.

Zusatzlich wurden Uber TLR-Agonisten stimulierte (5h) BMM mit MCMV-GFP
infiziert (24 h) beziehungsweise 24 h MCMV-infizierte nachfolgend mit einem
TLR-Agonisten (5 h) stimuliert. AnschlieRend wurde die Produktion der Chemokine
MIP-1a, MIP-18 und RANTES durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 3.18).
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Abb. 3.18: Stimulation von BMM mit Agonisten der Toll-like Rezeptoren 3, 4, 7 und 9 bei einer
MCMV-Infektion. Jeweils 1 x 10° BMM wurden mit folgendermallen behandelt: 1. mit MCMV-GFP
(moi = 0,02) infiziert (24 h), 2. mit LPS (TLR4-Agonist), Polyl:C (TLR3-Agonist), Loxoribin
(TLR7-Agonist) und CpG (TLR9-Agonist) stimuliert (5 h), 3. 5 h mit den genannten TLR-Agonisten
stimuliert und nachfolgend mit MCMV-GFP infiziert (24 h) oder 4. 24 h mit MCMV-GFP infiziert und
danach 5h mit den genannten TLR-Agonisten stimuliert. Die Produktion des Chemokins MIP-1a
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. In Prozent angegeben sind die Zellen, die Chemokin
produzieren, wobei zwischen infizierten (Zahl oben) und uninfizierten (Zahl unten) unterschieden wird.
Die Stimulation der Knochenmarksmakrophagen neben LPS durch Polyl:C als
Agonist von TLR3, Loxoribin als Agonist von TLR7 beziehungsweise CpG als
TLR9-Agonist fuhrte ebenfalls zu deren Aktivierung und der Produktion von MIP-1aq,
MIP-18 und RANTES. Die Infektion mit MCMV verhinderte die TLR-induzierte
Chemokinproduktion. In TLR-aktivierten Makrophagen wurde die Produktion der
Chemokine durch die Makrophagen analog zu den Abbildungen 3.12 herabreguliert
(die Daten fur MIP-1B und RANTES entsprechen denen fir MIP-1a und werden

daher hier nicht gezeigt).
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Insgesamt bedeutet dies, dass MCMV-infizierte Makrophagen beziglich einer Reihe
von TLR-Signalen nicht mehr in der Lage sind, mit einer Produktion der Chemokine
MIP-1a, MIP-18 und RANTES zu reagieren.

Die MCMV-infizierten Makrophagen sind hinsichtlich eines TLR-Signals offenbar

paralysiert.

3.3.3 MCMV blockiert die Transkription von Chemokinen in BMM

Mechanistisch gesehen kann die Blockade der Chemokinproduktion durch MCMV
auf unterschiedlichen Wegen erfolgen:
1. Die Chemokinproduktion in Makrophagen koénnte auf Transkriptionsebene
herunterreguliert werden
2. Die Stabilitat der mRNA-Transkripte der Chemokine konnte beeinflusst
werden
Die Stabilitat der Chemokinproteine kdnnte beeinflusst werden
MCMYV konnte ein Protein kodieren, dass intrazellular die Chemokine bindet.
Um den =zugrunde liegenden Mechanismus zu klaren, wurde zunachst die

Transkriptionsebene der Chemokine untersucht.

Das Bioplex-System und die Durchflusszytometrie kénnen quantitative und
qualitative Aussagen uber die Produktion bzw. Sekretion von Zytokinen liefern. Die
Frage, ob die Reduktion einer Proteinkonzentration durch eine Reduktion des
zugrunde liegenden RNA-Transkriptes zustande kommt, kann durch eine quantitative
real time PCR (qRT-PCR) beantwortet werden. Um die Transkripte fur MIP-1q,
MIP-1B, RANTES und B-Aktin mittels einer qRT-PCR quantifizieren zu koénnen,
wurden jeweils chemokinspezifische Plasmide (s. Anhang) kloniert und in
Standardverdiinnungen eingesetzt. Uber diese Standardverdiinnungen und
spezifischen Primern und Sonden wurden die einzelnen gqRT-PCR Reaktionen
etabliert. Das endogene mRNA-Level von B-Aktin wurde zur Normalisierung der
einzelnen Proben verwendet. Die cDNA-Sequenz von RANTES der BMM aus den
C57BL/6-Mausen erwies sich dabei nach mehrmaligen Sequenzierungen als
abweichend von den publizierten Sequenzen und wurde unter der accession number
AY722103 bei NCBI veréffentlicht.
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Fur die gqRT-PCR wurde nach der Stimulation mit LPS (5 h) oder vollstandigen
Infektion (> 95%) mit MCMV-GFP (24 h) der Zellen ein Teil dieser Zellen verwendet,
um deren RNA zu gewinnen. Durch eine reverse Transkription wurde diese RNA in
cDNA umgeschrieben und wurde anschlieBend mit chemokinspezifischen Primern
und Sonden amplifiziert. Fiir das folgende Experiment wurden jeweils 5 x 10° BMM in
vitro mit LPS (2 pg/ml) stimuliert oder vollstandig mit MCMV-GFP infiziert (29 h, moi
= 0,2). Zusatzlich wurden vollstandig MCMV-infizierte (24 h) BMM nachfolgend mit
LPS stimuliert (5h) und jeweils 5x10° BMM wurden mit UV-inaktiviertem
MCMV-GFP inkubiert (24 h) und danach mit LPS stimuliert (5 h). Die MCMV-Infektion
und die erfolgreiche UV-Inaktivierung wurde anhand eines Teils der Zellen

durchflusszytometrisch Uberpruft.
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Abb. 3.19: MCMV blockiert die LPS-induzierte Transkription der Chemokine MIP-1a, MIP-18 und
RANTES. Durch eine qRT-PCR mit MIP-1a-, MIP-1B- und RANTES-spezifischen Primerpaaren und
Sonden wurde in Zellen die Anzahl der Chemokintranskripte bestimmt. Je 5 x 10° Zellen wurden
folgendermalRen behandelt: 1. unbehandelt (w/0), 2. mit LPS stimuliert (5 h), 3. mit MCMV-GFP
infiziert (29 h), 4. mit MCMV-GFP infiziert (24 h) und nachfolgend mit LPS stimuliert (5 h), 5. mit
UV-inaktiviertem MCMV-GFP inkubiert (24 h) und nachfolgend mit LPS stimuliert (5 h). Durch die
gleichzeitige Messung der konstitutiv exprimierten B-Aktintranskripte in den Zellen und durch Bildung
des Quotienten aus den Transkripten fur die Chemokine und den Transkripten von (-Aktin wurden die
erhaltenen Werte normalisiert. Der n-fache Anstieg der Transkriptzahl wurde im Vergleich mit der
Transkriptzahl der unbehandelten Zellen errechnet. Der n-fache Anstieg ist demnach fir die
unbehandelten Zellen immer 1.

Wie aus den Ergebnissen der Abbildung 3.19 hervor geht, induzierte eine Stimulation
mit LPS die Transkription der jeweiligen Chemokine. Des Weiteren verhinderte eine
vollstandige Infektion der Makrophagen mit MCMV die Transkription durch einen

LPS-Stimulus bei den Chemokinen MIP-1a und MIP-18 und verringerte die
RANTES-Transkripte deutlich (ca. 10-fache Verringerung).
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Diese Blockade der Transkription war auf3erdem von einem replikationsfahigen Virus
abhangig, wie die Transkriptionsinduktion in den Makrophagen, die mit
UV-inaktivierten MCMV inkubiert und mit LPS stimuliert wurden, zeigt.

3.3.4 MCMV reguliert die Expression des Toll-like Rezeptors 4/ MD-2
Komplexes herab.

Wie die bisherigen Ergebnisse zeigen, gelang es nicht mehr, MCMV-infizierte
Makrophagen mit LPS oder anderen TLR-Agonisten zu aktivieren, beziehungsweise
zur Produktion von diversen Zytokinen und Chemokinen anzuregen. Zusatzlich zeigt
die Abbildung 3.19, dass im Fall der Chemokine der Effekt durch eine Blockade der
Transkription zurlckzufthren ist.

Da der Signalweg, der zur Produktion der Chemokine nach einer LPS-Stimulation
fuhrt, durch die Bindung von LPS an CD14 und danach an TLR4/MD2 angeregt
wird, wurde im Folgenden die Expression der Rezeptoren TLR4 und CD14 in
MCMV-infizierten Makrophagen untersucht. Hierzu wurden jeweils 1 x 10° BMM in
vitro unbehandelt, 24 h mit MCMV-GFP infiziert oder 5h mit LPS stimuliert.
AnschlieBend wurde die CD14-Expression auf der Oberflache der vitalen Zellen

durchflusszytometrisch ermittelt.

unbehandelt

MCMV-GFP, 24h
Abb. 3.20: Durchflusszytometrische Messung von CD14

auf der Oberfliche von BMM. Je 1 x 10° BMM wurden in vitro
mit LPS (5 h) stimuliert oder mit MCMV-GFP (24 h, moi = 0,02)
infiziert; ,,unbehandelt”: schwarz = ungefarbt (geom.M.: 4,4),
grau = CD14-Expression (geom.M.: 66,2) ,,MCMV-GFP“:
schwarz = infizierte Zellen (geom.M.: 37,7), grau = uninfizierte
LPS, Sh Zellen (geom M.: 56,2), ,,LPS“: grau = LPS-stimulierte Zellen
(geom. M.: 53,1) Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat des

fluorochrom-gekoppelten CD14 Antikorpers.

CD14 >
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Die Infektion von BMM fuhrte zu einer geringen Reduktion der
Oberflachenexpression von CD14 (geometrisches Mittel der infizierten Zellen: 37,7
und der uninfizierten Zellen: 56,2). Das gilt auch fur die Einwirkung von LPS, fur
dessen Erkennung CD14 ein Rezeptor ist und offensichtlich nicht nach der Bindung
an den LPS-LBP Komplex und der Bindung an TLR4 und MD-2 endozytotisch

aufgenommen wurde.

Der nachste Schritt der LPS-Erkennung durch die Makrophagen ist die Bindung an
den TLR4/MD2-Rezeptorkomplex. Zur Untersuchung der TLR/MD2-Expression
wurden ca. 50% 1 x 10° BMM in vitro mit MCMV-GFP (moi = 0,02, 24 h) infiziert und

durchflusszytometrisch analysiert.

TLR4 WT

TLR4
Isotyp

TLR4 KO

GFP ———

Abb. 3.21: TLR4 Expression auf MCMV infizierten und uninfizierten BMM. Dargestellt ist eine
durchflusszytometrische Messung der Oberflachenexpression von TLR4/MD2 auf ruhenden BMM
(WT) und TLR4-defizienten BMM (KO) bei Infektion mit einem GFP exprimierenden MCMV. Das
geometrische Mittel des TLR4-Signals betrug 8,61 und das der MCMV-infizierten Zellen 4,36. Des
Weiteren ist als Kontrolle der spezifischen Detektion von TLR4 durch den TLR4-Antikdrper ein
Antikorperisotyp verwendet worden.

Da das Expressionslevel von TLR4/MD2 auf Makrophagen bekanntermaf’en sehr
niedrig ist, wurde das Experiment zur Detektion der TLR4/MD2-Oberflachen-
expression sorgfaltig kontrolliert: um die Spezifitdt der TLR4/MD2-Farbung zu
dokumentieren, wurden parallel BMM aus TLR4-defizienten Tieren gefarbt sowie
durchflusszytometrische Farbungen mit einem Antikdrperisotyp auf TLR4-Wildtyp-
und TLR4-defizienten Tieren durchgefluhrt. Die Abbildung 3.21 zeigt, dass in
uninfizierten (GFP") Zellen ein spezifisches TLR4/MD2-Signal detektiert werden
konnte, welches in MCMV-infizierten (GFP*) Zellen fehlte. Das bedeutet, dass

TLR4/MD2 innerhalb der 24 h Infektion mit MCMV herabreguliert wurde.
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Um das Ergebnis mit einer unabhangigen Methode zu verifizieren, wurde eine
konfokale Laserscanmikroskopie (cLSM) von MCMV-infizierten und uninfizierten
BMM nach der Farbung von TLR4/MD2 durchgefuhrt.

Abb. 3.22: Darstellung der TLR4 Expression bei der Infektion mit MCMV-GFP. BMM wurden so
24 h mit MCMV-GFP infiziert, dass ca. 50% aller Zellen infiziert waren (GFP*, griin, moi = 0,02)
anschlieBend wurden die Zellen einem TLR4-spezifischen Biotin-gekoppelten Antikorper inkubiert,
welcher nachfolgend durch Streptavidin-HRP und Tyramid-Alexa555 (rot) nachgewiesen wurde.

In Abbildung 3.22 wird deutlich, dass auf MCMV-infizierten Zellen kein TLR4/ MD-2
mehr exprimiert wurde. So wurde auf uninfizierten Zellen (GFP") der
TLR4/MD2-Komplex hell und auf den MCMV-infizierten (GFP*) Zellen
aulderordentlich schwach exprimiert. Damit konnte eindeutig gezeigt werden, dass
der TLR4/MD2-Komplex durch die MCMV-Infektion auf der Oberflache herabreguliert
wird.

Eine analog zu den Experimenten in Abbildung 3.21 durchgefiihrte Farbung von
TLR4/MD2 auf PEC ergab ein identisches Bild: in MCMV-infizierten PEC wird der
TLR4/MD2-Komplex von der Oberflache herunterreguliert (s. Abbildung 3.21). Hierzu
wurden 1x10° PEC in vitro mit MCMV-GFP infiziert (moi= 0,02) und die

TLR4/MD2-Expression durchflusszytometrisch gemessen.

Abb. 3.23: TLR4/MD2 Herabregulation in PEC durch MCMV. Ca. 50 %
F4/80+/CD11b+ Makrophagen wurden mit MCMV-GFP (moi = 0,02, 24 h) infiziert
und die Oberflachenexpression von TLR4/MD2 durchflusszytometrisch
= gemessen. (grau) = unbehandelte Zellen, (schwarz) = uninfizierte Zellen, (rot) =
— TLR4— 1| R4/MD2-Expression der MCMV-infizierten Zellen

N
8
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Wie in den Knochenmarksmakrophagen fuhrte also auch die Infektion von F4/80+/
CD11b+ Makrophagen in den Peritonealen Exsudatzellen zu einer Herabregulation
der TLR4/ MD-2 Expression.

3.3.4.1 Der Einfluss der Stimulation durch TLR-Agonisten auf die
TLR4-Expression

Um die Bedeutung der Herabregulation von TLR4/MD2 durch MCMV in einem
grolReren Kontext insbesondere im Hinblick auf die Spezifitat des Effekts einordnen
zu koénnen, wurde untersucht, inwieweit die TLR4/MD2-Expression nach der
Stimulation mit TLR-Agonisten reguliert wird. Es war hier bereits bekannt, dass die
Stimulation von Makrophagen mit LPS zu einer transienten Herabregulation des
TLR4/MD-2-Komplexes und damit zu einer vorubergehenden LPS-Resistenz (LPS
hyporesponsiveness) fuhrt [208].

Aulerdem gibt es im Feld der TLR-Rezeptoren Hinweise auf eine Trans-Regulation
der TLR-Rezeptoren untereinander, das heil’t, dass die Stimulation des einen TLR
die Expression eines anderen TLR herabregulieren kann [209], [210]. Fir MCMV ist
insbesondere bekannt, dass TLR3 und TLR9 eine Rolle bei der Viruserkennung
spielen. Nach dem Eintritt von MCMV in die Zelle wird Uber den TLR9 die virale
(unmethylierte) DNA und vermutlich auch Uber den TLR3 virale RNA (deren
Strukturmotiv noch unbekannt ist) erkannt, was zu einer Aktivierung der infizierten
Zelle fuhrt [35], [109].

Zusatzlich kdnnte es einen Zusammenhang zwischen MCMV und den TLR2 geben,
da die Anwesenheit von humanen CMV von den Zellen durch den humanen TLR2
und maoglicherweise CD14 durch die Erkennung der viralen Hullglykoproteine H und
B detektiert wird [16], [211]. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass das auch fur die
Detektion von MCMV qilt.

Die mogliche Herabregulation des TLR4 in Makrophagen durch die Stimulation von
TLR2 und TLRY9 oder TLR3 durch virale Produkte lasst sich in vitro durch
TLR-Agonisten nachstellen. Hierzu wurden jeweils 1x10° BMM mit dem
TLR9-Agonisten CpG, mit LPS und UV-inaktiviertem MCMV (UV-MCMV) sowie mit
einer Kombination aus CpG und UV-MCMV jeweils 5h, 24 h und 48 h stimuliert.
Parallel dazu wurden 1 x 10° BMM mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infiziert. Von allen
Ansatzen wurde durchflusszytometrisch die Expression von TLR4/MD2 Uberprift
(Abbildung 3.24)
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Abb. 3.24: Einfluss der Stimulation durch Viruspartikel und CpG (TLR9) auf die Expression von
TLR4/MD2. BMM wurden mit LPS, UV-MCMV und/ oder dem TLR9-Agonisten CpG stimuliert und die
Expression des TLR4/MD2 nach 5, 24 und 48 Stunden auf der Oberflache verfolgt. Als Vergleich
diente die Infektion mit MCMV-GFP (moi = 0,02), wobei hier zwischen der TLR4/MD2-Expression auf
infizierten und uninfizierten Zellen unterschieden werden kann. Aufgetragen ist das geometrische
Mittel der Fluoreszenzintensitat bei der durchflusszytometrischen Messung des TLR4/MD2.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von 3.

In Abbildung 3.24 wird deutlich, dass bei einer Stimulation mit LPS bereits nach 5 h
die TLR4/MD2-Expression an der Oberflache verschwunden war. Die
MCMV-Infektion bewirkte in den infizierten Zellen eine Herabregulation von TLR/MD2
nach 24 Stunden. Weder die uninfizierten Zellen noch die Zellen, die mit CpG als
TLR9-Agonist und/ oder UV-MCMV behandelt worden sind, zeigten eine deutliche
Veranderung in der TLR4/MD2-Expression. Ahnliche Daten wurden fir die
gleichzeitige Stimulation von BMM mit UV-MCMV und Polyl:C als TLR3-Agonist bzw.
fur UV-MCMV und Peptidoglykan (PGN) als TLR2-Agonist erhalten (Daten nicht
gezeigt). Daher ist die MCMV-induzierte Reduktion der TLR4/MD2-Expression
vermutlich nicht auf die multiple Stimulation der TLR2, TLR3 und TLR9
zurtuckzufihren. Es gibt also keinen Hinweis auf eine Transregulation der
TLR-Rezeptoren.

Die Bindung von LPS an TLR4 fuhrt zu einer Herabregulation des Rezeptors durch
dessen Endozytose [61], [39]. Der fehlende TLR4 an der Zelloberflache wird nicht
unmittelbar ersetzt, was nicht zuletzt zur Vermeidung einer destruktiven Uberreaktion
im Organismus und zu einer transienten Desensibilisierung der Zelle gegenuber
nachfolgenden LPS-Stimuli fihrt.
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Dabei wird der betroffene Signalweg auch durch zahlreiche Riuckkopplungen negativ
reguliert [53], was sich vor allem auf die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen auswirkt [212]. Die Desensibilisierung der Makrophagen
hinsichtlich einer LPS-Stimulation lasst sich durch die Expression von TLR4 auf der
Zelloberflache verfolgen. Um die TLR4-Oberflachenexpression unter dem Einfluss
von LPS und MCMV vergleichend zu analysieren, wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der LPS-Stimulation und/ oder MCMV-Infektion die
TLR4/MD2-Expression an der Oberflache von BMM durchflusszytometrisch
bestimmt. Auflerdem wurde in parallelen Ansatzen das LPS nach einer
5 h-Inkubation durch Spulen entfernt (Abbildung 3.25).
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Abb. 3.25: TLR4-Oberflichenexpression unter dem Einfluss von LPS und MCMV. Die
Oberflachenexpression von TLR4 auf BMM wurde durchflusszytometrisch gemessen.
Aufgetragen ist das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitat gegen die Zeit. (A):
TLR4-Expression auf BMM, die zum Zeitpunkt O mit LPS stimuliert wurden und mit LPS im Medium
inkubiert wurden. (B): TLR4-Expression auf BMM, die 5h mit LPS stimuliert worden sind,
anschlieRend wurde das verbliebene LPS im Uberstand entfernt. (C-F): fir diese Darstellung wurden
ca. 50% der BMM mit MCMV-GFP infiziert (moi = 0,02), wobei bei C und D die infizierten Zellen und
bei E und F die uninfizierten Zellen elektronisch voneinander abgegrenzt wurden (Gate) (C):
TLR4-Expression auf MCMV-infizieten BMM. (D): TLR4-Expression auf MCMV-infizierten,
LPS-stimulierten BMM. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS stimuliert, nachfolgend wurde das LPS
aus dem Uberstand (wie B) entfernt und die Zellen infiziert, gezeigt sind nur die infizierten Zellen. (E):
TLR4-Expression auf den uninfizierten Zellen (neben den infizierten Zellen im System). (F):
TLR4-Expression auf uninfizierten, LPS-stimulierten BMM. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS
stimuliert, nachfolgend wurde das LPS aus dem Uberstand (wie B) entfernt und die Zellen infiziert,
gezeigt sind nur die uninfizierten Zellen (vgl. D).

Wie in Abbildung 3.25A deutlich wird, war TLR4/MD2 nach 5 h-Inkubation mit LPS

von der Zelloberflache verschwunden.
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Wurde LPS wieder entfernt (Abb. 3.25B), wurde TLR4/MD2 zwischen 24 und 48
Stunden nach einem Kontakt mit LPS wieder an der Oberflache exprimiert.

In dem Zeitraum davor ist die Zelle gegenuber einer LPS-Stimulation daher
desensibilisiert. Im Gegensatz dazu stand die Herabregulation des TLR4/MD2 durch
die Infektion mit MCMV (Abb. 3.25C). Das vollstandige, mit der LPS-Stimulation
vergleichbare Verschwinden des TLR4/MD2 von der Zelloberflache der infizierten
BMM bendtigte 24 Stunden. Das heisst, dass die Kinetik der viralen Herabregulation
des TLR4/MD2-Komplexes deutlich langsamer als die Agonist-induzierte war. In
LPS-aktivierten BMM (Abb. 3.25D), die dadurch keinen TLR4/MD2 mehr an der
Oberflache exprimieren und die nach dem Entfernen des LPS mit MCMV infiziert
wurden, fand uber 72 Stunden keine Oberflachenexpression des TLR4/MD2 mehr
statt. Uninfizierte BMM (Abb. 3.25E), die in einer Kokultur mit infizierten Zellen
vorlagen, exprimieren weiterhin nahezu unverandert wie unbehandelte Zellen an
ihrer Oberflache TLR4/MD2. Uninfizierte, aber zuvor 5 Stunden mit LPS-stimulierte
Zellen (Abb. 3.25F), aus deren Uberstand LPS entfernt wurde, zeigten einen zeitlich
etwas verzogerte Wiederkehr des TLR4/MD2 an die Zelloberflache (vgl. Abb. 3.25B).

Im Folgenden sollte untersucht werden, auf welcher Ebene die Regulation des TLR4
auf der Oberflache erfolgte. Zunachst wurde Uberprift, ob die Transkription des
TLR4-Gens durch eine MCMV-Infektion beeinflusst wurde.
Die Transkription des TLR4-Gens lasst sich durch eine quantitative real time PCR
(qRT-PCR) Uberprufen. Zur Etablierung dieser PCR wurden
Knochenmarksmakrophagen mit einer TLR4-Deletion (TLR4 KO) als Negativkontrolle
verwendet. Hierzu wurden die BMM aus Wildtyp-Mausen und TLR4-defizienten
Mausen folgendermalien behandelt:

a.) unbehandelt

b.) mit LPS behandelt (5 h)

c.) vollstandig mit MCMV infiziert (29 h)

d.) mit LPS stimuliert (5 h) und nachtraglich vollstandig mit MCMV infiziert (24 h)

e.) vollstandig mit MCMV infiziert (24 h) und nachtraglich mit LPS stimuliert (5 h)
Zur vollstandigen Infektion wurde eine moi von 0,2 verwendet. Nach der Behandlung
der Zellen wurde anhand des RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen die Gesamt-RNA

der Zellen gewonnen.
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Die Integritat der RNA wurde mit dem Bioanalyzer 2100 der Firma Agilent Uberprift
und die Konzentration der RNA wurde mit dem Nanodrop 1000 der Firma Thermo
Fischer Scientific bestimmt.

Durch die Verwendung von Randomprimern und einer Reversen Transkriptase
wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Mit einer TLR4-spezifischen Sonde und
Primern beziehungsweise mit einer B-Aktin-spezifischen Sonde und Primern wurde
durch eine quantitative real time PCR die Anzahl der TLR4-Transkripte
beziehungsweise der (3-Aktintranskripte bestimmt (Abbildung 3.26).

0.2-
TLR4AWT TLR4 KO

*
4

0.1-

TLR4/B-Actin

O.GI:I I:II:I

Abb. 3.26: Bestimmung der Anzahl der TLR4-Transkripte in BMM. Von unbehandelten,
LPS-stimulierten (5 h), MCMV-infizierten (24 h), zuerst mit LPS stimulierten (5 h) und danach mit
MCMV-infizierten (24 h), sowie MCMV-infizierten (24 h) und nachtraglich mit LPS stimulierten (5 h)
Wildtyp-BMM (TLR4 WT) und TLR4-defizienten BMM (TLR4 KO) wurde die gesamte RNA gewonnen,
durch Primer mit zufalligen Sequenzen (Randomprimer) und einer Reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Mit einer TLR4-spezifischen Sonde und Primern in einer quantitativen real time PCR
wurde die Anzahl der TLR4-Transkripte bestimmt. Zur Normalisierung diente die Anzahl der (-
Aktintranskripte, die im selben Ansatz gemessen wurden. Da die (-Aktin-Transkriptanzahl jeweils
deutlich héher als die Anzahl der TLR4-Transktipte war, ist der Quotient TLR4/ B-Aktin kleiner 1.

Die schwache und konstitutive Expression des TLR4 wurde durch die Infektion mit
MCMV nicht verringert. Die MCMV-Infektion hatte also keinen negativen Einfluss auf
die TLR4-Transkription, das bedeutet, dass die TLR4-Herabregulation bei einer
MCMV-Infektion auf der Ebene des Proteins erfolgt.
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A.) Detektion des intrazellularen TLR4 durch Immunoblot und intrazellulare

Durchflusszytometrie

Das Ziel der folgenden Experimente war die Untersuchung des intrazellularen
Verbleibs des TLR4-Proteins.
Als problematisch erwies sich, dass der zur spezifischen Oberflachenfarbung des
nativen TLR4 verwendete monoklonale Antikorper MTS510 nicht das denaturierte/
fixierte Molekll bei einer intrazellularen Durchflusszytometrie, konfokalen Analyse
oder im Western Blot detektieren konnte (Daten nicht gezeigt).
Zur Untersuchung des weiteren Schicksals des TLR4 nach dessen Herabregulation
durch MCMV standen verschiedene kommerzielle und teilweise in anderen
Publikationen verwendete Antikorper zur Verfigung (siehe Material und Methoden).
Diese Antikorper sollten nach Herstellerangaben den bei einer intrazellularen
Durchflusszytometrie oder bei einer SDS-PAGE denaturierten TLR4 spezifisch
detektieren. Nach unseren Analysen konnte keiner der getesteten Antikorper natives
bzw. denaturiertes TLR4 spezifisch detektieren, denn Wildtyptiere und
TLR4-defiziente Tiere waren mit diesen Antikdrpern (anders als bei der Verwendung
des Antikdrpers MTS510, der in Wildtyptieren ein spezifisches Signal lieferte, das in
TLR4-defizienten Tieren fehlte; Daten nicht gezeigt).
Zur Detektion des intrazellularen TLR4 wurden verschiedene Strategien verfolgt:
1. intrazellulare Durchflusszytometrie
2. konfokale Mikroskopie von angefarbten, fixierten Zellen (mit verschiedenen
Fixierungsstrategien)
3. SDS-PAGE/ Western Blot:
a.) unter verschiedenen Lysebedingungen: Triton-X, NP-40 mit und ohne
Jodacetamid (zur Vermeidung nachtraglich gebildeter Schwefelbriicken)
b.) native Gelelektrophoresen
c.) Probenaufbereitungen mit dem MEM-Per Eukaryotic Membrane Protein
Extraction Reagent Kit der Firma Pierce
Keine der Publikationen, die vom Hersteller der Antikorper genannt wurden
verwendeten TLR4-defiziente Zellen als Negativkontrolle [213], [214], arbeiteten nur
mit TLR4-Transfektanten oder nutzten die Antikorper nicht als primares

Nachweisreagenz [215].
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Die von Zager et al. dargestellte TLR4-Doppelbande ist zwar reproduzierbar,
allerdings auch im Lysat der TLR4-defizienten Zellen und damit nicht spezifisch. Der
polyklonale TLR4-Antikorper der Firma eBioscience (Kat. Nr.: #24-9004) farbte bei
der Durchflusszytometrie Wildtyp-, TLR4-defiziente und TLR2-defiziente Zellen
(Daten nicht gezeigt).

Aufgrund des Fehlens eines TLR4-spezifischen Antikérpers der das Molekil in
fixierter Form binden konnte, war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, den
intrazellularen Verbleib des TLR4-Proteins nach der Modulation durch MCMV

aufzuklaren.

B.) Detektion des TLR4 durch Transfektionen

Als alternative Methode zur Untersuchung des intrazellularen Verbleibs des TLR4
nach der Herabregulation durch MCMV wurde ein TLR4:YFP Fusionsprotein
hergestellt. Die Transfektion von CHO-Zellen mit pMono-TLR4:YFP zeigte keine
Oberflachenexpression bei der Untersuchung der Transfektanten durch die konfokale
Mikroskopie. Erst die gleichzeitige Transfektion der Zellen mit pMono-TLR4:YFP und
pDUO-mMD?2, einem Vektor, der MD2 kodiert, zeigte eine Oberflachenexpression,
welche auch durch eine durchflusszytometrische Messung verifiziert werden konnte
(nicht gezeigt). Die MCMV-Infektion der CHO-Transfektanten fuhrte allerdings
innerhalb von 24 h nach Infektion zu einer vollstandigen Lyse der Zellen und weder
der Zustand der TLR4-Expression noch der Verbleib von TLR4 konnten sicher
Uberpruft werden.

Stabil mit dem kommerziellen Vektor pDUO-mTLR4/mMD2 transfizierte 3T3-Zellen
zeigten eine Oberflachenexpression von TLR4 und waren ebenfalls mit MCMV
infizierbar. Allerdings konnte weder bei diesen Zellen, noch bei kommerziellen, stabil
mit TLR4, MD2 und CD14 transfizierten HEK293-Zellen eine Herabregulation durch
MCMYV gezeigt werden, anhand derer das intrazellulare Schicksal des TLR4-Proteins

im Rahmen der MCMV-Infektion hatte verfolgt werden kdnnen.
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3.3.5 Analyse von Oberflachenrezeptoren auf MCMV-infizierten BMM im
Vergleich zu TLR4

3.3.5.1 MCMV reguliert die Expression von TLR2 herab

Im Folgendem wurde untersucht, ob andere Oberflachen-TLR durch MCMV reguliert
werden. In Abbildung 3.18 ist zu erkennen, dass es neben der Stimulation der
Makrophagen tber den TLR4 mit LPS auch nicht mehr méglich war, MCMV-infizierte
Zellen Uber andere TLR Agonisten zu stimulieren. Nachdem in den Abbildungen
3.21, 3.22 und 3.25 gezeigt werden konnte, dass der Grund fur die ausbleibende
Aktivierung durch LPS die Herabregulation des TLR4 gewesen war, wurde die
Expression eines weiteren TLR untersucht. Zurzeit zuganglich sind kommerzielle

Antikorper gegen TLR2, der daher bei einer MCMV-Infektion untersucht wurde.

Hierzu wurden BMM aus Wildtyp-Mausen und BMM aus TLR2-defizienten Mausen
zu je 1x10° Zellen in vitro mit MCMV-GFP (24 h, moi=0,02) infiziert und die
TLR2-Expression zwischen den infizierten und uninfzierten Zellen der Kokultur

durchflusszytometrisch verglichen.

BMM WT BMM TLR2 KO

unbehandelt

GFP

MCMV-GFP, 24h

Abb. 3.27: TLR2 Herabregulation in BMM durch MCMV. Durchflusszytometrische Messung der
TLR2-Expression an der Oberflache von Wildtyp (WT)- und TLR2-defizienten (TLR2 KO)-BMM, die
entweder unbehandelt oder zu ca. 50% mit MCMV-GFP infiziert (24 h, moi = 0,02) waren.

Wie in der Abbildung 3.27 zu erkennen ist, flhrt die Infektion mit MCMV in den BMM

zu einer Herabregulation des TLR2. Diese Situation ist analog zu TLR4.
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Zusatzlich wurde in der Kultur in der infizierte neben uninfizierten Zellen vorlagen, in
den uninfizierten Zellen die TLR2-Expression erhdht. Auf den TLR2-defizienten BMM
war keine TLR2-Expression messbar.

3.3.56.2 Die MCMV-Infektion erhéht die Expression von MHCI in den
uninfizierten BMM

In den folgenden Experimenten wurde die Expression anderer immunologisch
relevanter Oberflachenmarker der BMM bei einer MCMV-Infektion untersucht.

Einer der wichtigsten Schritte fir eine erfolgreiche Abwehr von viralen Infektionen ist
die Prasentation von viralen Peptiden auf der Zelloberflache durch den MHCI
(Haupthistokompatibilitatskomplex Klasse 1, H2K%in C57BL/6-Mausen).

Diese Antigenprasentation ist neben der Ausschuttung von proinflammatorischen
Zytokinen notwendig, um eine Immunantwort zu induzieren und die angeborene
Immunantwort mit der adaptiven zu verschalten.

Durch die Erkennung von Fremdpeptiden, die Gber den MHCI der betroffenen Zellen
prasentiert werden, werden antigenspezifische CD8" T-Zellen aktiviert, die daraufhin
proliferieren und sich zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren, die infizierte Zellen

eliminieren.

Wie in Abbildung 3.2 dargestellt wurde, exprimieren unbehandelte Knochenmarks-
makrophagen MHCI. Zur Untersuchung der MHCI-Expression von BMM bei einer
MCMV-Infektion wurden je 1 x 10° BMM in vitro mit MCMV (moi = 0,02) infiziert.
Jeweils 5 h beziehungsweise 24 h nach der Infektion wurde die MHCI-Expression
zwischen den infizierten und unbehandelten Zellen durchflusszytometrisch gemessen

und verglichen.
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unbehandelt

MCMV-GFP, 5h

GFP

MCMV-GFP, 24h
Abb. 3.28: Expression von MHCI auf BMM. Die

Expression von MHCI wurde auf unbehandelten bzw. mit
MCMV-GFP (moi=0,02) 5h oder 24 h infizierten und
MHCI uninfizierten Zellen durchflusszytometrisch gemessen.

Im Gegensatz zu den Toll-like Rezeptoren 2 und 4 ist die MHCI-Expression durch
MCMV nicht beeintrachtigt. Zusatzlich kommt es wie bei TLR2 zu einer vermutlich

parakrin verursachten Erhéhung der MHCI-Expression in den uninfizierten BMM.

3.3.5.3 Einfluss der MCMYV-Infektion auf die Expression weiterer immuno-

logisch relevanter Rezeptoren

In weiteren Experimenten wurden andere, ebenfalls immunologisch relevante
Oberflachenmarker der Knochenmarksmakrophagen untersucht. Hierzu wurden
jeweils 1 x 10° BMM in vitro mit MCMV-GFP infiziert (24 h, moi =0,02) und die
Expression der Oberflachenmarker durchflusszytometrisch zwischen den infizierten
und uninfizierten Zellen in einer Kokultur sowie den ruhenden (unbehandelten)
verglichen. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in der folgenden Tabelle 3.1

zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Expression von Oberflachenrezeptoren. Zusammenfassung der Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Bestimmung der Expression verschiedener Oberflachenrezeptoren.

Zellen in einer Kokultur:

Rezeptor  Rezeptorfunktion in Makrophagen  unbeh. BMM MCMV-infizierte  uninfizierte

BMM BMM
CD29 Integrin beta 1 ++ - n.g.
(Phagosomenreifung)
CD40 Kostimulator (CD8 T-Zellantwort) - - -
CD80 Kostimulator (B7.1) +/— - +
CD86 Kostimulator (B7.2) +/— -
CD95 Fas Rezeptor (Apoptose, Induktion — - +/—
proinflammatorischer Chemokine)
CD115 M-CSF Rezeptor (Regulation der ++ - -
Proliferation, Differenzierung und
Funktion von Makrophagen)
IL-10R IL-10 Rezeptor (Hemmung von +/— +/— +/—
Makrophagen)
Bewertung der Detektion/ Fluoreszenz: ,—* = keine, ,+/-* = schwach, ,+“ = deutlich, ,++“ = stark, ,n.g."

= nicht gemessen.

Die in Tabelle 3.1 dargestellten, durch unbehandelte Makrophagen exprimierten
Rezeptoren CD29 und CD115 wurden durch MCMV herabreguliert. CD115 wurde
gleichzeitig auch in den uninfizierten Zellen herabreguliert. Die Anwesenheit von
infizierten Makrophagen stimulierte die Expression der Kostimulatoren CD80 und
CD86 auf den uninfizierten Makrophagen. CD40 wurde nicht exprimiert und der
IL-10R nur schwach und beide waren jeweils unbeeinflusst von der MCMV-Infektion.

3.3.6 Analyse weiterer Funktionen von Makrophagen bei einer
MCMV-Infektion

3.3.6.1 MCMV unterbindet die Induktion der induzierbaren NO-Synthase
(iNOS) in BMM

Die Aktivierung von Makrophagen kann zur Bildung von Stickstoffmonoxid flhren,
dass durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS bzw. NOS2) aus der Aminosaure
L-Arginin gebildet wird. NO ist wie sein Folgeprodukt Peroxynitrit ein freies Radikal
und wirkt dadurch als tumorizides und antimikrobielles Molekul, hat aber offenbar
auch eine wichtige Funktion bei der Elimination einer MCMV Infektion, da eine
iINOS-Defizienz eine erhohte Viruslast im Wirt verursacht [216], [217]. Als Mal} fur
die antimikrobielle Aktivitat durch die Produktion von NO wird allgemein die

Produktion von iINOS gemessen [218].
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Im nachstehenden Experiment wurde der Einfluss einer MCMV-Infektion auf BMM
untersucht, indem jeweils 1 x 10° BMM folgendermaRen behandelt wurden:
a.) unbehandelt
b.) mit LPS stimuliert (2 pg/ml, 24 h)
c.) mit IFN-y stimuliert (100 U/ml, 24 h)
d.) mit LPS und IFN-y stimuliert (24 h)
e.) mit LPS und IFN-y stimuliert (48 h)
f.) mit MCMV zu ca. 50 % infiziert (moi = 0,02, 48 h)
g.) mit MCMV zu ca. 50 % infiziert (24 h) und nachtraglich mit IFN-y und
LPS stimuliert (24 h)
h.) mit LPS und IFN-y stimuliert (24 h) und nachtraglich mit MCMV zu
ca. 50 % infiziert (24 h)
Da der Antikorper, der spezifisch INOS erkennt, bereits an FITC gekoppelt war, war
es notwendig, MCMV-infizierte Zellen mit einem Antikdrper gegen das virale Protein
pp89 zu detektieren. Dieser Antikdrper (Croma101) wurde mit einem sekundaren an
Cy5 gekoppelten  Antikorper detektiet und in  einer intrazellularen
Durchflusszytometrie gemessen. Fur diese Experimente wurde ein MCMV-Stamm
verwendet, der nicht fur GFP kodiert.
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Abb. 3.29: Einfluss der MCMV-Infektion auf die Bildung von iNOS in BMM. Dargestellt ist das
geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitat des iINOS spezifischen Antikorpers (aiNOS-FITC).
Jeweils 1 x 10° BMM wurden mit LPS (2 pg/ml), IFN-y (100 U/ml) oder mit LPS und IFN-y stimuliert
und die iINOS-Expression intrazellular durchflusszytometrisch gemessen. In parallelen Ansatzen
wurden je ca.50 % 1 x 10° BMM mit MCMV infiziert (moi= 0,02, 48 h) oder 24 h infiziert und
nachtraglich mit LPS und IFN-y (24 h) stimuliert bzw. mit LPS und IFN-y stimuliert (24 h) und
nachtraglich mit MCMV infiziert (24 h) und die INOS-Expression sowie das virale Protein pp89
intrazellular durchflusszytometrisch bestimmt. Die Identifikation der infizierten Zellen durch das virale
Protein ermdglichte die elektronische Trennung der infizierten von den uninfizierten Zellen. Gezeigt ist
ein reprasentatives Experiment von zwei.

Knochenmarksmakrophagen (BMM) sind ruhende Makrophagen, fur die eine
Stimulation mit LPS hinreichend ist, um sie zur Chemokinproduktion zu aktivieren
[10]. Zur Produktion von iNOS und der damit verbundenen Produktion von NO war
allerdings wie in Abbildung 3.29 deutlich wird, ein zweiter Stimulus wie zum Beispiel
IFN-y, notwendig.

Unbehandelte BMM produzierten ebenso wie BMM, die mit LPS oder IFN-y stimuliert
wurden kein iNOS. Wurden die Zellen fiur 24 h gleichzeitig durch LPS und IFN-y
stimuliert, erfolgte eine deutliche iINOS-Expression, die sich nach 48 h Stimulation
abschwachte. Die Infektion mit MCMV bewirkte weder in den infizierten noch in den
uninfizierten Zellen einer Kokultur die Expression von iNOS. Im Gegensatz dazu
exprimierten 24 h mit MCMV infizierte BMM nach einer 24 h Stimulation mit LPS und
IFN-y kein INOS, dass heil3t eine MCMV-Infektion unterbindet die Induktion von iNOS
durch IFN-y und LPS.
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Die in der gleichen Kultur uninfizierten BMM wurden durch LPS und IFN-y nur im
geringen Male zur Expression von iNOS stimuliert, die INOS-Expression verringerte
sich um ca. 50 % im Vergleich zu den Zellen, die lediglich mit LPS und IFN-y fur 24 h
stimuliert worden waren. In BMM, die flr 24 h mit LPS und IFN-y stimuliert worden
waren, verursachte die Infektion mit MCMV nach weiteren 24 h nur eine geringe
Abschwachung der iINOS-Expression in den infizierten Zellen. Die uninfizierten Zellen
in der gleichen Kultur exprimierten die gleiche Menge an iNOS wie die Zellen die fur

48 h nur mit LPS und IFN-y stimuliert worden waren.

3.3.6.2 MCMYV verhindert die Phagozytose von Dextran in BMM

Eine der fundamentalsten Funktionen der Makrophagen im Organismus ist die
Fahigkeit, Fremdstoffe zu phagozytieren. Diese Phagozytose ist rezeptorvermittelt,
wobei pathogenassoziierte Strukturen (PAMPs) erkannt werden, Uber deren
Erkennung die Phagozytose eingeleitet wird. Letztere fuhrt zur Aktivierung der
Makrophagen und zur Einleitung der adaptiven Immunantwort. Eine dieser Strukturen
bilden Polysaccharide, die dem Wirtsorganismus fremd sind und die als
pathogenassoziiert von den Makrophagen erkannt werden. Hierzu gehodrt das
Polysaccharid Dextran, welches abhangig von der GroRe des Polymers durch
verschiedene Mannoserezeptoren der Makrophagen gebunden und phagozytiert
wird [30]. Das 40 kDa grof3e Dextran wird durch den Rezeptor SIGNR3 erkannt.
Durch die Verwendung von Fluorescein (FITC)-gekoppeltem Dextran (Dextran-FITC)
Iasst sich eine erfolgreiche Phagozytose durchflusszytometrisch Gberprifen.
Zur Untersuchung des Einfluss von MCMV auf die Fahigkeit der Makrophagen
Dextran zu phagozytieren, wurden jeweils 1 x 10° BMM folgendermaRen in vitro
behandelt:

a.) unbehandelt

b.) mit LPS (2 pug/ml) stimuliert (24 h)

c.) mit LPS stimuliert (24 h) und nachtraglich vollstandig mit MCMV (moi = 0,2)

infiziert (24 h)

d.) mit Dextran-FITC (10 ug/ml) inkubiert (2 h)

e.) mit LPS stimuliert (24 h) und nachtraglich mit Dextran-FITC inkubiert (2 h)

f.) mit LPS stimuliert (24 h), danach vollstandig mit MCMV infiziert (24 h) und

nachtraglich mit Dextran-FITC inkubiert (2 h)
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Diese Experimente wurden parallel bei 4°C und 37°C durchgeflihrt. Anschliel3end
wurde jede Kultur in zwei Teile geteilt, wovon ein Teil sofort durchflusszytometrisch
auf das Vorhandensein von Dextran-FITC Uberpruft wurde. Im anderen Teil wurde
das virale Proteins pp89 intrazellular gefarbt und anschlielend wurde die Infektion
durchflusszytometrisch Uberprift. Die getrennte Messung von Dextran-FITC und dem
intrazellularen viralen Protein war erforderlich, weil sich das Fluoreszenzsignal von

Dextran-FITC als nicht fixierungsresistent erwies.

4°C 37°C 4°C 37°C

Dextran-FITC
geom. Mittel

il

MCMV - - + |- - +
Dextran - - -1 - = -1+

+ | + [

+
+
+

+ + + [

Abb. 3.30: MCMV blockiert die Phagozytose von Dextran-FITC in BMM. BMM wurden
unbehandelt, LPS (2 ug/ml) stimuliert oder LPS stimuliert und vollstandig mit MCMV (moi = 0,2)
infiziert bei 4°C bzw. 37°C fir 2 h mit Dextran-FITC (40 kDa, 10 pg/ml) inkubiert. Aufgetragen ist das
geometrische Mittel der Fluoreszenzaktivitdt von FITC, bei einer durchflusszytometrischen Messung
(gezeigt ist hier ein reprasentatives Experiment von drei).

Wie in der Abbildung 3.30 deutlich wird, fand unter keinen Bedingungen eine
Phagozytose von Dextran-FITC bei 4°C statt. Bei der Inkubation der Zellen bei 37°C
ohne Zugabe von Dextran-FITC war ebenfalls kein Signal messbar. Unbehandelte
Zellen phagozytierten bei 37°C Dextran-FITC. Die Phagozytoseleistung erhohte sich
in den LPS-aktivierten BMM. Im Gegensatz dazu waren LPS-voraktivierte BMM, die
anschlie3end vollstandig (nicht gezeigt) mit MCMV infiziert wurden, nicht mehr in der

Lage, Dextran-FITC zu phagozytieren.
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3.3.7 Der Einfluss der MCMV Infektion auf die Funktionalitat anderer

Zellen

Zur Uberpriifung der Abhangigkeit von der Zellspezies des beobachteten Einflusses
von MCMV auf die LPS-abhangige Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-13 und
RANTES wurden verschiedene andere Zelltypen verwendet. Die murinen Zelllinien
MHEC und SVEC sind immortalisierte Endothelzelllinien.
Hierzu wurden jeweils 5 x 10° Zellen folgendermaRen in vitro behandelt:
a.) unbehandelt
b.) mit LPS (2 pug/ml) stimuliert (5 h)
c.) mit MCMV-GFP (moi = 0,02) zu ca. 50 % infiziert (24 h)
d.) mit MCMV-GFP zu ca. 50 % infiziert (24 h) und nachfolgend mit LPS stimuliert
(5 h)
e.) mit LPS stimuliert (5 h) und nachtraglich mit MCMV-GFP zu ca. 50 % infiziert
(24 h)
Danach wurde durch eine intrazellulare Farbung mit anschlieRender
durchflusszytometrischer Messung die Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-113
und RANTES bestimmt.

In der folgenden Abbildung 3.31 wird deutlich, dass die murinen Endothelzellen
MHEC und SVEC weder durch einen LPS-Stimulus, noch bei einer Infektion mit
MCMV MIP-13 (sowie MIP-1a, Daten nicht gezeigt) bildeten. Im Gegensatz dazu
produzierten diese Zelllinien RANTES, sowohl nach LPS-Stimulation, als auch nach
einer MCMV-Infektion. MCMV war hier nicht in der Lage, die RANTES-Produktion
innerhalb der 24 h der Infektion zu unterbinden.
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Abb. 3.31: MCMV beeinflusst nicht die LPS-induzierte Chemokinproduktion in den
Endothelzelllinien MHEC und SVEC. Die Produktion von MIP-18 und RANES wurde in
unbehandelten, mit LPS stimulierten, mit MCMV-GFP (moi = 0,02) infizierten, zuerst mit MCMV-GFP
infizierten und nachtraglich LPS stimulierten, sowie zuerst mit LPS stimulierten und nachtraglich mit
MCMV-GFP infizierten MHEC und SVEC durchflusszytometrisch gemessen.

Grundsatzlich scheint die Produktion der Chemokine in Endothelzellen anders
reguliert zu sein als in Makrophagen. Die LPS-Stimulation verursachte keine
Expression von MIP-1a und MIP-13. Das Gleiche galt auch fur verschiedene
Kombinationen zwischen LPS und MCMV in infizierten und uninfizierten Zellen. Im
Gegensatz dazu wurde RANTES durch die LPS-Stimulation produziert, allerdings
weniger prominent als in Makrophagen. AuRerdem wurde die RANTES-Produktion
durch MCMV in den 24 h der Infektion in den infizierten nicht blockiert

beziehungsweise herunterreguliert.
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3.4 Die Suche nach dem viralen Gen, dass fiir die Blockade der

Chemokinproduktion verantwortlich ist

3.4.1.1 Untersuchungen zur Abhé&ngigkeit der Chemokinblockade von viralen

Mechanismen

Die Expression der MCMV-Gene lauft in einer flr Herpesviren charakteristischen
Weise in mehreren Stufen ab: zunachst werden die immediate-early- (IE-) Gene
durch die =zellulare RNA-Polymerase |l transkribiert (unabhangig von einer
Neusynthese von Proteinen). Der Ubergang zur Expression der early- (E-) Gene
hangt von der Transaktivierung der E-Gen-Promotoren durch ein IE-Protein ab. Die
spate Phase mit der Expression der /late- (L-) Gene ist durch das Einsetzen der
viralen DNA-Synthese definiert [219]. Mit Hilfe von Inhibitoren der einzelnen Schritte
sollte Uberpruft werden, ob die Blockade der Chemokinproduktion durch IE-, E- und/
oder L-Gene des Virus blockiert wird [220], [127].

Die Substanz Ganciclovir ist ein Analogon der Nukleinbase Guanin und ein
Virostatikum, welches in der Behandlung und Bekampfung von Infektionen mit
Herpesviren eingesetzt wird. Die Inkubation mit Ganciclovir fuhrt zur Hemmung der
viralen DNA-Replikation in den MCMV-infizierten Zellen und damit zum Ausbleiben
der Synthese der L-Gene. Im folgenden sollte untersucht werden, inwieweit die
Blockade der Chemokinantwort von der viralen DNA-Replikation abhangt. Vor dem
Einsatz von Ganciclovir war es notwendig, die optimale Wirkstoffkonzentration, die
zum Stopp der DNA-Replikation und damit der Virusvermehrung fuhrte, zu
bestimmen. Hierzu wurden Knochenmarksmakrophagen unter dem Einfluss von 20
bis 80 uM Ganciclovir mit MCMV-GFP infiziert und 72 h nach der Infektion wurde der
erhaltene virale Titer (in plaque forming units, pfu) bestimmt (Abbildung 3. 32A).
AnschlieRend wurde die Chemokinproduktion nach einer LPS-Stimulation (5 h), bei
einer MCMV-Infektion (24 h) und bei einer MCMV-Infektion (24 h) von zuvor
LPS-stimulierten (5 h) BMM in An- und Abwesenheit von Ganciclovir untersucht
(Abbildung 3. 32B).
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A Titration von Ganciclovir B unbehandelt 40uM GCV
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Abb. 3.32: Titration und Wirkung von £ !}
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BMM. (A) Bestimmung der optimalen 50,3% | | _ 46,3%
Konzentration von Ganciclovir (Ganc) fiir die IM%SM\?hG?P oah
Hemmung der Virusvermehrung. Je 1x10° ’
BMM wurden in Anwesenheit von 20, 40 und
80 uM Ganciclovir mit MCMV-GFP infiziert
und 72h nach der Infektion wurde der ] 37 g:;" ] 4927,?:/4
MCMV-Titer im Plaque-Assay bestimmt ] ] P
(B)1x10° BMM wurden in An- oder ] ] LPS, 5h
Abwesenheit  (unbehandelt) von 40 uM
Ganciclovir (GCV) mit MCMV-GFP (24 h,

moi = 0,02) infiziert, mit LPS stimuliert (5 h) " M|p11a—>
und nachfolgend mit MCMV-GFP infiziert oder

nur mir LPS stimuliert (5 h). Die Produktion

des Chemokins MIP-1a wurde durchflusszyto-

metrisch bestimmt.

Die Titration von Ganciclovir ergab eine optimale Wirkstoffkonzentration von 40 yM
Ganciclovir, bei der die geringste Virusreplikation 72 h nach Infektion mit MCMV von
1 x 10° BMM unter standiger Einwirkung der Substanz gemessen werden konnte.

Obwohl durch die eingesetzte Menge von 40 uM Ganciclovir die Virusreplikation
durch Hemmung der DNA-Replikation um einen Faktor von ca. 1000 verringert
wurde, konnte kein Einfluss auf die Herabregulation der Chemokinproduktion von
MIP-1a gemessen werden. Das gleiche galt flr die Produktion der Chemokine
MIP-18 und RANTES (Daten nicht gezeigt). Alternativ zu Ganciclovir wurde auch die
Substanz PAA (phosphonoacetic acid) eingesetzt (250 pg/ml), die ebenfalls die
Synthese viraler DNA durch die Hemmung der Virus induzierten DNA Polymerase
verhindert [221]. Analog zu Ganciclovir hatte der Einsatz von PAA keinen Einfluss auf

die virale Chemokinblockade von MCMV (Daten nicht gezeigt).
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Die Herabregulation der Chemokinproduktion war daher unabhangig von der
Expression der viralen L-Gene, das bedeutet, dass die IE- und/ oder E-Gene von
MCMV involviert sind. Im Rahmen der Arbeit wurde versucht, die Frage nach der
Beteiligung von |IE- und E-Genen mittels Inhibitoren der Transkription (Actinomycin
D) und Translation (Cycloheximid) gemal [127] zu klaren. Da flr beide Agenzien
keine Konzentration ermittelt werden konnte, die auf die BMM nicht toxisch innerhalb
von 5 — 7 h gewesen ware (Daten nicht gezeigt), war dieser experimentelle Ansatz

nicht erfolgreich.

Durch Kooperationen mit virologischen Arbeitsgruppen, die spezialisiert auf die
Untersuchung von CMV-Funktionen sind, standen verschiedene
MCMV-Deletionsmutanten zur Verfugung (s. Tabelle 3.2).

Diese Deletionsmutanten wurde auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die
Chemokinantwort von Makrophagen bei einer Aktivierung durch LPS zu beeinflussen
und den Toll-like Rezeptor 4 herabzuregulieren. Die Untersuchungen erfolgten
ausnahmslos durchflusszytometrisch, wobei infizierte Zellen mit Antikbrpern gegen
sehr frihe (immediately early) virale Genprodukte detektiert wurden (siehe Tabelle
3.2)

Tabelle 3.2: Liste der verwendeten MCMV Deletionsmutanten. Die Spalte ,Deletion“ benennt die
fehlenden Genabschnitte.

Zustand der Expression in

BMM von:*
Bez. des MCMV- Deletion TLRA4 Chemokine durchﬂu_sszytometrlscher
Stammes Nachweis
Wildtyp - - .
(MCMV-GFP) IE2 GFP-Expression
C3xWT - - -
d6-MCMV m144 -m158 - - Nachweis von IE1 durch
d7-MCMV m159 - m170 - - alE1-Antikorper
d8-MCMV m01 — m22 - - (Croma101)
d20-MCMV m128 -m139  -* #

- - Nachweis von E1 durch
dIE1-MCMV IE1 aE1-Antikérper

(Croma103)

* = dargestellt ist der Einfluss der Infektion mit dem jeweiligen MCMV-Stamm auf die TLR4-Expression
und die Chemokinproduktion nach einer LPS-Stimulation: ,-“ = herunterreguliert, * = nur mit 3T3-Zellen
(siehe Text)
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Keine der Deletionsmutanten zeigte eine Einschrankung in der Fahigkeit, eine
LPS-Stimulation und die nachfolgende Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-1p3
und RANTES zu verhindern bzw. zum Erliegen zu bringen. Diese Deletionsmutanten
konnten auch vergleichbar zum Wildtypvirus den Toll-like Rezeptor 4
herabregulieren.

Aufgrund der Deletion des Gens m139, welches fir den Makrophagentropismus
notwendig ist, konnte die Deletionsmutante d20-MCMV Makrophagen nicht infizieren.
Die Deletionsmutante d20-MCMV konnte die immortalisierte Fibroblastenzelllinie 3T3
infizieren, die den TLR4 endogen auf der Oberflache exprimiert. Die Infektion von
3T3 Zellen mit d20-MCMV und zur Kontrolle mit dem MCMV-Wildtyp fuhrte in beiden
Fallen zur Herabregulation des TLR4 in den infizierten 3T3 Zellen (Daten nicht
gezeigt).

Die Ergebnisse mit den viralen Deletionsmutanten zeigten, dass grol3e
Genabschnitte des Virus, die fur nicht essentielle Gene kodieren, nicht in die
Regulation der TLR4- beziehungsweise Chemokinproduktion involviert sind. In den
untersuchten Bereichen liegen hingegen virale Gene, die an der Regulation von
Kostimulatoren, MHC sowie der NK-Zellantwort beteiligt sind (s. Einleitung, Tabelle
1.12). Es kdnnte sein, dass essentielle Gene oder mehrere weit voneinander auf dem
viralen Genom lokalisierte Gene bendtigt werden, um die gezeigten Effekte zu

verursachen.
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4 Diskussion

Das Murine Zytomegalievirus ist ein an den Wirtsorganismus hochangepasstes
Pathogen und hat eine Vielfalt von Mechanismen entwickelt, um der Erkennung und
Elimination durch das Immunsystem zu entkommen. Das Virus etabliert nach einer
akuten Infektion des immunkompetenten Wirts eine lebenslang persistierende
Infektion, unter anderem in Zellen der myeloiden Linie. Begleitend zur akuten
Infektion wurde eine transiente Immunsuppression beobachtet [222]. In der frihen
Immunantwort gegen MCMV spielen Chemokine eine wichtige Rolle, um
Effektorzellen zu rekrutieren und zu aktivieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten,
dass MCMV mit der Produktion von ldslichen Mediatoren wie Chemokinen und
Zytokinen sowie essentiellen immunologischen Funktionen der Makrophagen
interferierte. In ruhenden Makrophagen wurde die Aktivierung der Zellen Uber
mikrobielle Bestandteile durch MCMV blockiert, indem die Oberflachenrezeptoren flr
die Erkennung der pathogenassoziierten Strukturen, TLR2 und TLRA4,
herunterreguliert beziehungsweise die Signalwege der TLR-abhangigen
intrazellularen Pathogenerkennungen reguliert wurden. Dies flhrte dazu, dass
MCMV-infizierte Zellen bestimmte Zytokine und Chemokine (MIP-1a, MIP-18,
RANTES und MCP-1) nicht mehr produzieren konnten. In aktivierten Makrophagen
wurde durch MCMV die bereits eingesetzte Produktion der |6slichen Mediatoren
herabreguliert. MCMYV interferierte ebenfalls mit anderen essentiellen Funktionen der
Makrophagen wie die Phagozytose, die Produktion von Stickstoffoxidradikalen und

die Expression von Oberflachenmarkern.

4.1 Makrophagen

Der allgemein gebrauchliche Begriff ,Knochenmarksmakrophagen (BMM), flr
M-CSF stimulierte und in vitro proliferierte Zellen aus dem Knochenmark ist
irrefUhrend, da diese Zellen kein MHCII exprimieren. Einige Rezeptoren, wie MHCI
sowie die kostimulatorischen Rezeptoren CD40, CD80 und CD86 werden kaum
exprimiert, kdénnen aber hochreguliert werden. Aus diesen Grinden und der
Tatsache, dass makrophagentypische Funktionen, wie die Expression von iNOS zwei
gleichzeitige Stimuli bendtigten (IFN-y und LPS), handelt es sich bei den BMM eher

um Knochenmarksmonozyten.
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Diese Monozyten haben den Status von zirkulierenden Monozyten im Wirt und
bendtigen noch die zur Infiltration in Gewebe und der damit verbundenen
Differenzierung zu Makrophagen notwendigen Stimuli [3]. Diese Monozyten sind
einer der wichtigsten Wirte fur MCMV und dessen Ausbreitung Uber das
Gefallsystem des Wirtes [223]. Zirkulierende Monozyten haben im Wirt eine
verhaltnismaRig geringe Lebensdauer, die erst durch die Infiltration ins Gewebe und
durch die Differenzierung zu Makrophagen wesentlich verlangert wird [3].

Eine weitere Quelle fir Monozyten wirden die mononukledren peripheren Blutzellen
(PBMC) darstellen. Aufgrund des niedrigen Blutvolumens in der Maus stehen diese
im Mausmodell allerdings nur in so geringem MalRe zur Verfigung, dass
Grundlagenexperimente nicht praktikabel waren.

Im Gegensatz zu den BMM sind die Makrophagen der Peritonealen Exsudatzellen
(PEC) reife Makrophagen, die durch eine Peritonitis induziert werden und in den
intraperitonealen Raum eingewandert und dadurch aktiviert worden sind. Sie sind

demnach nur bedingt als physiologisches Analogon zu den BMM zu betrachten.

4.2 Die Aktivierung von Makrophagen

Sowohl BMM als auch PEC exprimieren die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 auf ihrer
Oberflache und kénnen damit pathogenassoziierte Strukturen erkennen und darauf

mit der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen reagieren.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Stimulation von BMM und PEC mit LPS zu
einer umfangreichen Expression von Zytokinen und Chemokinen flhrte. Hierzu
zahlten insbesondere die Zytokine IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-y und TNF-a. Die
Zytokine IL-2 und IL-4 wurden erwartungsgemal von Makrophagen nicht produziert.
Auffallig war die unterschiedliche Kinetik der Sezernierung von TNF-a und IFN-y
nach der LPS-Aktivierung. Wahrend bei den BMM und PEC das TNF-a sehr frih
(nach 5 h LPS Stimulation) sezerniert wurde, war IFN-y erst nach 29 h nachweisbar
(PEC). Des Weiteren wurden die Chemokine MIP-1a, MIP-13, MCP-1, MIP-2, KC
und RANTES innerhalb der ersten 5 Stunden nach einem LPS-Stimulus sezerniert.

Insgesamt bedeutet die Produktion dieser Zytokine und Chemokine eine sehr

umfangreiche Aktivierung wesentlicher Komponenten des Immunsystems.
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So werden durch die Chemokine MIP-1a, MIP-13, MCP-1 und RANTES vor allem
Monozyten, Makrophagen, T-Zellen und auch Naturliche Killerzellen angelockt,
wahrend KC auf Neutrophile chemotaktisch wirkt. Die Chemokine MIP-1a, MIP-1p
und RANTES bewirken synergistisch mit IFN-y die Freisetzung von IL-12 in BMM bei
einer MCMV-Infektion [81].

Durch die Produktion der Zytokine IL-12, IL-15, IL-18 und TNF-a werden CD4"
Tu-Zellen und zytotoxische CD8" T-Zellen aktiviert und dabei wird eine Polarisation
der Immunantwort in Richtung einer Tys-Antwort verursacht. Zusatzlich aktivieren IL-
6 und IL-15 Neutrophile und IL-12 und TNF-a Natlrliche Killerzellen. TNF-a allein
kann auRerdem Makrophagen aktivieren.

Einerseits haben IL-6 und TNF-a synergistische Effekte auf die Aktivierung von
Immunzellen. Andererseits trifft das Maximum des TNF-a-Spiegels auf ein Minimum
des IL-6-Spiegels (nach 5 h LPS-Stimulation) und umgekehrt nach 29 h LPS.

4.3 Einfluss von MCMYV auf die Makrophagenfunktionen
4.3.1 Endozytose/ Herabregulation der TLR2 und 4

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten, dass MCMV in infizierten Makrophagen
die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 herabregulierte, dadurch war eine Stimulation mit
Agonisten dieser Rezeptoren, wie bspw. LPS, von MCMV-infizierten Makrophagen
unmoglich. Diese Abregulation war kein Nebeneffekt der Aktivierung der anderen
Toll-like Rezeptoren, TLR2, TLR9 und TLR3 durch die frihe Erkennung von MCMV-
assoziierten Strukturen, sondern offensichtlich viral induziert. Die Regulation von
TLR4 durch MCMV ist gleichfalls kein vorlibergehendes Phanomen wie die
Endozytose des TLR4 nach der LPS-Bindung.

MCMV-infizierte Makrophagen konnten daher nicht mehr durch die betreffenden
exogenen, pathogenassoziierten Strukturen aktiviert werden und waren gegenuber
dem LPS-Stimulus paralysiert. Darin lag das Ausbleiben jeglicher Zytokin- und
Chemokinproduktion begrundet, die uber die Toll-like Rezeptoren stimuliert werden
sollten. Aus diesem Grund lieRen sich auch keine Transkripte der gemessenen
Chemokine mehr nachweisen. Durch den Einsatz von UV-inaktiviertem MCMV wurde
deutlich, dass zur Herabregulation des TLR4 und dem damit verbundenen
Ausbleiben der Transkription der Chemokine eine virale Genexpression notwendig

war und ,mitgebrachte” strukturelle virale Bestandteile nicht hinreichend waren.
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In weiteren Experimenten sind 3T3-, CHO- und HEK293-Zellen, die jeweils den
murinen TLR4/MD2-Komplex exprimierten, mit MCMV infiziert worden. Die
Uberexpression war auf dem Hintergrund der schwachen endogenen Expression in
den Makrophagen von TLR4 notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit ist es nicht
gelungen, Makrophagen zu transfizieren, so dass andere Zelllinien verwendet
wurden. In den TLR4/MD2-transfizierten Zellen 3T3, CHO und HEK293 wurde keine
durch MCMV induzierte Herabregulation von TLR4/MD2 beobachtet. Das ist
moglicherweise durch die extreme Uberexpression von TLR4/MD2, die durch eine
begrenzte Menge an viralem Protein nicht beeinflusst werden konnte oder durch
einen anderen zugrunde liegenden Zelltropismus, moéglicherweise wegen fehlender

intrazellularer Signalmolekule in den transfizierten Linien, erklarbar.

4.3.2 Die MCMV Infektion verursacht eine Verlidngerung der Uberlebens-

dauer von BMM in vitro.

Die MCMV-infizierten Makrophagen lebten nach dem Ausbleiben des
M-CSF-Stimulus in vitro wesentlich langer (>3 Wochen bei den BMM) als die
unbehandelten Zellen (<1 Woche). Eine ahnliche Beobachtung war bei den
LPS-aktivierten Zellen zu machen, die ebenfalls wesentlich langer in vitro Gberlebten,
aber einen erhdhten Stoffwechsel im Vergleich zu den infizierten Zellen zeigten. Die
Verlangerung der Uberlebenszeit in vitro von MCMV-infizierten Makrophagen war
moglicherweise auf eine initiale Aktivierung der Zellen und spatere virale Blockade

der Apoptose zuruckzufihren [60].

4.3.3 Der Einfluss der MCMV Infektion auf die Phagozytose und die Ex-

pression von iNOS

Die MCMV-Infektion allein flUhrte nicht zu einer messbaren Expression von iNOS.
Knochenmarksmonozyten, die mit LPS und IFN-y stimuliert wurden, exprimierten
dagegen iNOS. Eine Stimulation mit LPS oder IFN-y allein war nicht ausreichend, die
INOS-Expression zu induzieren. Nachdem bekannt wurde, dass MCMV in den
infizierten Zellen TLR4 reguliert, konnte auch das Ausbleiben der INOS-Expression in
infizierten Zellen auf einen simultanen LPS- und IFN-y-Stimulus erklart werden — der

LPS-Stimulus war hier unwirksam.
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In LPS/ IFN-y vorstimulierten Zellen, die nachtraglich mit MCMV infiziert wurden, war
immer noch eine basale iINOS-Expression nachweisbar, die aber geringer war, als
die in den uninfizierten oder in den nur stimulierten Zellen.

Knochenmarksmonozyten konnten ohne weitere Stimulation Dextran phagozytieren.
Die Phagozytoseleistung stieg allerdings deutlich in LPS-aktivierten Zellen.
LPS-aktivierte und nachtraglich vollstandig MCMV-infizierte Zellen waren nicht mehr
in der Lage, Dextran zu phagozytieren. Eine MCMV-induzierte Herabregulation des
verantwortlichen Rezeptors fur die Phagozytose von Dextran, namens SIGNRS3,
konnte eine der mdglichen Erklarungen sein [30].

Diese Ergebnisse verdeutlichen die immunologisch weit reichende Paralyse der
infizierten Monozyten durch MCMV, die auf mehreren Ebenen stattfindet. Diese
Ebenen der Paralyse lassen sich in eine funktionelle und eine kommunikative
unterteilen. Die funktionelle Paralyse ist die Hemmung der Phagozytose und die
Beeinflussung der Bildung von Stickstoffoxidradikalen, die kommunikative Paralyse
umfasst die Blockade der Expression von Oberflachenrezeptoren und die damit

einhergehende Herabregulation der Produktion von l6slichen Mediatoren.

4.3.4 Infektion von aktivierten BMM

Nach der Infektion wurde in den aktivierten Makrophagen die Produktion der
Chemokine MIP-1a, MIP-13, RANTES und MCP-1 zu unterschiedlichen Zeitpunkten
eingestellt, wie die intrazellularen durchflusszytometrischen Messungen zeigten. Die
unterschiedlichen Zeitpunkte waren durch die verschiedenen Signalwege erklarbar,
die zu verschiedenen Transkriptionsfaktoren flhren.

Die Produktion von MIP-1a, MIP-13 und vermutlich MCP-1 werden nach bisherigem
Erkenntnisstand Uber den MyD88-abhangigen und -unabhangigen Signalweg
induziert, deren wichtigste Transkriptionsfaktoren NFxB, AP-1 und IRF-5 sind [42].

Im Gegensatz dazu scheint RANTES nicht Uber den MyD88-unabhangigen
Signalweg induzierbar zu sein, was Versuche mit CpG als Agonist des TLR3, der
lediglich den  MyD88-unabhangigen  Signalweg initiilert, zeigten.  Der
MyD88-unabhangige Signalweg fuhrt zu den Transkriptionsfaktoren NFkB und IRF-3
[45], [43].
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Sowohl in IFN-B-voraktivierten als auch in ruhenden BMM zeigte sich nach einer
MCMV-Infektion eine praferentielle Produktion von MIP-1a, MIP-13 und RANTES in
den uninfizierten Zellen, wahrend in den infizierten Zellen eine deutlich verminderte
Produktion gemessen wurde. Zusatzlich kdnnen MCMV-infizierte Zellen auf IFN-
nicht mehr mit der Produktion der drei Chemokine reagieren. Insgesamt entspricht
damit das Bild weitestgehend der LPS-Stimulation.

Bislang ist wenig bekannt Uber den Eingriff von MCMV in die TLR-Signalwege. Die
Arbeiten mit MCMV-Deletionsmutanten haben gezeigt, dass groRe genetische
Bereiche des Virus allein nicht in die Regulation von TLR4 und/oder der
Chemokinproduktion involviert sind. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
mehrere virale Gene, die im Genom getrennt voneinander liegen, an der Regulation
beteiligt sind. Eine weitere Mdglichkeit ist die Involvierung von essentiellen viralen
Genen. Im Fall von HCMV konnte kurzlich gezeigt werden, dass die viral induzierte
Expression der Chemokine RANTES, MIG, MCP-2 und MIP-1a auf transkriptioneller
Ebene durch IE2, dem Sequenzhomolog des murinen IE3, blockiert wird [224], [225].
Dies konnte fur MCMV bedeuten, dass das fur die Virusreplikation essentielle
Genprodukt von |E3 fur die in dieser Arbeit beobachteten Regulationen
verantwortlich ist. Das kurzlich als Regulator des TLR3-Signalweg identifizierte virale
Genprodukt m45 [60] kdnnte ebenfalls in zuklnftigen Arbeiten hinsichtlich der in
dieser Arbeit gefundenen Beobachtungen zur Regulation der TLR4-Expression und
Chemokinproduktion analysiert werden.

Die Expression aller in dieser Arbeit untersuchten Chemokine ist im Verlauf der
MCMV-Infektion durch eine Herabregulation betroffen. Ebenso betroffen sind die
Zytokine IL-6, IL-12 und schwacher IL-15 und IL-18, die durch eine MCMV-Infektion
in den PEC herabreguliert werden.

Diese Herabregulation der Zytokin- und Chemokinproduktion ist allerdings mit dem
Bioplex-System schlecht darstellbar, da lediglich eine verringerte kumulierte
Konzentration zu messen ist. Diese kommt durch die Akkumulation der nach einem
Stimulus gebildeten Zytokine und Chemokine bis zur vollstandigen Herabregulation
der Produktion durch MCMV zustande. Die zu einem bestimmten Zeitpunkt von einer
bestimmten Zelle tatsachlich intrazellular produzierten und in Vesikeln zur Sekretion

vorbereiteten Zytokine lassen sich aber durchflusszytometrisch erfassen.
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Eine Infektion von LPS-aktivierten PEC mit MCMV verursacht eine erhebliche
Sekretion von IL-1B und eine Verdopplung der IFN-y-Produktion, gemessen im
Bioplex-System. Da die Zellen zu >80% infiziert sind, ist ein moglicher parakriner
Effekt der Infektion auf die uninfizierten Zellen gering. Moglicherweise flhrt die
Anwesenheit von MCMV in den ersten Stunden der Infektion durch mehrere Stimuli
(bspw. Uber die Toll-like Rezeptoren 2 und 9) zu einer hinreichenden Aktivierung der
Makrophagen, welche im Bioplex-System zur Messung einer hohen Konzentration

der kumulierten Zytokine fuhrt.

4.4 Der Einfluss von MCMYV auf andere Zelltypen

Bei den murinen Endothelzelllinien SVEC und MHEC konnte nach deren Aktivierung
mit LPS nur die Bildung des Chemokins RANTES, nicht aber MIP-1a und MIP-1f3
nachgewiesen werden. Die Produktion erfolgte sowohl bei einer LPS-Stimulation, als
auch unter einer MCMV-Infektion im Rahmen der Kinetik, die bei den BMM und PEC
die Chemokinblockade zeigte, unverandert. Diese Ergebnisse zeigen einen
moglichen Makrophagentropismus des regulatorischen Effektes von MCMV auf die
Produktion von RANTES. Alternativ kdonnte die Kinetik des Effektes aber auch
deutlich langsamer sein, was durch entsprechend spatere Zeitpunkte nach der

MCMV-Infektion experimentell Gberprifbar ware.

4.5 Parakrine Effekte der MCMYV-Infektion auf die uninfizierten Zellen.

Neben dem direkten Einfluss auf die immunologischen Funktionen der Monozyten
und Makrophagen durch die Infektion mit MCMV gab es einige bemerkenswerte
parakrine Effekte der infizierten Zellen auf die uninfizierten Zellen im gleichen
System.

Parakrine Effekte der MCMV:-Infektion lief3en sich durchflusszytometrisch bei den im
System verbliebenen uninfizierten Zellen beobachten, indem einzelne Marker
(Zytokine, Oberflachenproteine) vergleichend auf infizierten und uninfizierten Zellen
dargestellt wurden.

Die Frage, ob diese Effekte auf nicht replikationsfahige Viren oder Viruspartikel der
Virenstammldésung oder auf die Produktion von léslichen Mediatoren in der friihen
Phase der Infektion von infizierten Zellen zurickzufuhren waren, blieb allerdings

offen.
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In uninfizierten Zellen wurde offenbar allein durch die Anwesenheit von MCMV oder
MCMV-infizierten Zellen das Chemokin RANTES produziert.

RANTES wirkt, wie schon beschrieben, chemotaktisch auf Monozyten,
Makrophagen, NK-Zellen, Dendritische Zellen [75] und ist forderlich fur die
Ausbildung einer Tyq-Antwort [74]. Geht dem Auftauchen von MCMV im System ein
LPS-Stimulus voraus, erhoht sich die Produktion von RANTES in den uninfizierten
Zellen.

Im Vergleich zu den Zellen, die lediglich mit LPS stimuliert worden sind, erhdhte sich
die Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES in den uninfizierten
Zellen. MIP-1a und MIP-1B gelten ebenfalls als Chemokine, die aufgrund ihrer
chemotaktischen Eigenschaften eine Tuys-Antwort begunstigen und mit IFN-y
synergistische Effekte bei einer MCMV-Infektion haben [81].

Zusatzlich kam es in den uninfizierten BMM zu einer Erhéhung der Expression von
TLR2 (nicht von TLR4) und insbesondere von MHCI, sowie den Korezeptoren CD80
und CD86. Der physiologische Nutzen einer, wenn auch leichten, Erhdhung der
TLR2-Expression liel3 sich nicht erschlieRen, es konnte sich allerdings um ein
generelles Phanomen der Aktivierung der Zellen handeln. Die erhdhte Expression
von MHCI hatte vermutlich seine Ursache in der Produktion und Wirkung von IFN-y,
welches parakrin die MHCI-Expression erhdht und diese Erhdhung steht in direkter
Konkurrenz zur MHCI-Regulation durch MCMV [127]. Die Expression der ebenfalls
zur Antigenprasentation notwendigen Korezeptoren CD80 und CD86 war dagegen
nur in den uninfizierten Zellen zu beobachten.

Im Gegensatz dazu wurde sowohl in den infizierten, als auch in den uninfizierten
Zellen der M-CSF Rezeptor CD115 herabreguliert. M-CSF ist ein Wachstumsfaktor,
der fur das Uberleben von naiven Monozyten, fiir deren Genese aus den myeloiden
Vorlauferzellen des Knochenmarks, sowie deren Proliferation und Differenzierung
notwendig ist. Mit der Aktivierung der BMM war die Entwicklung der Zellen vermutlich

abgeschlossen, das konnte ein Grund fur die Abregulation von CD115 sein.

Zusammenfassend kam es zu einer Anderung der Expression immunologisch
relevanter Oberflachenrezeptoren in den uninfizierten BMM, wenn diese Kontakt mit
MCMV-infizierten Zellen, entweder Uber einen direkten Zell-Zellkontakt oder Uber

|6sliche Mediatoren, hatten.
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Mit ihrer veranderten Oberflachenexpression ahnelten die uninfizierten Zellen hierbei

den aktivierten Makrophagen, allerdings ohne jegliche MHCII-Expression.

4.6 Einordnung der Ergebnisse in das immunologische Gesamt-

geschehen

Makrophagen und Monozyten, die mit dem murinen Zytomegalievirus infiziert sind,
konnen nicht mehr ihre immunologisch relevanten Funktionen im Organismus
ausuben, das heil’t, das diese Zellen deutlich in ihren Funktionen beeintrachtigt sind:

1. MCMV-infizierte Makrophagen konnten einen Grolteil aller |8slichen

Mediatoren nicht mehr produzieren und lie3en sich nicht mehr aktivieren.

2. Die Phagozytose wurde unterbunden und die Produktion von NO verringert.

3. Die Expression von Kostimulatoren wurde inhibiert.
Damit sind die MCMV-infizierten Makrophagen hinsichtlich ihrer immunologischen
Funktion weitgehend paralysiert. Zusammengenommen konnten dieser Einfluss von
MCMV auf die angeborene Immunantwort erklaren, weshalb wahrend einer akuten
MCMV:-Infektion eine transiente Immunsuppression beobachtet wurde, bei der die
Immunreaktion gegen eine zeitgleiche opportunistische Infektion, beispielsweise mit
pathogenen Bakterien, gestort ist [222, 226-230].
Es ist zu erwarten, dass bei einer Infektion in vivo in unmittelbarer Nachbarschaft zu
infizierten Zellen Bedingungen herrschen, die es dem Virus ermdglichen, dem
Immunsystem teilweise zu entkommen. Einschrankend zu beachten ist, dass Uber
die tatsachliche Anzahl von infizierten Zellen bei einer akuten Infektion mit MCMV
unter physiologischen Bedingungen nichts bekannt ist, die Immunsuppression aber

vermutlich lokal begrenzt ist.

4.6.1 Lokale Immunsuppression durch die akute MCMV-Infektion

Aus dem unmittelbaren Einfluss von MCMV auf die immunologische Funktionalitat
von Makrophagen ergibt sich unter einer akuten Infektion eine Population von Zellen,
die trotz ihrer Anwesenheit nicht mehr auf weitere immunologische Stimuli reagieren

und gleichfalls keine Antigenprasentation mehr durchfiihren kann.
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Die Aussagen von Andrews et al. Uber den Verlust der Fahigkeit zur
Antigenprasentation von MCMV-infizierten Dendritischen Zellen machen den Verlust
einer weiteren fur die initiale Immunabwehr bedeutenden Zellspezies deutlich [231].
Folglich ist eine zumindest lokale und temporare Immunsuppression durch MCMV
denkbar.

Die Auspragung dieser Suppression ist dabei definiert durch den prozentualen Anteil
der uninfizierten Zellen zu den Dbetroffenen, also MCMV-infizierten
antigenprasentierenden und phagozytierenden Zellen.

Damit werden die Aussagen aus alteren Publikationen erklarbar, in denen eine
mikrobielle, subletale Superinfektion bei gleichzeitiger akuten, subletalen
MCMV-Infektion, mit extrazellularen Pathogenen (siehe Tabelle 4.1) zu einer
deutlichen Erhdhung der Mortalitatsraten in  Mausen fuhrten. Durch die
Herabregulation von TLR2 und TLR4 durch MCMV in den Makrophagen und
vermutlich auch den anderen phagozytierenden Zellen, sowie durch die Hemmung
der Phagozytose, kdnnen die genannten extrazellularen Mikroorganismen nicht mehr
uber ihre Oberflachenstrukturen erkannt werden. Das heilt, dass durch die
Modulation einer breiten Palette von TLR-abhangigen Signalwegen bei einer akuten
Infektion keine Reaktion mehr auf pathogenassoziierte Strukturen mehr madglich ist.
Tatsachlich wurde gezeigt, dass im Verlauf einer subletalen MCMV-Infektion eine
Reihe von Mikroorganismen nicht mehr effizient bekampft werden konnten (siehe
Tabelle 4.1)

Tabelle 4.1: Opportunistische Pathogene mit nachgewiesenen synergistischen Effekten auf
die Mortalitdt von Mausen bei einer akuten MCMV-Infektion.

Pathogen PAMP (dominant)* assoziierter TLR Referenz
Pseudomonas aeruginosa  LPS TLR4 [222]
LTA
hyl ' TLR2 222], [22
Staphylococcus aureus Peptidoglykan [222], [226]
TLR2/ TLR6
Candida albicans Kohlenhydrate (mglw. TLR3 [227]), [222],
C-typ Lektin
. . LPS,
Escherichia coli K1 . TLR4, TLR2 [228]
Kapselpolysaccharide
, . LPS,
Klebsiella pneumoniae TLR4, TLR2 [229]

Kapselpolysaccharide

*: PAMP = pathogenassoziierte molekulare Strukturen (pattern), von denen hier die vermutlich
flr eine Immunabwehr dominantesten genannt sind.
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Die maximale Synergie dieser Ko- oder Superinfektionen erfolgte dabei, wenn die
bakterielle Infektion 3 Tage nach der viralen Infektion erfolgte und reduzierte sich ab
dem 5. Tag nach der Primarinfektion mit MCMV [222] und war damit nur temporar.
Dazu summieren sich die, beispielsweise von Osborn et al. [230] beschriebenen und
unter anderem durch Andrews et al. [231] und Buchmeier et al. [232] erklarten
Phanomene von inhibierten Immunreaktionen, die von Antigenprasentationen
abhangig sind. Ein Beispiel ist das Ausbleiben der Bildung von neutralisierenden
Antikorpern gegen das Newcastle Disease Virus und der damit verbundenen
Ausbreitung des Virus bei einer gleichzeitigen akuten MCMV-Infektion [233].
Zusatzlich zu den hier gezeigten Ergebnissen konnten Bekiaris et al. darstellen [234],
dass in MCMV-empfindlichen Mausen (BALB/c) durch den Mangel einer spezifischen
NK-Zellantwort gegen MCMV, am Tag 4 nach der MCMV-Infektion (LD50) ein groRer
Teil von CD3" T-Zellen und CD11c¢” Dendritischen Zellen in der Milz verloren gehen.
Dieser Verlust ist gekennzeichnet durch die Auflésung der strukturellen Integritat der
weillen Pulpa der Milz, durch die Zerstérung von Stromazellen, die unter anderem
das homeostatischen Chemokin CCL21 bilden. Eine eingeschrankte oder verlorene

Funktionalitat der Milz ist ebenfalls ein wichtiges Indiz fur eine Immunsuppression.

4.6.2 Der Einfluss von MCMV auf die weitere Ausrichtung der

Immunantwort

Nach dem Ende der akuten Phase der MCMV-Infektion und der Ausbildung der
latenten Infektion werden alle vom Immunsystem erreichbaren und virale Antigene
exprimierende oder prasentierende Zellen eliminiert. Die eliminierten Zellen werden
daraufhin ersetzt. Der Einfluss von MCMV auf die Funktion der Monozyten und
Makrophagen besteht demnach im wesentlichen in der akuten Phase der Infektion.

Die latente MCMV-Infektion eines Organismus scheint durch die systemische
Aufrechterhaltung einer basalen Aktivitat des Immunsystems, bei der vor allem die
Produktion des antiviralen IFN-y im Vordergrund steht, zur verringerten
Empfindlichkeit gegenluber bakterieller Infektionen zu fuhren. Latent MCMV-infizierte
Mause waren weniger empfindlich gegenuber einer Infektion mit Listeria

monocytogenes und Yersinia pestis [235].
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Der weit reichende immunmodulatorische Einfluss von MCMV auf die infizierten
Zellen der angeborenen Immunantwort dient letztlich dem Zweck, eine latente
Infektion im Organismus zu etablieren. Durch die Infektion von zirkulierenden
Monozyten wird das Virus im Organismus verteilt.

Die in dieser Arbeit gezeigte Paralyse immunologischer Funktionen der infizierten
BMM unterstltzt diese Aussage insofern, dass infizierte Monozyten nicht mehr
aktivierbar sind und in vitro eine verlangerte Lebensdauer aufweisen.

Die bisher vorliegenden Informationen zur Immunmodulation und -evasion von
MCMV, die flr Zellen der angeborenen Immunantwort relevant sind, beinhalten die
Hemmung der Antigenprozessierung und -prasentation, inklusive der
Herabregulation von Kostimulatoren, die Unterdruckung einer NK-Zellantwort und die
Produktion eines Homologes und eines Agonisten von Chemokinrezeptoren (siehe
auch Kapitel 1.4.4). Die hier vorliegenden Ergebnisse fugen diesen Informationen
unter anderem Aussagen zur interzelluldaren Kommunikation zwischen den
Immunzellen durch Zytokine und Chemokine hinzu. Zusatzlich zum Einfluss auf die
MHCI-abhangige Antigenprasentation und auf die NK-Zellaktivierung, fuhrt die
Herabregulation der Zytokine IL-12 und die Verringerung der Produktion von IL-15
und IL-18 durch MCMV zu einem Ausbleiben der Induktion der protektiven
Tw1-Zellabhangigen Immunantwort. Diese Aussage ist unabhangig von dem Mangel
an Informationen zur Produktion von IL-10 und der grundsatzlichen Unfahigkeit der
Makrophagen, IL-4 zu produzieren.

Dazu passt ebenfalls die Herabregulation der Chemokine MIP-1a, MIP-13 und
RANTES, die aufgrund ihrer Funktion einer Ty1-Antwort zugeordnet sind [81, 82].
Das Ausbleiben einer effektiven Thi-Antwort wurde zu einem deutlichen Zeitgewinn
fur die Ausbreitung von MCMV im Organismus fuhren, da die Mechanismen, die zur
Ausbildung einer antikérperabhangigen (humoralen) Immunantwort fihren, mehr Zeit
bendtigen (> 5 Tage) als die der zur zellularen Immunantwort. AuRerdem ist die
erfolgreiche Abwehr einer akuten MCMV-Infektion neben einer funktionierenden
NK-Zellantwort im weiteren Verlauf abhangig von zytotoxischen CD8" T-Zellen [127],
welche Uber die Tys-Antwort stimuliert werden. Die Bedeutung einer B-Zellantwort bei
einer primaren MCMV-Infektion ist bislang unklar. Einen Tys-Phanotyp haben aber
offenbar auch die zur Aufrechterhaltung der Latenz notwendigen MCMV-spezifischen
CD4" T-Zellen [236].
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Auf der anderen Seite wird das ebenfalls durch eine MCMV-Infektion herabregulierte
Chemokin MCP-1 der Tyz-abhangigen Immunantwort zugeordnet [82], wird aber
vermutlich Uber die gleichen Signalwege wie die anderen CC-Chemokine induziert
und erfahrt dartber auch eine Herabregulation.

Erste Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass die Produktion des Chemokins IP-10,
welches von LPS-stimulierten BMM ebenfalls gebildet wird, unter dem Einfluss einer
MCMV-Infektion verringert wird. IP-10 wirkt chemotaktisch auf Tyo- und Tys-Zellen
[80].

Zusatzlich erfahrt auch die Produktion des Zytokins IL-6 eine deutliche
Herabregulation durch MCMV. IL-6 ist unter anderem ein Zytokin der humoralen
Immunantwort, welches zur Aktivierung von T-Zellen beitragt und die Proliferation
von B-Zellen induziert. Die Produktion des Zytokins TNF-a, welches ebenfalls
herabreguliert wird, aktiviert auch T-Zellen, insbesondere CD8" T-Zellen und deren
Zytotoxizitat sowie NK-Zellen. Die Wirkung von TNF-a scheint aber keine Rolle in der
Auspragung der MCMV Pathogenese zu haben [237], kann aber autokrin apoptotisch
wirken [238] und die in dieser Arbeit gefundene Herabregulation ist konsistent mit
frGheren Publikationen [161]. Im Gegensatz dazu fuhrt die MCMV-Infektion von LPS-
voraktivierten Makrophagen wie schon erwahnt zu einer deutlichen Erhéhung der
Produktion von IFN-y und IL-18.

IFN-y ist ebenfalls ein Zytokin der Tys-Antwort, fihrt aber vor allem zur Aktivierung
von Makrophagen, der Induktion von iNOS, zur erhdhten Expression von MHCI und
MHCII, zur erhdhten Phagozytoseleistung, wie auch zur besseren
Antigenprozessierung, was allerdings Funktionen sind, die in MCMV-infizierten Zellen
herabreguliert oder nicht mehr induzierbar sind. Die Aufrechterhaltung der
IFN-y-Produktion erklart aber die parakrinen Effekte auf die uninfizierten Zellen.
IFN-y wirkt zusatzlich antiviral, insbesondere durch die Induktion der RNase L in den
Zielzellen.

IL-18 ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin, welches Monozyten und
Makrophagen aktiviert, die Produktion von iNOS induziert und die Differenzierung
von myeloiden Zellen aus dem Knochenmark fordert. Zusatzlich kann IL-1
vermutlich die Reaktivierung von latenten MCMV in immunkompetenten Mausen

auslosen [239]
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Insgesamt kdnnen aus den Daten dieser Arbeit und der vorhandenen Literatur Uber

die frihe Phase der Immunantwort wahrend einer akuten MCMV-Infektion folgende

Aussagen getroffen werden:

1.

Eine akute MCMV Infektion aktiviert in den ersten Stunden ein initiale
Immunantwort im Hinblick auf die Produktion der Chemokine MIP-1a, MIP-13
und RANTES.

Infizierte Zellen prasentieren keine viralen Antigene Uber MHC und werden

deshalb dariiber nicht als infiziert von NK-Zellen® und CD8*-T-Zellen erkannt.

. Infizierte Monozyten sind langer lebensfahig, aber vermindert aktivierbar bzw.

paralysiert im Hinblick auf die Freisetzung von Mediatoren und die
Phagozytose und dienen daher als ,unauffalliges Transportmittel* far MCMV
zur Verbreitung im Organismus

Infizierte Makrophagen sind ebenfalls nicht mehr durch PAMP aktivierbar und
konnen daher nicht mehr ihre immunologische Aufgabe, die unspezifische
Erkennung und Elimination von Pathogenen, wahrnehmen.

Infizierte Makrophagen scheiden aus der interzellularen Kommunikation
zwischen den Bestandteilen des Immunsystems aus.

MCMV gewinnt durch die Hemmung der Produktion aller direkt eine NK-Zell-,
CD8"-T-Zell- und Tys-Zellantwort-fordernder Zytokine und Chemokine Zeit zur

Dissemination und damit zum Erreichen der Zielgewebe und zum Erreichen

der Latenz.

Die Paralyse der MCMV-infizierten Makrophagen entspricht teilweise der
Paralyse von MCMV-infizierten murinen Dendritischen Zellen [231] und
verursacht zusammengenommen eine lokale und transiente
Immunsuppression.

Aktivierte Makrophagen, die nachtraglich durch MCMV infiziert wurden, stellen

einen Groldteil ihrer Funktionen ein, produzieren aber deutlich verstarkt IL-13
und IFN-y. Diese Produktion kdnnte zu einer unspezifischen Aufrechterhaltung
der Aktivierung des Immunsystems und zur Ausbildung des Antiviralen

Zustands in den Zielzellen fihren.

® Dies gilt nicht fir NK-Zellen in C57BI/6 Mausen, die das virale Protein m157 spezifisch Uber einen
aktivierenden NK-Zellrezeptor (Ly49H) detektieren kénnen [240]
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9. Die Aktivierung des Immunsystems innerhalb der akuten Phase der MCMV-
Infektion wird unterstitzt durch die parakrinen Effekte der Infektion, die zur
Aktivierung von uninfizierten Makrophagen, die im Kontakt zu infizierten Zellen

stehen, fuhren.

4.7 Ausblick

Ausgangspunkt dieser Arbeit war, der Befund dass bei einer MCMV-Infektion
Makrophagen in vivo keine Chemokine produzieren. Der zugrunde liegende
Mechanismus wurde in dieser Arbeit in vitro untersucht.

Der Zusammenhang zwischen der MCMV-induzierten Paralyse der infizierten
Monozyten und Makrophagen und die in der Literatur berichteten letalen Wirkungen
von Superinfektionen im Anschluss an eine akute MCMV-Infektion erlauben die
Schlussfolgerung des Auftretens einer lokalen transienten Immunsuppression. Zur
endgultigen Klarung sind aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit Experimente
im lebenden Organismus notwendig. Hierbei wirde der Fokus auf der Untersuchung
der frihen Immunantwort innerhalb der ersten 48 Stunden nach der MCMV-Infektion
liegen, wobei gleichzeitig zu beachten ist, dass die paralytische Wirkung von MCMV
auf Makrophagen und Monozyten vor allem in dem primaren Gewebe der akuten
Infektion zu untersuchen ist. Zu untersuchen ware auch, welchen Beitrag die
Paralyse im Rahmen einer naturlichen Infektion in vivo hat, deren horizontale
Verbreitung vermutlich durch Bisse von infizierten Mausen und durch deren

infektiosen Speichel geschieht.
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5 Zusammenfassung

Das Murine Zytomegalievirus (MCMV) ist ein an den murinen Wirtsorganismus hoch
angepasstes Pathogen. Diese Anpassung fuhrte zur Entwicklung von einer Vielfalt
von Mechanismen, um der Erkennung und Elimination durch das Immunsystem des
Wirts zu entgehen. Damit gelingt dem Virus nach der akuten Infektion des
immunkompetenten Wirts die Etablierung einer lebenslang persistierenden Infektion,
unter anderem in den Zellen der myeloiden Linie, wobei vor allem den zirkulierenden
Monozyten ein wichtige Rolle zur Verbreitung des Virus im Wirtsorganismus zu
kommt. Die Aufgabe dieser Makrophagen ist die frihe Erkennung von Pathogenen
uber Oberflachenrezeptoren, die Freisetzung von Mediatoren und antimikrobielle
Aktivitaten.

Die frGhe Phase der Immunantwort gegen MCMV ist gekennzeichnet durch die
Produktion von Chemokinen, die Effektorzellen rekrutieren und aktivieren. Eine der
Hauptquellen der Mediatorenproduktion sind die Zellen der myeloiden Linie und
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). In dieser Arbeit konnte erstmals auf
Einzelzellebene gezeigt werden, dass MCMV Makrophagen infiziert und dabei mit
der Produktion von léslichen Mediatoren wie Chemokinen und Zytokinen sowie
essentiellen immunologischen Funktionen dieser Zellen interferiert.

In ruhenden Makrophagen wurde die Aktivierung und nachfolgende Produktion von
Chemokinen (MIP-1a, MIP-1B3, RANTES und MCP-1), Zytokinen (IL-6, IL-12, IL-15,
IL-18 und TNF-a) und Stickstoffmonoxidradikalen durch mikrobielle Bestandteile
durch die Infektion mit MCMV blockiert. Diese Blockade durch MCMV wurde durch
die Herabregulation der Oberflachenrezeptoren fur die Erkennung der
pathogenassoziierten Strukturen Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) und TLR4 verursacht,
was zu einem Stopp der Transkription der Chemokine flihrte.

Dies fuhrte dazu, dass MCMV-infizierte Zellen Chemokine sowie einige Zytokine
nicht mehr produzieren konnten, die zur Ausbildung einer effektiven Tys-Zellantwort
notwendig sind. In aktivierten Makrophagen wurde durch MCMV die bereits
eingesetzte Produktion der I6slichen Mediatoren herabreguliert. Die MCMV-infizierten
Makrophagen sind daher hinsichtlich der Erkennung und Elimination von Pathogenen

und der nachfolgenden Immunantwort paralysiert.
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Zusammenfassung

MCMV interferiert ebenfalls mit anderen essentiellen Funktionen der Makrophagen
wie der Phagozytose von Dextran und der Expression von immunologisch relevanten
Oberflachenmarkern (CD29, CD80, CD86 und CD115). Damit umfasst die
MCMV-induzierte Paralyse der Makrophagen die drei funktionellen Hauptbereiche
dieser Zellen: die interzellulare Kommunikation (und Kostimulation), die
Pathogenerkennung und die mikrobiziden Aktivitaten zur Pathogenbeseitigung.
MCMV entgeht dadurch der primaren Immunantwort trotz einer kurzzeitigen lokalen
Aktivierung des Immunsystems, um durch die Mobilitdt der Makrophagen bzw.
Monozyten in immunologisch privilegierte Regionen zu gelangen. Innerhalb der
akuten primaren Infektion kénnte eine lokale, transiente Immunsuppression ein
wichtiger Mechanismus zur viralen Verbreitung im Wirt sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben einen moglichen Mechanismus, der die

beobachtete transiente Immunsuppression in akut MCMV-infizierten Mausen erklart.
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summary

6 summary

The murine cytomegalovirus (MCMV) is a highly adapted pathogen and has
developed numerous strategies to escape the host immune response. Using different
escape mechanisms the virus is able to establish a lifelong persistent infection in
immunocompetent hosts. Amongst others, myeloid cells are latently infected. Part of
the latently infected cells are circulating monocytes, which play an important role in
virus dissemination. The main functions of monocytes and macrophages are the
early recognition of pathogens with respective surface receptors, the secretion of
soluble mediators and other antimicrobial activities.

The early phase of the immune response against MCMV is characterized by the
production of chemokines which subsequently recruit and activate effector cells. One
of the main sources of chemokines are myeloid cells and natural killer cells. In the
current work it was shown for the first time at the single cell level that MCMV infects
macrophages and thereby impairs the production of chemokines, cytokines and other
essential immunological functions.

MCMV blocked the activation of resting macrophages by microbial substances and
the subsequent production of chemokines (MIP-1a, MIP-13, RANTES and MCP-1),
cytokines (IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 and TNF-a) and nitric oxid. The blockade by
MCMV was achieved by downregulating of the surface receptors TLR2 (toll like
receptor 2) and TLR4 leading to a stop of chemokine gene transcription. Hence
MCMV infected macrophages were not able to produce chemokines and cytokines
necessary for an effective Tys-immune response. In activated macrophages MCMV
downregulated the ongoing production of the above mentioned soluble mediators.
Additionally, MCMV interfered with other essential macrophage functions: the
phagocytosis of dextran and the expression of immunological important surface
receptors (CD29, CD80, CD86 and CD115).

MCMV infected macrophages are therefore paralysed with respect to the recognition
and elimination of microbial pathogens. Thus the MCMV induced paralysis of
macrophages affects three main functions of phagocytes: the intercellular
communication (and costimulation), the detection of pathogens and antimicrobial

activities.
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summary

Using these strategies MCMV is able to evade the primary immune response despite
a short-time and local immune activation and uses the mobility of monocytes and
macrophages to disseminate and reach immunological privileged sites in the host. As
a result, an acute infection could lead to a local and transient immune suppression
that might be an important strategy of viral dissemination. The results of this work
describe a possible mechanism which may explain the transient immune suppression

observed in acute MCMYV infected mice.
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Anhang

8 Anhang

Ausgewaiéhlite Zytokine und Wachstumsfaktoren

Tabelle 8.1: Ausgewahlte Zytokine und Wachstumsfaktoren [240]

Zytokine  Familie Induktion Produzenten Wirkungen (u.a.)
IL-1B IL-1 Familie TLR-Signale,  Blutmonozyten, pro-inflammatorisch
IL-2 Gewebsmakrophagen, TiNOS, TAdhasionsmolekiile
Dendritische Zellen, T Angiogenese (TVEGF),
NK-, B-Zellen T Antiképerproduktion,
TDifferenzierung myeloider
Zellen aus dem Knochenmark
IL-2 Hamatopoietin- T-Zell CD4" Ty T-Zellen, 1 T-Zell Proliferation und
Familie Rezeptor murine DZ Aktivierung
(TZR)/ CD3 Tzytotoxische CD8" T-Zellen
'?Eg?;ale TSgppressor T-Zellen
LA 1L-6 Tm_ltogen-_Of:ier
’ antigenaktivierte B-Zellen
Tzytolytische Aktivitat von
NK-Zellen, TGM-CSF, TIL-1B,
MIL-6. Lautoreaktive T-Zellen
IL-4 Hamatopoietin- TZR, Tho -Zellen, Mo,
Familie IL-6, IL-7, CD8" T-Zellen, T (+GM-CSF:) DZ
CD1d (NKT- naive T-Zellen, Differenzierung aus
Zellen) Mastzellen, Monozyten
Eosinophile, TMHCII-Expression,
Basophile, Msotypwechsel IgG > IgE
NKT-Zellen TB-Zellkostimulatoren
TML12p70
TKollagen, TFibronektin
TVCAM-1
d Zytokinproduktion von
TysZellen
{M-CSF abhangige
Proliferation, JCD14, {FcyR
J(IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-a) (LPS-abhangig) und
d IFN-a/B (virusabhangig) in
Monozyten
IL-6 Hamatopoietin- IL-1, TNF Tho —Zellen TIL-4, TAkute Phase Proteine,
Familie TLR-Signale ~ Monozyten TB-Zellproliferation und
B-Zellen Antikérperproduktion,

1T-Zellaktivierung, -
proliferation, -differenzierung,
Tzytotoxische T-Zellen (+IL-1)
und dort TPerforin und
Serinesterase, T(+IL-3, +M-
CSF, +GM-CSF)
hamatopoetische
Vorlauferzellen,

TNeutrophile { TNF-a
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Zytokine  Familie Induktion Produzenten Wirkungen (u.a.)
IL-10 Interferon- TLR-Signale, T —Zellen multiple Immunsuppression
Famile IL-2, IL-3, NKT-Zellen, T 2 The
IL-6, IL-7, B-Zellen, d Tys-Zellzytokine (IL-2, IL-5)
IL-12, IL-15,  Monozyten, {Zytokine der APZ (IL-1B, -6,
TNF-a, TGF-  Makrophagen, -8, -12, TNF-a, GM-CSF) 4O,
B, Eosinophile, INO
TcAMP Epithelzellen LIFN-y, LCD80, {CD88,
JChemokine
1B-Zelldifferenzierung,
-reifung
IL-12 Hamatopoetin-  (¥) B-Zellen, IL-12p70 (p40 + p35)
(P35, Familie CD14, TLR,  Makrophagen, w1, TNK-Zellenaktivierung,
p40) CD11b/CD18, Monozyten, Tzytotoxische T-Zellen
Phagozytose, Dendritische Zellen (Reifung),
CD40, MHCII, Modulation von
IFN-y antigenprasentierenden Zellen
JApoptose
IL-12p40
Chemoattraktant fur
Makrophagen
IL-15 Hamatopoetin- CD40L, viele, aber nicht T- TProliferation
Familie TLR-Signale  Zellen, vor allem TZytokinproduktion
aktivierte T Antikérperproduktion (NK-,
Makrophagen, B-, T-Zellen), TNeutrophile,
TDendritische Zellen,
TPhagozyten,
1T-Zellmigration,
TChemokine
IL-18 IL-1 Familie IL-12, konstitutiv in Mh1, TThz, TIFN-y, TNF-q,
CD40L, Splenozyten und ML-4, NL-5, TIL-13,
PBMC, Makrophagen, - 1GM.CsF, 1IL-10, TiNOS
div. Organ- und MNK-Zellen
Gewebszellen
IFN-a/ Interferon- Virusinfektion, IFN-a: Leukozyten antiviral,
IFN-B familie TLR-Signale,  IFN-B: Fibroblasten TMHCI,
CSF-1, IL-1, 1 Zytotoxizitat, TUberleben
IL-2, TNF-a von aktivierten T-Zellen
TApoptose, TIL-15 (IFN-a),
ML-10 (IFN-B), VIFN-y,
{IL-12, {CD80, {CD86
{T-, B-Zellproliferation,
-migration, $Wachstum
myeloider Vorlauferzellen
IFN-y Interferon- TZR-, TLR- NKT-Zellen antiviral, TRNase L
famile Sign__ale.(IL-18 CD8" und Ty T- My, TIL-12
TLb:Zn?Ilgz,S Zellen, TMakrophagenaktivierung
_n:“:_;} 19 APZ TNOS, TPhagozytose,
’ TMHCI TMHCII
~hon-self,

TAntigenprozessierung,

{Ty.Proliferation,
{B-Zelldifferenzierung
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Zytokine  Familie Induktion Produzenten Wirkungen (u.a.)
LIL-10, I TNF-a
TNF-a TNF Familie TZR-, TLR- die meisten TTNF-a, TIL-1, TIL-8,
Signale, Ig- Immunzellen TGM-CSF,
Bindung. TM-CSF, TIFN-y, TTGF-B,
IL-15, TChemotaxis,
Ec:gﬂzment_ TApoptose in reifen T-Zellen
MIP-1q TCD8" T-Zellen TZytotoxizitat
TNK-Zellfunktion,
{Monozyten/
Makrophagenproliferation und
Differenzierung
M-CSF/  Wachstums- konstitutiv, Knochenmarkstroma-  Uberlebensfaktor fiir
CSF-1 faktor, VIFN Typ |, zellen, Stromazellen,  Makrophagen, Osteoklasten
Tyrosinkinase- LTNF-a Osteoblasten, und unreife Dendritische
rezeptor T-Zellen, Zellen,

Signalmolekiile

TGenese, Proliferation,

Differenzierung und
Aktivierung von
Monozyten/Makrophagen

(*) = bendtigt zwei verschieden Signale, APZ = Antigenprasentierende Zellen, TLR = Toll-like
Rezeptor, Tyq und Ty, = T-Helferzellen Typ 1 und 2, MHC = major histocompatibility complex, NK-
Zellen = Natiirliche Killerzellen, NKT-Zellen = CD3" NK1.1" T-Zellen (NK-Zellenphanotyp), iNOS =
inducible nitric oxid synthase, (G)(M)-CSF = (Granulocyten)(Makrophagen) Kolonisations-
Stimulationsfaktor, MIP-1a = Makrophagen Inflammatorisches Protein -1a, TGF- = tumor growth
factor-B, T = verstarkend, induzierend, | = verringernd, inhibierend

Vektorkarten

SV40 enh

FerH prom

SV40 pAN

mEF1 5'UTR
pMono-MetYFP

4187 bp

Blasticidin

EM7 BamHI (1441)
Cla1(1457)
FMDV IRES

Sall(2212)

YFP

Abb. 8.1: Schematische Darstellung des Transfektionsvektor pMono-MetYFP.
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SV40 enh

ori FerH prom

SV40 pAN

chEF1 5'UTR
Blasticidin

EM7
FMDV IRES

BamHI ( )
pMono-TLR4 YFP s

6685 bp

Sall(4710)
YFP

Cla1(3958) TLR4

Abb. 8.2: Schematische Darstellung des Transfektionsvektor pMono-TLR4-YFP.

EF1 pAn CMV enh

Blasticidin
EM7
FMDV IRES

hFerL prom

chEF1 5'UTR

Dralll(1510)
MD2

pDuo mTLR4 mMD2
8687 bp

mEF1 5'UTR
hFerH prom

SV40 enh
pMB1 ori

TLR4
Nhel(4212)
SV40 pAn

Abb. 8.3: Schematische Darstellung des Transfektionsvektor pDuo-mTLR4/mMD2 (Invivogen).
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EF1 pAn CMV enh
hFerL prom

Blasticidin

EM7 chEF1 5'UTI

pDuo mMD2

5983 by
P SV40 pAn

MD2

pMB1 ori

mEF1 5'UTR SV40 enh

hFerH prom

Abb. 8.4: Schematische Darstellung des Transfektionsvektor pDuo- mMD2.

Bam HI (253)

Sall (402)

b-Aktin

Ampicillin .
b-Aktin pCR2.1 TOPO

5823 bp

Kanamycin

Abb. 8.5: Schematische Darstellung des B-Aktin-kodierenden Vektors, der fiir die Normalisierung der
real time PCR eingesetzt wurde.

1 ori
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Anhang

Ampicillin

MIP-1a pBluescript SK

MIP-1a
3236 bp

pUC ori

Abb. 8.6: Schematische Darstellung des MIP-1a-kodierenden Vektors, der fiir die Normalisierung der
real time PCR eingesetzt wurde.

Ampicillin

MIP-1b pBlueskript SK
3236 bp

MIP-1b

pUC ori

Abb. 8.7: Schematische Darstellung des MIP-13-kodierenden Vektors, der flir die Normalisierung der
real time PCR eingesetzt wurde.
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Ampicillin

RANTES pBluescript SK

3225bp RANTES

pUC ori

Abb. 8.8: Schematische Darstellung des RANTES-kodierenden Vektors, der fur die Normalisierung
der real time PCR eingesetzt wurde. Die RANTES-Sequenz wurde unter der accession number
AY722103 bei NCBI verdffentlicht.
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