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Einleitung 1

l. Einleitung

1. Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen ist ein hochdifferenziertes und
anpassungsfahiges System, das die Aufgabe hat, den menschlichen Kérper
vor Mikroorganismen, Fremd- und Schadstoffen, sowie Toxinen und entarteten
Zellen zu schitzen. Die kollektive und koordinierte Reaktion auf korperfremde
Substanzen nennt man Immunantwort. Der daraus resultierende Schutz vor
Infektionen heil3t Immunitéat. Das menschliche Immunsystem besteht aus mehr
als einer Billion Zellen, die zwischen Blut und Lymphe zirkulieren, in
anatomisch definierten Ansammlungen, den lymphoiden Organen, vorkommen
oder als vereinzelte Zellen in fast allen Geweben anzutreffen sind. Die
Fahigkeit dieser Zellen zu zirkulieren und der stéandige Austausch zwischen
Blut, Lymphe und Geweben ist von entscheidender Bedeutung fur die
Erkennung korperfremder Stoffe und deren Elimination.

Das Immunsystem wird traditionell eingeteilt in ein angeborenes
(unspezifisches) und ein erworbenes (spezifisches oder adaptives)
Immunsystem. Beide erfillen verschiedene Funktionen bei der Abwehr von
Krankheitserregern. Gemeinsam ist beiden die Erkennung sogenannter
Antigene. Hierbei handelt es sich um den infektibsen Erreger selbst oder
strukturelle Untereinheiten von Erregern. Aber auch Zellbestandteile fremder
und eigener Gewebe kdnnen unter bestimmten Umstanden Antigene sein, d.h.
Ziel einer Abwehrmal3nahme des Immunsystems werden.

Charakteristisch fir die erworbene Immunitat ist die spezifische Erkennung
von Antigenen Uber Rezeptoren auf der Zelloberflache von Lymphozyten (T-
und B-Zellen). Diese Rezeptoren werden wahrend der Entwicklung in jedem
Lymphozyten durch sogenannte somatische Rekombination gebildet. Dieser
Vorgang stattet jeden Zellklon mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor
aus, der hochspezifisch ,sein“ Antigen erkennt. Durch die Vielzahl der
Rekombinationsmdglichkeiten wird eine sehr groBe Variation dieser
Rezeptoren ermdglicht. Die Erkennung von Antigenen durch die spezifischen
Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung, klonalen Vermehrung (Expansion) und

Differenzierung der Lymphozyten. Erst danach sind sie in der Lage, durch die
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Produktion von spezifischen Antikdrpern oder die Ausbildung spezifischer
Abtétungsmechanismen zur Eliminierung von Krankheitserregern beizutragen.
Die Antigen-Erkennung durch das angeborene Immunsystem wird
demgegentber durch Rezeptoren vermittelt, die durch Gene der Keimbahn
kodiert sind und keiner Modifikation mehr unterliegen. Allein durch den Druck
der naturlichen Selektion haben die Rezeptoren der angeborenen Immunitat
eine Spezifitat fur infektiose Mikroorganismen entwickelt. Dabei werden aber
nicht einzelne Antigene erkannt, sondern wenige, hochkonservierte
Strukturen, die fur ganze Gruppen von Mikroorganismen charakteristisch sind.
Diese werden unter dem Begriff pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) zusammengefasst und die entsprechenden Rezeptoren als pattern-
recognition receptors (PRR) bezeichnet.

Die zellularen Elemente des angeborenen Immunsystems sind das
Monozyten-Makrophagen-System, die Granulozyten und die nattrlichen
Killerzellen (NK-Zellen). Die Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems
werden auch als mononukledres Phagozyten-System (MPS) bezeichnet, da
sie in der Lage sind, Krankheitserreger und andere Antigene endozytotisch
aufzunehmen und abzubauen. Durch die Présentation von aufgenommenem
Antigen-Material auf der Zelloberflache kann wiederum das erworbene
Immunsystem aktiviert werden (Hume, 2006).

Zum angeborenen Immunsystem zahlen aber auch physikalische und
chemische Barrieren wie die Epidermis, die von Epithelien produzierten
antimikrobiellen Substanzen (Defensine) und eine Kaskade von Proteinen, die
bei der Markierung und Abtdtung von eingedrungenen Mikroorganismen hilft,
das sog. Komplementsystem. Unterstitzt wird das Immunsystem durch
physiologische Veranderungen des infizierten oder geschadigten Gewebes,
die in ihrer Gesamtheit als Entzindung bekannt sind. Diese Reaktion

erleichtert es den Immunzellen, zum Ort der Infektion vorzudringen.
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2. Monozyten/Makrophagen

2.1. Ursprung und Struktur der Monozyten / Makrophagen

Durch Phagozytose konnen die Zellen des mononukledren Phagozyten-
Systems (MPS, fruher retikuloendotheliales System, RES) kdrperfremde
Strukturen, die Antigene eliminieren. Daruiber hinaus sind Zellen des MPS, v.a.
dendritische Zellen und Makrophagen in der Lage, den T- und B-Zellen
Antigene auf ihrer Zelloberflache zu prasentieren und damit die spezifische
Immunantwort zu initieren bzw. zu koordinieren. Das MPS besteht aus
Promonozyten und deren Vorlaufern im Knochenmark, den Monozyten, die im
Blut zirkulieren, und den Makrophagen der verschiedenen Koérperhéhlen und
Gewebe (z.B. den Kupffer-Zellen der Leber, den Mikrogliazellen im zentralen
Nervensystem, den Alveolarmakrophagen der Lunge, den Histiozyten und
Osteoklasten) sowie den dendritischen Zellen (Hume, 2006; Zhou et al.,
1996). Diese nehmen eine besondere Stellung im angeborenen Immunsystem

ein, da sie sehr effizient eine spezifische Immunantwort initiieren kénnen.

Alle hamatopoetischen Zellpopulationen stammen von pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks ab, die sich wiederum aus dem embryonalen
Mesenchym ableiten (Volkman und Gewans, 1965). Unter dem Einfluss von
Wachstums- bzw. Differenzierungsfaktoren ("colony-stimulating factors”,
CSFs), welche die weitere Zellteilung und -differenzierung steuern, entwickeln
sich aus den pluripotenten Zellen lymphozytare und myeloische Stammzellen.
Unter dem Einflul3 des Faktors Interleukin-3 (IL-3) gliedert sich die myeloische
Zellreihe in vier Entwicklungslinien auf: die erythrozytare Linie, die
megakaryozytare Linie, die Linie der eosinophilen Granulozyten und die
granulozytar-monozytare Linie. Ausgangszellen dieser letzten Linie sind die
sogenannten CFU-GMs ("colony-forming unit granulocyte macrophages").
Durch M-CSF (Makrophagen-CSF oder CSF-1) differenzieren diese
Vorlauferzellen der granulozytar-monozytaren Linie zu Monoblasten. Aus
letzteren wiederum gehen die Promonozyten hervor und werden nach der
letzten Zellteilung schliellich als Monozyten in die Blutzirkulation entlassen. In
der Regel sind Monozyten und Makrophagen nicht mehr teilungsfahig (Gemsa

et al., 1997). Es gibt jedoch Hinweise, dass auch in peripheren Organen ein
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Pool von mononuklearen Zellen existiert, der die Eigenschaft hat, sich selbst
zu regenerieren (Pascual et al., 2005).

Im Blut eines Erwachsenen zirkulieren etwa 1,7 x 10° Monozyten und
reprasentieren damit 2-8 % aller Leukozyten. Monozyten zéhlen mit einem
Durchmesser von etwa 10-15 pm zu den grof3ten Zellen des Blutes. Weitere
Merkmale sind eine unregelmallige Zellbegrenzung, Vakuolen als Zeichen
einer gut ausgebildeten Phagozytosefahigkeit, ein meist eingebuchteter,
ovaler oder hufeisenférmiger Kern, locker strukturiertes Chromatin und ein
Zytoplasma mit azurophilen Granula (Junqueira et al., 1996). Monozyten sind
nicht nur Vorlaufer der Makrophagen, sondern kodnnen selbst gut
phagozytieren, entfalten eine zytotoxische Aktivitat und sezernieren viele
biologisch aktive Mediatoren (Gemsa et al., 1997). Werden Monozyten aus
dem Blut isoliert und in ein Kulturgefafld gegeben, adharieren sie und breiten
sich Uber die Oberflache aus.

Blut Gewebe
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Monozyten-Entwicklung.

Wahrend der Differenzierung von Monozyten entstehen zwei phénotypisch und
funktionell  unterschiedliche  Populationen von  Monozyten, die sich zu
Gewebsmakrophagen differenzieren oder direkt in entziindete Gewebe auswandern.
Modifiziert nach Taylor et al., 2003.
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Im  menschlichen Blut kdénnen die Monozyten aufgrund von
Zelloberflachenmolekiilen vereinfacht in zwei funktionell und ph&notypisch
unterschiedliche Populationen eingeteilt werden: Zum einen Monozyten, die
bevorzugt in die peripheren Gewebe einwandern und sich dort zu
Gewebsmakrophagen  differenzieren (ruhende Monozyten/residential
monocytes, s. Abb. 1), zum anderen Monozyten, die sich vor allem in
entzindeten Geweben finden und dort die Immunantwort koordinieren
(inflammatorische Monozyten/inflammatory monocytes, Taylor und Gordon,
2003; Passlick et al., 1989, Weber et al., 2000). Nach ca. 24 Stunden
verlassen die Monozyten die Blutbahn und wandern in das umliegende
Gewebe aus, in dem die weitere Differenzierung zu Makrophagen stattfindet.
Makrophagen unterscheiden sich von Monozyten in ihrer Enzymaktivitat,
erhohter  Fahigkeit zur Phagozytose und der Expression von
Zelloberflachenmolekilen wie z.B. CD16 und Adhasionsmolekilen der
B2-Integrinfamilie. Insbesondere der Chemokin-Rezeptor CCR2 (s. 3.3.2), der
auf inflammatorischen Monozyten exprimiert wird, nicht aber auf ruhenden
Monozyten und fir die Auswanderung von Monozyten aus dem Knochenmark

wichtig zu sein scheint (Gordon und Taylor, 2005; Rollins, 2006).

2.2. Funktionen der mononukledren Phagozyten

Durch die Fahigkeit zur Phagozytose und die nachfolgenden
Verdauungsprozesse sind die Zellen des MPS die erste Instanz der Abwehr
gegen korperfremde Substanzen, dienen aber auch der Beseitigung
korpereigener Stoffe. Bei einer Infektion mit Viren beispielsweise spielt dieses
Abwehrsystem in den ersten Tagen eine wichtige Rolle, bis sich die Antwort
des spezifischen Immunsystems ausgebildet hat (Mogensen, 1979).

Von entscheidender Bedeutung ist die Interaktion zwischen den
phagozytierenden und Antigen-prasentierenden Zellen mit dem spezifischem
Immunsystem. Die Antigenprasentation und die Sekretion von Monokinen
(Monozyten-Zytokinen) durch Monozyten/Makrophagen fuhrt zur Aktivierung
von T-Lymphozyten. Diese wiederum setzen Produkte zur B-Lymphozyten-
und Makrophagenaktivierung frei (Abbas et al, 2000). Uber diesen
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Mechanismus besteht eine wechselseitige Regulation des angeborenen und

des erworbenen Immunsystems.

Zusammenfassend lassen sich die Hauptfunktionen der Makrophagen wie

folgt darstellen (Gemsa et al., 1997):

1) Phagozytose von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, Parasiten),
geschadigten Zellen, gealterten Erythrozyten und Antigen-Antikorper-
Komplexen

2) Sekretion einer Vielzahl von Substanzen (s. Tabelle 1)

3) Immunregulation (Kooperation mit Lymphozyten tber
Antigenprozessierung und —prasentation, Expression von regulatorischen
Molekilen wie z.B. Adhasionsmolekilen und Kostimulatoren der T-
Zellantwort, Sekretion  von Monokinen und unspezifischen
Immunsuppressoren)

4) Zytotoxizitdt gegenuber Parasiten, Tumorzellen, transplantierten Zellen

und virusinfizierten Zellen.

2.3. Aktivierung von Makrophagen

Wahrend eines Entzindungsprozesses werden sowohl die chemotaktisch
angelockten Monozyten, als auch die Gewebsmakrophagen fur den Empfang
von Aktivierungssignalen sensibilisiert. Der hochste Aktivierungsgrad von
Makrophagen wird in der Regel erst durch die Einwirkung von 2 Signalen
erreicht (2-Signalhypothese) (Hamilton und Adams, 1987; Gemsa und Kozan,
1984). Das erste Signal (,Priming-Signal“) versetzt die Zellen in einen
rezeptiven Zustand. Dies wird z.B. durch Lymphokine (Lymphozyten-Zytokine)
wie IFN-y, GM-CSF oder verschiedene makrophagenaktivierende Faktoren
(MAFs) vermittelt. Durch ein zweites, auslésendes Signal wie z.B. Endotoxin
oder eine Kombination aus Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrosefaktor-a.
(TNF-a) werden Makrophagen dazu veranlasst, volle Aktivierung zu zeigen
(, Trigger-Signal®).

Bei der Regulation der Makrophagenaktivierung spielt das von den
Makrophagen selbst produzierte Prostaglandin E, eine wesentliche Rolle,
indem es die durch IFN-y induzierte Makrophagenaktivierung inhibiert (Taffet

und Russell, 1981). Was mit Makrophagen nach ihrer Aktivierung geschieht,
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wird kontrovers diskutiert. Zum einen wird eine Deaktivierung der Zellen fir
moglich gehalten, zum anderen besteht die Annahme, dass einmal aktivierte
Makrophagen nach Erfiillung ihrer Aufgabe zu lokalen Lymphknoten wandern
und dort sterben (van Furth, 1982). Ob der Zelltod aktivierter Makrophagen
genetisch programmiert ist oder auf die von den Zellen selbst sezernierten
toxischen Produkte zuruckzufuhren ist, ist bisher nicht weiter untersucht

worden.

2.4. Sekretorische Produkte von Makrophagen

Makrophagen gehdren zu den sekretorisch aktivsten Zellpopulationen
(Nathan, 1987). Die meisten der sezernierten Molekile werden nach einer
Stimulation und Aktivierung freigesetzt. Die Menge und Art der sezernierten
Molekule sind abhangig vom Grad der Differenzierung und der
Gewebelokalisation. Eine Ubersicht (iber die wichtigsten Produkte zeigt
Tabelle 1.

Tabelle 1: Eine Auswahl sekretorischer Makrophagen-Produkte

Stoffgruppe Beispiele

Zytokine und Chemokine Proinflammatorische Zytokine
Anti-inflammatorische Zytokine
Chemokine

Wachstums- und Differenzierungsfaktoren

Enzyme Lysozym, saure Hydrolasen, Proteasen,
Elastase, Kollagenase A

Komplement-Faktoren Klassischer Aktivierungsweg
Alternativer Aktivierungsweg

Gerinnungsfaktoren Intrinsischer Aktivierungsweg
Extrinsischer Aktivierungsweg

Proteine der extrazelluldren Matrix Fibronectin, Proteoglykane

Wachstumsfaktoren Transforming growth factor beta (TGF-)
Platelet-derived growth factor (PDGF)
Fibroblast growth factor (FGF)

Vascular endothelial growth factor (VEGF)
Arachidonsaure-Derivate Zyklooxygenase-Weg

Lipoxygenase-Weg

Toxische Radikale Sauerstoff-Radikale
Stickstoff-Radikale
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3. Zytokine und Chemokine

3.1. Zytokine

Als Zytokine bezeichnet man eine Gruppe von Polypeptiden, die

regulatorische Signale zwischen Zellen vermitteln. Sie wirken durch Bindung

an einen oder mehrere spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen. Die dadurch
angeschalteten intrazellularen Signalwege beeinflussen die Zellproliferation
und —differenzierung, sowie die Regulation der natirlichen und der
spezifischen Immunitat. Man kann die Zytokine je nach Aspekt z.B. nach den
produzierenden Zellen in Monokine (von Makrophagen und Monozyten
produziert) und Lymphokine (von Lymphozyten produziert) oder funktionell in
pro- und anti-inflammatorische Zytokine unterteilen. Historisch unterscheidet

man u.a. die Interleukine (IL-1 bis IL-29), die Tumor-Nekrose-Faktoren (z.B.

TNF-a), die Chemokine (z.B. CCL5), die Interferone (z.B. IFN-B) und die

colony-stimulating factors (z.B. G-CSF).

Obwohl die Familie der Zytokine eine hohe Diversitat aufweist, teilen sie

folgende Gemeinsamkeiten (Abbas et al., 2000):

1) Zytokine werden sowohl von Zellen des unspezifischen als auch von
Zellen des spezifischen Immunsystems produziert und regulieren die
Immunantwort.

2) Die Sekretion der Zytokine ist selbstlimitierend.

3) Zytokine wirken auf viele verschiedene Zellen (Pleiotropismus).

4) Die Effekte der Zytokine sind haufig redundant.

5) Zytokine beeinflussen die Synthese anderer Zytokine (Zytokinkaskade).

6) Zytokine entfalten ihre Wirkung durch die Bindung an einen oder mehrere
spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen (autokriner, parakriner oder
endokriner Mechanismus) und beeinflussen dadurch intrazellulare

Signalwege.

3.2. IL-24/MDA-7

Erst kirzlich wurde das aus humanen Melanomen isolierte melanoma
differentiation-associated gene 7 (MDA-7) in IL-24 umbenannt. Dieses Zytokin
ist in der Lage, das Wachstum von Tumorzellen zu hemmen (Jiang et al.,

1996). Im Gegensatz zum strukurell verwandten IL-10 hat IL-24 jedoch keinen
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hemmenden Effekt auf eine LPS-induzierte TNF-a. Produktion von Monozyten
(Wang et al.,, 2002). Experimentell kann IL-24 durch Interferon-p und das
Terpen Mezerein in Melanom-Zellen induziert werden (Jiang et al., 1996;
Madireddi et al., 2000). Neben einer Freisetzung von IL-24 nach Stimulation
von Monozyten mit Concanavalin A (ConA) (Wang et al., 2002), ist auch eine
Induktion durch LPS gezeigt worden (Caudell et al., 2002; Garn et al., 2002).
IL-24 bindet an die heterodimeren Rezeptoren IL-22R1/IL-20R2 und IL-
20R1/IL-20R2 und aktiviert dadurch die Signalibertragungsmolekile STAT1
und STATS3, die als Transkriptionsfaktoren wirken (Wang et al., 2002).

3.3. Chemokine
3.3.1. Struktur und Funktion der Chemokine

Die Bezeichnung “Chemokine” leitet sich aus chemoattractant cytokines ab.

Die charakteristische Funktion dieser Proteinfamilie ist die gerichtete

Leukozyten-Chemotaxis Aktllwerung von Leukpzyten und
Freisetzung von Mediatoren
Chemokin-Gradient S ‘ Myeloperoxidase
a {O:ogc' ‘ .—* Elastase
. } i °.x, ° gg Eosinophile - . » Kationische Proteine
o 2000 Mastzellen/ 4% ,»,J. Peroxidasen
Chemokin- Basophile { ﬂw » Histamin
Rezeptoren " —» ROS
Makrophagen—
Rollen A Suppression
A von
. . Adhésion — Tumorwachstum
Chronische — —=——u__ —_
Ch-emOKEHSOOOOOQDQOQ \ Entz'uﬂdung :::“-,
f | . | Endothel
Aktivierung von Integrinen bei der Angiogenese und Angiostase

Leukozyten-Endothel Interaktion

Abbildung 2: Vier wichtige biologische Funktionen von Chemokinen.

A) Chemokine dienen der Chemotaxis von Leukozyten, d.h. der gerichtetet Bewegeung
entlang eines Chemokin-Gradienten. B) Sie vermitteln die Aktivierung von Integrinen auf
Leukozyten, die mit dem Endothel interagieren. C) Chemokine stimulieren die Degranulation
von Leukozyten und die Freisetzung von Mediatoren. In Makrophagen induzieren sie auch
die Bildung von reaktiven Sauerstoff-Verbindungen (ROS). D) Einige Chemokine sind in der
Lage, das Wachstum von Gefal3en zu férdern oder zu inhibieren. Diese Eigenschaft konnte
auch der Tumor-Suppression durch einige Chemokine zugrunde liegen. Nach Mackay, 2001.
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Anlockung von Leukozyten (Chemotaxis). Chemokine werden von den
unterschiedlichsten Zellen sezerniert. Insbesondere Monozyten und
Makrophagen, aber auch Lymphozyten kénnen eine Reihe von Chemokinen
produzieren. Auch in den meisten Gewebezellen sind Chemokine induzierbar
(Baggiolini et al., 1994) und bilden im Extrazellularraum einen Gradienten aus,
an dem sich Leukozyten entlangbewegen, um z.B. an den Ort der Entziindung
zu gelangen. Dabei sind die Chemokine an Molekilen der extrazellularen
Matrix fixiert (Haptotaxis) (Tanaka et al., 1993). Neben ihrer chemotaktischen
Funktion, fiahren Chemokine zur Reorganisation des Zytoskeletts in ihren
Zielzellen. Zusétzlich aktivieren sie z.B. Integrine und andere Molekile, die zur
erhohten Adhésion von Leukozyten an Endothelzellen und anschlieRender
Migration durch die GefaRwand fiihren (Butcher, 1991; Schall,1994; Imhof et
al., 1995). AulRerdem konnen sie Zellen des Immunsystems aktivieren und
eine Freisetzung von Mediatoren induzieren (Rossi und Zlotnik, 2000).
Chemokine spielen auch eine wichtige Rolle in der Regulation des Wachstums
von BlutgefaRen (Angiogenese und Angiostase, Romagnani et al., 2004). Eine
Ubersicht tiber die allgemeinen biologischen Funktionen der Chemokine gibt
Abbildung 2.

Charakteristisch fur die Mitglieder der Chemokin-Familien sind konservierte
Cystein-Reste, die durch Bildung von Disulfidbriicken die Tertiarstruktur der
Chemokine beeinflussen. Die Einteilung der Chemokine nach ihrer Struktur in
vier Familien unterscheidet die Chemokine anhand von Anzahl und Position
der Cystein-Reste am Amino-Terminus des Molekils. Klassischerweise
werden die Chemokine in C-, CC-, CXC-und CX3C-Chemokine unterteilt
(Zlotnik und Yoshie, 2000; Baggiolini et al., 1994).

Einer anderen Einteilung liegt die allgemeine Funktion der Chemokine
zugrunde. Hier werden die inflammatorischen und die konstitutiven Chemokine
unterschieden. Die Gruppe der inflammatorischen Chemokine wird durch
inflammatorische Stimuli induziert, oder vermittelt selbst inflammatorische
Signale. Sie spielen eine wichtige Rolle bei entziindlichen Reaktionen. Dazu
gehdren Chemokine wie CXCL1, CXCL8, CCL2-CCL5, CCL7, CCL8 und
CCL13.
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Die konstitutiven oder homdostatischen Chemokine werden im Knochenmark,
im Thymus oder den sekundaren lymphatischen Organen exprimiert und sind
verantwortlich fir die Kontrolle der Leukozytenmigration und die Koordination
der Zell-Zell-Interaktionen im Verlauf der Immunantwort (Yoshie et al., 1997).
Vertreter dieser Gruppe sind z.B. CCL21 (SLC, secondary lymphoid tissue
chemokine), CCL19 (ELC, EBV-induced molecule 1 ligand chemokine = MIP-
3B), CCL18 (DC-CK-1, dendritic cell chemokine 1), CCL22 (MDC,
macrophage-derived chemokine) und CCL17 (TARC, thymus and activation-

regulated chemokine).

3.3.2. Chemokinrezeptoren

Chemokine binden an Rezeptoren auf der Oberflache der Zielzellen, die zur
Familie der heptahelikalen (7fach membrandurchspannenden), an G-Proteine
gekoppelten Rezeptoren gehdren (Rhodopsin-Superfamilie). Die CXC-
Chemokine  bindenden  Chemokinrezeptoren werden als CXCRs,
entsprechend die CC-Chemokine bindenden Rezeptoren als CCRs
bezeichnet. Es wurden bisher sechs CXC-Rezeptoren und elf CC-Rezeptoren
identifiziert. Auf Leukozyten wird generell mehr als ein Rezeptortyp exprimiert.
Fast alle Chemokinrezeptoren besitzen eine Uberlappende Ligandenspezifitat.
Die Signaltransduktion, die durch Bindung der Chemokine an ihre Rezeptoren
aktiviert wird, wird nicht nur Uber G-Proteine vermittelt (Bokoch, 1995),
sondern auch uber die Proteine aus der Familie der Janus-Kinasen (JAKS)
und signal transducers and activators of transcription (STATs) (Rodriguez-
Frade et al., 2001). Dabei induziert die Bindung von Chemokinen die Bildung
von Rezeptor-Homo- bzw. Heterodimeren mit anschliel3ender Aktivierung
eines Gai- bzw. Gagii-Proteins und eines JAK-STAT-Signalwegs. Auch die
Aktivierung einer  Phoshphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K) ist beschrieben
(Ward, 2004). AuRRerdem werden kleine Guanosintriphospat-bindende
Proteine der Ras- und Rho-Familie aktiviert (Laudanna et al., 1996). Diese
Rho-Proteine sind an der Zellmobilitat Gber eine Regulation von Aktin-
abhangigen Prozessen beteiligt.
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Tabelle 2 (umseitig): Die wichtigsten Mitglieder der humanen Chemokin-Familien
(modifiziert nach Luster, 1998; Rossi et Zlotnik, 2000 und Esche et al., 2005).

Fettgedruckte Chemokine bzw. Chemokinrezeptoren verweisen auf konstitutive
Chemokine.
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CXC Chemokin-Familie

Chemokin Synonym/hum. Chemokin  Rezeptor
CXCL1 GRO-a/MGSA-a CXCR2
CXCL2 GRO-B/MGSA-p CXCR2
CXCL3 GRO-y/MGSA-y CXCR2
CXCL4 PE-4 ?

CXCL5 ENA-78 CXCR2
CXCL6 GCP-2 CXCR1/2
CXCL7 NAP-2 CXCR2
CXcLs Interleukin-8 CXCR1/2
CXCL9 Mig CXCR3
CXCL10 IP-10 CXCR3
CXCL11 I-TAC CXCR3
CXCL12 SDF-1a/B CXCR4
CXcL13 BLC/BCA-1 CXCR5
Cxcli4 BRAK/bolekine 2

CXCL16 SR-PSOX CXCR6

C Chemokin-Familie

Chemokin Synonym/hum. Chemokin  Rezeptor
XCL1 Lymphotactin/SCM-1a/ATAC XCR1
XCL2 SCM-1p XCR1
CX3C Chemokin-Familie

Chemokin Synonym/hum. Chemokin  Rezeptor
CX3CL1 Fractalkin CX;3CR1
CC Chemokin-Familie

Chemokin Synonym/hum. Chemokin Rezeptor
ccL1 1-309 CCR8
ccL2 MCP-1/MCAF CCR2
ccL3 MIP-1a. CCR1/5
CCL4 MIP-1p CCR5
CCL5 RANTES CCR1/3/5
ccL7 MCP-3 CCR1/2/3
ccL8 MCP-2 CCR3
CCL11 Eotaxin CCR3/5
CCL13 MCP-4 CCR2/3
CCL14 HCC-1 CCR1
CCL15 HCC-2/MIP-15 CCR1/3
CCL16 HCC-4/LEC CCR1
CCL17 TARC CCR4
cCL18 DCCK/PARC/AMAC ?

CCL19 MIP-3B/ELC CCR7
CCL20 MIP-30/LARC/exodus-1 CCR6
ccLal SLC/6Ckine/exodus-2 CCR7
ccL22 MDC/STCP-1 CCR4
ccL23 MPIF-1 CCR1
CCL24 MPIF-2/Eotaxin-2 CCR3
CCL25 TECK CCR9
CCL26 Eotaxin-3 CCR3/10
ceLar CTACK/ILC CCR10
ccL2s MEC CCR3/10
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3.3.3. Die Rolle von Chemokinen bei der Pathogenese von Krankheiten
Ein Einfluss von Chemokinen wurde bei einer Vielzahl von Erkrankungen
beschrieben (Gerard und Rollins, 2001). Es ist wahrscheinlich, dass
Chemokine bei diesen Krankheiten eine Akkumulation und Aktivierung von
Leukozyten in bestimmten Geweben bewirken. Die Mdoglichkeit, solche
Zellbewegungen Uber einen gezielten Eingriff in den Chemokin- und
Chemokinrezeptorkreislauf zu beeinflussen, kénnte maoglicherweise neue
therapeutische Ansatze bieten.

Bei einer Entzindung wird die Art des zellularen Infiltrats im Gewebe unter
anderem von der Untergruppe der exprimierten Chemokine bestimmt, die
Zellen aus dem Blutkreislauf anlocken. Bei vielen akuten Krankheitsverlaufen,
wie einer bakteriellen Pneumonie oder einem acute respiratory distress
syndrome (ARDS), kann eine massive Infiltration neutrophiler Granulozyten
beobachtet werden. Die lokale Konzentration potenter Neutrophilen-
attrahierender Chemokine, zum Beispiel IL-8, ist bei Patienten mit diesen
Krankheitsbildern deutlich erhéht (Miller et al., 1992; Chollet-Martin et al.,
1993).

Virale Meningitiden sind gekennzeichnet durch eine massive Infiltration von
Monozyten und Lymphozyten. Die Konzentration von Chemokinen, die
bevorzugt diese Zellen attrahieren, wie beispielsweise CXCL10 (IP-10,
interferon-induced protein 10) oder CCL2, ist im Liquor erhdht und korreliert in
ihrer Hohe mit der Menge des mononuklearen Infiltrats (Sprenger et al.,
1996a; Lahrtz et al., 1997).

Bei der Atherosklerose sind Makrophagen und Lymphozyten in den
betroffenen Gefal3en die Hauptentziindungszellen. Makrophagen als Vorlaufer
der lipidbeladenen ,foam cells* wund als Produzenten zahlreicher
Wachstumsfaktoren wird eine zentrale Rolle in der Entstehung der
Atherosklerose zugewiesen. In einer Untersuchung wurden Gewebeschnitte
der Arteria carotis Gesunder und an Atherosklerose erkrankter Patienten
untersucht und dabei mRNA fur CCL2, ein potentiell Makrophagen-
attrahierendes Chemokin, nur in den erkrankten Karotiden nachgewiesen
(Nelken et al., 1991). Neben CCL2 werden auch die Chemokine CCL5 und
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CX3CL als wichtige Mediatoren bei der Atherosklerose diskutiert (Gerard und
Rolling, 2001; Bursill et al., 2004).

Bei Asthma, Rhinitis und atopischer Dermatitis kommt es zu einer
Akkumulation und Aktivierung von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten,
deren Mediatoren in der Pathogenese allergischer Erkrankungen eine zentrale
Funktion Ubernehmen (Bousquet et al., 1990). Hohe lokale Konzentrationen
von Stoffen, die die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen induzieren, die
sogenannten histamine-releasing factors, spielen hierbei eine wichtige Rolle.
So sind CCL11 und die Chemokine CCL2/7/8/13 wichtige histamine-releasing
factors und lokal in den allergischen Herden nachgewiesen worden (Luster
und Rothenberg, 1997). Es finden sich zudem auch erhthte Spiegel von
CXCL8 (Marini et al., 1992).

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn (Enteritis regionalis Crohn) sind chronische
Entziindungen mit wiederkehrenden akuten Entziindungsschiben. Wéhrend in
der chronischen Phase der Entzindungsherd von Makrophagen und
Lymphozyten dominiert wird, bestimmen die neutrophilen Granulozyten das
akute Geschehen. Viele Chemokine wurden im betroffenen intestinalen
Gewebe in stark erhohten Konzentrationen nachgewiesen (Reinecker et al.,
1995).

3.3.4. Das Chemokin CCL3 (MIP-1a)

Das humane Chemokin CCL3 (Maus: MIP-1a) wurde urspriinglich aus
stimulierten Lymphozyten kloniert und LD78alpha benannt (Forsdyke, 1985;
Obaru et al., 1986). In der Nachfolge wurden zwei weitere Gene mit hoher
Sequenzhomologie gefunden, die LD78beta (CCL3L1) und LD78gamma
(CCL3L2) genannt wurden (Nakao et al., 1990; Irving et al., 1990; Blum et al.,
1990). Die Sequenzhomologie fir LD78beta betragt 94 % und das Gen wurde
auch in aktivierten Lymphozyten exprimiert, wahrend fir LD78gamma ein
trunkiertes Pseudogen codiert (Hirashima et al., 1992). Zusatzlich existiert ein
weiteres Gen, das eine etwas schwachere Sequenzhomologie aufweist (69 %)
und ebenfalls fur ein Chemokin (CCL4 oder MIP-1p3) kodiert (Lipes et al.,
1988). Die Gene fiur CCL3, CCL3L1, CCL3L2 und CCL4 liegen alle auf dem
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Chromosomenabschnitt 17q12. CCL3 und CCL3L1 sind wahrscheinlich durch
Gen-Duplikation entstanden (Hirashima et al., 1992). Das CCL3-Gen besitzt 3
Exons und zwei Introns (s. Abbildung 3).

Das Protein CCL3 besitzt ein Molekulargewicht von ca. 7,8 kDa und besteht
aus 70 Aminosauren. CCL3 kann, wie andere Chemokine auch, an
Proteoglykane der extrazellularen Matrix binden (Koopmann et al., 1997). Die
meisten hamatopoetischen Zellen sind in der Lage, CCL3 zu bilden und CCL3
wirkt auch auf eine Vielzahl von Zellen (Ubersicht in Menten et al., 2002).
Ruhende Monozyten und Makrophagen exprimieren wenig CCL3, kbnnen
aber durch Stimulation mit Zytokinen oder mikrobiellen Bestandteilen (z.B.
LPS) zur Produktion von CCL3 angeregt werden (Standiford et al., 1993;
Berkman et al., 1995). CCL3 wirkt sehr stark chemotaktisch auf Monozyten
(Uguccioni et al., 1995) und fuhrt durch einen Calcium-Influx zu deren
Aktivierung (Weber et al., 1996). Vermittelt wird diese Wirkung durch Bindung
an die Chemokin-Rezeptoren CCR1 (Neote et al., 1993) und CCR5 (Samson
et al., 1996).

Genomische Organisation von CCL3

a |t 17 15, D ¢15.1 ISP pit.2 el it RN 17 @130

¥l

it 1.3 Kb

-‘_"—L_‘,——'-""ﬂ_ﬂ_’ _—__————,_4_———'_'_'_

Abbildung 3: Genomische Organisation von CCL3. a) Lokalisation der Gene fiur CCL3,

CCL3L1, CCL3L2 und CCL4 auf dem Chromosom 17. b) Anordnung der Gene innerhalb
des Locus 17g12. c) Intron-/Exon-Struktur des CCL3-Gens. Weitere Erklarungen siehe Text.

Nach NCBI Entrez Genome (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).
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4. Die Regulation der Transkription

4.1. Der Aufbau eukaryontischer Gene

Typische Eukaryontengene zeigen einen modularen Aufbau. Dabei
unterscheidet man kodierende und nicht-kodierende Sequenzen. Die
kodierenden Sequenzen (Exons) sind in der Regel 50 bis 200 bp grof3.
Oftmals kodieren Exons fur funktionell abgrenzbare Proteindoménen bzw.
Sekundarstrukturen. Nicht-kodierende Sequenzen sind die zwischen den
Exons liegenden Introns. Auch die vor bzw. hinter den Genen liegenden DNA-
Abschnitte, die der Transkriptionsregulation dienen, gehéren zu den nicht-
kodierenden Sequenzen. Die Lange und Anzahl der Introns kann von Gen zu
Gen sehr stark variieren.

In einem als Spleillen bezeichneten Prozess werden die Intron-Sequenzen
aus dem Primartranskript mit Hilfe eines Multienzymkomplexes (Spleil3osom)
entfernt. Dabei werden konservierte Bereiche im Intron/Exon-Ubergang und
innerhalb der Introns als Erkennungsstellen benutzt. In den meisten Fallen
haben Introns keine weiteren Funktionen, jedoch sind Gene bekannt, deren
Introns wiederum komplette, andere Gene enthalten (Levinson et al., 1990).
Auch Bindungsstellen fur Proteine, die die Transkription regulieren
(Transkriptionsfaktoren), kdnnen inerhalb der Introns liegen (Sun et al., 1995).
Am 5’-Ende und am 3’-Ende des Primartranskriptes und der mRNA finden sich
zusatzlich noch untranslatierte Regionen (UTRs). Spacer-DNA verbindet die
einzelnen Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren miteinander, ohne dass
eine besondere Funktion bekannt ist. Der modulare Aufbau der
eukaryontischen Gene ist evolutionsbiologisch sinnvoll, wenn man bedenkt,
dass durch Insertion oder Deletion einzelner Module eine schnelle und
effiziente Mdglichkeit der regulativen und funktionellen Neuorganisation des
Genomes realisierbar war. Dadurch waren Eukaryonten im Laufe der
Evolution in der Lage, sich an veradnderte Umweltbedingungen durch die

Anderung der Expression von Genen auf DNA-Ebene anzupassen.
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4.2. Prinzipien der Transkriptionsregulation

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass die Regulation der
Proteinsynthese auf allen Stufen der Genexpression erfolgen kann. Sowohl
durch Regulation der Transkriptionsrate eines Genes als auch durch
Stabilisierung bzw. Abbau von mRNA durch andere RNA-Spezies ist eine
effektive Kontrolle der Proteinsynthese mdglich (Darnell et al., 1990; Leung
and Sharp, 2006). Der Transkriptionsregulation kommt hinsichtlich der
Steuerung der Expression in allen Organismen eine besonders wichtige Rolle
zu, da nur sie fur eine Induktion von Genen sorgen kann und so in
mehrzelligen Organismen zur Differenzierung der Zellen und funktionellen
Aufgabenteilung beitragt.

Erste Erkenntnisse Uber die Regulation der Transkription stammten aus
Experimenten mit Prokaryonten, die zeigten, dass Gene durch regulatorische
Sequenzen in der Néhe des Transkriptionsstartpunktes kontrolliert werden.
Diese relativ kurzen Sequenzen interagieren mit den sogenannten
Transkriptionsfaktoren und beeinflussen die Geschwindigkeit und die
Haufigkeit der Transkriptionsinitiation. Spater wurde gezeigt, dass dies auch
fur Eukaryonten gilt (Alberts et al., 1997).

Transkriptionsfaktoren enthalten im allgemeinen zwei funktionelle Doménen.
Die eine Domane ist fur die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA
verantwortlich, die andere fur die Transkriptionsaktivierung (Pthasne, 1988).
Nach der Bindung der Faktoren an ihre spezifischen DNA-Sequenzen
wechselwirken sie mit dem Transkriptionsinitiationskomplex. Dieser besteht
bei Eukaryonten aus einer Reihe von allgemeinen Transkriptionsfaktoren
inklusive der Polymerase, die an einem spezifischen, sequenzdeterminierten
Ort binden. Dieser Komplex wird als Kern-Promotor bezeichnet (Latchman,
1997).

Die Transkriptionsfaktoren weisen unterschiedliche Strukturmotive in ihrer
DNA-Bindungsdomane auf. So lassen sie sich aufgrund ihrer
Aminosaurestruktur in mehrere Familien, wie Helix-Turn-Helix, Zinkfinger,
Leucin-Zipper und Helix-Loop-Helix einteilen (Latchman, 1998). Eine
charakteristische Eigenschaft dabei ist die Bildung von Homo- und

Heterodimeren.
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4.3. Der Kern-Promotor

Als man begann, die Promotoren der eukaryontischen Gene zu analysieren,
stie3 man auf eine AT-reiche Konsensussequenz um die Position -30, die man
als TATA-Box bezeichnete. Dieses Element ist eine Komponente der
Uberwiegenden Mehrzahl aller Promotoren, die von der Polymerase I
abgelesen werden. Polymerase Il ist die einzige der drei menschlichen
Polymerasen, welche mRNA fir Proteine transkribiert. Polymerase 1l alleine ist
jedoch nicht in der Lage, die Transkription zu initialisieren. Nach und nach
wurden weitere Faktoren isoliert, die zusammen mit der Polymerase Il fur eine
basale Transkription von Genen sorgen (Latchman, 1998). Diese basalen
Transkriptionsfaktoren binden in einem Bereich von +30 bis -30 bp um den
Transkriptionsstart und einer von ihnen ist das TATA-Box-bindende Prote-
in (TBP).

4.4. Distaler und proximaler Promotorbereich

Die basale Transkription lauft allerdings in vivo ohne die Hilfe spezifischer
Transkriptionsfaktoren nur sehr langsam ab. Erst durch die Aktivitat
spezifischer Transkriptionsfaktoren wird die Ansammlung allgemeiner
Transkriptionsfaktoren induziert (oder gehemmt). Diese spezifischen
Transkriptionsfaktoren binden nur an bestimmte regulatorische DNA-
Sequenzen. Diese Sequenzen werden cis-regulatorische (cis, lateinisch fur:
diesseits) Sequenzen genannt, wahrend die daran bindenden Proteine trans-
aktivierende Faktoren (trans, lateinisch fur: jenseits) genannt werden.

Die Bindungsstellen fur die meisten Transkriptionsfaktoren liegen als
sogenannte upstream promotor elements stromaufwarts, d.h. vom
Transkriptionsstart gesehen in 5-Richtung. Neben dem Kern-Promotor
befindet sich hier auch der sogenannte proximale Promotorbereich von —-50
bis —200 bp (s. Abbildung 4). Im proximalen Promotor gibt es sowonhl
Bindungsstellen fir konstitutiv aktive, ubiquitare Transkriptionsfaktoren, als
auch fuar solche, die durch verschiedene Stimuli aktiviert werden.
Bindungsstellen fur Stimulus-spezifische Transkriptionsfaktoren werden oft als

response elements bezeichnet (Brivanlou und Darnell, 2002).
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Bindungsstellen flr positiv wirkende, d.h. transkriptionsverstarkende Faktoren
finden sich auch im distalen Promotorbereich Gber —200 bp hinaus. Spezielle
cis-regulatorische Sequenzen sind Enhancer, die sich in groRem Abstand zum
Transkriptionsstart befinden kénnen (Tuan et al., 1989), sowohl stromaufwarts
(in 5’-Richtung) als auch stromabwarts (in 3’-Richtung) (Stamatoyannapoulos
et al., 1997). Sie kdnnen auch innerhalb von Introns (Sun et al., 1995) liegen
und in jeder Orientierung wirksam sein (Mitchell und Tijan, 1989). Die
entsprechenden negativ regulierenden Sequenzen werden Silencer genannt.

Regulatorische Transkriptionsfaktoren stellen eine Voraussetzung fur die
differentielle Genexpression dar. Schon geringe Veranderungen in der Menge
oder Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren kdnnen zu einer modifizierten

Expression von Genen fihren (Nichols und Nimer, 1992).

- Enhancer - TATA-Box - Exon
- Proximaler Promotorbereich . TATA-bindendes Protein I:I Intron

Spezifische Allgemeine
Transkriptionsfaktoren Transkriptionsfaktoren

- Nl

= = e e

-10 bis —50 kbp -200 bp

Distaler Promotorbereich Kern-Promotor

cis-regulatorische Sequenzen

Abbildung 4: Regulatorische Regionen eines Eukaryonten-Gens.

Weitere Erlauterungen siehe Text. Modifiziert nach Alberts et al., 1994.

4.5 Die Regulation der Transkription durch Viren

Die Infektion von eukaryontischen Zellen durch Viren |6st eine Vielzahl von
intrazellularen Signalen aus. Einige dieser Signale fihren — direkt oder
indirekt — zu einer Anderung der Genexpression in der infizierten Zelle. So

beeinflussen z.B. Adenoviren, Papillomaviren, das Epstein-Barr-Virus und das
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humane AIDS-Virus (HIV) Uuber virale Proteine die Transkription der
Wirtszellen, um ihre eigene Replikation zu verstarken (Endter und Dobner,
2004; Ishiji, 2000; Marcello et al., 2004). Neben dieser — fur die Replikation
des Virus vorteilhaften — Aktivierung intrazellularer Signalwege, werden aber
auch zellulare Abwehrmechanismen aktiviert.

Ein zentraler Punkt in der Abwehr von Infektionserregern durch das
Immunsystem ist die Ausschittung von Zytokinen. Die Expression von
Zytokinen und anderen wichtigen Genen des Immunsystems wird unter
anderem von dem Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor kappa B)
reguliert (Paludan und Mogensen, 2001). Es ist bekannt, dass dieser
Transkriptionsfaktor ubiquitar vorkommt und als zentraler Koordinator der
menschlichen Immunantwort fungiert (Pahl und Ba&uerle, 1997). Die
Aktivierung von NF-xB erfolgt u.a. durch die Stimulation der Zelle mit
pathogenen Signalen (Pahl, 1999). Zu diesen Signalen gehoren virale und
bakterielle Infektionen, energiereiche Strahlung (UV-, y-Strahlung), Zytokine

und andere.

4.5.1. Interferone und die Interferon regulatory factors (IRFs)

Interferone (IFNs) sind Zytokine, die bei der Abwehr von viralen Erregern
durch das Immunsystem, sowie bei der Aktivierung und Koordinierung der
spezifischen Immunantwort eine essentielle Rolle spielen. Die Interferone
werden unterteilt in Typ I-Interferone (beim Menschen: IFN-a, IFN-B und
IFN-®) und in das Typ ll-Interferon IFN-y (Bogdan, 2000). Dabei sind vor allem
die Typ I-Interferone (,Virus-Interferone*) fur die Bekampfung einer
Virusinfektion verantwortlich und das ,Immun-Interferon® IFN-y hat
immunregulatorische  Funktionen. Wahrend IFN-y hauptsachlich von
Immunzellen produziert wird, kénnen Typ I-Interferone durch eine virale
Infektion in fast allen Koérperzellen induziert werden. Auch doppelstrangige
RNA (dsRNA), die in gesunden Saugerzellen unter normalen Umstanden nicht
vorkommt, kann Typ I-Interferone induzieren (Kaplan et al., 1999).

Der Mechanismus der Induktion von Typ I-Interferonen konnte in den letzten
Jahren teilweise aufgeklart werden (Taniguchi et Takaoka, 2002). Eine
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wichtige Rolle spielen dabei die Faktoren der Interferon regulatory factor-
Familie (IRF-Familie). Diese Familie von Transkriptionsfaktoren die bisher aus
insgesamt zehn Faktoren (IRF-1 bis IRF-10) besteht, spielt auRerdem eine
wichtige Rolle bei (Mamane et al., 1999; Taniguchi et al., 2001; Taniguchi et
Takaoka, 2002):

- der Immunantwort auf Pathogene

- der Modulation der Immunantwort

- der hdmatopoetischen Entwicklung und

- der Kontrolle von Zellzyklus und Apoptose.

Die IRFs binden nach ihrer Aktivierung an sogenannte positive regulatory
domains (PRDs) und IFN-stimulated response elements (ISREs), die unter
anderem Bestandteil der Promotoren von Typ | Interferonen sind. Wahrend
einer viralen Infektion wird die Transkription der Typ | IFNs durch die
Aktivierung von zwei Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie, IRF-3 und IRF-7,
induziert (Marie et al., 1998; Mamane et al., 1999). Dies geschieht durch eine
Phosphorylierung der beiden Faktoren. Das Virus-induzierte IFN-o/p induziert
seinerseits eine Vielzahl von Genen, die als interferon-stimulated genes
(ISGs) wichtige Funktionen fur die Bekampfung der Virusinfektion
wahrnehmen (Darnell et al., 1994; Darnell, 1997; Stark et al., 1998).

Die Bindung von Typ | IFNs an ihren Rezeptor fuhrt zur Aktivierung von
Protein-Tyrosinkinasen der JAK-Familie und der Bildung von zwei Komplexen
aus Transkriptionsfaktoren. Zum einen ein Homodimer aus STAT1 Molekdlen,
die den sogenannten alpha-activated factor (AAF) bilden. Zum anderen ein
Komplex, der IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF3) benannt wurde. Dieser
besteht aus STAT1, STAT2 und IRF-9 (= p48), einem weiteren Faktor der IRF-
Familie.

ISGF3 bindet an cis-regulatorische ISREs, die haufig im Promotorbereich
Interferon-stimulierter Gene zu finden sind und in ihrer Sequenz den PRDs
ahneln (Darnell et al., 1994). Auch der Transkriptionsfaktor IRF-7 kann durch
ISGF3 induziert werden (Nakaya et al., 2001). Dies fuhrt zu einer positiven

Ruckkopplung und Verstarkung der Interferon-Antwort, da er zusammen mit
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IRF-3 und anderen Transkriptionsfaktoren wie NF-xB Typ | IFN induzieren
kann (Marié et al., 1998; Sato et al., 1998).

Der Transkriptionskomplex AAF ist in der Lage, uber die Bindung an GAS
(IFN-gamma activated sequences) die Bildung von IRF-1 zu induzieren,
welcher auch an ISREs binden kann (Stevens et al., 1995). IRF-1 ist
besonders fir das angeborene Immunsystem ein wichtiger Faktor, da er z.B.
bei der Aktivierung von Makrophagen und der Induktion des Zytokins IL-12
eine wichtige Rolle spielt (Lohoff et al. 1997, Salkowski et al., 2000 Liu et al.,
2003). Diese Aktivierung der Makrophagen umfasst eine Induktion von
Elementen des Immunoproteasoms (TAP-1 und LMP-2, Chatterjee-Kishore et
al. 1998) und von MHC-Molekilen (Muhlethaler-Mottet et al. 1998), was zu
einer verstarkten Prasentation von Peptiden aus dem Zellinneren auf der
Zelloberflache fuhrt (Stark et al., 1998). Ebenso werden Komponenten der
respiratory burst-Oxidase (p67phox und gp91phox) und die induzierbare NO-
Synthase, die beide fur die Abt6tung intrazellularer Erreger wichtig sind, von
IRF-1 reguliert (Kamijo et al. 1994; Eklund und Kakar, 1999). Nicht zuletzt
deshalb wohl spielt der Transkriptionsfaktor auch eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort auf eine Infektion mit M. tuberculosis (Pine, 2002). Dartber
hinaus ist IRF-1 zusammen mit IRF-2 als wichtiger Faktor bei der
Zellzykluskontrolle und Apoptose in Tumorzellen und in nicht-transfomierten
Zellen identifiziert worden (Tanaka et al. 1994, Tamura et al. 1995). Auch der
Transkriptionsfaktor IRF-3 ist in der Lage, nach Aktivierung von pattern
recognition receptors, die Transkription von IL-12 zu verstarken (Goriely et al.,
2006).

Zu den interferon-stimulated genes (ISGs) zahlen auch Gene, die die zellulare
und virale Proteinsynthese herabregulieren. Dies ist u.a. die 2’-5-Oligo-
Adenylatsynthetase (2’-5’-OAS), die durch ihre Produkte (2’-5’-Oligo-As) eine
RNAseL zum Verdau von mRNA aktiviert (Samuel, 2001). Auch die RNA-
aktivierte Protein-Kinase (PKR), die einen Translationsinitiationsfaktor
phosphoryliert und damit inaktiviert, wird von Interferonen induziert. So wird
durch die Induktion von Interferonen und die regulatorische Wirkung der IRFs

auf vielen Ebenen eine Abwehr der Viren eingeleitet. Abbildung 5 gibt einen
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Uberblick tber die vielfaltigen Rollen, die die Mitglieder der IRF-Familie bei
einer Virusinfektion und der Induktion von Typ I-Interferonen spielen.

IFN-alf

Abbildung 5: Die regulatorische Rolle der IRFs bei einer Virusinfektion und der
Induktion der Typ I-Interferone. Weitere Erklarungen siehe Text. Veréndert nach Taniguchi
und Takaoka, 2002.

5. Influenza A-Viren

Klinisch sind die Influenza-Viren von grof3er pathogener Bedeutung. Schon in
der Antike wurden Epidemien beobachtet, die retrospektiv Infektionen mit
einem Influenza-Virus zugeordnet werden kénnen. Doch erst mit der Isolierung
dieser Erreger im Jahre 1933 (Smith et al., 1933) wurde es mdglich,
systematisch die mit diesen Viren assoziierten Erkrankungen zu analysieren.
Zweifellos sind Influenza Viren fur weltweite Epidemien verantwortlich, wie z.B.
die in den Jahren 1918/19 aufgetretene Pandemie, der schatzungsweise 20

bis 30 Millionen Menschen zum Opfer fielen. Solche weltweiten Pandemien
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treten in regelmaRigen Abstanden auf, wahrend es fast jahrlich zu lokalen
Epidemien unterschiedlicher Schwere und Ausbreitung kommt (Dolin, 1997).

5.1. Klassifizierung und Einordnung des Virusstammes A/PR/8

Das Influenza Virus gehort zur Familie der Orthomyxoviridae. Beim Genus
Influenza-Virus unterscheidet man drei Typen: Influenza A, B und C.
Influenza A ist das wichtigste und am haufigsten auftretende Influenza-Virus.
Die Typenklassifizierung erfolgt aufgrund unterschiedlicher Nukleoproteine
(NP) und Membranproteine (M). Benannt werden die Subtypen von Influenza
nach der Spezies der Erstisolation (diese entfallt beim Menschen), gefolgt von
der Typenbezeichnung (A, B oder C), dem Ort der Isolation (z.B. PR fir
Puerto Rico), der Stammnummer und dem Jahr der Erstisolation. So wurde

das Influenza Virus A/PR/8/34 erstmals 1934 in Puerto Rico isoliert.

5.2. Struktur und Charakterisierung

Orthomyxoviren sind negative Einzelstrang-RNA Viren mit pleiomorpher,
kugeliger Gestalt, einem Durchmesser von 80-120 nm und helikaler
Kapsidsymmetrie. Die AufRenhille des Influenza Virus stammt von der
Zellmembran der Wirtszelle und besteht aus einer Lipiddoppelschicht, die bei
der Virusreifung Ubernommen wird. Wéahrend die Innenseite der Auf3enhulle
von dem viralen Membran- oder Matrixprotein (M) gebildet wird, finden sich
auf der Oberflaiche des Viruspartikels die stachelartig angeordneten
Glykoproteine (Spikes) Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA).
Gemeinsam mit dem Nukleoprotein (NP) bilden die Proteine PB1, PB2 und PA
den Nukleoprotein-RNA-Polymerase Komplex. Die Polymerasen bewirken
sowohl die Transkription als auch die Replikation der viralen RNA (Fields und
Kniepe, 1991).

Das Hamaglutinin liegt als Trimer vor und erkennt Zelloberflachenmolekile mit
Sialinsdureresten. Es ist von entscheidender Bedeutung fur die virale
Penetration der Zellmembran nach der Endozytose. Voraussetzung dafir ist

die proteolytische Spaltung eines jeden HA-Monomers in die Polypeptide HAL
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und HAZ2, die durch eine Disulfidbriicke verbunden bleiben. Findet diese
Spaltung nicht statt, ist das Influenza A-Virus nicht infektios.

Die Neuraminidase besteht aus einer einzigen Polypeptidkette und bewirkt
eine Abspaltung terminaler Sialinsduren von Oligosacchariden auf
Zelloberflachen und Glykolipiden. Sie ist verantwortlich fur das virale
Durchdringen der Schleimschicht auf Epitheloberflachen, verhindert die
Selbstaggregation von Viruspartikeln und erleichtert die Virusfreisetzung aus
infizierten  Zellen. Dariber hinaus tragen die beiden viralen
Oberflachenglykoproteine die wichtigen antigenen Determinanten, die zur
Bildung spezifischer Antikérper und der Proliferation von spezifischen T-
Zellklonen fuhren. Influenza A besitzt ein segmentiertes Genom. Jedes der 8
Gensegmente ist assoziiert mit einem eigenen Nukleokapsid und eigener
Transkriptase. Die Segmente kodieren 10 Proteine und ein zusatzliches 11.

entsteht durch Leserahmen-Verschiebung:
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Tabelle 3:

Korrelation von

Influenzavirus

RNA-Segmenten

und Proteinen des

Seg- RNA  Léange Protein Protein Anzahl Funktion
ment (nt) Lange pro
(Aa) Virion
1 2341 PB2 759 30-36 Endonuklease, ,Cap stealing” fir
virale mRNA
2 2341 PB1-F1 757 30-60 RNA Polymerase (Replikase)
Leserahmen- PB1-F2 87 30-60 Apoptose-Induktion
Verschiebung
3 2233 PA 716 30-60 Unterstltzt Synthese genomischer
Virus RNA
4 1778 HA 556 500 Hamagglutinin, nach Spaltung in HA1
und HA2 auch Fusionsprotein
5 1565 NP 498 1000 Nukleokapsid-Protein, fordert
Transport der RNA-Segmente in den
Zellkern, spéater Synthese und
Verpackung der neuen RNA
6 1413 NA 454 100 Neuraminidase  fur  Freisetzung.
Zielmolekul far Neuaminidase-
Hemmer
7 1027 M1 252 3000 Matrixprotein bildet Schicht innen an
der Virus-Huille
Splice- M2 97 20-60 Protonenkanal in Zell- und
Variante Virusmembran  zur  pH-Senkung,
Zielmolekul far Medikament
Amantadin
8 890 NS1 230 0 Einziges Nicht-Strukturprotein, bindet
RNA, fordert Virus-Proteinsynthese
durch Bindung an Initiationsfaktor,
inihibiert Interferon-Antwort
Splice- NS2 121 130- Bindet an M1, wirkt auf NS1 Synthese
Variante 200

5.3. Vermehrungszyklus

Die Adsorption der

Influenza Viren an Wirtszellen erfolgt Gber eine

Bindungsstelle im HAL. Diese erkennt sialinsaurehaltige Proteine oder Lipide

auf der Zelloberflache. Nach rezeptorvermittelter Endozytose gelangt das

Virus in ein Endolysosom, in dem das Milieu angesauert wird (pH 5). Die

dadurch verursachte Konformationsdnderung des HA2 fuhrt zur Freilegung
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unpolarer Aminoséauren am N-Terminus. Nachfolgend kdonnen die viralen und
zellularen Membranen miteinander verschmelzen. Das Nukleokapsid gelangt
daraufhin in das Zytoplasma der Zelle. Unter Mithilfe von M2 wird die RNA
freigesetzt (uncoating), indem die Nukleoproteine von ihr abgetrennt werden.
Als Negativstrang RNA Virus wird die Transkription des Influenza Virus
hauptsachlich durch den viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Komplex
durchgefuhrt. Allerdings ist er nicht in der Lage, die mRNA-Synthese zu
initieren oder das 5-Ende von mRNA-Molekilen durch Capping und
Methylierung zu modifizieren. Daher bendtigt der initiale Schritt der mRNA-
Synthese einen Primer in Form eines 5-Cap-Endes. Der virale
Polymerasekomplex spaltet diese Struktur von wirtseigener, zellularer mRNA
ab und zwar ca. 12 Nukleotide stromaufwarts vom 5'-Cap . AnschlieRend
verwendet er diesen Primer zur Herstellung der viralen mRNA. Die fertige
virale mRNA wird in das Zytoplasma transportiert, wo dann an den Ribosomen
die Translation erfolgt.

Die ersten Produkte der RNA-Replikation sind komplementére Kopien aller
viralen RNA-Segmente. Diese Positivstrang-Kopien unterscheiden sich von
den Positivstrang-Transkripten (mRNAs) durch die Struktur ihrer Enden: Den
Kopien fehlt sowohl das Cap als auch der Poly(A)-Schwanz. Sie dienen als
Matrizen fur die Produktion von Minusstrang-RNA-Segmenten, die identisch
sind mit der urspriinglichen viralen RNA.

Die Glykoproteine HA und NA werden am rauhen ER (endoplasmatischen
Retikulum) translatiert. Die Glykosylierung findet im Lumen des ER statt und
wird im Golgi-Apparat vervollstandigt bzw. modifiziert. Wegen des standigen
Membranflusses werden die Golgi-Vesikel in die Zellmembran eingebaut, so
dass sich dort Bereiche der entstehenden Virushille formen. Die ubrigen
Virusproteine werden im Zytoplasma an freien Ribosomen hergestellt. Das NP
wandert in den Zellkern und es kommt zum Zusammenbau des Nukleokapsids
(zusammen mit den Retroviren sind die Orthomyxoviren die einzigen RNA
Viren, deren Nukleokapsid im Zellkern und nicht im Zytoplasma entsteht). An
der Innenseite der Plasmamembran lassen sich die M-Proteine nachweisen,
die an die HA-Molekile gebunden sind. Sie haben die Funktion, beim

Zusammenbau des Virions den Kontakt zwischen den viralen Glykoproteinen
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in der Membran und dem Nukleokapsid zu vermitteln. In der Regel lagern sich
von jedem der 8 Gensegmente je eine Kopie vor der Abschnirung der
Virionen zusammen. Die Abknospung der Viruspartikel (budding) am apikalen
Zellpol wird durch enzymatische Aktivitat der NA unterstitzt (Fields und Knipe,
1991).

5.4. Antigendrift und Antigenshift

Influenzaviren des Typs A kdnnen wegen ihrer starken Antigen-Variabilitat
immer wieder Epidemien hervorrufen, indem neu auftretende Virustypen auf
eine nicht-immune Bevoélkerung treffen. Fortwdhrend kommt es zu kleineren
Antigenveranderungen (Antigendrift), die erklart werden durch Selektion von
Punktmutanten im HA unter immunologischem Druck, zumal nur Antikorper
gegen das HA einen vollstdndigen Infektionsschutz gewahrleisten. Groliere
genetische Veranderungen hingegen resultieren aus dem Antigenshift. Mit
diesem Begriff bezeichnet man den Austausch von kompletten RNA-
Gensegmenten (Reassortment) zwischen verschiedenen Influenzastammen
bei Doppelinfektion einer Zelle. Aufgrund des segmentierten Genoms tritt
dieses Ereignis erheblich haufiger auf als eine "klassische" genetische

Rekombination.

5.5. Krankheitsbild der Influenza

Nach zumeist ein- bis dreitagiger Inkubation beginnt die Krankheit plotzlich mit
Frosteln, Fieber, Appetitlosigkeit, Kopfschmerzen, Abgeschlagenheit und
Muskelschmerzen. Danach kommt es infolge eines Reizzustandes in
Rachenraum, Kehlkopf und Luftrohre zu Heiserkeit und einer dunklen Rétung
des Rachens sowie Schmerzen hinter dem Brustbein (deszendierende
Tracheobronchitis). Der Husten liefert primar meist wenig Auswurf. Der Gipfel
der Temperatur (39-40°C) wird meist schon am ersten Krankheitstag erreicht.
Nasennebenhoéhlen- und Mittelohrentziindung kénnen hinzutreten. Bei Kindern
werden Fieberkrampfe und nicht selten auch gastrointestinale Symptome

beobachtet. Zu Beginn ist eine mehr oder weniger ausgepragte Leukopenie
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haufig. An den Lungen ist klinisch meist kein Befund zu erheben,
réntgenologisch finden sich oft flichtige Verschattungen. Histologisch findet
man eine Schwellung und Abschilferung des Bronchialepithels sowie ein
mononukledres Infiltrat.  Zusatzlich  gibt  Zeichen einer  diffusen
Alveolarschadigung (Kim et al.,, 2002). Die am meisten geflrchteten
Verlaufsformen sind der perakute Todesfall bei Jugendlichen und jingeren
Erwachsenen innerhalb  weniger Stunden und die primare
Influenzaviruspneumonie. Ansteckungsfahigkeit besteht bei Erwachsenen
wahrscheinlich bis zum 5. Tag nach Krankheitsbeginn. Kleinkinder kdnnen den
Erreger auch langer ausscheiden (Lange et al., 1999).

Die Mehrzahl der Falle verlauft ohne Komplikationen und klingt nach 4-8
Tagen mit allmahlicher Entfieberung ab. Gefirchtet sind perakute
Verlaufsformen, die entweder durch akutes Herz-Kreislaufversagen oder
infolge einer hamorrhagischen Viruspneumonie innerhalb von 24-48 Stunden
zum Tode fuhren. Die meisten schweren Verlaufe werden jedoch durch
bakterielle  Superinfektionen, am haufigsten anzutreffen sind hier
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus und Haemophilus
influenzae (Oliveira et al., 2001; Schwarzmann et al., 1971), oder durch eine
bestehende Grundkrankheit bedingt. Altere Personen und Patienten mit einer
Einschrankung der Lungenfunktion (z.B. chronische Bronchitis, Emphysem,
Bronchiektasen, Asthma bronchiale, Lungen-Tbc, Kyphoskoliose) sind
dadurch besonders gefahrdet, desgleichen Personen mit angeborenen und
erworbenen Herzkrankheiten, vor allem mit Mitralstenose, koronarer
Herzkrankheit oder Bluthochdruck.

5.6. Therapie und Prophylaxe

Die Behandlung erfolgt weitgehend symptomatisch. Die Mdglichkeiten einer
spezifischen Therapie sind begrenzt. Mit Amantadin, dessen Wirkung
ausschlief3lich auf Influenza-Viren des Typs A begrenzt ist und der den M2-
lonenkanal des Influenza-Virus hemmt, kdnnen Krankheitsverlauf und -dauer
gunstig beeinflusst werden. Allerdings muss mit der Medikation spatestens 48

Stunden nach Krankheitsausbruch begonnen werden (Jefferson et al., 2006;
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Stiver, 2003). Ahnliches gilt fir den verwandten Wirkstoff Rimantadin. Seit
einigen Jahren stehen mit den Neuraminidase-Inhibitoren Zanamivir
(Relenza®©, inhalative Applikation) und Oseltamivir (Tamiflu©, orale
Applikation) spezifische Pharmaka zur Verfiugung, mit denen sich, bei
schneller Behandlung, eine symptomatische Grippe effektiv bessern lasst.
Oseltamivir kann — in hoheren Dosen — auch zur Prophylaxe verwendet
werden (Jefferson et al., 2006; Stiver, 2003.)

Bakterielle Komplikationen werden mit Antibiotika behandelt. Als Prophylaxe
steht eine aktive Immunisierung entweder mit einem trivalenten Impfstoff aus
inaktivierten Krankheitserregern (Spalt- und Subunitimpfstoffe) oder ein
attenuierter Lebendimpfstoff zur Verfigung, die vor Beginn der
~Erkaltungssaison“ (September, Oktober) verabreicht werden sollten
(Greenberg and Piedra, 2004).

5.7. Interaktionen von Influenza-Viren mit dem Immunsystem

5.7.1 Allgemeine Reaktionen des Immunsystems gegen Influenza-Viren

Das Immunsystem reagiert auf die Influenza A-Infektion des
Respirationstraktes mit einer komplexen Antwort. Zellulare und humorale
Immunabwehr (Antikorper) sind beide an der Eliminierung des Virus aus dem
Korper beteiligt. Vor allem zytotoxische T-Zellen, die Fragmente des viralen
NP-Proteins in Kombination mit MHC-I-Molekilen erkennen, sind fur eine
endgultige Elimination entscheidend. Unterstlitzt durch T-Helferzellen bilden
B-Zellen im Verlauf der Infektion IgM-, IgA- und IgG-Antikérper. Der
langanhaltende Schutz vor einer Reinfektion mit demselben Virussubtyp wird
dabei durch die IgG- und vor allem IgA-Antikorper gegen das Hamagglutinin
(HA) vermittelt. Antikérper gegen Neuraminidase (NA) kdnnen immerhin noch
die Ausbreitung der Infektion im Organismus eingrenzen. Die ersten Zellen
jedoch, die mit dem Influenza-Virus in Kontakt kommen, sind Makrophagen
und NK-Zellen. Beide kdnnen durch eine Infektion aktiviert werden und tber
Zytokine wie Interferone, Chemokine und Interleukine andere Zellen des

Immunsystems herbeirufen und ihrerseits aktivieren.
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5.7.2. Wechselwirkungen zwischen Influenza A-Viren und
Monozyten/Makrophagen

Humane Monozyten und Makrophagen sind durch das Influenza A-Virus
infizierbar. Obwohl eine kurzzeitige de novo-Proteinsynthese in den Zellen
stattfindet, wird nicht einmal der erste Replikationszyklus des Virus vollendet,
d.h. es werden nur geringe Mengen infektioser Viren freigesetzt (Nain et al.,
1990). Nach 24-48 Stunden sterben die infizierten Monozyten / Makrophagen
durch Apoptose. Davor aber sind sie entscheidend an der Bildung einer
zellspezifischen Immunantwort gegen das Virus beteiligt. So werden die
Freisetzung von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen, deren
verstarkte Transkription, Aktivierung und Translokation verschiedener
Transkriptionsfaktoren sowie die selektive Synthese von Chemokinen
beobachtet (Hofmann et al., 1997; Kaufmann et al., 2001). Weiterhin
beeintrachtigt eine Infektion mit Influenza A verschiedene
Effektormechanismen humaner Monozyten, u.a. die Phagozytosefahigkeit und
die intrazellulare Abtdétung von Candida albicans, wahrend die Zelladhasion
nicht beeinflusst wird (Gardner und Lawton, 1982).

Die Infektion humaner Monozyten mit A/PR/8 induziert neben anderen
Zytokinen u.a. IFN-o und aktiviert die Transkription der Gene
TNF-a, IL-18 und IL-6. Die Akkumulation der mRNA der zuletzt genannten drei
Zytokine kann noch verstarkt werden durch Kostimulation der Zellen mit LPS
und GM-CSF. AulRerdem triggert die Kombination beider Stimuli eine effiziente
Translation und Freisetzung der biologisch aktiven Proteine (Bender et al.,
1993). In den letzten Jahren konzentrierten sich die meisten Studien uber
A/PR/8-bedingte Verdnderungen der Zytokinexpression in Monozyten und
Makrophagen auf TNF-o. Ubereinstimmungen zwischen Klinischen
Symptomen einer Influenza A-Infektion und Wirkungen von TNF-a lassen eine
Bedeutung dieses Proteins bei der viralen Infektion vermuten. Verschiedene
Typen mononuklearer Phagozyten einschliel3lich der Monozyten antworten
innerhalb von 3 bis 9 Stunden nach einer Influenza A-Infektion mit starker
TNF-o mRNA-Akkumulation, die aber von einer nur geringen TNF-a-
Produktion begleitet wird. Vermutlich aktiviert eine Infektion mit diesem Virus

die Makrophagen erst bei Einwirkung von sekundéaren, triggernden Signalen
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wie z.B. LPS zu einer starken TNF-a-Freisetzung (Gong et al., 1991; Sprenger
et al., 1994). TNF-a und IFN-o wiederum sind in der Lage, die Zytokin- und
Chemokinproduktion in infizierten Zellen zu verstarken (Veckman et al., 2006).
Eine wichtige Rolle in der Antwort gegen Influenza A spielt auch die selektive
Freisetzung von Chemokinen aus infizierten Monozyten. Zum einen werden
homdoostatische Chemokine sezerniert (Rangel-Moreno et al., 2007), zum
anderen wird ausschliel3lich eine verstarkte Expression der auf mononukleéare
Zellen wirkenden proinflammatorischen CC-Chemokine beobachtet, wahrend
die auf neutrophile Granulozyten wirkenden Chemokine CXCL1 und CXCL8
durch das Virus deutlich supprimiert werden (Sprenger et al., 1996b). Diese
differenzierte Induktion konnte verantwortlich dafir sein, dass man im
Influenza A-infizierten Lungengewebe tberwiegend mononukleére Leukozyten
vorfindet. Schaltet man beispielsweise den Rezeptor fir das Chemokin CCL2,
so bleibt die friilhe Einwanderung von mononuklearen Zellen aus und damit
auch die pathologischen Reaktionen wie z.B. die Freisetzung von Zytokinen
(Dawson et al., 2000).

Insbesondere das Chemokin CCL3 spielt bei der Bekadmpfung einer
Virusinfektion eine wichtige Rolle wie Experimente mit Zytomegalievirus-
infizierten Mausen gezeigt haben (Salazar-Mather et al. 1998, Salazar-Mather
et al. 2000). Die Induktion von CCL3 ist in diesem Modell der kritische Schritt
zur Aktivierung von NK-Zellen und zur damit verbundenen Ausschittung der
protektiven Zytokine IFN-y und CXCL9 (Mig, monokine induced by IFN-7).

Bei einer Infektion mit dem virulenten Influenza A/H5N1-Stamm kommt es zu
einer verstarkten Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die mit einer
erhohten Mortalitdt verbunden ist (Kobasa et al. 2007; de Jong 2006).
Humane Monozyten/Makrophagen sind bei einer Infektion mit Influenza A-
Viren auch in der Lage, CCL3 zu produzieren (Sprenger et al., 1996; Hofmann
et al., 1997 und Bul¥feld et al. 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
die Virusclearance CCL3-defizienter Mause nach einer Influenza A-Infektion
deutlich schlechter verlauft als bei Wildtyp-Mausen (Cook et al., 1995).
DarlUber hinaus weisen Mause, die defizient fur einen der CCL3-Rezeptoren
(CCR5) sind, eine erhohte Mortalitat bei Influenza-Infektionen auf (Dawson et
al., 2000).
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6. Zielsetzung

Das immunhistologische Bild einer akuten Entzindungsreaktion ist
charakterisiert durch die massive Einwanderung von immunregulatorischen
Zellen, wie z.B. Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten. Wie gezeigt
werden konnte, ist fur diese Immigration die Induktion von Chemokinen
verantwortlich, die gezielt leukozytare Zellen anlocken und aktivieren. Es
konnte auch gezeigt werden, dass eine Reihe von Chemokinen durch eine
direkte Influenza A-Infektion von humanen Monozyten/Makrophagen induziert
werden konnen.

Die molekularen Mechanismen dieser Induktion sind jedoch nur teilweise
erforscht. Es konnten Elemente im CCL3-Promotor identifiziert werden, die bei
der Infektion von monozytaren Zellen mit dem Influenza A-Virus bzw. einer
Stimulation mit LPS fur die Induktion von CCL3 eine wichtige Rolle spielen
(BuB3feld, 1997). Durch sequentielle Deletionen des CCL3-Promotors wurde
der Bereich von -776 bp bis zur Stelle -41 bp stromaufwarts des
Transkriptionsstarts naher analysiert. In dem Bereich von —123 bp bis —100 bp
liegt eine regualtorische DNA-Sequenz, die sowohl fir eine Stimulation mit
LPS als auch fir eine Infektion mit dem Influenza A-Virus eine essentielle
Rolle fur die Transkription von CCL3 spielt (Bul3feld, 1997).

Ausgehend von diesen Ergebnissen, war es das Ziel dieser Arbeit, weitere
Erkenntnisse Uber die transkriptionelle Regulation der Genexpression bei
Influenza A/PR/8-infizierten Zellen zu gewinnen. Insbesondere sollte dabei die
Rolle des Promotorabschnittes —123 bis —100 und der dort liegenden cis-
regulatorischen DNA-Sequenzen néher charakterisiert werden.

Fur die Induktion von Chemokinen durch eine virale Infektion spielen die
Faktoren der IRF-Familie eine wichtige Rolle, wie u.a. am Beispiel des
Chemokins CCL5 gezeigt werden konnte (Lin et al., 1999; Genin et al., 2000).
Insbesondere die Faktoren IRF-1 und IRF-7 sind wichtig fir eine Aktivierung
des Immunsystems bei viralen Infektionen. Deshalb soll auch untersucht
werden, wie eine Influenza A-Infektion die Transkription und Expression dieser
Transkriptionsfaktoren reguliert und so in die intrazellularen Signalwege der

infizierten Zellen eingreift.
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Durch eine Influenza A-Infektion kbnnen aber auch andere Zytokine wie z.B.
IL-10 induziert werden (Sarawar und Doherty, 1994). Fir IL-10 konnte gezeigt
werden, dass es durch Infektion von Mausen mit Influenza A-Viren induziert
werden kann und einen positiven Einflu® auf den Krankheitsverlauf der Mause
hat (Durbin et al., 2000). Deshalb sollte auch untersucht werden, ob eine
Influenza-Infektion auch in der Lage ist, das erst kirzlich entdeckte Zytokin IL-
24 zu induzieren, das zur Familie der IL-10-Zytokine gehort (Pestka et al.,

2004) und eine Rolle in der Abwehr von Influenza-Viren spielen konnte.
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[l. Material und Methoden

1. Zellen, Medien und Virusstamm

1.1. Zellen

1.1.1. Humane Monozyten

,Buffy coats* (siehe 2.1.) gesunder Blutspender wurden vom Zentrum fur
Transfusionsmedizin der Philipps-Universitat Marburg bezogen. Aus diesem

Blut erfolgte die Préaparation und Isolation humaner Monozyten.

1.1.2. Mono Mac 6-Zellen

Mono Mac 6-Zellen wurden 1985 aus dem Blut eines 64-jahrigen Patienten mit
einer akuten myeloischen Leukamie (AML FAB M5) isoliert (Ziegler-Heitbrock
et al., 1988). Die Zellen &hneln morphologisch Monoblasten bzw. Monozyten
und exprimieren eine Vielzahl von charakteristischen Oberflachenmarkern
reifer Monozyten. Die Zellen sind in der Lage, reaktive Sauerstoff-Metabolite

zu bilden und mit Antikdrpern opsonisierte Erythrozyten zu phagozytieren.

1.2. Medien
Soweit nicht besonders vermerkt, wurde in allen Versuchen das
Zellkulturmedium RPMI 1640 verwendet, welches mit verschiedenen Zusétzen

angereichert wurde. Fur die primaren Monozyten wurde folgendes Medium

verwendet:

RPMIE2:

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) Linaris, Wertheim
L-Glutamin 200 mM (100x) Biochrom, Berlin
Natriumpyruvat 100 mM (100x) Biochrom, Berlin
HEPES-Pufferlosung 500 mM (100x) Biochrom, Berlin
Penicillin (10000 U/mL)/Streptomycin (10000 mg/mL)

(100x) Biochrom, Berlin

nichtessentielle Aminosauren (100x) Biochrom, Berlin
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humanes AB-Serum (2 %-5 % v/v) Sigma, Minchen

Mono Mac 6-Zellen wurden mit folgendem Medium kultiviert:

RPMI®®:

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) Linaris, Wertheim
L-Glutamin 200 mM (100x) Biochrom, Berlin

Oxalacetat-Pyruvat-Insulin (OPI) 500 mM (100x) Sigma, Miunchen
HEPES-Pufferlésung 500 mM (100x) Biochrom, Berlin

Penicillin (10000 U/mL)/Streptomycin (10000 mg/mL)

(100x) Biochrom, Berlin

nichtessentielle Aminosauren (100x) Biochrom, Berlin

foetales Kalberserum (FCS) (10% v/v) Biochrom, Berlin

1.3. Viren

Das verwendete Influenza A Virus Puerto Rico aus der achten Isolierung
(A/PR/8) wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.-D. Klenk, Institut fur
Virologie der Philipps-Universitat Marburg, zur Verfiigung gestellt. Wegen der
vielen Passagen kann das urspriinglich 1934 isolierte Virus als adaptiert

bezeichnet werden.

1.4. Pufferlésungen
PBS %" ohne Ca®'/ Mg?*-lonen Biochrom, Berlin

PBS PS: mit Ca®*/ Mg?*-lonen Biochrom, Berlin

10x TBE-Puffer:

890 mM Tris-Base Roth, Karlsruhe
890 mM Borsaure Roth, Karlsruhe
20 mM EDTA Merck, Darmstadt

auf 1L H,O
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10x Maleinsaurepuffer:

200 mM Maleinsaure

300 MM NaCl
mit NaOH auf pH 7.5
auf 2L H,O

10 % Protein-Blockpuffer:

10 % wl/v Blocking reagent

auf 1L 1x Maleinsaurepuffer

Reaktionspuffer:
100 mM NaCl
10mM  MgCl,
5mM Tris-HCI
100 mM Tris-Base
auf 1L H,O

TAE-Puffer:

40 mM  Tris-Acetat

1 mM EDTA

20 mM  Essigsaure (Eisessig)
auf 1L H,O

Ethidiumbromid-L8sung:
50 pL Ethidiumbromid (0,2 % v/v)
auf 100 mL H,O

DNA-Probenpuffer (6x):
0,25 % w/v Bromphenolblau

0,25 % w/v Xylencarol
geldst in 30 % wi/v Glycerol

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

ICN, Eschwege
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1.5. Standardbedingungen der Zellkultur

Die Zellkulturen wurden als offenes System in auf 37°C temperierten
Brutschranken (CO,-Auto-Zero, Fa. Heraeus, Hanau) bei 95 % Luftfeuchtigkeit
und einer 5 % CO,-haltigen Atmosphare inkubiert. Alle Zellkulturarbeiten
wurden in einer Sterilbank (LaminAir, HLB 2448, Heraeus, Hanau,
Deutschland) durchgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle
Zentrifugationsschritte in einer Tischzentrifuge (Hettich-Rotanta RP, Hettich,

Tuttlingen, Deutschland) ausgefuhrt.

1.5.1. Uberprifung der Zellkulturen auf Mykoplasmen

Kontaminationen von Zellkulturen mit Mykoplasmen konnen zu einer
Aktivierung und damit zu einer Mediatorfreisetzung aus den Zellen fuhren.
Deshalb  wurden alle verwendeten  Zellkulturen auf  mogliche
Mykoplasmenkontaminationen untersucht.

Zum Nachweis wurde der Mycoplasma Detection Kit (Boehringer Mannheim)
verwendet. Dieser Kit basiert auf einem sog. Sandwich-ELISA-System und
weist kolorimetrisch Mykoplasmenbestandteile nach. Die Auswertung erfolgte
Uber ein Plattenphotometer (MR 7000; Dynatech, Denkendorf). Die
Durchfiihrung des Tests erfolgte gemald dem Protokoll der Herstellerfirma.

1.5.2. Einfrieren und Auftauen der Zellkulturn

Zum Einfrieren wurden die Mono Mac 6-Zellen in reinem FCS aufgenommen
und auf 10 Millionen Zellen/mL eingestellt. Dann wurde nochmals dasselbe
Volumen FCS mit 20 % DMSO (Merck, Darmstadt) zupipettiert, und als Einheit
500 uL (entsprechen 2,5 Millionen Zellen) eingefroren. Die Zellen wurden in
speziellen Réhrchen (Biofreeze vial, Costar, Bodenheim) erst eine Stunde bei
4°C gekdhlt, dann ca. 1 Tag bei -80°C eingefroren und schliel3lich in
flussigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden je 2,5 Millionen Zellen in ein FALCON-ROhrchen (BD,
Heidelberg) mit 12 mL RPMi°"' gegeben und zentrifugiert (800 rpm (rounds

per minute), 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 4
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mL frischem Medium mit 20 % FCS aufgenommen und auf 2 Vertiefungen
einer 24-well Zellkulturplatte (Costar, Bodenheim) verteilt. Nach einem Tag
wurden alle Zellen in eine Zellkulturflasche (Bodenflache: 25 cm? Costar,
Bodenheim) RPM;°" mit 10 % FCS umgesetzt und je nach

Versuchsanordnung kultiviert.

2. Methoden

2.1. Isolierung und Anreicherung humaner Monozyten

Fur die Isolierung von Blutmonozyten wurden frische ,buffy coat"-
Praparationen aus peripherem Venenblut gesunder Blutspender aus der
Abteilung fir Transfusionsmedizin im Klinikum der Philipps-Universitat
Marburg verwendet. ,Buffy coats entstehen bei der Separation bestimmter
Blutzellen (zum Beispiel bei der Herstellung von Erythrozytenkonzentraten)
und enthalten neben den Granulozyten auch hochangereichert periphere,
mononukleare Blutzellen (PBMC ,peripheral blood mononuclear cells®). Die
Praparation der PBMC-Fraktion erfolgte nach der Ficoll-Hypaque-Methode,
durch die aufgrund von Dichteunterschieden mononukleédre Zellen von
anderen Blutzellen getrennt werden (Boyum, 1968). Die PBMC-Fraktion
enthalt neben Monozyten auch B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen. Die
weitere Aufreinigung der Monozyten erfolgte unter Verwendung der Counter
flow-Zentrifugation (Elutriation).

Die Aufarbeitung der ,Buffy coats“ erfolgte in 50 mL Zentrifugationsréhrchen
(Greiner, Ndurtingen). 13 mL vorgelegtes, 25°C warmes Ficoll (Ficoll-
Trennlésung, Dichte 1,077 g/mL; Biochrom, Berlin) wurden vorsichtig mit
~buffy“-Vollblut Gberschichtet (Endvolumen ca. 50 mL) und mit 2000 rpm bei
Raumtemperatur fir 30 min zentrifugiert. Danach hatten sich die Erythrozyten
und Granulozyten als Sediment abgesetzt, die mononukledren Zellen in einer
Interphase oberhalb des Ficolls angereichert, und die Thrombozyten in dem
dariber liegenden Serum ankonzentriert. Um die Ficoll-Lésung sowie restliche
Erythrozyten und Thrombozyten zu entfernen, wurde nach Abnahme der
oberen Phase die Interphase sorgféltig abpipettiert und mit 4°C kaltem PBS®

auf 50 mL aufgefillt. Zur Durchfihrung der Waschschritte wurden zwei
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Zentrifugationen bei 4°C mit 1400 rpm fur 7 min durchgefihrt. Das Sediment
wurde jeweils mit 4°C kaltem PBS vorsichtig resuspendiert, um eine
Voraktivierung zu vermeiden, und auf 50 mL mit 4°C kaltem PBS®*" aufgefiill.
Fur die anschlieBende Aufreinigung der Monozyten durch die
Elutriationsmethode wurde die PBMC-Fraktion nach der letzten Zentrifugation
in insgesamt 30 mL PBS®" aufgenommen und direkt im AnschluR elutriiert
(siehe 2.2.).

2.2. Elutriation (,, Counter flow-Zentrifugation*)

Die Elutriation bietet die Moglichkeit, Zellen aufgrund ihrer Grof3e und Dichte
zu trennen. Dies wird moglich durch die Erzeugung zweier entgegengesetzt
wirkender Krafte. Durch die Rotation der Zentrifuge wird eine
Sedimentationskraft hervorgerufen (Zentrifugalkraft), auf die ein von einer
Pumpe erzeugter, kontinuierlicher Fllssigkeitsstrom in entgegengesetzter
Richtung entgegenwirkt (Zentripetalkraft).

Jede Zelle in der Separationskammer wird in eine Zone wandern, in der ein
Gleichgewicht zwischen ihrer Sedimentationsrate und der durch die
Fliel3geschwindigkeit des Elutriationsmediums erzeugten Zentripetalkraft
herrscht. Innerhalb der Separationskammer wird durch ihre spezielle
Geometrie ein FlieRgeschwindigkeitsgradient erzeugt. Hierdurch wird es
maoglich, Zellen mit verschiedenen Sedimentationsraten in Suspension zu
halten. Durch die schrittweise Erhéhung der Flissigkeitsrate und der dadurch
hervorgerufenen Erhéhung der FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums
oder durch die Verringerung der Rotordrehzahl kénnen nach und nach relativ
homogene Zellpopulationen aus der Kammer ausgespllt werden. Jede
folgende Separation besteht aus grol3eren Zellen als die vorhergehende
Fraktion (Figdor et al., 1983).

Zwischen  Flussigkeitsrate und  Rotordrehzahl  besteht  folgender

Zusammenhang (Beckman, Instruction Manual):
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F=XxD?/(rpm x 10%)?

F = Flussigkeitsrate in mL/min

X = spezifischer Kammerfaktor: 0,0511
D = Zelldurchmesser in um

rom = Rotorumdrehungen pro min

Bei Verwendung einer konstanten Rotordrehzahl wird es mit Hilfe dieser
Formel maoglich, die GréRe der Zellen zu berechnen, die bei einer bestimmten
FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums aus der Kammer ausgespult
werden.

Fur die Elutriationsversuche wurde das JE-6B Elutriationssystem mit
dazugehdrigem Rotor und der Standardseparationskammer verwendet
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Die Standardkammer besitzt ein
Volumen von 4,2 mL.

Die Durchfihrung der Elutriation erfolgte bei einer konstanten
Rotorgeschwindigkeit von 3000 rpm und 4°C. Zum Separieren der Zellen
wurde die FlieRgeschwindigkeit des Elutriationsmediums schrittweise erhéht.
Als Elutriationsmedium wurde PBS®" mit 0,1 % AB-Serum (Sigma, Miinchen)
und 0.01 % EDTA (Merck, Darmstadt) verwendet. Pro Elutriationsschritt
wurden 300-500 x 10° PBMCs eingesetzt (Kaufmann, 1998).

Fur die Aufreinigung der Monozyten wurde die aus ,buffy coats" durch
Dichtegradientenzentrifugation gewonnene PBMC-Fraktion (siehe 2.1.) mit
einer Pumpleistung von 7 mL/min in die Separationskammer eingezogen. Im
Anschluf3 wurde bei 15 mL/min fir 5 min gespult, um Thrombozyten und
Erythrozyten zu entfernen. Durch die weitere schrittweise Erhéhung der
FlieBgeschwindigkeit bis zu einer Pumpleistung von 28,5 mL/min wurden die
in der PBMC-Fraktion enthaltenen Lymphozyten und NK-Zellen fast
vollstdndig ausgewaschen. Nach der Erhéhung der Pumpleistung auf
36 mL/min  wurde die Monozytenfraktion in zwel 50 mL
Zentrifugationsrohrchen aufgenommen. Die Zellen wurden anschlieRend
durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 1400 rpm und 4°C fir 7 min

pelletiert und das Pellet in 10 mL RPMI®** resuspendiert.



Material und Methoden 43

2.3. Zellzahlbestimmung

Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe der CASY1-Apparatur (Model TT, Scharfe
System, Reutlingen) die Zellzahl bestimmt. Durch die sogenannte
Pulsflachenanalyse, einer Abwandlung des Widerstandsmessprinzips, wurde
auf Einzelzellebene die ZellgroRe ermittelt. Dabei verdrangt jede Zelle beim
Durchflu3 durch die Melkapillare eine bestimmte Menge einer geeichten
Elektrolytldsung. Die dadurch entstehende Widerstandserhdhung ist ein Mal
fur das Volumen der Zelle bzw. die Anzahl der Zellen. Das Gerat wurde auf
eine spezielle Standardroutine programmiert, die neben verschiedenen
Umrechnungsfaktoren auch eine MindestgréRe detektierbarer Zellen festlegt.
Die Apparatur wurde zweimal mit PBS®" equilibriert. AnschlieRend wurden in
speziellen MeRkiivetten 10 mL PBS®' vorgelegt und aus den 10 mL
Zellsuspension (siehe 2.2.) 20 pL zupipettiert (1:500 Verdinnung). In 3
Messungen wurde die Zellzahl und die durchschnittliche ZellgroR3e ermittelt.
Anhand dieser Werte wurde es mdoglich, die Menge an Monozyten in der
Zellsuspension zu ermitteln und mit Hilfe von GrdéRenlimits einen

Reinheitsgrad zu bestimmen.

2.4, Kultivierung und Infektion der Zellen

2.4.1 Kultivierung humaner Monozyten

Fur die Kultivierung der Zellen in Teflongefal3en zur Proteingewinnung wurde
die elutriierte Monozytenfraktion auf eine Zellzahl von 2,5 x 10%/mL in RPMIS*
(s. 1.1.) eingestellt. 2 mL dieser Suspension (= 5 x 10° Monozyten) wurden pro
Gefal3 (Teflongefalie mit 15 ml Inhalt und rundem Innenboden, Savillex Corp.,
Minnetonka, MN, USA) pipettiert und nach Zugabe von 5 % AB-Serum unter
Standardbedingungen bei 37°C inkubiert. Durch die Verwendung der
Teflongefalie wurde eine Adhérenz der Monozyten vermieden.

Fur die Kultivierung adharenter Zellen zur Gewinnung der RNA wurde die
elutriierte Monozytenfraktion auf eine Zellzahl von 1,5 x 10%mL in RPMI®*
eingestellt. 3 mL dieser Suspension (= 4,5 x 10° Monozyten) wurden in jede
Vertiefung (FALCON primaria 6-well Platten, BD) pipettiert und nach Zugabe

von 5 % AB-Serum unter Standardbedingungen bei 37°C fir eine Stunde
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inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit waren die Zellen adharent und das Medium
konnte abgesaugt werden. Es folgte ein Waschschritt mit 37°C warmen
PBSP“. AnschlieRend wurden 4 mL neues Medium mit 2 % AB-Serum
hinzugegeben und die Zellen bis zu ihrer weiteren Verwendung unter

Standardbedingungen kultiviert.

2.4.2. Stimulation der humanen Monozyten mit LPS

Die Stimulation der humanen Monozyten wurde direkt im Kulturgefald
durchgefuhrt. Nach einer Ruhephase von 1 Stunde erfolgte die LPS-
Stimulation. Es wurden 10 ng/mL LPS (von E. coli 0127, B8W, Difco, Detroit,
MI, USA) verwendet, welches vorher mittels Ultraschall (Elma, Transsonic
Digital, T480/H-2, Fremont, CA, USA) bei hdchster Stufe fur 3 min behandelt
wurde. Nach Zusatz des LPS wurde das Kulturgefal leicht geschwenkt, um

ein gleichmanRiges Verteilen des LPS zu gewahrleisten.

2.4.3. Infektion humaner Monozyten mit Influenza A/PR/8

Die humanen Monozyten wurden fir eine A/PR/8-Infektion zunachst fur 1 h in
den TeflongefaRen oder Zellkultur-Platten ohne AB-Serum kultiviert.
Anschliel3end erfolgte die Infektion mit 2 MOI (multiplicity of infection)
Influenza A/PR/8. Die Virusadsorption erfolgte Uber einen Zeitraum von 45
Minuten bei 37°C unter Standardbedingungen (Bussfeld 1997). Nach Zugabe
von 2 % AB-Serum erfolgte die weitere Kultivierung der Zellen tber einen

Zeitraum von bis zu 10 Stunden.

2.4.4. Kultivierung von Mono Mac 6-Zellen

Die Zellen der Zelllinie Mono Mac 6 wurden wie unter Punkt 1.5.2. angegeben
aufgetaut und dann in Zellkulturflaschen (Bodenflache: 25 cm? bis 75 cm?2
Flache, Costar, Bodenheim) unter Standardbedingungen kultiviert. Als
Medium wurde RPMI®"" unter Zusatz von 10 % FCS verwendet. Nach ca. 24

bis 36 h wurden die Zellen je nach Bedarf 1:3 bis 1:5 passagiert und in neue
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Flaschen umgesetzt. Die Zellkulturflaschen wurden dann mit neuem Medium

aufgefillt.

2.4.5. Stimulation von Mono Mac 6-Zellen mit LPS
Die Stimulation von Mono Mac 6-Zellen erfolgte mit 100 ng/mL LPS unter

denselben Bedingungen wie die Stimulation humaner Monozyten.

2.4.6. Infektion von Mono Mac 6-Zellen mit Influenza A/PR/8

Auch die Infektion von Mono Mac 6-Zellen erfolgte direkt im Kulturgefal3. Die
Zellen wurden in ihrem Medium (RPMI 1640 mit 10 % FCS) belassen und mit
5 MOI aktivem Virus infiziert. Bis zum Ende der entsprechenden

Inkubationszeit wurden sie unter Standardbedingungen kultiviert (s. 2.4.2.).

2.5. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mittels eines Assays der Firma Bio-Rad
Laboratories GmbH (Munchen) durchgefiihrt. Dieser Assay basiert auf der
Methode von Bradford (Bradford, 1976), der die Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blau G-250 durch eine
Bindung an Protein zugrunde liegt (465 nm -> 595 nm). Zu 10 uL der zu
messenden Protein-Losung wurden 200 pL des zuvor 1:5 mit H,O verdinnten
Messreagenz hinzugegeben und die Absorption der Proben gegen eine
Standard-Reihe bei 570 nm in einem Plattenphotometer (MR 7000; Dynatech,
Denkendorf) gemessen.

2.6. Molekularbiologische Techniken

2.6.1. RNA-Praparation

Ein prinzipielles Problem bei der Isolierung von RNA ist die Tatsache, dass die
in Form eines Einzelstrangs vorliegende RNA anfallig gegenliber abbauenden

Enzymen (RNasen) ist. Daher ist bei allen Versuchsschritten, als Schutz vor
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RNasen, auf Eis zu arbeiten, RNase-freies Wasser zu benutzen und Sorge zu
tragen, dal3 keine exogenen RNase-Kontaminationen, beispielsweise durch
unzureichend sterilisierte Gefal3e oder Pipettenspitzen, moglich sind.

Fur die RNA-Préaparation wurden die Zellen in 6 cm Gewebekulturschalen
(FALCON-Primaria) mit einer Zellzahl von 10 x 10° Zellen pro Ansatz kultiviert.
Die Stimulation bzw. Infektion der Zellen erfolgte wie unter 2.4. beschrieben.
Im Anschlul3 an die entsprechende Inkubationszeit wurde das Kulturmedium
abgesaugt und die Monozyten einmal mit PBSP“S gewaschen. Die Zellen jeder
Petrischale wurden mit 1 mL Trizol-Reagenz versetzt und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -80°C gelagert. Das Zelllysat wurde mit Hilfe von sterilen
Gummischabern aus den Gewebekulturschalen abgelést und zum Scheren
der DNA 6-8 mal durch eine Kanille (24 G) aufgezogen und in 1,5 mL
Eppendorfgefal3e Gberfihrt.

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 pL
Chloroform zugegeben und die Suspension gut geschuttelt. Nach weiteren 10
min Inkubationszeit folgte eine Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C fur 15
min (Biofuge 17 R/S; Heraeus sepatech, Osterode). Dadurch wurde eine
Phasentrennung erreicht. Die oberste, wassrige Phase enthielt die RNA.
Diese oberste Phase wurde vorsichtig abgenommen und die RNA durch
Zugabe der gleichen Menge Isopropanol und einer Inkubation bei -20 °C tber
Nacht gefallt. Das bei der anschlieRenden Zentrifugation (1 h, 10000 rpm,
4°C) entstandene Pellet wurde 3 x mit 70 % Ethanol gewaschen, um Salze
weitgehend zu entfernen und dann unter Vakuum getrocknet.

Darauthin  wurde das RNA-Pellet in 30puL RNase-freiem Wasser
aufgenommen und die RNA-Menge bestimmt. Dazu wurden die Proben (je
1puL) mit 749 uL A. dest. verdinnt und die optische Dichte bei 260 nm
bestimmt (Gilford Response II™ UV-Vis Spectrophotometer). Die optische
Dichte einer Losung fur Licht der Wellenlange 260 nm (ODyg) ist der RNA-
Konzentration direkt proportional. Die Konzentration (C) der in der Probe

enthaltenen RNA wurde durch folgende Formel berechnet:



Material und Methoden 47

C (Mg/mL) = ODgeo X U X V
U = Umrechnungsfaktor (40 fir RNA)
V = Verdunnungsfaktor (750)

Nachdem die erhaltenen RNA-LOsungen auf 1 pg/ulL eingestellt worden
waren, wurden sie bei -70°C aufbewahrt. Zur qualitativen Kontrolle wurde ein
Teil der gewonnenen RNA in einem 1 %igem Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt und mit Hilfe der Ethidiumbromidfarbung detektiert.

2.6.2. cDNA-Synthese

Das Enzym Reverse Transkriptase kann RNA in DNA umschreiben, Oligo-dT
wurden dabei als Primer eingesetzt. Zur cDNA-Synthese wurden 2 ug der
isolierten RNA in 12 pL A. dest. aufgenommen und zusammen mit 1 yL Oligo-
dT19-24 (Amersham, Freiburg) fur 10 min bei 70°C erhitzt. Sekundar- und
Tertiarstrukturen der RNA werden dabei gelost. Die Oligo-dT-Primer kdnnen
sich an die Poly-A-Region der mRNA anlagern. Die Proben wurden danach
sofort auf Eis gelagert, mit 4 uL Reaktionspuffer (5x; Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe), 2 uL 0,1M DTT (Gibco), 1 uL 10 mM dNTP-Mix
(Promega, Mannheim) und 1 pL SuperScript™ (Gibco) vermischt und
anschlieBend 1 h bei 42°C inkubiert. In dieser Zeit wird der cDNA-Strang
synthetisiert. Die Reverse Transkriptase wurde anschlieBend durch eine

10minutige Inkubation der Proben bei 70°C denaturiert.

2.6.3. Amplifizierung der cDNA durch die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

Die PCR (polymerase chain reaction) stellt ein in vitro-Verfahren zur selektiven
Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen aus einem Gemisch von
Nukleinsauren dar. Man nutzt die Fahigkeit von DNA-Polymerasen, einen
Einzelstrang zum Doppelstrang erganzen zu kdénnen, wenn ihnen ein kurzer,

doppelstrangiger Bereich zur Verfiigung steht. Ahnlich wie bei der natirlichen
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Verdopplung der DNA werden bei der PCR-Methode die beiden DNA-Strange
geteilt und dupliziert.

Um ein DNA-Segment (oder RNA nach reverser Transkription in eine cDNA)
zu vervielfaltigen, synthetisiert man zunachst zwei Oligonukleotide (Primer),
die jeweils komplementar zu einem der beiden 3'-Einzelstrangenden des zu
amplifizierenden doppelstrdngigen Segmentes sind. Primer 1 als sense Primer
wird vom 5-Ende in Richtung 3’-Ende des ersten Stranges abgeleitet und
Primer 2 entsprechend als antisense Primer vom 5’-Ende in Richtung 3’-Ende
des Gegenstranges. Durch die Anlagerung der Primer an die komplementére
Sequenz eines Einzelstranges entsteht somit ein kurzes Stlck
doppelstrangige DNA, welches von der DNA-Polymerase bendtigt wird, um die
Synthese zu beginnen.

Heute wird hauptsachlich die Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
verwendet, einem Bakterium, das natirlicherweise in hei3en Quellen und
Geysiren bei einer Temperatur von 75°C vorkommt. Diese Tag-Polymerase
besitzt ein Temperaturoptimum von 70°C und ist auch fur kurze Zeit bei 95°C
stabil.

Das Prinzip der PCR ist in Abbildung 1 dargestellt, jeder einzelne Zyklus der
PCR lasst sich in drei Schritte gliedern:

1. Denaturierung (denaturation):

Zu Beginn eines jeden Zyklus wird die doppelstrangige DNA durch Erhitzen
auf 95°C wie ein Reil3verschluss in ihre beiden Einzelstrdnge aufgetrennt.

2. Annealing/Hybridisierung der Primer:

In diesem Schritt hybridisieren die im Uberschuss vorhandenen Primer
spezifisch mit den komplementaren DNA-Sequenzen. Nach Anlagerung der
Primer entstehen zwei kurze Abschnitte doppelstrangiger DNA, die im dritten
Schritt als Startblocke fur das Enzym Tag-Polymerase dienen. Die Annealing-
Temperatur hangt von der Lange und Basenfolge der Primer ab.

3. Extension/Polymerisation zum Doppelstrang:

Die hybridisierte Mischung wird bei der optimalen Temperatur der Polymerase
(72°C) inkubiert, so dass die stromabwarts der Primer gelegenen DNA-

Abschnitte selektiv synthetisiert werden.
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Die Dauer der einzelnen Schritte ist abhangig von den zu amplifizierenden
Sequenzen. Die Annealing-Temperatur bestimmt entscheidend Uber die
Spezifitdt der PCR und variiert in Abh&ngigkeit von den Schmelztemperaturen
(Tm) der Oligonukleotide. In der Praxis verdoppelt sich die gewinschte
Sequenz nach jedem Zyklus, bis die Menge so grof3 wird, dass die
Polymerase in einem Reaktionszyklus nicht mehr alle Primer verlangern kann,
von diesem Zeitpunkt an wéachst die Menge der zu vermehrenden DNA nicht
mehr exponentiell, sondern nur noch linear.

Die DNA-Menge kann theoretisch mit folgender Formel beschrieben werden:

N =NoX 2n

N = Zahl der amplifizierten DNA-Molekile
No = anfangliche Zahl der DNA-Molekiile
n = Zahl der Zyklen

DE g 5'
DNA E.mmn:mmmmmmms.

DENATURATION I 85°C

B i e R
TN ]
ANNEALING P1 pz ~80°C

T
RN R T RTTATTEL
) 3

EXTENSION
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des PCR-Zyklus.
Schmelzen (denaturation) bei 95°C. Anlagerung (annealing) (Temperatur
abhangig von Primerlange und —sequenz; P1, P2 = Primer). Verlangerung
(extension) bei 72°C (A) Der erste Zyklus ist komplett. Die beiden erzeugten
DNA-Strange werden zum Ausgangsmaterial flir den nachsten Zyklus,
wodurch sich die Menge an DNA bei jedem Zyklus verdoppelt.

2.6.3.1. Auswahl der Primer
Die DNA-Sequenzen der jeweiligen Gene wurden der Nucleotide-Datenbank

von PUBMED entnommen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed/Entrez):

IRF-1%:
sense-Primer: 5'- ACA GAT GAG GAT GAG GAA GGG AA -3
antisense-Primer: 5'- GGC CCT GCT ACG GTG CAC AGG GA -3

IRF-7°
sense-Primer: 5-TGC AAG GTG TAC TGG GAG -3
antisense-Primer: 5'- CTG CTC CAG CTC CAT AAG GAA GCA -3

IL-249:

sense-Primer: 5- AAC TGT GGG AAG CCT TCT GG -3
antisense-Primer: 5- TGG CCA GAG TGG AGA ATG AC -3
GAPDH?:

sense-Primer: 5- CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA -3’
antisense-Primer: 5’- GCT ATA CCA GGA AAT GAG CTT-3

ALu et al, 2001 Yeo et al., 2000 ¢Y Garn et al., 2002

Fur die durchgefihrten PCR-Reaktionen wurden folgende Bedingungen gewahlt :


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed/Entrez
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Tabelle 4: Reaktionsbedingungen zur Amplifikation der verschiedenen
CDNAs.

Gen annealing- Fragmentlange Zyklen
Temperatur
IRF-1 60°C 313 bp 27
IRF-7 64°C 383 bp 31
IL-24 58°C 222 bp 35
GAPDH 62°C 300 bp 25

Die 0.g. Oligonukleotide (Primer) wurden von MWG-Biotech GmbH, Ebersberg
synthetisiert. Die Primer wurden in einer Konzentration von 50 pM in der

jeweiligen PCR-Reaktion eingesetzt.

2.6.3.2. Amplifizierungsreaktion

Die PCR-Reaktion wurde in 500 puL Eppendorfgefalen durchgefuhrt. Zu 1 pL
der, wie unter 2.6.2. hergestellten cDNA wurden je 25 puL HotStarTaq Master
Mix (Qiagen, Hilden) und jeweils 1 pL sense- und antisense Primer (50 pM)
zugesetzt und auf ein Endvolumen von 30 pL mit H,O aufgefiillt. Die Reaktion

wurde in einem Eppendorf Cycler gradient unter folgenden Bedingungen

durchgefuhrt:
15 min 95°C
5 min 85°C Aktivierung der HotStarTag-
Polymerase
1 min 94°C
1 min Primer-spezifische Temperatur n Zyklen
1 min 72°C

Zum Ergénzen von unvollstandigen DNA-Doppelstrangen wurde abschlie3end
ein Polymerisationsschritt (7 min bei 72°C) angeflgt. Die Anzahl der
Amplifizierungszyklen wurde je nach der zu erwartenden PCR-Produktmenge

variiert.
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2.6.3.3 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die PCR-Fragmente wurden in 1%-Agarose-Gelen (Agarose 15510-027,
Gibco, Life Technologies GmbH, Karlsruhe) elektrophoretisch aufgetrennt
(horizontal system for submerged electrophoresis, BRL, USA). Als Laufpuffer
wurde TAE-Puffer eingesetzt. 10 L des jeweiligen PCR-Produkts wurden mit
2 uL 6x DNA-Ladepuffer versetzt und 10 uL davon in die Geltasche
aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 7 V/cm
Elektrodenabstand. Das Gel wurde anschlieBend fur 20min in
Ethidiumbromidlésung (s. 1.4) gefarbt und die Banden unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte mit einem
computergestiutzten Aufnahmesystem (Vilber Lourmat; Frobel Labortechnik,
Wasserburg).

2.7. Allgemeines zur Analyse der transkriptionellen Regulation von
Genen
Zur Anaylse der Transkriptionsregulation eines Gens sind verschiedene
Methoden bekannt. Eine der am haufigsten verwendeten Methoden ist der
sogenannte reporter gene assay (Alam et al., 1990; Schenborn und
Groskreutz, 1999). Bei den Reportergenen handelt es sich um ,fremde*, d.h.
naturlicherweise nicht in der Zelle vorhandene Gene, die in einem Vektor unter
die Kontrolle des zu untersuchenden Promotors gebracht werden. Mit diesem
Vektor transfiziert man Zellen und untersucht die Aktivitat des Reportergens
unter den jeweiligen Versuchsbedingungen. Als Reportergene verwendet man
vor allem Gene, die leicht nachweisbare Enzyme kodieren, wie
Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) oder Luciferase aus
Glaihwirmchen (Photinus pyralis, firefly).
Folgende Uberlegungen sind bei der Auswahl von Reportergenen von
Bedeutung (nach Neurath et al., 1997):
Die Enzymaktivitat, die von Reportergenen kodiert wird, muss sich
eindeutig von allen anderen intrinsischen Aktivitaten einer Saugerzelle
unterscheiden lassen.

Es sollte zu keiner Wechselwirkung mit oder Beeinflussung durch andere
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Zellaktivitaten kommen.

Der Nachweis der kodierten Enzymaktivitat sollte schnell, einfach, sensitiv

und reproduzierbar durchzufiihren sein.

Zudem ist es von Vorteil, wenn das Reportergen von einem mdoglichst

kleinen Vektor, beispielsweise von einer bakteriellen Plasmid-DNA

exprimierbar ist.
Besonders gut erfillt werden die gestellten Anforderungen von dem Gen fir
die Gluhwirmchen-Luciferase (de Wet et al.,, 1987). Von allen bekannten
Chemolumineszenz-Reaktionen ist die Lichtproduktion durch die Luciferase
die starkste (Botchan et al., 1980). Aul3erdem ist die Luciferase ein Protein,
das fir seine enzymatische Aktivitat keine posttranslationale Prozessierung
bendtigt und daher als genetischer Reporter direkt nach der Translation
benutzt werden kann (Hamer et al., 1979; Kato et al., 1986).
Der Promotor, dessen Funktionalitat untersucht werden soll, wird dabei vor
das Reportergen kloniert und dieses so unter die Kontrolle des Promotors und
der daran bindenden Transkriptionsfaktoren gebracht. Durch gezielte
Deletionen bzw. Mutationen des Promotors und Messung der damit
verbundenen Anderungen der Reportergen-Aktivitat ist es moglich, fir eine
Induktion bzw. Repression des Zielgens wichtige Bindungsstellen innerhalb

des Promotors zu analysieren.

2.7.1. Der pGL3-Vektor

Fur die Reportergen-Assays in dieser Arbeit wurde der pGL3 basic-Vektor
(Promega, Mannheim) benutzt. Dieser 4818 bp groRRe Vektor enthalt die
kodierende Sequenz fiir das Luciferase-Protein (luc+), jedoch keine Promotor-
Elemente. Zusatzlich besitzt der Vektor eine kodierende Region fur ein -
Laktamase-Enzym, welches unabhéngig von eingebrachten Promotoren
transkribiert wird. Dies fuhrt bei erfolgreich transformierten Bakterien zur
Resistenz gegen Ampicillin und ermdglicht so deren Selektion. Die zu
analysierenden Promotorelemente konnen in den Vektor U0Uber eine
sogenannte multiple cloning site eingefiigt werden, welche mehrere

Schnittstellen  fuir  Restriktionsendonukleasen aufweist (s. Abb. 7).
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DarlUberhinaus besitzt der Vektor Ursprungsstellen fur die Replikation in E. coli
(ori) und einem Bakteriophagen (F1 ori), sowie ein SV40 poly(A) Signal, das
die effektive Polyadenylierung der mRNA sicherstellt.

SV40 late poly(A) signal

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

multiple cloning site mit Schnittstellen
fur Restriktionsendonukleasen

Abbildung 7: Karte des pGL3-Basic Vektors. Weitere Erklarungen siehe
Text. Modifiziert aus dem Technical Manual (http://www.promega.com/tbs/
tm033/tm033.pdf).

2.8. CCL3-Promotor-Analysen

2.8.1. Mutagenese von CCL3-Promotorabschnitten mittels PCR

Neben der Amplifikation von DNA-Sequenzen bietet die Polymerase-
Kettenreaktion vielfaltige Moglichkeiten zur Modifikation oder Mutation
ausgewahlter DNA-Sequenzen. Die Modifikation von DNA-Sequenzen wird
durch die Verwendung synthetischer Oligonukleotid-Primer mdoglich, welche
zwar mit ihren 3-Enden zur DNA-Matritze komplementér sein missen, bei
denen jedoch die 5'-Enden spezifische Sequenzverdnderungen, wie z.B.
Mutationen und/oder Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen, enthalten
konnen (s. Abb. 8). Bei der Anwendung dieser Technik sind allerdings nur
Veranderungen an den Randbereichen der zu amplifizierenden

DNA-Sequenzen moglich.
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sense -Primer mit Mutation x

x -
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-
........ <
antisense -Primer
5 - > 3
-

PCR-Produkt mit Mutation

Abbildung 8: Prinzip der PCR-basierten in vitro Mutagenese.
Mit Hilfe von sense-Primern, die die gewilnschte Mutation enthalten, wird
diese auch in das PCR-Produkt eingefihrt.

Als DNA-Matrize (template) wurde in diesem Fall das Deletionskonstrukt -123
verwendet (Bul3feld 1997). Dieses enthélt den 123 bp grof3en in 5’-Richtung
gelegenen Abschnitt des CCL3-Promotors (Wt) samt Transkriptionsstart und
wurde mit Hilfe von zwei Restriktionsenzymen gerichtet in den pGL3 basic-
Vektor einkloniert. Mittels PCR-basierter Mutagenese wurden von diesem
Konstrukt zwei Mutationen, mMNP und mICK, hergestellt (mutierte
Basenpaare sind fettgedruckt):

123 (Wt CCL3) 5-CTGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA-3
mMNP 5-CTGAGTTTTTAAAATTAGCATGACAGCATCACTA-3’
mICK 5-CTGAGTTGTGCAACTTAGCATGACCGAATAAATA-3

Fur die PCR-Reaktion wurden folgende Primer verwendet:

MMNP:
sense-Primer: 5- TTG AGC TCT GAG TTT TTA AAATTA GC -3’
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mICK
sense-Primer: 5’- ACC GAG CTC TGA GTT GTG CAA CTT AGC ATG ACC
GAA TAA ATA CGC TTA AAA -3’

gemeinsamer antisense-Primer:
5-TTAAGC TTC TGA AGT CTG AAACCAG-Z

Die Primer enthielten je eine unterschiedliche Schnittstelle fur Restriktions-
endonukleasen, um eine gerichtete Klonierung in den pGL3 basic-Vektor zu
ermdglichen (unterstrichen: innerhalb der sense-Primer: Sstl-Schnittstelle
GAG CTC; innerhalb des antisense-Primers: HindllI-Schnittstelle AAG CTT).

Die PCR-Reaktion wurde in 500 pL Eppendorfgefal3en durchgefuhrt. Zu 1 pL
(0,05 ng) des template (Deletionskonstrukt S123 in pGL3 basic-Vektor)
wurden je 5 pL 10x Tag-Reaktionspuffer (Perkin Elmer), 1 uL Tag-Polymerase
(Perkin Elmer) und 1 pL dNTP-Mix (je 10 mM), sowie jeweils 1pL der
entsprechenden sense- und antisense Primer (50 pM) zugesetzt und auf ein
Endvolumen von 50 pL mit A. dest. aufgeflllt. Die Reaktion wurde in einem
Eppendorf Cycler gradient unter den in 2.6.3.2. beschriebenen Bedingungen

durchgeflhrt.

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der Amplifikation der mutierten

Deletionskonstrukte.

Gen annealing- Fragmentlange Zyklen
Temperatur

MMNP 62°C 135 bp 35

(=62M1)

mICK 60°C 135 bp 35

Zum Ergénzen von unvollstandigen DNA-Doppelstrangen wurde abschlie3end
ein Polymerisationsschritt (7 min bei 72°C) angefugt.
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2.8.2. Restriktionsverdau der amplifizierten DNA

Die in der PCR-Reaktion amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschliel3end
mit Endonukleasen geschnitten, um sie in der richtigen Orientierung in den
pGL3 basic-Vektor einfiugen zu konnen. Dazu wurden die in den Primern
integrierten Schnittstellen genutzt. Der Restriktionsansatz wurde wie folgt

zusammen gestellt:

60 uL H,O

20 puL amplifizierte DNA

10 pL 10x Puffer REACT2 (Gibco, Karlsruhe)
5 uL Hind 111 (50 V) (Gibco, Karlsruhe)
5uL Sstl1 (50 U) (Gibco, Karlsruhe)

Der Ansatz wurde 1,5 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end
erfolgte die Aufreinigung der DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits
(Qiagen GmbH, Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellers. Die
aufgereinigte DNA wurde mit 30 pL EB-Puffer (Qiagen, Hilden) von der Saule

eluiert.

2.8.3. Schneiden des Vektors

Die Schnittstellen fir die Restriktionsendonukleasen Hindlll und Sstl, die zur
gerichteten Insertion der Mutationen der Deletionskonstrukte verwendet
wurden, befinden sich innerhalb der multiple cloning site des Vektors (s. Abb.
9)



Material und Methoden 58

/ SV40 late paly(A) signal
s

r"/ ..'/f \\' \I‘.
J f "I \
[ nGL3-Basic \
Vector Amp' |
(4818bp) |

5 (“GTAC‘CG»'—‘\GFTPTTAFGPFTGFTAGFC SGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGG . | 3
e

11 ||
AT | o
N B T S Ry [T |

Abbildung 9: Karte des pGL3 basic-Vektors mit VergrofRerung der

multiple cloning site.

Die Schnittstellen fur Sstl (Isoenzym zu Sacl) und Hindlll sind rot umrahmt.
Weitere Erklarungen siehe Text und Abschnitt 2.7.1. Modifiziert nach dem Tech-
nical Manual (s. Abb. 7).

Der pGL3 basic-Vektor wurde, wie die amplifizierten DNA-Fragmente, mit
den Endonukleasen Hindlll und Sstl 1,5 h bei 37°C inkubiert:

75 uL H,0

5uL pGL3 basic-Vektor (1ug/uL) (Promega, Mannheim)
10 pL 10x Puffer REACT2 (Gibco, Karlsruhe)
5uL  Hindlll (50 V) (Gibco, Karlsruhe)
5uL Sstl (50 U) (Gibco, Karlsruhe)

AnschlieRend wurde dieser Ansatz noch 1h bei 37°C mit alkalischer Shrimp-
Phosphatase (1U, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) inkubiert, um eine

Religation des Vektors ohne Insert zu vermeiden. Da die geschnittenen Enden
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der Deletionskonstrukte noch Phosphatreste besitzen, kénnen diese in den
Vektor ligiert werden. Der geschnittene Vektor wurde ebenfalls mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen GmbH, Hilden) aufgereinigt und mit 30

uL EB-Puffer von der Saule eluiert.

2.8.4. Ligation
Die folgende Ligationsreaktion wurde benutzt, um die Promotormutanten in

den vorbehandelten Vektor zu integrieren:

3,5uL H,O

3,0 uL aufgereinigte Promotormutationen

0,5 uL pGL3 basic-Vektor

1,0 uL 10x Ligase-Puffer (Gibco, Karlsruhe)

1,0 L T4 DNA-Ligase HC (Gibco, Karlsruhe)

1,0 puL dATP 100uM (Promega, Mannheim)

Die Ligation erfolgte bei 16°C Uber Nacht.

2.8.5. Transformation von E.coli - Bakterien

Die kompetenten Bakterien TOP1OF' (Invitrogen, Groningen, Niederlande)
wurde auf Eis aufgetaut. Pro Transformationsansatz wurden 40 pL
Bakteriensuspension in ein 1,5 mL-tube (Eppendorf, Hamburg) vorgelegt und
mit 0,7 pL B-Mercaptoethanol (0,25 mM) versetzt. Dieser Ansatz wurde 10 min
auf Eis inkubiert und anschlieBend 2 pL des Ligationsproduktes hinzugefugt.
Nach vorsichtigem Vermischen schlof3 sich eine 30-minitige Inkubation auf
Eis an. AnschlieRend wurden die Zellen ohne Schiitteln exakt fir 45 s einem
Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und dann 2 min lang auf Eis gestellt. Es
folgte eine Zugabe von 360 pL S.O.C.-Medium (Gibco, Life Technologies
GmbH, Karlsruhe). Die Bakterien wurden fir ca. 45 min bei 37°C mit 180 rpm
in einem Schattler inkubiert. Je 100 uL der transformierten Bakterien wurden

auf eine LB-Agarplatte (Luria Broth Base, Gibco, Life Technologies GmbH,
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Karlsruhe) mit 100 pg/mL Ampicillin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
ausgestrichen und fir 16-20 h bei 37°C inkubiert.

2.8.6. Plasmidpraparation

Aufgrund des im pGL3 basic-Vektor enthaltenen Ampicillin-Resistenzgens,
sollten nur Klone wachsen, die auch ein Plasmid aufgenommen haben. Die
erste Uberprufung der gewachsenen Klone erfolgte mittels Kolonie-PCR. Dazu
wurden einzelne Klone gepickt und jeweils in 400 pL S.O.C.-Medium (Gibco,
Life Technologies GmbH, Karlsruhe) ca. 4-5 h in Falcon Rundboden
Rohrchen (Nr. 352059, Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
Frankreich) hochgezogen. Dann wurden 200 pL abgenommen und in ein 500
puL-tube (Eppendorf, Hamburg) tberfuhrt. Die Bakterienzellen wurden 10 min
bei 6000 rpm und Raumtemperatur pellettiert (Centrifuge 5415, Eppendorf
GmbH, Hamburg). Nach Resuspendierung in 50 pL H,O zur hypotonen Lyse
der Bakterien, schlof3 sich eine Inkubation bei 95°C fir 10 min an (PCR-Block,
Mastercycler gradient, Eppendorf Hamburg). Die denaturierten Proteine und
Reste der Zellmembran wurden durch eine weitere Zentrifugation bei
13.000 rpm (Centrifuge 5415, s.o.) fir 10 min pelletiert. Der Uberstand sollte
neben der bakteriellen DNA auch die eingebrachte Vektor-DNA enthalten. Die
im Vektor enthaltene CCL3-Promotor-DNA wurde anschliel3end durch

folgende PCR-Reaktion amplifiziert:

1 pL DNA-L6sung der lysierten Bakterien
1 pL Primer RVprimer3 (MWG-Biotech AG, Ebersberg)
1 pL Primer GLprimer2 (MWG-Biotech AG, Ebersberg)
5 uL 10x Puffer GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, USA)
1 puL AmpliTaq Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, USA)
1 pL dNTP-Mix 10 mM (Promega, Mannheim)

40 pL H,O
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Sequenzen der Kolonie-PCR-Primer:
RVprimer3 5'- CTA GCA AAATAG GCT GTC CC -3
GLprimer2 5-CTT TATGTT TTT GGC GTC TTC CA -3'

Die Reaktion wurde in einem Eppendorf Cycler gradient unter den unter
2.6.3.2 beschriebenen Bedingungen durchgefihrt. Die Zyklenanzahl lag bei 35
und die Annealing-Temperatur bei 57°C.

Zum Ergéanzen von unvollstandigen DNA-Doppelstrangen wurde abschlie3end

ein Polymerisationsschritt (7 min bei 72°C) angeflgt.

RVprimer3
5., CTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTATCGATA

GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGG . | .
| _ H— | 11 . l_l || | =
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Translationsstart Luciferase
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CATTCCGGTACTGTTGGTAAAGC CACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG | .. (1B92bp) ... GGATCCGTCGAC
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Abbildung 10: Lage der in der Kolonie-PCR verwendeten Primer
Rvprimer3 und GLprimer2 in Relation zur multiple cloning site des pGL3
basic-Vektors.

Die Restriktionsschnittstellen fur die Deletionskonstrukte sind rot umrahmt.
Modifiziert nach dem Technical Manual (s. Abb. 7).

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlielend in einem 1 %-igen
Agarose-Gel aufgetrennt. Durch die Lage der Primer RVprimer3 und
GLprimer2 in Relation zur multiple cloning site des pGL3 basic-Vektors (s.
Abb. 10) konnte anhand der Gré3e des PCR-Produkts festgestellt werden, ob
ein Insert enthalten ist. Die erwartete Gréf3e der PCR-Produkte betrug fur den
pGL3 basic-Vektor ohne Insert 169 bp, fur das mMNP-Insert bzw. mICK-

Insert jeweils 249 bp. Von den positiven Klonen, d.h. Klonen mit einem insert,
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wurden die verbliebenen 200 pL der Uber-Nacht-Kultur in 4 mL LB-Medium
mit 100 pg/mL  Ampicilin  (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
aufgenommen. Aus dieser Kultur wurde zunéchst eine Glycerinkultur
angesetzt. Hierzu wurden 750 pL der Bakterienkultur mit 250 pL reinem
Glycerin vermischt und bei -20°C aufbewahrt. Der Rest der Kultur wurde fir
eine Plasmidpréparation verwendet. Die Praparation erfolgte mit dem QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH, Hilden) entsprechend den Angaben des
Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 uL H,O von der Saule eluiert und
anschlieBend die DNA-Konzentration gemessen. Dazu wurden die Proben (je
1puL) mit 749 uL A. dest. verdinnt und die optische Dichte bei 260 nm
bestimmt (Gilford Response II™ UV-Vis Spectrophotometer). Die optische
Dichte einer Losung fur Licht der Wellenlange 260 nm (ODyg) ist der DNA-
Konzentration direkt proportional. Die Konzentration (C) der in der Probe

enthaltenen DNA wurde durch folgende Formel berechnet:

C (ug/mL) = OD2 x U X V
U = Umrechnungsfaktor (50 fir dsDNA)
V = Verdunnungsfaktor (750)

Nachdem die erhaltene DNA-LOsungen auf 1 pg/uL eingestellt worden waren,
wurden sie bei -70°C aufbewabhrt.

Zur weiteren Uberpriifung der Klone erfolgte anschlieRend eine
Sequenzierung durch einen kommerziellen Anbieter ("Hot Shot"-
Sequenzierung durch Sequence Laboratories Gottingen GmbH, Gottingen).
Dazu wurden in einem 200 pL-tube 0,5 pg Plasmid und 20 pmol Primer
RVprimer3 gemischt und mit 10 mM Tris (pH 8.5) auf 7 pL aufgefillt. In den
folgenden Transfektionsexperimenten wurden nur Klone eingesetzt, bei denen
die Sequenz des Inserts die gewlnschte Mutation (MMNP oder mlICK)
enthielt.

Die Plasmide, die fur die Transfektion eingesetzt werden sollten, wurden mit
dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen GmbH, Hilden) prapariert. Dazu
wurden 500 pL der Glycerinkulturen in 100 mL LB-Medium mit 100 pg/mL
Ampicillin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) aufgenommen und fir
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12-16 h bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Die Endotoxin (LPS)-freie
Praparation der Plasmide aus dieser Kultur erfolgte anschlieend nach den
Angaben des Herstellers. Die eluierte Plasmid-DNA wurde zun&chst in 600 pL
TE-Puffer eluiert, die DNA-Konzentration bestimmt und anschlieRend mit TE-

Puffer auf 0,5 pug/uL eingestellt.

2.8.7. Transiente Transfektion von Mono Mac 6-Zellen

Mit dem Begriff "Transfektion" wird die Einfihrung von Fremd-DNA in
Eukaryontenzellen bezeichnet. Mittlerweile sind diverse Methoden zur
Transfektion entwickelt worden. Eine immer noch gebréuchliche Technik ist
die erstmals von McCutchan und Pagano (1968) beschriebene DEAE
(Diethylaminoethyl)-Dextran vermittelte Transfektion. Sie ist auf transiente
Expressionsstudien beschrankt und fur stabile Transfektionen ungeeignet
(Gluzman, 1981). Die DEAE-Dextran Behandlung scheint die DNA-Bindung an
die Zellmembran zu férdern. Je nach Zelltyp kann die Transfektionseffizienz
durch zusétzliche Behandlung mit DMSO (Dimethylsulfoxid) verstarkt werden
(Lowy et al., 1978; Lewis et al., 1980; Lopata et al., 1984). Der exakte
Wirkmechanismus ist unbekannt. Vermutlich modifiziert diese Behandlung die
Struktur der Zellmembran derart, da? vermehrt DNA aufgenommen werden
kann. Da sowohl DEAE-Dextran als auch DMSO fur die Zellen toxisch sind,
missen die Transfektionsbedingungen bezlglich deren Konzentration und

Expositionszeit sorgfaltig fur das jeweilige Zellsystem optimiert werden.

Verwendetes Transfektionsmedium:
RPMI 1640 (Linaris, Wertheim)
mit 2 mM L-Glutamin (Endkonz.) (Gibco, Karlsruhe)

Fur die Transfektion wurde folgendes optimiertes Standardprotokoll
verwendet, das in einer Reihe von Vorversuchen ermittelt wurde: 24 h vor
Beginn der Transfektion wurden die Mono Mac 6-Zellen in neues Medium mit
10 % FCS 1:1,5 umgesetzt, um sie in der logarithmischen Wachstumsphase

zu halten. 5 x 10° Zellen und 5 pg Plasmid der jeweiligen Promotormutation
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wurden pro Transfektionszeitpunkt verwendet. Zur Transfektion wurden die
Zellen einmal mit Transfektionsmedium gewaschen, gezahlt (Cellcounter
CASY1 Modell TT, Scharfe System GmbH, Reutlingen) und anschlielend
nochmals bei 400 g sedimentiert. Die Transfektionreaktion erfolgte in
Doppelbestimmung. Dazu wurde die entsprechende Plasmid-Menge (10 ug) in
die Rundboden-Réhrchen vorgelegt. Die Zellen wurden pro Ansatz (10 x 10°
Zellen) in 1 mL Transfektionsmedium mit 80 pg/mL DEAE-Dextran (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) resuspendiert und auf die vorgelegte
Plasmid-LAosung pipettiert. Die anschliel3ende Inkubationszeit betrug 90 min
bei 37°C. Nach 30 und 60 min wurde das Zellsediment vorsichtig
aufgeschuttelt.

Nach Ablauf der Inkubation wurde zu jeder Zellsuspension fur 2-3 min 10 %
viv (100 pL) DMSO (Merck, Darmstadt) unter Schitteln hinzugegeben. Im
Anschluf3 an diese Behandlung musste das zelltoxische DMSO rasch entfernt
werden. Dazu wurden die Zellsuspensionen auf 12 mL mit Transfektions-
medium aufgefillt und anschlieRend fur 5 min bei 400 g sedimentiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 8 mL Mono Mac 6-Vollmedium mit
10 % FCS aufgenommen. Das Ausplattieren der transfizierten Zellen erfolgte
in 24-Lochplatten (Costar, Bodenheim) mit 2 mL Zellsuspension pro
Vertiefung. Nach der Transfektion wurden die Zellen fur weitere 19 h unter

Standardbedingungen kultiviert.

2.8.8. Analyse der Promotoraktivitat durch Bestimmung der Luciferase-
Aktivitat

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen aus 2 Vertiefungen resuspendiert
und in ein 15 mL-FALCON-R6hrchen (BD, Heidelberg) Uberfiihrt. Die Zellen
wurden einmal mit 4°C kaltem PBS®' gewaschen (Zentrifugation bei 400 g,
5min, 4°C) und anschlieBend in 100 pL RLB-Lysis-Puffer (Promega,
Mannheim) resuspendiert. Nach einer 15-mindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das Zelllysat bei —70°C eingefroren und kurz darauf
wieder im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, um alle Zellen vollstandig zu

lysieren und die Luciferase freizusetzen. Durch eine Zentrifugation bei
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10.000 g und 4°C fur 5 min wurden die Reste der Zellmembranen pelletiert.
Der Uberstand mit den Zell-Proteinen und der Luciferase wurde abpipettiert
und bis zur Messung der Luciferase-Aktivitat bei —20°C gelagert.

Vor der Messung der Luciferase-Aktiviat wurden die Proben auf eine
einheitliche Protein-Konzentration eingestellt. Dies geschah mit Hilfe eines
modifizierten Bradford-Assays der Fa. Bio-RAD (siehe Abschnitt 2.5).

Die Messung der Reporter-Genaktivitdt erfolgte in einem Luminometer
(LumiStar, Fa. BMG, Offenburg). Zu jeder Probe wurden 100 pL eines
Substrates (Promega, Mannheim), welches Gluhwirmchen-Luciferin, ATP und
Mg?* enthalt zugegeben und in einer biochemischen Reaktion unter Verbrauch
von Sauerstoff wie folgt umgesetzt:

Luciferase
Luciferin + ATP + Mg®" + O, ————— Oxyluciferin + AMP + PPi

+ CO, + Licht &

Das dabei entstehende Licht wurde durch Messung der Absorption bei 595 nm
fur 25 s erfasst und ein Integral Gber die Zeit errechnet. Die Werte wurden mit
einer Probe verglichen, die keine Luciferase enthielt und als relative

Lichteinheiten angegeben.

2.9. SDS-PAGE und Western-Blot

Fur die Proteingewinnung wurden 10 Millionen Mono Mac 6-Zellen in 7,5 mL
Medium entsprechend den oben angegebenen Bedingungen (s. Abschnitt
2.4.2) kultiviert und anschlieRend stimuliert bzw. infiziert. Nach 8 bzw. 16h
wurden die Zellen in ein FALCON-Ro6hrchen Uberfihrt und durch einen
Zentrifugationsschritt bei 800 rpm und 4°C fir 7 min pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 100 uyL M-PER (Mammalian Protein
Extraction Kit, PIERCE, Rockford, USA) resuspendiert. Zu je 10 mL des
Lysepuffers wurde zuvor eine Tablette Proteinase-Inhibitor (Complete™
Proteinase Inhibitor Cocktail; Roche, Mannheim) gegeben. Das Zelllysat
wurde 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (13.000 rpm, 10 min,

20°C; Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg) wurde der Uberstand mit den
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zytoplasmatischen Proteinen aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Vor der
Gelelektrophorese wurde eine Proteinbestimmung mit einem modifizierten
Bradford-Assay durchgefihrt (s. Abschnitt 2.5) und die Proben auf eine
einheitliche Proteinkonzentration eingestellt.

Fur die SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) unter reduzierenden
Bedingungen wurden 30 pg Protein eingesetzt und auf ein Volumen von 13 L
mit Lysepuffer ergénzt. Dazu wurden 5 pL des auf 37°C vorgewarmten 4x
sample buffers (NUPAGE; NOVEX, San Diego, CA) und 2 pL 10x reducing
agent (NUPAGE; NOVEX, San Diego, CA) pipettiert. AnschlieRend wurden die
Proben fur 20 min bei 70°C in einem PCR-Block (Mastercycler gradient,
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) denaturiert.

Als Gel wurde ein 4-12 %-iges Polyacrylamid-Gradientengel (NUPAGE 4-12 %
Bis-Tris; NOVEX, San Diego, CA) verwendet. Als Laufpuffer diente ein MES
SDS-running buffer (NUPAGE; NOVEX, San Diego) mit 0,25 % v/v Antioxidant
(NUPAGE; NOVEX, San Diego, CA). Die Laufzeit betrug 35 min bei einer
angelegten Spannung von 200 V. In der Zwischenzeit wurde die PVDF-
Membran (Immobilon-P 0,45 um; Millipore, Bedford, MA, USA) 20 sec in
Methanol (Merck, Darmstadt), dann 2 min in H,O und schlieBlich 5 min im
transfer buffer (NUPAGE; NOVEX, San Diego) aquilibriert.

Danach wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Gel mit Hilfe eines
Elektro-Blot-Verfahrens (NUPAGE; NOVEX, San Diego) auf die PVDF-
Membran Ubertragen (1 h bei einer Spannung von 25 V). Nach dem Blotten
wurde die Membran kurz in H,O geschwenkt, fur 10-15 s in Methanol (Merck,
Darmstadt) inkubiert und anschlie3end getrocknet.

Die Membran wurde in 20 mL 2 %-igem (w/v) Protein-Blockpuffer Giber Nacht
inkubiert. Dann wurde sie einmal in PBSP"“S mit 0,05 % Tween gewaschen und
mit dem ersten Antikérper (a-IRF-1: ;a-IRF-7: H-246, rabbit polyclonal;
SantaCruz, USA) in 2 %-igem (w/v) Protein-Blockpuffer inkubiert. Dazu wurde
dieser 1:500 verdinnt (d.h. 20 pL auf 10 mL Protein-Blockpuffer). Nach 1,5 h
Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurde die Membran dreimal fiir je 10 min
in PBSPS mit 0,05% w/v Tween gewaschen. Der zweite Antikérper (a-rabbit
IgG, AP-konjugiert; Chemicon, Temecula, USA) wurde in 20 mL 1x Roti-
Blocklésung (Roth, Karlsruhe) 1:2000 verdinnt (10 pL auf 20 mL) und die
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Membran mit dieser Lésung fir 1 h inkubiert. Danach wurde die Membran 4x
je 10 min in TBS mit 0,1 % w/v Tween gewaschen.

Die Detektion erfolgte Uber eine chromogene Reaktion. Hierzu wurde eine
Tablette Substrat (Fast BCIP/NBT; Sigma, Minchen) in 10 mL H,O gel6st und
auf die Membran gegeben. Nach 15-20 min bildete sich durch die Einwirkung
der alkalischen Phosphatase des zweiten Antikdrpers ein Dblau-violettes
Prazipitat. Durch Abschitten des Substrates und Waschen der Membran mit
H.O wurde die Reaktion abgestoppt. Die Membranen wurden anschliel3end

eingescannt und visuell ausgewertet.
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lll. Ergebnisse

1. Die Induktion von CCL3 durch Influenza A/PR/8 bzw. LPS

Eine Reihe von Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Chemokin CCL3
nicht nur bei viralen Infektionen im allgemeinen, sondern auch speziell bei
einer Influenza-Infektion von Mausen und Menschen vermehrt gebildet wird (s.
Einleitung). Dieser erhohten Produktion bzw. Sekretion des Chemokins kommt
zumindest bei Mausen eine protektive Rolle zu. Die molekularen
Mechanismen der Induktion des CCL3-Gens durch eine Infektion mit Influenza
A-Viren oder eine Stimulation mit LPS in humanen Monozyten/Makrophagen
sind jedoch nur ungeniigend erforscht. Das Ziel der Untersuchungen meiner
Dissertation war es deshalb, die Transkriptionsfaktoren, die fur die Induktion
dieses Chemokins nach einer Infektion mit dem Influenza A-Virus von

Bedeutung sind, zu identifizieren und zu charakterisieren.

1.1. Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen des CCL3-
Promotors

Um wichtige Promotor-Abschnitte fur die Transkription von CCL3 zu
identifizieren, wurden in vorangegangenen Untersuchungen verschiedene
Abschnitte des Promotors mittels PCR amplifiziert und in den pGL3 basic-
Vektor kloniert (Buf3feld, 1997). Der pGL3 basic-Vektor enthélt keinen eigenen
Promotor, so dass die Expression des enthaltenen Luciferase-Gens jeweils
von den eingebrachten CCL3-Promotorabschnitten kontrolliert wird (s. Material
und Methoden). Durch die Messung der Aktivitat des Reporter-Genproduktes
Luciferase kann dadurch die Funktionalitit des Kklonierten CCL3-
Promotorabschnittes Uberpriuft werden. Diese Methode erlaubt Rickschliisse
auf die regulatorische Aktivitat der entsprechenden Promotorbereiche fur die
Induktion von CCL3.

Um die cis-regulatorischen DNA-Elemente zu identifizieren, die eine Induktion
des CCL3-Gens nach einer Stimulation mit LPS bzw. einer Infektion mit
Influenza A-Virus in humanen Monozyten vermitteln, wurden insgesamt sieben

5'-Deletionskonstrukte hergestellt, deren 3’-Ende den Transkriptionsstart
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umfasste (s. Abb. 11). Mit diesen Deletionskonstrukten wurde anschlielend
Zellen der humanen Monozyten-Zellinie Mono Mac 6 transfiziert und die
Luciferase-Aktivitat nach einer Stimulation mit LPS bzw. einer Infektion mit

Influenza A-Virus bestimmt.
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413 { | | | r’ LUC
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175 } | |—' LUC
0
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0
100 | |—’ LUC
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der 5’-Deletionskonstrukte des
CCL3-Promotors.

Die Nukleotidposition des 5-Endes der Deletionskonstrukte ist fur alle
Deletionskonstrukte jeweils angegeben. Das gemeinsame 3’-Ende liegt bei +3
(alle Angaben beziehen sich auf den Transkriptionsstart). LUC: Luciferase-
Gen. Nach: Bul3feld 1997.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen mit den Deletionskonstrukten sind in
Abb. 12 gezeigt (aus: Bufdfeld, 1997). Fur die Induktion von CCL3 durch eine
Stimulation mit LPS bzw. eine Infektion mit dem Influenza A-Virus lie3en sich
zwei deutliche Verédnderungen der Luciferase-Aktivitdit nach schrittweiser
Deletion einzelner des Promotorbereiche nachweisen:

1) In Zellen, die mit den Deletionskonstrukten —175 und —123 transfiziert
worden waren, wurden deutlich hdhere Luciferase-Aktivitaten gemessen,
als in den Zellen, die mit vollstindigeren Promotoren d.h. langeren
Deletionskonstrukten ( -776 und —413) transfiziert wurden. Dieser Anstieg
der Luciferase-Aktivitat nach der Deletion des Abschnittes -413 bis -175
lasst auf inhibitorisch wirksame DNA-Sequenzen in diesem Bereich

schlieRen.
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2) Nach der Transfektion der Deletionskonstrukte —100, -63 und —41 wurde
keine Luciferase-Aktivitat in den transfizierten Zellen mehr gemessen bzw.
die gemessenen Werte entsprachen denen unstimulierter Zellen. Diese
drastische Reduktion der Luciferase-Aktivitdt nach Deletion des
Abschnittes -123 bis -100 lasst vermuten, dass sich in diesem Bereich
eine positiv regulatorische DNA-Sequenz befindet. Es liegt nahe, dass die
DNA-Sequenz zwischen —123 und —100 eine entscheidende Rolle bei der
Stimulus-spezifischen Induktion von CCL3 durch LPS bzw. Influenza A
spielt. Sie muss demzufolge essentielle Bindungsstellen fir einen oder
mehrere Transkriptionsfaktoren enthalten, die durch eine Stimulation mit

LPS bzw. eine Infektion mit dem Influenza A-Virus aktiviert werden.

100
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o1
o

100
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Abbildung 12 (umseitig): Transkriptionelle Aktivitat der verschiedenen 5’-
Deletionskonstrukte des CCL3-Promotors (aus Buflfeld 1997).

Mono Mac 6-Zellen wurden mit den entsprechenden Deletionskonstrukten
transfiziert und mit 100 ng/mL LPS stimuliert bzw. mit 5 MOI Influenza A/PR/8
infiziert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet, lysiert und der Luciferase-
Gehalt in den Proben mit Hilfe eines luminometrischen Verfahrens gemessen.
Die Positionsangaben beziehen sich auf den Transkriptionsstart. Angegeben
ist die relative Luciferase-Aktivitat in bezug auf den hdchsten gemessenen
Wert bei der Induktion des CCL3-Gens.

Basis-Vektor = pGL3 basis-Vektor ohne Promotor

Kontroll-Vektor = pGL3 control-Vektor mit SV40-Promotor.

1.2. Die Bindungsstellen MNP und ICK-1

Die regulatorische DNA-Sequenz im Promotorbereich —123 bis —100 bp
stromaufwarts des Transkriptionsstarts wurde von anderen Arbeitsgruppen
untersucht und es wurden darin zwei mdgliche Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren identifiziert (Nomiyama et al. 1993 und Ritter et al.
1995): die Bindungsstellen fur die Faktoren MNP (steht fur MIP-1« nuclear
protein) bzw. ICK-1 (steht fur inhibitory cytokine-1) (s. Abb. 13). Durch die
Deletion dieses Promotorabschnittes in den in Abschnitt 1.1 beschriebenen
Versuchen wurden die Bindungsstellen dieser Faktoren ganz (MNP) oder
teilweise (ICK-1) entfernt. Beide cis-regulatorischen DNA-Elemente sind somit
Kandidaten fur die stimulus-abh&ngige Regulation der CCL3-Transkription
nach LPS-Stimulation bzw. Influenza A/PR/8-Infektion. An Dbeiden
Bindungsstellen kénnen jedoch mehrere unterschiedliche Faktoren binden
(MNP-1, MNP-2, MNP-3 bzw. ICK-1A, ICK-1B, ICK-1C). In Abh&ngigkeit des
verwendeten Zelltyps zeigen diese Faktoren eine unterschiedliche
regulatorische Funktion: einige Faktoren kénnen sowohl eine vermehrte als
auch eine verringerte Transkription bewirken. Ein Ziel dieser Arbeit war
deshalb die Analyse der Funktion dieser beiden DNA-Bindungsstellen in der
humanen Monozyten-Zelllinie Mono Mac 6 nach einer Stimulation der Zellen

mit LPS bzw. einer Infektion mit dem Influenza A/PR/8-Virus.
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Abbildung 13: 5’-Deletionskonstrukte des CCL3-Promotors und die Lage
der MNP- und ICK-1-Bindungsstellen.

Die Lage der MNP- und ICK-1-Bindugsstellen innerhalb des
Deletionskonstruktes —-123 ist angegeben. Die Kreuze kennzeichnen
essentielle Bindungsstellen der Faktoren an der DNA (nach Sharma et al.
1998). o markiert das Nukleotid —100. Alle Angaben beziehen sich auf den
Transkriptionsstart. LUC: Luciferase-Gen.

2. Analysen zur Funktion der Transkriptionsfaktoren MNP und ICK-1 im
CCL3-Promotor

2.1. Vorversuche zur Transfektion

Um die optimalen Bedingungen fir eine Transfektion und anschlieRende
Stimulation bzw. Infektion der Mono Mac 6-Zellen zu ermitteln, wurden
verschieden Vorversuche — in Anlehnung an das Protokoll von BufR3feld
(Bul3feld, 1997) - durchgefuhrt. Zum einen wurde die optimale Konzentration
des fur die Transfektion verwendeten DEAE-Dextrans ermittelt. Da DEAE-
Dextran fur Zellen toxisch wirkt, muss mit méglichst geringen Konzentration
gearbeitet werden, allerdings ohne die Transfektionseffizienz zu verringern.
Weiterhin wurde der optimale Zeitpunkt nach der Transfektion ermittelt, an
dem die Zellen sich vom ,Stress” der Transfektion erholt haben und wieder in
der Lage sind, Luciferase zu produzieren. Der Zeitpunkt der Stimulation bzw.
Infektion sollte spater so gewéahlt werden, dass die Zellen einerseits nicht zu

viel Luciferase als Basalaktivitat produzieren, aber andererseits in der Lage
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sind, nach einer Stimulation bzw. Infektion das Reportergen zu induzieren.
Weiterhin wurde der optimale Zeitpunkt fur die Lyse der Zellen nach
Stimulation bzw. Infektion ermittelt, zu dem die Zellen gut messbare Mengen
an Luciferase produziert haben. Diese Vorversuche wurden mit Plasmiden des
Deletionskonstruktes —123 bzw. mit dem pGL3 control-Vektor durchgefihrt,
da durch beide Plasmide eine hohe Luciferase-Aktivitat nach Transfektion von
Mono Mac 6-Zellen und Stimulation mit LPS bzw. Infektion mit Influenza A
erreicht wird (s. oben). Der pGL3 control-Vektor enthalt einen SV40-Promotor,

der eine konstitutive Expression des Luciferase-Gens in Saugerzellen bewirkt.

2.1.1. Ermittlung der optimalen DEAE-Dextran-Konzentration

In einem ersten Vorversuch wurde die optimale Konzentration an DEAE-
Dextran ermittelt, um einerseits eine effiziente Transfektion zu gewabhrleisten,
die Zellen aber andererseits nicht zu hohen Konzentrationen dieser
zelltoxischen Substanz auszusetzen. Ausgehend von der verwendeten
Konzentration an DEAE-Dextran in friiheren Protokollen (Buf3feld 1997: 31,25
pug/mL, Kastenbauer und Ziegler-Heitbrock 1999: 61,5 pg/mL) wurden je 5 x
10° Mono Mac 6-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen DEAE-Dextrans
(31,25 pug, 62,5 pg, 125 pg, 250 pg, 500 pg und 1000 pg) und 5 pg pGL3
control-Vektor transfiziert. Nach 24 h Inkubationszeit ohne zusatzliche
Stimulation oder Infektion wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat
von je 10 x 10° Zellen gemessen.

Wie die Abbildung 14 zeigt, war die Luciferase-Aktivitat bei Transfektionen mit
einer DEAE-Dextran-Konzentration von 62,5 pg/mL bzw. 125 pg/mL
geringfugig hoher als bei einer Konzentration von 31,25 pug/mL. Noch héhere
Konzentrationen (250, 500 und 1000 pg/mL DEAE-Dextran) fuhrten jedoch zu
einer bis zu 20% reduzierten Luciferase-Aktivitat der transfizierten Zellen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass die optimale Konzentration an DEAE-
Dextran zur Transfektion der Zellen zwischen 62,5 pg/mL und 125 pg/mL liegt.
Fur die folgenden Versuche wurde eine DEAE-Dextran-Konzentration von 80
pg/mL eingesetzt.
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Abbildung 14: Ermittlung der optimalen DEAE-Dextran-Konzentration.
Mono Mac 6-Zellen wurden mit 5 ug des pGL3 control-Vektors und den
angegebenen DEAE-Dextran-Konzentrationen fiir je 5 x 10° Zellen transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat von je 10 x 10°
Zellen gemessen. Fur diese Auswertung wurde die Aktivitdt der induzierten
Luciferase bezogen auf die Transfektion mit 31,25 pg/mL DEAE-Dextran
dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert und die Standard-Abweichung als
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhéngigen Versuchen.
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2.1.2 Kontrolle der Basalaktivitat nach Transfektion

Dieser Vorversuch sollte zeigen, zu welchem Zeitpunkt nach der Transfektion
die Zellen sich soweit vom ,Stress* der Transfektion erholt haben, dass sie
wieder mit der Transkription von Genen beginnen. Fir diesen Vorversuch
wurden je 5 x 10° Zellen mit 80 pg/mL DEAE-Dextran und 5 pg Plasmid-DNA
in einem Volumen von 1 mL Medium transfiziert (s. auch Methoden Abschnitt
2.8.7.) und ohne zusatzliche Infektion oder Stimulation inkubiert. Zu den
angegebenen Zeiten wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitaten
von je 10 x 10° Zellen luminometrisch gemessen. Fir dieses Experiment
wurde der pGL3 control-Vektor (Abb. 15A) bzw. das Deletionskonstrukt —123
(Abb. 15B) verwendet. Es zeigte sich, dass bis 11 Stunden nach Transfektion
noch keine Luciferase-Aktivitaten messbar waren. Erst nach 19 Stunden
Ruhezeit konnte eine Aktivitat detektiert werden (s. Abb. 15). Nach 31 und 44
Stunden war keine Zunahme der Luciferase-Aktivitat zu beobachten. Damit ist
davon auszugehen, dass sich die Zellen 19 Stunden nach Transfektion
ausreichend vom ,Stress* erholt haben und die Transkription von Genen
wieder begonnen hat. Fur die folgenden Experimente wurde deshalb eine

Ruhezeit von 19 Stunden eingehalten.



Ergebnisse 76

1400

1200 C —
T
E 1000 T
c
‘T 800 -
N
0
= 600 -
(0]
=
©
< 400
04
200
0 T T T T T
2h 7h 11h 19h 31h 44h
O Control-Vektor
600
T 400 -
o
c
-
‘S 300 |
-
()
=2
T 200 -
. T
100 -
0 T T — T T T
2h 7h 11h 19h 31h 44h
B Osi123

Abbildung 15: Kontrolle der Basalaktivitaten nach Transfektion.

Je 5 x 10° Mono Mac 6-Zellen wurden ohne DNA bzw. mit jeweils 5 pg
Plasmid-DNA des pGL3 control-Vektors (control-Vektor, A) bzw. des
Deletionskonstruktes —123 (B) transfiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat von je 10 x 10° Zellen
gemessen. Dargestellt sind Mittelwert und Standard-Abweichung als
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen.

2.1.3 Kontrolle der Luciferase-Aktivitat nach Stimulation bzw. Infektion
In einem weiteren Vorversuch wurde die optimale Zeitdauer zwischen
Stimulation bzw. Infektion einerseits und der Lyse der Zellen andererseits

ermittelt. Es sollte sichergestellt werden, dass die Zellen zum Zeitpunkt der
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Lyse eine ausreichend hohe, d.h. messbare, Luciferasemenge produzieren.
Dazu wurden die Zellen transfiziert und nach einer Ruhephase von Stunden
stimuliert bzw. infiziert. Es wurden je 5 x 10° Zellen mit 80 pg DEAE-Dextran
und 5 pg Plasmid transfiziert und nach einer Ruhezeit von 19 Stunden wurden
die Zellen mit 100 ng/mL LPS stimuliert (Abb. 16A) oder mit 5 MOI A/PR/8
infiziert (Abb. 16B). Nach einer weiteren Inkubationszeit von 6, 12, 24 oder 36
Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitat der Luciferase von jeweils
10 x 10° Zellen durch Zugabe des Substrates und Messung der Licht-
freisetzung im Luminometer bestimmt. Dieser Versuch wurde mit dem
Deletionskonstrukt -123 durchgefiihrt, da dieses anschliel3end als Referenz fir

andere Deletionskonstrukte verwendet werden sollte.
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Abbildung 16 (umseitig): Vergleich der Luciferase-Aktivitdten zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation bzw. Infektion der
Zellen.

Die Mono Mac 6-Zellen wurden mit dem Deletionskonstrukt -123 (5 pug DNA
fur je 5 x 10° Zellen) nach der DEAE-Dextran-Methode transfiziert. Nach 19 h
wurden die Zellen mit 100 ng/mL LPS stimuliert (A) bzw. mit 5 MOI A/PR/8
infiziert (B). Zu den angegebenen Zeitpunkten (6 h, 12 h, 24 h und 36 h) nach
Stimulation bzw. Infektion wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat
von je 10 x 10° Zellen gemessen. Dargestellt sind Mittelwert und Standard-
Abweichung als reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen.

In diesem Modell ist die Luciferase-Aktivitat ein Mal3 fir die durch den
Promotor induzierten Luciferase-Transkription. Es zeigte sich, dass bei der
Stimulation mit LPS nur 6 h nach Stimulation eine Luciferase-Aktivitat
gemessen werden konnte (Abb. 16A). Bei der Infektion mit Influenza A-Virus
war die Aktivitat zum Zeitpunkt 6 h nach Infektion am hdchsten, aber auch
zum Zeitpunkt 12 h war noch eine messbare Aktivitdt vorhanden (Abb. 16B).
Bei den folgenden Versuchen wurden die Zellen aufgrund dieser Ergebnisse
6 h nach Stimulation bzw. Infektion lysiert.

In Anbetracht der Ergebnisse der Vorversuche wurde das von Bulffeld
verwendete Protokoll leicht abgeéandert. Zusammenfassend wurden folgende
Parameter fur die folgenden Versuche angewendet. Die DEAE-Dextran-
Transfektionen wurden mit einer Konzentration von 80 pg/mL durchgefihrt.
Vor der Stimulation mit LPS bzw. Infektion mit Influenza A/PR/8 wurde eine
Ruhezeit von 19 h eingehalten. Die Lyse der Zellen erfolgte weitere 6 h nach
der Stimulation bzw. Infektion der Zellen (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Ablaufs der
Transfektionsversuche.

Die Mono Mac 6-Zellen werden mit den entsprechenden Plasmiden nach der
DEAE-Dextran-Methode (80 pg/mL) transfiziert. Nach 19 h wurden die Zellen
mit LPS stimuliert bzw. A/PR/8 infiziert. 6h danach werdn sie lysiert und die
Luciferase-Aktivitat gemessen.

2.2. Mutation der Bindungsstellen fir MNP und ICK-1

Um die Rolle der beiden Bindungsstellen MNP und ICK-1 bei der
transkriptionellen Regulation des CCL3-Gens zu untersuchen, wurden zwei
weitere Deletionskonstrukte (ausgehend von dem Konstrukt —123) erzeugt, bei
denen die Basenpaare der Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors MNP
(mMMNP) oder des Transkriptionsfaktors ICK-1 (mICK) mutiert waren, um so
eine Bindung dieser Faktoren zu verhindern (s. Abb. 18). Mit Hilfe der so
veranderten Konstrukte wurde anschliel3end untersucht, in welcher Weise die
beiden cis-regulatorischen DNA-Sequenzen MNP und ICK-1 an der

Regulation der Transkription des CCL3-Gens beteiligt sind.
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Wit TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA
MMNP TGAGTTTITTAAAATTAGCATGACAGCATCACTA
MICK TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACCGAATAAATA

Abbildung 18: Mutation der MNP- und ICK-1-Bindungsstellen.

Die Bereiche, in denen die Faktoren MNP und ICK-1 binden, sind angegeben.
Die Mutationen in den Konstrukten mMNP und mICK sind fettgedruckt und
unterstrichen.

2.3. Ergebnisse der Transfektion mit den Deletionsmutanten mMNP und
mICK

Mono Mac 6-Zellen wurden mit den Promotorkonstrukten -100 und —-123,
sowie den Konstrukten mMNP und mICK transfiziert. Die Konstrukte —100 und
-123 enthalten den unveradnderten CCL3-Promotorbereich, wahrend die
Konstrukte mMNP und mICK Punktmutationen beinhalten, die dazu fiuhren,
dass der entsprechende Faktor nicht mehr binden kann (Sharma et al., 1998).
Als Kontrolle wurde der pGL3 basic-Vektor verwendet. Da dieser keinen
Promotor vor dem Luciferase-Gen besitzt, sollte bei Transfektionen mit diesem
Vektor keine Luciferase-Aktivitat detektierbar sein.

Fir diese Versuche wurden 5 x 10° Mono Mac 6-Zellen mit 80 pg/mL DEAE-
Dextran und 5 pg des entsprechenden Plasmids (-100,-123, mMNP, mICK
oder des pGL3 basic-Vektors) transfiziert und fur 19 h unter
Standardbedingungen kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 6 h mit
100 ng/mL LPS stimuliert bzw. mit 5 MOI Influenza A/PR/8 infiziert. Im
Anschluf3 an die Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-
Aktivitat im Zelllysat gemessen. Die Luciferase-Aktivitditen der einzelnen

Transfektions-Ansatze wurden auf den Proteingehalt des Zelllysats normiert.
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Abbildung 19: Transfektion mit den Konstrukten -100, -123, mMNP und
mICK.

Mono Mac 6-Zellen wurden mit dem pGL3 basic-Vektor (basic;
Negativkontrolle) oder den Promotorkonstrukten -100, -123, mMNP und mICK
mit 5 pg DNA fiir je 5 x 10° Zellen transfiziert. Nach 19 h wurden die Zellen mit
100 ng/mL LPS stimuliert (A) bzw. mit 5 MOI A/PR/8 infiziert (B). Nach
weiteren 6 h Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert. Die Luciferase-
Aktivitaten von je 10 x 10° Zellen wurden gemessen und dem Proteingehalt
der Lysate der Zellen entsprechend angeglichen. Dargestellt sind Mittelwert
und Standard-Abweichung einer Dreifachbestimmung. Gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung als repréasentatives Ergebnis eines von vier
unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen.

Die Abbildung 19 zeigt, dass die Induktion der Luciferase-Aktivitat sowohl
nach einer LPS-Stimulation als auch nach einer Infektion mit dem Influenza A-
Virus von dem Vorhandensein der beiden intakten Bindungsstellen fur MNP
und ICK-1 abhéangig ist. Bei Mutation der Bindungsstelle fir MNP ist, sowohl
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nach einer Stimulation mit LPS als auch einer Infektion mit Influenza A, im
Vergleich zur Transfektion des Konstrukts -123 eine starke Reduktion der
Luciferase-Aktivitdt zu sehen. Die Aktivitat geht fast vollstandig zurick. Auch
die Mutation der ICK-1-Bindungsstelle fuhrt zu einer starken Reduktion der
Luciferase-Aktivitdt nach LPS-Stimulation oder Influenza A-Infektion. Diese ist
jedoch weniger ausgepragt als bei der Mutation der MNP-Bindungsstelle. Die
Luciferase-Aktivitat des mICK-Konstruktes nach LPS-Stimulation fallt auf
unter 30% gegentber dem Wildtyp-Promotor (im Deletionskonstrukt —123), bei
Infektion mit Influenza A werden sogar nur weniger als 10% der Aktivitat des
Wildtyp-Promotors gemessen. Die Deletion beider Bindungsstellen im
Deletionskonstrukt —100 fuhrt zu keinerlei messbaren Luciferase-Aktivitaten.
Wie erwartet zeigt sich auch in den Negativkontrollen keinerlei messbare
Aktivitat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Mutationen der MNP- und
ICK-1-Bindungsstellen eine starke Reduktion der Luciferase-Aktivitat zur Folge
hat. Dies lasst darauf schlieen, dass die Faktoren, die an diesen beiden
Bindungsstellen binden, synergistisch fur die CCL3-Transkription wirken und
beide Faktoren fur eine optimale Induktion von CCL3 durch LPS oder das

Influenza A-Virus essentiell sind.

3. Induktion von Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie in Monozyten
nach Influenza A-Infektion

Fir verschiedene Infektionsmodelle konnte bereits eine Beteiligung der
Transkriptionsfaktoren der Interferon regulatory factor-Familie (IRF-Familie)
nachgewiesen werden (Mamane et al., 1999; Taniguchi et al., 2002). Wie
gezeigt werden konnte, spielen diese Faktoren eine zentrale Rolle bei der
Aktivierung des Interferon-Systems und sind somit von essentieller Bedeutung
fur die Induktion und Koordinierung der folgenden Immunantwort. Der zuerst
entdeckte Vertreter der IRF-Familie, IRF-1, ist nicht nur an der Induktion von
Typ I-Interferonen beteiligt, sondern spielt auch eine wichtige Rolle bei der
Regulation einer Tyl-Antwort, u.a. Uber die Induktion des Zytokins IL-12
(Lohoff et al. 1997 und Salkowski et al. 2000). Dartber hinaus ist IRF-1 als
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wichtiger Faktor bei der Zellzykluskontrolle und Apoptose in Tumorzellen und
nicht-transfomierten Zellen identifiziert worden (Kano et al. 1999 und
Liebermann et al. 2002). Die Transkriptionsfaktoren IRF-3 und IRF-7 dagegen
sind in ihrer Funktion mehr auf die Abwehr von Erregern beschrankt. Beide
sind essentiell fir die Induktion von Typ I-Interferonen (Sato et al. 2000) und
IRF-3 ist zusatzlich an der Signaltransduktion Uber den toll-like receptor 4
(TLR 4) beteiligt (Shinobu et al. 2002). Wahrend die Faktoren IRF-1 und IRF-7
als Reaktion auf die Virusinfektion der Zelle auf mRNA- und Proteinebene
induziert werden, wird IRF-3 hauptséachlich Uber seinen
Phosphorylierungsstatus reguliert. In den folgenden Versuchen sollte die
Induktion der Transkriptionsfaktoren IRF-1 und IRF-7 nach einer Infektion mit

dem Influenza A-Virus in humanen Monozyten untersucht werden.

3.1. Analyse der Induktion des Gens fur Interferon regulatory factor-1
(IRF-1) in virusinfizierten Monozyten mittels RT-PCR

Die Induktion von IRF-1 nach einer Influenza A-Infektion wurde mittels RT-
PCR an primaren Monozyten verschiedener Spender untersucht. Dazu wurde
die RNA aus Influenza A/PR/8-infizierten Zellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Nicht infizierte Zellen dienten als Kontrolle. Das IRF-1-
Fragment wurde mit einem spezifischen Primerpaar in einer PCR-Reaktion
amplifiziert und nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel mit Hilfe
einer Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, zeigten die infizierten Monozyten einen
erhohten Gehalt an IRF-1-mRNA gegeniber den nicht infizierten
Kontrollzellen. Von acht getesteten Spendern reagierten sieben in der
dargestellten Weise positiv, d.h. zeigten eine Erhohung der IRF-1-mRNA-
Expression nach Influenza A-Infektion. Die Zellen von einem Spender
reagierten mit einer Repression der IRF-1-mRNA gegeniber den nicht-

infizierten Zellen (nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Darstellung der mRNA von IRF-1 in humanen Monozyten
nach Infektion mit Influenza A/PR/8.

Humane Monozyten wurden mit Hilfe der counter-flow-Methode isoliert und in
TeflongefaRen in RPMI®P-Medium kultiviert. Nach 1h wurden die Zellen mit 2
MOI Influenza A/PR/8 infiziert. 45 min nach der Infektion wurden 2 % AB-
Serum zugegeben. Nach weiteren 8 h wurden die Zellen aus den
KulturgefaRen entnommen, lysiert und die Gesamt-RNA isoliert. 2 pg der RNA
wurden in cDNA umgeschrieben und in einer PCR-Reaktion als template
eingesetzt. Das durch die Verwendung spezifischer Primer amplifizierte IRF-1-
Fragment (27 Zyklen PCR) wurde in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt
und durch eine Farbung mit Ethidiumbromid dargestellt. Zur Kontrolle der
eingesetzten cDNA-Menge wurde auch das konstitutiv exprimierte GAPDH-
Gen in einer weiteren PCR-Reaktion mit spezifischen Primern amplifiziert.
Gezeigt ist das Ergebnis dreier reprasentativer Spender von insgesamt acht
durchgefuhrten Untersuchungen.

3.2. Analyse der IRF-1 Proteinexpression nach A/PR/8-Infektion von
Monozyten im Western-Blot

Um die mRNA-Daten der RT-PCR weiter zu verifizieren, wurde weiterhin der
IRF-1-Gehalt von A/PR/8-infizierten Zellen der Zelllinie Mono Mac 6 mittels
Western-Blot analysiert. Die Mono Mac 6-Zellen wurden dazu fir 16 h mit
5 MOI A/PR/8 infiziert und anschliel3end lysiert. 30 pg des isolierten Gesamt-
Proteins der Zellen wurden in einem Polyacrylamid-Gradientengel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran geblottet. Uber ein System aus Erst- und
Zweitantikdrpern und eine anschlielende chromogene Reaktion wurde die
spezifische Bande des IRF-1 Proteins auf der Membran sichtbar gemacht.

Wie in Abbildung 20 gezeigt, konnte auch auf Proteinebene eine erhéhte

IRF-1-Expression in den Influenza A-infizierten Zellen gegentber den nicht-
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infizierten Kontrollzellen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis korreliert mit
den Daten der primaren Monozyten, die auf mMRNA-Ebene eine verstéarkte
Expression von IRF-1 nach Influenza-Infektion zeigten.

Kontr. | A/IPR/8
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Abbildung 21: Darstellung des IRF-1-Proteingehalts in Mono Mac 6-
Zellen nach Infektion mit Influenza A/PR/8.

Die Mono Mac 6-Zellen wurden in RPMI®P'-Medium mit 10% FCS kultiviert und
mit 5 MOI Influenza A/PR/8 infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 16 h
wurden die Zellen aus den KulturgefaRen entnommen, lysiert und das
Gesamtprotein mit einer Extraktionslosung isoliert. 30 pg Protein wurden in
einem Polyacrylamid-Gradientengel aufgetrennt und mittels Elektroblotting auf
eine PVDF-Membran ubertragen. Die spezifische Bande wurde Uber einen
monoklonalen Antikérper, einen Enzym-gekoppelten 2. Antikérper und eine
anschlieBende chromogene Reaktion dargestellt.

3.3. Analyse der Induktion des Gens fur IRF-7 in virusinfizierten
Monozyten mittels RT-PCR

Neben IRF-1 ist IRF-7 einer der wichtigsten Mitglieder der IRF-Familie bei der
Vermittlung einer zellularen Reaktion auf Virusinfektion. Daher sollte Gberpruft
werden, ob auch IRF-7 durch das Influenza A/PR/8-Virus in Monozyten
induziert werden kann.

Die Kultivierung und Infektion der Zellen, sowie die anschlieRende Isolation

der mRNA erfolgte wie unter Methoden (2.6.1.) beschrieben. Die mit
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spezifischen Primern amplifizierte Bande wurde dann in einem 1%-igen
Agarosegel aufgetrennt und mit einer Ethidiumbromid-Farbung sichtbar
gemacht.

IRF-7, das zeigt die Abbildung 22, wird ebenso wie IRF-1 durch das Influenza
A-Virus induziert. Gezeigt sind drei reprasentative Ergebnisse von insgesamt
acht untersuchten Spendern. Die Zellen des Spenders, der schon fur IRF-1
eine Repression zeigte, verhielten sich auch bei der Analyse der IRF-7-mRNA
entsprechend: gegenuber den nicht-infizierten Kontrollzellen war eine
Abnahme an IRF-7-mRNA zu sehen.
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Abbildung 22: Darstellung der mRNA von IRF-7 in humanen Monozyten
nach Infektion mit Influenza A/PR/8.

Mit Hilfe der counter-flow-Methode wurden humane Monozyten isoliert. Diese
wurden in RPMIP**-Medium in TeflongefaRen inkubiert und nach 1 h fiir 45 min
mit 2 MOI Influenza A/PR/8 infiziert. AnschlieBend wurden 2 % AB-Serum
zugegeben und die Zellen fur weitere 8 h inkubiert. Dann wurden sie aus den
KulturgefaRen entnommen, lysiert und die Gesamt-RNA isoliert. 2 pug der RNA
wurden in cDNA umgeschrieben und dienten in einer nachfolgenden PCR-
Reaktion als template. Das durch die Verwendung spezifischer Primer in 31
Zyklen amplifizierte IRF-7-Fragment wurde in einem 1%-igen Agarosegel
aufgetrennt und durch eine Farbung mit Ethidiumbromid dargestellt. Zur
Kontrolle der eingesetzten cDNA-Menge wurde auch das konstitutiv
exprimierte GAPDH-Gen in einer weiteren PCR-Reaktion mit spezifischen
Primern amplifiziert und in einem Agarosegel dargestellt. Gezeigt sind die
reprasentativen Ergebnisse von drei von insgesamt acht untersuchten
Spendern.
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3.4. Analyse der IRF-7 Proteinexpression nach A/PR/8-Infektion von
Monozyten im Western-Blot

Da die Menge an mRNA eines bestimmten Proteins in der Zelle nicht
notwendigerweise direkt proportional zu der Menge des Proteins ist, wurde als
Erganzung zu den mRNA-Daten der RT-PCR ein Western-Blot mit Protein aus
Mono Mac 6-Zellen durchgefihrt. Die Kultivierung und Infektion der Zellen
erfolgte wie unter 2.4. beschrieben. Ebenso die Isolation des Gesamtproteins
der Zellen und die Auftrennung in einem Polyacrylamid-Gradientengel. Die
spezifische Bande wurde dann mit Hilfe eines IRF-7- spezifischen
monoklonalen Antikdrpers und einer anschlielenden enzymatischen
chromogenen Reaktion dargestellt.

Wie Abbildung 23 zeigt, ist nur bei den mit Influenza A/PR/8 infizierten Zellen
eine deutliche Bande auf dem Western-Blot zu sehen. Das heil3t, dass der
Transkriptionsfaktor IRF-7 auch auf Proteinebene durch eine Influenza-

Infektion von Monozyten induziert wird.
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Abbildung 23: Darstellung des IRF-7-Proteingehalts in Mono Mac 6-
Zellen nach Infektion mit Influenza A/PR/8.

Nach Kultivierung von Mono Mac 6-Zellen mit 10% FCS kultiviert wurden
diese fur 16 h mit 5 MOI Influenza A/PR/8 infiziert. Im Anschluf® wurden die
Zellen aus den KulturgefaRen entnommen, lysiert und das gesamte Protein
mittels einer Extraktionsldsung isoliert. Je Versuchsansatz wurden 30 ug
Protein in einem Polyacrylamid-Gradientengel aufgetrennt und im Elektroblot-
Verfahren auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die spezifische Bande wurde
Uber einen monoklonalen Antikdrper, einen Enzym-gekoppelten 2. Antikérper
und eine anschliel3ende enzymatische chromogene Reaktion dargestellt.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die beiden Transkriptionsfaktoren
IRF-1 und IRF-7, von denen bekannt war, dass sie durch andere
Virusinfektionen induziert werden, auch durch eine Influenza A/PR/8-Infektion
induzierbar sind. Eine Induktion konnte sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf

Protein-Ebene gezeigt werden.

4. Induktion des Zytokins mda-7/IL-24 in Monozyten nach Influenza A-
Infektion

Das Zytokin Interleukin-10 (IL-10) ist eines der wichtigsten regulatorischen
Zytokine und ubt hauptsachlich anti-inflammatorische Funktionen aus (Moore
et al. 2001). Inzwischen ist eine Reihe von Molekilen entdeckt worden, die auf
DNA- und Proteinebene gro3e Homologien zu IL-10 aufweisen (Fickenscher
et al. 2002). Eines dieser Molekile ist das Zytokin IL-24, das als melanoma
differentiation-associated antigene-7 (mda-7) aus einer Melanom-Zelllinie
isoliert wurde. Es inhibiert nicht nur das Wachstum und fordert die Apoptose
von Tumorzellen (Su et al. 1998 und Pataer et al. 2002), sondern bewirkt bei
humanen mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) auch eine
Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNF-a und IFN-y
(Caudell et al. 2002). Eine verstarkte Freisetzung von IL-24 aus PBMCs
konnte auch nach Stimulation dieser Zellen mit LPS beobachtet werden.
Insbesondere die Tatsache, dass IL-24 durch eine IFN-B-Stimulation in
Fibroblasten induziert werden kann (Madireddi et al. 2000), legte die
Vermutung nahe, dass auch eine Virusinfektion dieses Zytokin induzieren
konnte. Deshalb wurde die Induktion von IL-24-mRNA nach einer Influenza A-
Infektion von Monozyten untersucht. Die Kultivierung und Infektion der Zellen,
sowie die anschlieRende Isolation der mRNA erfolgte wie unter Methoden
(2.4.6. und 2.6.1.) beschrieben. Die mit spezifischen Primern amplifizierte
Bande der IL-24-mRNA wurde in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und
mit einer Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht.
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Abbildung 24: Darstellung der mRNA von IL-24 in humanen Monozyten
nach Infektion mit Influenza A/PR/8.

Humane Monozyten wurden mit Hilfe der counter-flow-Methode isoliert und in
nach Elutriation in RPMI***-Medium inkubiert. Nach 1 h Kulturdauer wurden
die Zellen fir 45 min mit 2 MOI Influenza A/PR/8 infiziert. AnschlieRend
wurden 2 % AB-Serum zugegeben. Nach weiteren 8 h wurden die Zellen aus
den KulturgefaRen entnommen, lysiert und die Gesamt-RNA isoliert. Von
dieser RNA wurden 2 pg in cDNA umgeschrieben und in einer PCR-Reaktion
als template eingesetzt. Unter Verwendung spezifischer Primer wurde das
IL-24-Fragment  amplifiziert und in einem  1%-igen  Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden wurden durch eine Farbung mit
Ethidiumbromid dargestellt. Zur Kontrolle der eingesetzten cDNA-Menge
wurde auch das konstitutiv exprimierte GAPDH-Gen in einer weiteren PCR-
Reaktion mit spezifischen Primern amplifiziert und in einem Agarosegel
dargestellt. Gezeigt sind die reprasentativen Resultate fur drei von acht
untersuchten Spendern.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche bestatigten die Erwartungen:
Wie in Abb. 24 dargestellt, induziert die Infektion von Monozyten mit dem
Influenza A-Virus eine vermehrte Produktion von IL-24-mRNA. Im Vergleich zu
den nicht infizierten Zellen, die nur eine geringe Menge an IL-24 mRNA
aufweisen, kam es acht Stunden nach A/PR/8-Infektion in priméaren
Monozyten zu einer deutlichen Zunahme der transkribierten IL-24 mRNA-
Menge.
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V. Diskussion

Zur Bekampfung und Elimination von Mikroorganismen setzt das angeborene
Immunsystem phagozytierende Zellen und I6sliche Serumproteine ein. Dabei hat
das mononukledre Phagozyten-System zwei wichtige Funktionen: Zum einen
werden Antigene durch Phagozytose und Endozytose eliminiert, zum anderen
wird durch die Prozessierung und Prasentation dieser Antigene auf der
Zelloberflache das erworbene Immunsystem aktiviert. Bei einer Infektion mit dem
Influenza A-Virus bindet das Virus vor allem an Typ Il Pneumozyten, das Epithel
der terminalen Bronchioli, und an Alveolarmakrophagen (van Riel et al., 2006).
Im Verlauf kommt es zu einem mononukledren Infiltrat und damit zu einem
grof3en Einstrom von neuen Monozyten/Makrophagen (Davidson et al., 2005).
Auch primare Monozyten werden von Influenza A-Viren schnell infiziert (Buf3feld
et al., 1996; Bul3feld et al., 1997; Sareneva et al., 1998; Pirhonen et al., 1999). In
den infizierten Zellen kontrollieren die Viren die zellulare Genexpression, was zu
einer bevorzugten Expression viraler Proteine fuhrt (Huarte et al., 2001). Die
infizierten humanen Monozyten und Makrophagen sterben zwar nach 24-48
Stunden durch Apoptose (Nain et al., 1990; Fesq et al., 1994), aber vorher wird
durch eine verstarkte Produktion und Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen das Immunsystem aktiviert (Julkunen et al., 2001;
Kaufmann et al., 2001, Kobasa et al. 2007; de Jong 2006). Diese verstarkte
Transkription von Chemokinen wurde auch bei Influenza A-infizierten Méausen
beobachtet (Wareing et al., 2004). Neben IL-1p, IL-6 und TNF-a werden vor
allem Chemokine sezerniert und spielen als regulatorische Signale der
Immunantwort eine zentrale Rolle (BuR3feld et al., 1997; Sprenger et al., 1996).
Deshalb kommt infizierten Monozyten und Makrophagen eine besondere Rolle
zu: sie dienen als Verstarker der Immunantwort.

Auffallig ist, dass infizierte Monozyten Chemokine nur selektiv freisetzen. Es
werden ausschlie3lich die auf mononukleéare Zellen wirkenden CC-Chemokine
verstarkt sezerniert, wahrend die Sekretion von Chemokinen, die auf neutrophile
Granulozyten wirken (CXCL1 und CXCLS8) durch das Virus deutlich supprimiert
wird (Sprenger et al., 1996). Diese differenzierte Induktion konnte dafur
verantwortlich  sein, dass man im Influenza A-infizierten Lungengewebe

Uberwiegend mononukleére Leukozyten vorfindet (Kaufmann et al., 2001). Bei
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infizierten dendritischen Zellen gibt es Hinweise auf eine zeitliche Abfolge der
Chemokinsekretion, die zuerst CXC-Chemokine (v.a. CXCL8, CXCL16) und
dann im weiteren Verlauf erst CC-Chemokine (v.a. CCL3, CCL4) umfasst
(Piqueras et al., 2006).

Die beiden CC-Chemokine CCL2 und CCL3 spielen dabei unterschiedliche
Rollen. Genetisch veranderte Knock-out Mause, denen der Rezeptor fir CCL2
(CCR2) fehlt, scheinen bei einer Influenza A-Infektion durch die fehlende
Einwanderung von Monozyten und Makrophagen vor einer zu hohen oder
schadlichen Zytokinausschuttung geschuitzt zu sein (Dawson et al., 2000). Eine
Ursache dafir kénnte sein, dass Monozyten ohne den CCR2-Rezeptor das
Knochenmark nicht verlassen konnen (Rollins, 2006). Eine unkontrollierte
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen kénnte auch eine Ursache fur
die hohe Virulenz einiger Influenza-Stamme, wie z.B. dem der sogenannten
~Spanischen Grippe* 1918 (H5N1) und des Ausbruchs in Hong Kong von 1997
(A/Hong Kong/483/97; H5N1) sein (Cheung et al., 2002, Kobasa et al. 2007; de
Jong 2006). Zudem zeigen Monozyten/Makrophagen aus Erwachsenen im
Vergleich zu Neugeborenen eine erhéhte Sekretion von CCL3, wenn sie mit dem
virulenten Influenza H5N1-Stamm infiziert werden (Zhou et al., 2006). In
Korrelation dazu zeigten Erwachsene beim Ausbruch der Hong Kong-Grippe
1997 eine hohere Mortalitat als Kinder und Kleinkinder (Yuen et al., 1998). Aber
auch fur die durch Influenza verursachte Bronchiolitis bei Kindern gilt: eine
hohere CCL3-Konzentration im Nasopharyngealsekret der Kinder ist assoziiert
mit einer schwereren Verlausform und ausgepragterer Hypoxie (Garofalo et al.,
2005). Eine experimentelle Infektion von Mausen mit dem hochvirulenten,
genetisch rekonstruierten Influenza A H1IN1 der Pandemie von 1918 (1918
HA/NA:Tx/91) zeigte eine deulich héhere CCL3-Produktion als das urspriingliche
Influenza A/Texas/36/91 Virus, das als genetischer Hintergrund diente (Tumpey
et al., 2005).

Wird dagegen das Gen fir den CCL3/CCL5-Rezeptor CCR5 ausgeschaltet, so
zeigen die knock-out-Mause eine schwerere Verlaufsform der Infektion mit
erhohter Mortalitat (Dawson et al., 2000). Ein Grund daflr kénnte sein, dass
CD4+ T-Zellen zumindest vorubergehend den Chemokin-Rezeptor CCR5
exprimieren und so zum Ort der Infektion geleitet werden (Roman et al., 2002).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass CCL3 fir eine effektive zytotoxische
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Immunantwort durch CD8+ T-Zellen bendtigt wird (Jones et al., 2003).
Insbesondere das Zusammenspiel von CD4+ und CD8+ T-Zellen wird durch die
Chemokine CCL3 und CCL4 koordiniert und eine experimentelle Blockierung
dieser Chemokine fihrt zu einer deutlich reduzierten Anzahl und Effektivitat von
CD8+ Gedachtnis-T-Zellen (Castellino et al., 2006).

Aber nicht nur far Influenza-Infektionen hat das Chemokin CCL3 eine grol3e
Bedeutung. Fur eine Infektion von Mausen mit dem murinen Zytomegalievirus
(CMV) konnte gezeigt werden, dass CCL3 als wichtiger Faktor sowohl an der
Chemotaxis und Aktivierung von NK-Zellen als auch an der Elimination des Virus
beteiligt ist (Salazar-Mather et al., 1998). Im CMV-Modell ist CCL3 in eine
Chemokin-Zytokin-Chemokin-Kaskade eingebunden, die Uber eine CCL3
vermittelte IFN-y-Freisetzung das zur antiviralen Abwehr bendétigte Chemokin
CXCL9 induziert (Salazar-Mather et al., 2000).

Bei einer viralen Infektion von Zellen, z.B. mit dem Influenza A-Virus, werden
intrazellulare Signalwege und Transkriptionsfaktoren aktiviert oder inhibiert und
so verschiedenste Ablaufe in den infizierten Zellen beeinflusst. Studien fanden
heraus, dass bei einer Infektion von primaren Zellen oder Zelllinien mit
replikationsfahigen Influenza-Viren einige Stunden nach Infektion mehr als 300
Gene induziert oder supprimiert wurden (Geiss et al., 2001), unter denen sich
auch CCL3 und die entsprechenden Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR5
befanden (Salentin et al., 2003). Die de novo-Synthese von Proteinen wie
Zytokinen und Chemokinen héngt dabei, neben Regulationsmechanismen auf
MRNA-Ebene, stark von der Transkription und Translation ihrer Gene ab. Die
genauen Mechanismen und Signalwege, die bei einer Infektion von Zellen mit
dem Influenza A-Virus zur verstarkten Produktion und Sekretion von Zytokinen
und Chemokinen fuhren, sind nur teilweise erforscht. Mehrere bekannte
Transkriptionsfaktoren werden durch eine Influenza A-Infektion aktiviert oder neu
synthetisiert. So kann beispielsweise der Transkriptionsfaktor NF-xB, der fur die
Transkription mehrerer Zytokine und Chemokine eine wichtige Rolle spielt,
durch Influenza A oder die Expression eines Influenza A-Proteins aktiviert
werden (Pahl und Bauerle, 1995; Matikainen et al., 2000; Flory et al., 2000).
Neben NF-kB scheint C/EBPJ ein Transkriptionsfaktor zu sein, der durch viele
infektiose Stimuli aktivierbar ist und daraufhin die Transkription mehrer

Zytokingene reguliert (Ramji und Foka 2002). Insbesondere bei einer viralen
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Infektion werden, neben den Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie, auch die
Gene der Transkriptionsfaktoren AP-1 und C/EBPp aktiviert bzw. findet eine
verstarkte Neusynthese dieser Proteine statt (Choi et al., 1996; Wang et al.,
2000; Ludwig et al., 2001; Kalden, 2002).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der molekularen
Mechanismen, die bei einer Infektion von Monozyten mit dem Influenza A-Virus
zur Induktion von Zytokinen und Chemokinen fihren. Von besonderem Interesse
war dabei das Chemokin CCL3 und die Faktoren, die seine Transkription
regulieren. Dartber hinaus sollte auch die Induktion von Faktoren der IRF-
Familie untersucht werden. Diese spielen bei viralen Infektionen eine wichtige
Rolle in der Aktivierung des Immunsystems, wie am Beispiel des Chemokins
CCL5 gezeigt werden konnte (Lin et al., 1999; Genin et al., 2000).

1. Regulation des CCL3-Gens durch die Faktoren MNP und ICK-1

BuR¥feld hatte die Regulation von CCL3 nach einer Stimulation mit LPS und fur
eine Infektion mit dem Influenza A-Virus bereits teilweise untersucht (Bul3feld,
1997). Bei diesen Arbeiten mit sequentiellen Deletionen des CCL3-Promotors
wurde der Promotorabschnitt von -776 bp bis zur Stelle -41 bp stromaufwarts des
Transkriptionsstarts naher analysiert. Es zeigte sich, dass sowohl fur eine
Stimulation mit LPS als auch fur eine Infektion mit dem Influenza A-Virus der
Promotorabschnitt —123 bp bis —100 bp eine essentielle Rolle fur die
Transkription des CCL3-Gens spielt (Buf3feld, 1997). Dieser Promotorabschnitt
muss demzufolge Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren besitzen, die an
dieser Regulation beteiligt sind. Dies wird durch die Tatsache unterstrichen, dass
die proximalen Promotorsequenzen des CCL3-Gens (bis zu -350 bp
stromaufwarts des Transkriptionsstarts) bei Mensch und Maus hoch konserviert
sind (Grove et al., 1990; Nakao et al., 1990; Widmer et al., 1991).

Ausgehend von diesen Ergebnissen, war es ein Ziel dieser Arbeit, weitere
Erkenntnisse Uber die transkriptionelle Regulation der Genexpression bei
Influenza A/PR/8-infizierten Zellen zu gewinnen. Insbesondere sollte dabei die
Rolle des Promotorabschnittes —123 bis —100 genauer untersucht werden. In
diesem Abschnitt wurden die cis-regulatorischen DNA-Sequenzen MNP (steht flr

MIP-1a nuclear protein) und ICK-1 (inhibitory cytokine-1) identifiziert, welche
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mogliche Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren fur Transkriptionsfaktoren
darstellen (Nomiyama et al. 1993 und Ritter et al. 1995). Durch die Deletion
dieses Promotorabschnittes wurden die Bindungsstellen dieser Faktoren ganz
(MNP) oder teilweise (ICK-1) entfernt. Beide cis-regulatorischen DNA-Elemente
waren somit Kandidaten fur die Stimulus-abhangige Regulation der CCL3-
Transkription nach LPS-Stimulation bzw. Influenza A/PR/8-Infektion.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in bezug auf die Promotorkonstrukte
MMNP und mICK, welche Mutationen in den DNA-Sequenzen der
Bindungsstellen MNP und ICK-1 enthalten, haben gezeigt, dass diese beiden
cis-regulatorischen Sequenzen synergistisch zur Induktion von MIP-lalpha
beitragen (s. Ergebnisse 2.3.). Zwar hat die Mutation der MNP-Sequenz einen
starkeren Abfall der Luciferase-Aktivitat zur Folge als die Mutation von ICK-1, der
Unterschied ist aber nur gering. Im Vergleich zu dem Promotorkonstrukt —123,
welches die beiden intakten Sequenzen MNP und ICK-1 enthalt, fihrt die
Mutation einer der beiden Bindungsstellen jeweils zu einer starken Reduktion der
Luciferase-Aktivitat. Dies trifft sowohl fir die LPS-Stimulation als auch fur die
Influenza A-Virusinfektion zu. In beiden Fallen wirkten die an den jeweiligen
Sequenzen bindenden Transkriptionsfaktoren synergistisch fur eine Transkription
des CCL3-Gens, d.h. beide Faktoren sind fur eine optimale Transkription des
Gens notwendig. Die Tatsache, dass beide Sequenzen sowohl nach einer LPS-
Stimulation als auch nach einer Infektion mit dem Influenza A-Virus regulatorisch
aktiv sind, legt nahe, dass diese PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) zu einer allgemeinen Aktivierung von Monozyten/Makrophagen fuhren,
zu der auch die Induktion des Chemokins CCL3 gehort. Fur dendritische Zellen
wurde bereits durch eine globale Analyse von transkribierten Genen gezeigt,
dass eine Stimulation mit LPS oder Candida-Hefen oder eine Infektion mit
Influenza A-Viren einerseits immer eine Gruppe bestimmter Gene aktiviert,
andererseits bestimmte andere Gene aber nur durch eine dieser Stimuli induziert
werden (Huang et al. 2001). Diejenigen Gene, die in allen drei Fallen der
Infektion bzw. Stimulation induziert werden, wurden von den Autoren zur
sogenannten Kernantwort (core response) gezahlt.

Auch die Faktoren, welche an der transkriptionellen Regulation des CCL3-Gens
im Bereich der Sequenzen MNP und ICK-1 beteiligt sind, scheinen im Rahmen

einer solchen Kernantwort aktiviert zu werden. An beiden Sequenzen binden
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Faktoren, die eine essentielle Rolle fur die Induktion von CCL3 nach einer LPS-
Stimulation oder einer Influenza A-Infektion spielen. Diese Faktoren sind aber
noch nicht identifiziert worden. FUr eine definitive Identifizierung der bindenden
Faktoren mussten weitere Experimente durchgefihrt werden, wie z.B.
Supershifts oder Chip-Assays, die die Identitat der beteiligten Faktoren tber
Antikbrper  nachweisen  kdénnen. Es gibt jedoch  Hinweise auf
Transkriptionsfaktoren wie C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein f) und YY-

1 (Yin-Yang-1), die an diesen Sequenzen binden kdnnten.

1.1. Die cis-regulatorische Sequenz ICK-1

1.1.1. Die Ahnlichkeit der regulatorischen Sequenzen ICK-1 und NIP

In der vorliegenden Arbeit wird die Bedeutung der ICK-1-Sequenz fur die
transkriptionelle Regulation des CCL3-Gens klar: eine Deletion dieser cis-
regulatorischen Sequenz innerhalb des CCL3-Promotors fihrt zu einer
drastischen Reduktion der transkriptionellen Aktivitat der Reportergenkonstrukte.
Es ist jedoch noch unklar, welche Faktoren an der ICK-1-Sequenz binden
kdnnen. Schon in der ersten Arbeit zur transkriptionellen Regulation des CCL3-
Gens wurden mit Hilfe von Promotorstudien mittels Deletionskonstrukten,
DNasel footprints, Gelshifts und Methylierungs-Interferenz-Assays regulatorische
DNA-Sequenzen identifiziert, die fur die Transkription des Gens nach einer
Stimulation mit Mitogenen von Bedeutung sind (Nomiyama et al. 1993). Eine
dieser Sequenzen, die die Autoren ICK-1 (inhibitory cytokine-1) nannten, wies
eine im DNasel footprint geschitzte Sequenz auf (5-AGCATGACAGCAT-3), die
starke Ahnlichkeit mit einer NIP (nuclear inhibitory protein) genannten Sequenz
(5-AGCATGGCAGCAG-3’) im IL-3-Promotor hat. Die NIP-Sequenz war von

Mathey-Prevot et al. als starker Repressor der IL-3-Transkription identifiziert

worden (Mathey-Prevot et al.,, 1990). Die ICK-1-Sequenz kommt ebenfalls —
allerdings weniger stark homolog als bei NIP — im Promotor des murinen GM-
CSF vor (5-ACCATTA*ATCAT-3’) (s. Abbildung 25). Zum damaligen Zeitpunkt

waren jedoch keine Transkriptionsfaktoren identifiziert worden, die an diese cis-

regulatorische Sequenzen binden und deshalb moglicherweise auch als
Transkriptionsfaktoren an der ICK-1-Sequenz des CCL3-Gens regulatorisch aktiv

sein kdnnten.
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An der ICK-1-Sequenz im CCL3-Promotor wiesen Nomiyama et al. im Gelshift
die Bindung von drei spezifischen Protein-DNA-Komplexen (ICK-1A bis C) nach
(Nomiyama et al., 1993). Wahrend ICK-1B als positiv regulierender Faktor wirkt,
wird ICK-1A eine repressorische Aktivitat zugeschrieben. Dies kann entweder
durch Kompetition mit den positiv regulierenden Faktoren an der ICK-1 Stelle
geschehen oder durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren. Uber ICK-
1C, den dritten Protein-DNA-Komplex, der an der ICK-Sequenz gebildet werden
kann, konnte bisher keine Aussage bezuglich seiner Funktion gemacht werden.
Die Tatsache, dass im Gelshift von den drei Komplexen nur ICK-1A und NIP im
IL-3-Promotor auf derselben Hohe laufen, legt nahe, dass es sich bei den NIP
und ICK-1A benannten Faktoren um dasselbe inhibitorische Protein handeln
konnte. Zudem zeigten die Methylierungs-Interferenz-Analysen der NIP-Sequenz
des IL-3-Promotors und der ICK-1-Sequenz des CCL3-Gens, dass die DNA-
Kontaktpunkte bei beiden Stellen identisch sind (NIP: 5-AGCATGGCAGCA-3’,
CCL3: 5-AGCATGACAGCA-3’). Obwohl also die Faktoren, die die Komplexe
ICK-1A und NIP bilden, Repressoraktivitat besitzen, sind sie wahrscheinliche
Kandidaten fur eine Bindung an die ICK-1-Sequenz im CCL3-Gen. Die
unterschiedliche Funktion der cis-regulatorischen Sequenz ICK-1 in den
Experimenten von Nomiyama und Mathey-Prevot (negativ regulatorisch) und den
in dieser Arbeit vorliegenden Resultaten (positiv regulatorisch) konnte erklart
werden, wenn man in Betracht zieht, dass sowohl unterschiedliche Stimuli als
auch unterschiedliche Zellen fir diese Experimente verwendet wurden. Bei
Stimulation von Monozyten mit LPS oder einer Infektion von Monozyten mit dem
Influenza A-Virus kdnnten andere Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, als bei
der Stimulation der nicht-myelozytéaren Zelllinien K562, Jurkat und MLA 144 mit
Mitogenen wie bei Nomiyama et al. bzw. bei Mathey-Prevot et al. Hier kdnnten
Stimulus- und Zelltyp-spezifische Unterschiede in der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren die Induktion des CCL3-Gens und die Funktion der ICK-1-

Sequenz beeinflussen.
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ICK
I
CCL3 TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA
IL3-NIP AGCATGGCAGCAG
MuGM-CSF ACCATTA*ATCAT

Abbildung 25: Vergleich der homologen Sequenzen von CCL3, IL-3 und
dem murinen GM-CSF.

Dargestellt ist der Bereich —123 bis —91 des CCL3-Promotors. Die homologen
Sequenzen im IL-3-Promotor (NIP-Sequenz) und im murinen GM-CSF-Promotor
sind eingezeichnet. Ubereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen. Im
murinen GM-CSF-Promotor ist das Motiv um eine Base verkirzt (*).

Engeland et al. fuhrten Gelshifts durch, um die Identitat der an der ICK-1-
Sequenz bindenden Proteine bzw. des Proteinkomplexes aufzuklaren (Engeland
et al., 1995). Dabei wurden zwei Protein-DNA-Komplexe identifiziert, von denen
einer zur USF (upstream stimulating factor) Familie gehdren kdnnte, da sich mit
einem entsprechenden Antikérper ein schwacher Supershift ergab. Gerade
dieser Komplex war jedoch nicht fur die NIP und ICK-1A zugeschriebene
Repressoraktivitat verantwortlich und scheint deshalb auch als regulatorischer
Transkriptionsfaktor fir das CCL3-Gen auszuscheiden. Auch hier kdnnte aber
eine kompetitive Bindung dieser zwei Komplexe oder der Einflu3 weiterer
Transkriptionsfaktoren die Bindung an die NIP-Sequenz beeinflussen und so
eine Kontrolle der Transkription bewirken.

Weitere Experimente mit dem IL-3-Promotor von Ye et al. gingen von
Vorergebnissen Uber ein silencer element aus dem IFN-y Promotor aus (Ye et
al., 1996): Dort war gezeigt worden, dass der ubiquitére Transkriptionsfaktor YY1
(Yin-Yang 1) und ein Protein, welches AP-2 ahnliche Sequenzen erkennt,
zusammen die mRNA-Synthese von IFN-y regulieren. Da die Ahnlichkeit der
NIP-Sequenz des IL-3- Promotors (5-TGCTGCCATGCTT-3") zur AP-2
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Konsensussequenz (5-CCCAGGCT-3’) auffallend grol3 war, wandten sich Ye et
al. dem NIP-Element des IL-3-Promoters zu (Ye et al.,, 1999). In diesen
Experimenten konnten zwei Protein-DNA-Komplexe identifiziert werden (A und
B), die sich nach Stimulation von Jurkat-Zellen mit Mitogenen am NIP-Element
bildeten. Obwohl der Komplex A mit ungelabeltem NIP-Oligonukleotid und einem
AP-2 Konsensus-Oligonukleotid kompetitiv verdrangt werden konnte, war ein
Supershift mit einem AP-2 Antikorper nicht mdglich. Eine Mutation, die die
Bildung dieses Komplexes A verhinderte, zeigte einen Verlust der NIP-
Repressoraktivitat und legt deshalb nahe, dass es sich bei diesem Komplex A
um den Repressor ICK-1A/NIP handeln kénnte.

Der zweite Komplex (B) zeigte einen Supershift mit einem YY1-Antikorper und
eine Mutation der YY1-Sequenz brachte diesen Komplex zum Verschwinden. In
einem Reportergen-Assay war durch diese Mutation eine Verstarkung des
Repressor-Effektes der NIP-Sequenz zu verzeichnen. Daraus folgerten die
Autoren, dass wie beim IFN-y-Promotor, YY1 und ein AP-2 &hnlicher Repressor
kompetitiv Gber die Bindung an der NIP-Sequenz die Transkription des IL-3-Gens
regulieren.

Dieses Modell lasst sich nur bedingt auf den in dieser Arbeit untersuchten CCL3-
Promotor Ubertragen, da unterschiedliche Zelltypen und Stimuli verwendet
wurden. Dies schliel3t aber nicht aus, dass es sich bei dem Komplex ICK-1A, der
wahrscheinlich an der ICK-1-Sequenz des CCL3-Promotors bindet, um YY1 oder
einen AP-2 &hnlichen Faktor handelt. Immerhin weist die ICK-Sequenz (5'-
TAGCATGACAGCATCAC-3’) eine groRe Ahnlichkeit mit einer duplizierten
Konsensussequenz fur YY1 (5'-CGCCATNAC-3’, N = beliebiges Nukleotid; nach
Shi et al., 1997) auf (s. Abb. 26). Dariiber hinaus spricht die groRe Ahnlichkeit,
die das NIP-Element und das ICK-1-Element aufweisen dafir, dass dort die

gleichen Faktoren binden. Diese Proteine konnten bisher allerdings noch nicht
identifiziert werden. Im Gegensatz zu NIP jedoch, ist die Funktion der ICK-1-
Sequenz  bei der transkriptionellen  Regulaton von CCL3 in
Monozyten/Makrophagen, die mit LPS stimuliert bzw. mit dem Influenza A-Virus
infiziert wurden, eindeutig positiv regulatorisch. Es ist tberdies auch mdglich,
dass eine kompetitive Bindung des positiv regulatorischen Faktors ICK-1C die

Transkriptionsaktivitat an dieser Stelle reguliert.
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ICK
.
CCL3 TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA
YY1 consensus CGCCATNACGCCATNAC

Abbildung 26: Vergleich der homologen Sequenzen von CCL3 und der YY1
Konsensussequenz.

Dargestellt ist der Bereich —123 bis —-91 des CCL3-Promotors. Die homologen
Sequenzen der YY1 Konsensussequenz (consensus) sind eingezeichnet (nach
Shi et al., 1997). Ubereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen.

1.1.2. Andere Kandidaten fur eine Bindung an der ICK-1-Sequenz

Auf die mogliche Rolle von Mitgliedern der AP-Familie bei der transkriptionellen
Regulation von Chemokin-Genen verweisen auch andere Arbeiten. So wurde bei
Mausen ein LPS-responsives Element in den Promotoren von CCL5 und
CXCL10, sowie ein Virus-responsives Element im CCL5-Promotor beschrieben.
Diese weisen eine groRe Ahnlichkeit zum humanen CCL3-Promotor auf. Fiir das
Motiv TCAYR (Y = Pyrimidin [C oder T]; R = Purin [A oder G]) konnte bei der
murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 gezeigt werden, dass es ein
essentielles Element fur die Induktion von CCL5 und CXCL10 nach LPS-
Stimulation ist (Shin et al., 1994). Auffallend ist, dass diese Sequenz teilweise
der AP-1 Konsensus-Sequenz entspricht (Curran und Franza, 1988) und eine
Ahnlichkeit zum humanen CCL3-Promotor (5-GTCATG-3") aufweist. Ein
Vergleich der entsprechenden Elemente des murinen CCL5- und CXCL10-
Promotors mit einem Teil des ICK-1-Elements des CCL3-Promotors ergibt fur
das murine CCL5-Gen eine vollstandige und fir das CXCL10-Gen eine fast
vollstandige Ubereinstimmung. Diese starke Homologie der Sequenzen
unterstreicht die Bedeutung des Motivs fir eine Induktion dieser Gene durch

LPS. Dieses Motiv, dass bei einer Induktion von CCL3 durch LPS (zusammen
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mit der MNP-Sequenz) eine essentielle Rolle spielt, scheint also eine generelle

Induktion von Chemokingenen nach LPS-Stimulation zu vermitteln.

ICK
.
CCL3 5°-TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA-3¢
3<-ACTCAACACGTTGAATCGTACTGTCGTAGTGAT-5¢
muCCL5 3“-RYACTG-5*
muCXCL10 3“-RYACTC-5°¢

Abbildung 27: Vergleich der homologen Sequenzen von CCL3 und den
murinen Chemokinen CCL5 und CXCL10.

Dargestellt ist der Bereich —123 bis —91 des CCL3-Promotors. Die homologen
Sequenzen der murinen Chemokine CCL5 und CXCL10 sind eingezeichnet. R =
Purin (A oder G), Y = Pyrimidin (C oder T). Ubereinstimmende Sequenzen sind
unterstrichen.

Dieses LPS-responsive Element ist dartber hinaus auch Teil eines als
Newcastle Disease Virus responsive element (VRE) beschriebenen Bereiches im
murinen CCL5-Promotor (Lokuta et al., 1996). Das Newcastle Disease-Virus ist
in der Lage, CCL5 sowohl in RAW 264.7-Zellen als auch in peritonealen murinen
Makrophagen direkt zu induzieren. Daflr spielt das VRE, welches sich aus dem
oben schon beschriebenen LPS-responsiven Element und einer AT-reichen
Domane zusammensetzt, eine essentielle Rolle. Ein Vergleich der gesamten
VRE-Doméane mit dem entsprechenden Abschnitt des CCL3-Promotors offenbart
eine starke Homologie Uber das oben genannte Motiv hinaus (s. Abbildung 28).
In &hnlicher Weise wie dies fir die ICK-1-Sequenz im CCL3-Promotor in dieser
Arbeit beschrieben wurde, reguliert dieses Motiv die Induktion des murinen
Chemokins CCL5 sowohl bei einer Stimulation der Zellen mit LPS als auch bei
einer Infektion mit einem (RNA-)Virus. Es scheint an dieser Sequenz also ein
Transkriptionsfaktor zu binden, der im Rahmen einer Kernantwort (core
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response) durch verschiedene infektiose Stimuli aktiviert werden kann und eine

Aktivierung von Makrophagen vermittelt.

ICK
|
CCL3 2:-TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA-3*
3“-ACTCAACACGTTGAATCGTACTGTCGTAGTGAT-5¢
muCCL5-VRE 3“-TTCRYACTG-5¢

Abbildung 28: Vergleich der homologen Sequenzen bei CCL3 und dem
murinen Chemokin RANTES.

Dargestellt ist der Bereich —123 bis —91 des CCL3-Promotors. Die homologe
Sequenz des virus responsive elements (VRE) im murinen CCL5-Promotor ist
eingezeichnet. R = Purin (A oder G), Y = Pyrimidin (C oder T).
Ubereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die ICK-1-Sequenz zwar eine starke
Homologie zur NIP-Sequenz des IL-3-Promotors aufweist, sie hat jedoch nach
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine andere regulatorische Funktion
nach einer Stimulation von Monozyten mit LPS oder der Infektion mit dem
Influenza A-Virus. Die Transkriptionsfaktoren, die an den beiden Sequenzen
binden, konnten bisher nur fur NIP teilweise identifiziert werden (YY1). Durch die
Ahnlichkeit mit der ICK-Sequenz ist es wahrscheinlich, dass an den beiden cis-
regulatorischen Sequenzen ICK-1 und NIP dieselben Transkriptionsfaktoren
binden und dass zumindest einer dieser Faktoren YY1 ist.

Eine starke Ahnlichkeit in der Sequenz und in der Funktion weist das ICK-1-
Element zu einem Motiv im murinen CCL5-Promotor auf. Diese Motiv hat, wie
auch ICK-1 in der vorliegenden Arbeit, eine positiv regulatorische Funktion bei
der Induktion des Chemokins in LPS-stimulierten oder Virus-infizierten Zellen.
Fur diese Sequenz konnten jedoch noch keine bindenden Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden. Weiterfihrende Experimente mit Gelshifts oder Chromatin-

Immunopréazipitations-Assays waren dazu notwendig.



Diskussion 102

1.2. Die cis-regulatorische Sequenz MNP

1.2.1. MNP als neue cis-regulatorische Sequenz im CCL3-Promotor

Neben der ICK-1-Sequenz wurde in dieser Arbeit die MNP-Sequenz als
essentielles Promotorelement fur eine CCL3-Transkription durch Stimulation von
Monozyten mit LPS oder Infektion mit dem Influenza A-Virus identifiziert. Diese
Sequenz war erstmals beschrieben worden, als Ritter et al. 1995 die
unterschiedliche Regulation der Transkription des CCL3-Gens in T-Zellen und
Monozyten/Makrophagen untersuchten (Ritter et al.,, 1995). Hierzu wurden
transiente Transfektionen mit verschiedenen Konstrukten des CCL3-Promotors
bei T-Zellen (Jurkat) und Makrophagen (U937) durchgefuhrt, welche mit
Mitogenen stimuliert wurden. Eine Deletion des Promotorabschnittes —119 bis
-87 hatte in Jurkat-Zellen einen Anstieg der Luciferase-Aktivitat zur Folge
(wahrscheinlich verursacht durch den Wegfall des Repressorelements ICK-
1/NIP). Eine Deletion des darauffolgenden Abschnittes —87 bis —76 fluhrte
dagegen zu einem starken Abfall der Aktivitat. In stimulierten U937-Zellen zeigte
die Deletion des Promotorabschnittes —119 bis —-87 keinen Anstieg der
Luciferase-Aktivitat, sondern einen Rickgang der Aktivitat. Dies fuhrte zu der
Schlussfolgerung der Autoren, dass an der ICK-1-Sequenz in der lymphozytaren
Jurkat-Zellinie bzw. der myelomonozytaren U937-Zelllinie unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren binden. Die regulatorische Funktion der ICK-Sequenz und
der dort bindenden Faktoren ist also gewebs- bzw. zellspezifisch. Im Falle der
myelomonozytaren Zellen wies die ICK-1-Sequenz keine Repressoraktivitat auf,
sondern fungierte als positive cis-regulatorische Sequenz. Dies steht im Einklang
mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da auch bei LPS-stimulierten bzw. Influenza-
infizierten Monozyten ICK-1 fir eine verstarkte Transkription des CCL3-Gens
essentiell ist. Nur wenn beide regulatorischen Sequenzen (MNP und ICK) intakt
sind, ist eine Induktion von CCL3 maglich.

Gelshifts mit dem entsprechenden Oligonukleotid dieses Promotorabschnittes
zeigten neben dem schon von Nomiyama et al. (1993) gefundenen
ICK-1-Bandenmuster zwei neue Banden: eine MNP-1 genannte, die nur in U937-
Zellen vorkam, und eine MNP-2 (MIP-1« nuclear protein-2) genannte, die auch
im  Extrakt aus Jurkat-Zellen nachgewiesen konnte. AnschlieRende
Methylierungs-Interferenz-Analysen zeigten zu den bekannten Kontaktpunkten
fur ICK-1 (s. Nomiyama et al. 1993) auch die von MNP-1 und MNP-2 (s.
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Abbildung 29). Daraufhin wurde ein Gelshift-Screening mit dem entsprechenden
Oligonukleotid (ein 62 bp-Fragment) und einer Mutation davon (62M1, sie fuhrt
zum Verschwinden der MNP-Komplexe,Ritter et al., 1995) in verschiedenen Zell-
linien durchgefihrt. MNP-1 Komplexe konnten in den Extrakten der myelozyta-
ren Zelllinien U937 und THP-1 sowie den B-Zelllinien Raji und BJAB nachgewie-
sen werden. Deutliche MNP-2 Komplexe dagegen konnten nur bei Jurkat-Zellen
(T-Zellen) beobachtet werden. Damit konnte auch fur die MNP-Sequenz gezeigt
werden, dass die Bindung von Faktoren an cis-regulatorische Sequenzen je nach
Zelltyp unterschiedlich sein kann. Fir die in dieser Arbeit verwendeten
monozytaren Zellen der Zelllinie Mono Mac 6 ist eine wesentliche Rolle des
Faktors MNP-2 bei der Transkription von CCL3 daher unwahrscheinlich.

Ein Vergleich der Luciferase-Aktivitdten des Wildtyp-Promotors und eines
Promotors mit der Mutation 62M1 zeigte, dass die Mutation in stimulierten
Jurkat-Zellen zwar einen Abfall der Luciferase-Aktivitat bewirkt, jedoch nur in
stimulierten U937-Zellen fast vollstéandig auf Null zurlickgeht. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass der MNP-Faktor, der durch die Mutation 62M1 nicht mehr an
diesem Promotorabschnitt binden kann, ein wichtiger positiv regulierender Faktor
fur die CCL3-Transkription in myelozytaren Zellen ist. Die Tatsache, dass eine
Kompetition im Gelshift mit ICK-1 Oligonukleotiden aus anderen Promotoren
zwar die ICK-1-Banden, nicht jedoch die MNP-Banden zum Verschwinden
bringen kann, legt nahe, dass es sich tatsadchlich um verschiedene
Transkriptionsfaktoren handelt. Dies wird auch durch die Methylierungs-
Interferenz-Analysen der Kontaktpunkte von ICK-1 und MNP unterstrichen. Ein
weiterer Hinweis darauf, dass mit MNP eine Bindungsstelle fiur neue
Transkriptionsfaktoren identifiziert wurde, die eine essentielle Bedeutung fir die
Transkription des CCL3-Gens hat, ist die starke Konservierung der fur MNP
wichtigen Sequenz TTGTGCAAC. Obwohl die drei bei GenBank eingetragenen
humanen CCL3-Promotoren durchaus leicht unterschiedliche Basenfolgen
aufweisen, ist dieses Motiv in allen dreien unverandert enthalten (GenBank Nr.
M24110, D90144 und M23178). An den beiden Sequenzen MNP und ICK binden
demnach distinkte Faktoren, die vor allem in myelomonozytaren Zellen eine
positive Regulation der CCL3-Transkription vermitteln. Insbesondere als Tell
einer Kernantwort auf verschiedene Stimuli (wie LPS und Influenza A).
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Um zu zeigen, dass es sich bei MNP-1 und MNP-2 um verschiedene Faktoren
handelt, haben Sharma et al. eine chromatographische Auftrennung der beiden
Faktoren Uber Heparin-Sepharose-Saulen untersucht (Sharma et al., 1998). Die
MNP-1- und ICK-1-Aktivitdten wurden dabei in einer anderen Fraktion gefunden,
als die Hauptaktivitdt des MNP-2-Faktors. Ein UV-crosslinking zeigte, dass MNP-
1 ein Heterodimer ist, das aus zwei Untereinheiten mit ca. 60 bzw. 68 kDa

Molekulargewicht besteht.

1.2.2. Bindung von C/EBP an der MNP-Sequenz

In dem Promotorabschnitt —124 bis —-99 , der sich als essentiell fur die
Transkription des CCL3-Gens sowohl bei einer Stimulation mit LPS als auch bei
einer Infektion mit Influenza A/PR/8 herausgestellt hat, wurden also die beiden
positiv regulatorischen Sequenzen ICK-1 und MNP identifiziert. Wahrend eine
endgultige Identifizierung der an der ICK-1-Sequenz bindenden Proteine noch
aussteht, gibt es gute Hinweise darauf, welcher Transkriptionsfaktor an der MNP-
Sequenz binden kénnte. Im Jahr 2002 fand eine Arbeitsgruppe um Fernandez
heraus, dass bei einer Aktivierung von monozytaren THP-1-Zellen durch
Immunkomplexe die Chemokine CCL3, CCL4 und CCL5 induziert werden
konnen (Fernandez et al. 2002). Bei der Aufklarung des Mechanismus dieser
Induktion wiesen die Autoren mittels Gelshift nach, dass die Aktivierung von Fc-
Rezeptoren durch die Immunkomplexe einen Transkriptionsfaktor der C/EBP
(CCAAT/enhancer-binding protein)-Familie, C/EBPB (auch NF-IL6 fiir nuclear
factor for IL-6 genannt), innerhalb des CCL3-Promotors binden lasst. Diese
Bindungsstelle mit der Kernsequenz 5-GCAA-3' liegt innerhalb der MNP-
Sequenz und umfasst alle in den Methylierungs-Interferenz-Analysen von Ritter
et al. (1995) ermittelten Kontaktpunkte der MNP-Faktoren (s. Abbildung 29).
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MNP ICK
|
.
CCL3 TGAGTTGTGCAACTTAGCATGACAGCATCACTA
C/EBPB RTTGCGYAAY

* ** £

Abbildung 29: Lage der C/EBPB-Konsensussequenz innerhalb der MNP-
Sequenz im CCL3-Promotor.

Dargestellt ist der Bereich -123 bis -91 des CCL3-Promotors. Die
Konsensussequenz fur die Bindung des Transkriptionsfaktors C/EBPf ist
eingezeichnet (nach Osada et al. 1996). R = Purin (A oder G), Y = Pyrimidin (C
oder T). Ubereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen. Die Sternchen
kennzeichnen die Basen, die in den Methylierungs-Interferenz-Analysen als
Kontaktpunkte fur MNP bestimmt wurden.

Die unterschiedlichen Molekulargewichte der Transkriptionsfaktoren MNP-1 (60
bzw. 68 kDa) und C/EBPJ (mehrere Isoformen mit 38, 35 bzw. 20 kDa, nach
Ramiji und Foka, 2002) deuten darauf hin, dass es sich bei MNP-1 und C/EBPJ
nicht um ein und denselben Transkriptionsfaktor handelt. Es kdnnten jedoch
beide Faktoren an der MNP-Sequenz binden und die bei LPS-Stimulation bzw.
Influenza A-Infektion beobachtete Induktion des CCL3-Gens bewirken. Auch eine
wechselseitige Beeinflussung ist maglich.

Es gibt zudem Hinweise, dass C/EBPf eine Rolle im Rahmen einer Kernantwort
auf verschiedene Stimuli spielt. Es konnte gezeigt werden, dass C/EBPJ nicht
nur durch LPS aktiviert werden kann (Akira et al. 1990), sondern auch durch eine
Infektion mit dem Paramyxovirus RSV (respiratory syncytial virus, Jamaluddin et
al., 1996) oder dem Influenza A-Virus (Wada et al., 1995). C/EBPf scheint also
in anderem Zusammenhang eine &hnliche Rolle zu spielen wie die cis-
regulatorische MNP-Sequenz fur die Transkription des CCL3-Gens. Bei Mausen
fungiert C/EBPB sogar genau an dieser Stelle (MNP-Sequenz) des CCL3-
Promotors als trans-aktivierender Faktor (Matsumoto et al., 1998).

Erst kirzlich wurde berichtet, dass bei der Regulation der Transkription des
humanen Papillomavirus 11 (HPV-11) die Faktoren C/EBPB und YY1 sich
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gegenseitig beeinflussen konnen und je nach Zelltyp eine Repressor- oder
Aktivator-Rolle haben kénnen (Ralph et al., 2006). Auch fur das Papillomavirus
HPV-18 konnte eine Interaktion von C/EBPB und YY1 gezeigt werden
(Bauknecht et al., 1996). Obwohl diese Modelle sich stark von dem in dieser
Arbeit verwendeten unterscheiden, zeigt dies, dass diese beiden Faktoren
miteinander interagieren kdnnen, um eine Induktion von Genen zu vermitteln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Luciferase-Konstrukten mMNP
und mICK haben gezeigt, dass sowohl die Mutation der MNP-Sequenz als auch
die Mutation der ICK-1-Sequenz zu einer drastischen Reduktion der
Transkription fuhrten (s. Ergebnisse 2.3.). Das gilt sowohl fur LPS-stimulierte
Zellen als auch fiur Zellen, die mit Influenza A/PR/8 infiziert waren. In beiden
Fallen wirken die an den beiden Sequenzen bindenden Transkriptionsfaktoren
synergistisch fir eine Transkription des CCL3-Gens, d.h. beide Faktoren sind fur
eine optimale Transkription des Gens notwendig. Dabei sind nur geringe
Unterschiede in der Aktivitat der MNP- bzw. ICK-1-bindenden Faktoren
erkennbar. Somit gehdéren diese beiden cis-regulatorischen Sequenzen zu einer
Kernantwort, welche auf infektiose Stimuli hin die Induktion des Chemokins
CCL3 vermittelt. Die besten Kandidaten fur die Bindung an diesen cis-
regulatorischen Sequenzen sind die beiden Transkriptionsfaktoren C/EBPf (an
der MNP-Sequenz) und YY1 (an der ICK-Sequenz) neben vielleicht noch
unbekannten weiteren Faktoren. C/EBPf kann durch eine Infektion mit Influenza
A-Viren aktiviert werden (Wada et al., 1995). Auch YY1 kann durch eine virale
Infektion aktiviert werden und reguliert mit seinem erst kirzlich entdeckten
Homolog YY2 (Nguyen et al., 2004) die Transkription humaner und muriner p-
Interferongene (Klar und Bode, 2005).

Im Rahmen einer Influenza A-Infektion spielt das Chemokin CCL3 eine wichtige
Rolle. Es wird nicht nur von infizierten Monozyten/Makrophagen sezerniert
(Sprenger et al., 1996; Kaufmann et al., 2001), sondern findet sich auch im Blut
oder Nasen-Rachensekret von Influenza-infizierten Patienten (Teran et al., 1999;
Fritz et al., 1999). Die Induktion von CCL3 im Verlauf der Infektion, die in
essentieller Weise von den cis-regulatorischen Sequenzen MNP und ICK deren
Bindungsfaktoren abhangt, ist allerdings durchaus unterschiedlich zu bewerten.
Eine unkontrollierte Zytokin- und Chemokinfreisetzung wie bei den

Vogelgrippeviren von 1997 in Hong Kong oder der ,Spanischen Grippe“ von
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1918 kann zur Virulenz und Infektions-assoziierten Mortalitat beitragen (Cheung
et al., 2002, Kobasa et al. 2007; de Jong 2006). Insbesondere der
Vogelgrippevirus von 1997 und der genetisch rekonstruierte Erreger der
spanischen Grippe von 1918 bewirken eine starke Induktion von verschiedenen
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen in infizierten Zellen (Kobasa et
al. 2007; de Jong 2006), unter denen auch CCL3 zu finden ist (Tumpey et al.,
2005; Zhou et al., 2006). Zellen Erwachsener produzieren dabei h6here Mengen
an CCL3 als die von Kindern und Erwachsene zeigten auch eine erhohte
Mortalitéat im Verlauf der Vogelgrippe in Hong Kong 1997 (Yuen et al., 1998;
Zhou et al., 2006). Aber auch bei Influenza-infizierten Kindern gibt es eine
Assoziation zwischen hoheren Konzentrationen an CCL3 im Nasen-
Rachensekret von Influenza-infizierten Patienten und einem schwereren
Krankheitsverlauf (Garofalo et al., 2005).

In Mausen, deren Gen fir den CCL3/CCL5-Rezeptor ausgeschaltet wurde,
zeigten sich dagegen auch eine schwerere Verlaufsform einer Influenza-Infektion
mit erhOhter Mortalitdt (Dawson et al., 2000). Ein mdglicher Mechanismus
dahinter konnte sein, dass die Interaktion von CCL5 mit dem CCL3/CCL5-
Rezeptor und die nachfolgende Aktivierung intrazellularer Signalwege ein
antiapoptotisches Signal fur Virus-infizierte Makrophagen darstellt (Tyner et al.,
2005). Eine andere mdgliche Erklarung ist die Sequestrierung von freiem CCL3
und CCL5 durch CCR5-Rezeptoren (Ariel et al.,2006). Auch die T-Zellantwort
wird durch CCL3 und CCR5 beeinflusst. Eine zumindest transiente Expression
von CCR5 kann CD4+ T-Zellen zum Ort der Infektion leiten (Roman et al., 2002)
und die Interaktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie die Aktivitat und
Effektivitdt von CD8+ T-Zellen wird durch CCL3 positiv verstarkt (Jones et al.,
2003; Castellino et al., 2006).

Dartuber hinaus gibt Hinweise darauf, dass CCL3 auch relevant fiir eine Therapie
von viralen Atemwegserkrankungen sein konnte (Bonville et al., 2003). Bei
experimenteller Infektion von Mausen mit dem Pneumonia-Virus und
anschlieBendem Therapieversuch mit dem Virustatikum Ribavirin und/oder
einem CCL3-antagonisierenden Ansatz liel3 sich nur mit der Doppelstrategie eine
deutliche Reduktion der Mortalitat erreichen. Ahnliches gilt auch fur eine
Kombination von Ribavirin und dem knock out des CCL3-Rezeptors CCR1
(Bonville et al., 2004).
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Die Induktion von CCL3 Uber die Sequenzen MNP und ICK bzw. die dort
potentiell bindenden Transkriptionsfaktoren C/EBPf und YY1 scheint also
sowohl zur Einddmmung der Infektion als auch zur immunvermittelten
Pathogenitat beitragen zu kénnen. Die genaue Wirkung von Virus-induziertem
CCL3 héngt dabei wahrscheinlich a) von der Spezies und dem infektidsen
Agens, b) den beteiligten anderen Chemokinen/Zytokinen wie z.B. CCL5 und c)
der Expression der verschiedenen Chemokinrezeptoren ab. Insbesondere bei
CCL3 und CCL5 gibt es trotz der Benutzung des gemeinsamen Rezeptors CCR5
Hinweise auf unterschiedliche biologische Effekte, die durch Kkleine
Strukturunterschiede der Chemokine vermittelt werden konnten (Ottersbach et
al., 2006). Eine Entwicklung zukinftiger Therapien schwerer viraler
Atemwegserkrankungen konnte unter Berucksichtigung dieser Aspekte u.a. auf
die Entwicklung spezifischer Inhibitoren fir CCL3 oder dessen Induktion
abzielen. Auch eine Antagonisierung der Rezeptoren CCR5 (wie bei HIV) oder
CCR1 ware denkbar,

2. Die Induktion von Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie durch eine
Infektion mit Influenza A/PR/8

Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Mechanismen, die zur Induktion von
Zytokinen und Chemokinen bei einer Influenza A/PR/8-Infektion fihren und vor
allem die Dbeteiligten Transkriptionsfaktoren zu identifizieren bzw. ihre
Induktion/Aktivierung nachzuweisen. Eine wichtige Gruppe von
Transkriptionsfaktoren bei der Abwehr viraler Erreger, die Transkriptionsfaktoren
der Interferon regulatory factor-Familie (IRF-Familie), wurden erst 1989 entdeckt
(Miyamoto et al., 1988). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion der Typ
| Interferone (Mamane et al., 1999; Taniguchi et al., 2002) und sind deshalb als
essentielle Faktoren der Wirtsabwehr gegen Viren von grof3er Bedeutung (Biron,
1999; Taniguchi und Takaoka, 2002). Deshalb lag die Vermutung nahe, diese
Molekile konnten auch bei einer Influenza A-Infektion eine wichtige Rolle
spielen. Es gibt sogar Hinweise darauf, dass eine effektive antivirale Abwehr
durch das Interferon-System zum Gewebs-Tropismus des Influenza-Virus
beitragt (Garcia-Sastre et al., 1998).
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Obwohl die Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie die Transkription einiger
Chemokingene, v.a. im Rahmen einer viralen Infektion, regulieren (z.B. CCL5;
Lin et al., 1999; Genin et al., 2000), konnten bisher keine funktionell aktiven cis-
regulatorischen Sequenzen im CCL3-Promotor identifiziert werden, an denen
IRF-Faktoren  binden. Erst kirzlich  wurde allerdings ein  neuer
Transkriptionsfaktor der IRF-Familie beschrieben (IRF-5), der auch konstitutiv
exprimiert und abhangig vom Virustyp bei einer viralen Infektion phosphoryliert
und aktiviert wird (Barnes et al., 2001). Dieser Transkriptionsfaktor, der auch eine
zentrale Rolle in der Signaltransduktion der Toll-like Rezeptoren spielt
(Schoenemeyer et al., 2005; Takaoka et al., 2005), ist in der Lage, die Induktion
von diversen Zytokinen und Chemokinen zu induzieren, darunter auch CCL3
(Barnes et al., 2002; Barnes et al, 2004). Die entsprechenden cis-
regulatorischen Sequenzen im CCL3-Promotor wurden allerdings noch nicht
identifiziert. IRF-5 wirkt nicht nur als Vermittler einer antiviralen Abwehr, sondern
auch als Regulator von Zellzyklus und Apoptose (Mori et al., 2002; Barnes et al.,
2003; Cheng et al., 2006).

Wahrend die Aktivitat vieler Transkriptionsfaktoren Uber einen Liganden (z.B.
Steroid-Hormonrezeptoren) oder eine Phosphorylierung/Dephosphorylierung
(z.B. NF-kB) kontrolliert wird, wird die Aktivitat des zuerst entdeckten Vertreters
der IRF-Familie, IRF-1, auch Uber seine Induktion auf mMRNA-Ebene kontrolliert
(Taniguchi et al. 2001). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die
MRNA von IRF-1 durch eine Infektion mit Influenza A/PR/8 in humanen
Monozyten induziert wird. In der monozytaren Zelllinie Mono Mac 6 (MM6) liel3
sich weiterhin eine Induktion des Proteins nachweisen. Obwohl die Induktion von
MRNA des Faktors IRF-1 durch eine Infektion mit dem Influenza A/Beijing/353/89
schon von Ronni et al. beschrieben worden war (Ronni et al. 1995), liel3 sich hier
erstmals auch das Genprodukt nachweisen (s. Ergebnisse 3.2).

Neben seiner Eigenschaft, Gene der antiviralen Abwehr zu induzieren, ist IRF-1
(zusammen mit IRF-2) auch als wichtiger Faktor bei der Zellzykluskontrolle und
Apoptose sowohl in Tumorzellen als auch in nicht-transfomierten Zellen
identifiziert worden (Tanaka et al. 1994; Tamura et al. 1995; Kim et al., 2004). Ob
diese Funktion allerdings auch bei einer Virus-Infektion eine Rolle spielt, ist
bisher nicht bekannt. Sie wére jedoch sinnvoll, da durch das kontrollierte

Absterben der Wirtszelle die Replikation des Virus eingeschrankt werden kann.
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Es gibt aber Hinweise, dass IRF-1 zumindest indirekt, Uber sezerniertes IFN-y,
bei einer Virusinfektion aktiviert wird und die Expression des Apoptose-
induzierenden Oberflachenmolekils TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) verstarkt (Park et al., 2004). Zellzyklus und/oder Apoptose werden aber
auch von anderen Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Der Transkriptionsfaktor
NF-kB beispielsweise spielt einerseits eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der
Immunantwort gegen Viren (s. Einleitung 4.5.), andererseits ist er aber auch in
der Lage, in Influenza-infizierten Zellen pro-apoptotische Proteine wie TRAIL zu
induzieren (Wurzer et al., 2004). Er kann aber auch als Gegenspieler des IRF-1
als negativer Regulator einer Interferon-Antwort und antiviralen Abwehr fungieren
(Wei et al., 2006). Das durch die Influenza-A Infektion induzierte IRF-1 hat also
wahrscheinlich eine doppelte Aufgabe: zum einen die Induktion von Zytokinen
und Chemokinen zur Bekampfung der viralen Infektion auf zellularer Ebene und
zum anderen die Induktion von Apoptose zur Eindammung der Virusreplikation.

Neben IRF-1 wurden auch IRF-3 und IRF-7 als wichtige Faktoren bei einer
viralen Infektion von Saugerzellen identifiziert (Sato et al., 2000). IRF-3 ist
zusatzlich an der Signaltransduktion Uber die Toll-like Rezeptoren 3 und 4 (TLR
3 und 4) beteiligt (Shinobu et al.,, 2002; Fitzgerald et al., 2003) und ein
Zielmolekil der Glukokortikoid-vermittelten Immunsuppression (Reily et al.,
2006). Anders als IRF-1 wirken IRF-3 und IRF-7 Uber eine autokrine bzw.
parakrine Ruckkopplungsschleife und verstarken so die antivirale Antwort (Marie
et al.,, 1998; Mamane et al., 1999). Dabei kommt es nach der Erstinfektion der
Zelle durch die Aktivierung von Rho-GTPasen und den Kinasen IkB und TANK-
binding kinase-1 (TBK-1) zur Phosphorylierung des konstitutiv exprimierten
Transkriptionsfaktors IRF-3 (Ehrhardt et al., 2004). Kuirzlich wurden RNA
Helikasen identifiziert (retinoic acid-inducible gene | [RIG-I] und melanoma
differentiation-associated antigene 5 [mda-5]; Andrejeva et al., 2004; Yoneyama
et al.,, 2004), die intrazellulare dsRNA erkennen kénnen und Uber ein in der
mitchondriales Adaptorprotein (mitochondrial antiviral signaling [MAVS]; Seth et
al., 2005) die Kinasen IKK/IxkB und TBK-1 aktivieren. IRF-3 bewirkt, zusammen
mit anderen durch die Virusinfektion aktivierten Faktoren wie AP-1 und NF-xB,
eine Induktion von IFN-B und bestimmten a-Interferonen. Aber auch das
Chemokin CCL5 wird durch IRF-3 induziert (Lin et al. 1999). Durch die
sezernierten Zytokine werden die Typ | IFN-Rezeptoren sowohl umliegender
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Zellen als auch der infizierten Zelle selbst aktiviert. Uber eine Aktivierung des
JAK-STAT-Signalwegs in Kooperation mit dem Faktor IRF-9, die zusammen
ISGF-3 bilden, kommt es zur Induktion von IRF-7 (s. Einleitung 4.5.1.). Dieses
wiederum induziert gemeinsam mit IRF-3 die Typ | IFN-Synthese und bewirkt
einen switch in der IFN-a-Produktion. Darliber hinaus wird das urspringliche
Signal verstarkt und auch benachbarte Zellen in die antivirale Abwehr mit
einbezogen. Die Aktivierung des zentralen Faktors IRF-3 durch Phosphorylierung
und andere zellulare AbwehrmalRnahmen werden bei der Influenza A-Infektion
jedoch durch die Wirkungen des viralen NS1-Proteins abgeschwécht bzw.
inhibiert (Ubersichten in Garcia-Sastre, 2001 und Ludwig et al., 2003).

Neben der Induktion von IRF-1 wurde auch die Induktion von IRF-7 durch das
Influenza A-Virus untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die mMRNA von
IRF-7 durch die Infektion von primaren Monozyten mit dem Influenza A-Virus
induziert wird. Dartber hinaus lief3 sich in der monozytaren Zelllinie Mono Mac 6
auch erstmals die Induktion des Proteins IRF-7 durch das Influenza A-Virus
nachweisen (s. Ergebnisse 3.5). Damit ist ein Weg der Aktivierung von infizierten
Monozyten gezeigt, der zu einer erh6hten antiviralen Abwehr dieser Zellen, der
Synthese von Zytokinen, Typ | Interferonen und Chemokinen sowie einer
Apoptose der Zellen fliihren kann. IRF-7 scheint sogar einer der wichtigsten
Faktoren Uberhaupt fur die Aktivierung einer Typ | IFN-Antwort zu sein (Honda et
al., 2006) und ist zudem involviert in der Differenzierung von Makrophagen und
dendritischen Zellen (Lu und Pitha, 2001; Coccia et al., 2004).

Diese Doppelrolle der IRF-Faktoren macht wichtige Aspekte der zellularen
Abwehr von viralen Infektionen klar. Erstens wird das Zytokin-Signal verstarkt
und an andere Zellen weitergegeben und die zellularen Abwehrmal3hahmen
werden in Gang gesetzt. Gleichzeitig wird durch die Produktion von Chemokinen
wie z.B. CCL5 auch die Rekrutierung anderer Immunzellen zum Ort der Infektion
eingeleitet. Zweitens wird die eigene Proteinsynthese der infizierten Zelle
eingeschréankt und unter Umstanden die Apoptose eingeleitet, um den Viren die
Grundlage zur Vermehrung zu entziehen. Drittens fuhrt eine Reifung von
dendritischen Zellen bzw. eine Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
zu einer besseren Aktivierung des angeborenen und erworbenen
Immunsystems. Diese Strategien versuchen also auf mehreren Ebenen eine

effektive Replikation und Verbreitung der Viren im Koérper zu verhindern.
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3. Die Induktion des Zytokins IL-24/mda-7 durch eine Infektion mit Influenza
A/PR/8

Das melanoma differentiation-associated gene 7 (mda-7, Homologe: Ratte
c49a/mob-5, Maus FISP) ist ein bei humanen Melanomen identifiziertes Protein,
welches selektiv das Wachstum von Tumorzellen hemmen kann (Jiang et al.,
1996; Su et al., 1998; Zhao et al., 2005; Sarkar et al, 2005). Aufgrund seiner
genomischen Lage in einem Cluster von IL-10 und verwandten Zytokinen und
seiner Bindung an IL-Rezeptoren wurde es in IL-24 umbenannt und zur Familie
der IL-10-&hnlichen Zytokine gezahlt (Huang et al., 2001; Dumoutier et al., 2001).
Es kann experimentell durch Interferon-g (IFN-B) und Mezerein in Melanom-
Zellen induziert werden und konnte auch nach Stimulation von PBMCs mit
Concanavalin A (ConA) oder PHA nachgewiesen werden. IL-24 kann auch durch
LPS in PBMCs induziert werden (Caudell et al., 2002; Garn et al., 2002).
Sezerniertes IL-24 bindet an zwei heterodimere Rezeptoren (IL-22R1/IL-20R2
und IL-20R1/IL-20R2), die auch von anderen Vertretern der IL-10-ahnlichen
Zytokine benutzt werden. Durch die Bindung an diese Rezeptoren werden die
Signalubertragungsmolektile STAT-1 und STAT-3 aktiviert (Wang et al., 2002),
die wiederum selbst als Transkriptionsfaktoren wirken konnen. Dabei beeinflusst
IL-24 nicht die Produktion von TNF-a bei LPS-stimulierten PBMCs im Sinne einer
antiinflammatorischen Reaktion wie sein Verwandter IL-10. Es ist ganz im
Gegenteil in der Lage, proinflammatorische Zytokine wie IL-6, TNF-o. und IFN-y
selbst zu induzieren (Wang et al. 2002; Garn et al., 2002; Poindexter et al., 2005)
und aktiviert den fir viele immunologische Reaktionen wichtigen
Transkriptionsfaktor NFkB (Aggarwal et al., 2004).

Die Induktion von IL-24 durch LPS und seine Fahigkeit, seinerseits typisch
proinflammatorische Zytokine zu induzieren, legt eine moégliche Rolle von IL-24
im Rahmen von Infektionen nahe. Das verwandte IL-22, welches z.T. Uber
dieselben Rezeptoren wirkt wie IL-24, ist auch in der Lage, proinflammatorische
Molekile wie z.B. das Chemokin CXCL5 und antimikrobielle Peptide der
Defensin-Familie zu induzieren (Wolk et al., 2004; Boniface et al., 2005). Die
Tatsache, dass das Yaba-like disease virus aus der Familie der Poxviridae ein
Protein produziert (Y134R), das dieselben Rezeptoren bindet wie IL-24 (Bartlett
et al., 2004), macht eine Funktion von IL-24 auch im Rahmen von viralen

Infektionen denkbar. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit auch die
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Transkription von IL-24 mRNA in Monozyten analysiert, die mit Influenza A/PR/8
infiziert waren. Es zeigte sich eine deutliche Induktion von IL-24 mRNA durch
das Influenza A-Virus (Garn et al., 2002). Ein Vorteil dieser Induktion von IL-24
durch Virus-infizierte Zellen kénnte nicht nur in der Induktion weiterer Zytokine
liegen, sondern auch in einer verstarkten Apoptose. Fir Krebszellen ist gezeigt
worden, dass IL-24 durch die Aktivierung von PKR, ahnlich wie bei einer viralen
Infektion, die Proteinsynthese herunterregeln und die Apoptose der Zelle
einleiten kann (Pataer et al., 2002). Dazu kann IL-24 direkt mit der PKR
interagieren (Pataer et al., 2005), was eine Erklarung daftr ist, dass IL-24 sowohl
Rezeptor-vermittelte als auch Rezeptor-unabhangige Wirkungen zeigen kann
(Sauane et al., 2004). Auf die Differenzierung von naiven T-Zellen hat IL-24,
ganz im Gegensatz zu IL-10, keine Wirkung, es fordert aber die T-Zell-
Proliferation (Oral et al., 2006).

Die Induktion von IL-24 durch das Influenza A-Virus kdnnte ein weiterer Baustein
in der komplexen Maschinerie der antiviralen Abwehr sein, die Infektion
einzuddmmen und die Replikation des Virus zu blockieren. Dabei gibt es zum
einen direkte Effekte in der infizierten Zelle, wie die Aktivierung von PKR, als
auch Rezeptor-vermittelte Effekte an anderen Zellen (Zytokin-/Chemokin-
Induktion), die fiur die virale Abwehr eine Rolle spielen kodnnten. Die
.Gentherapie” mit adenoviral exprimiertem IL-24, wie dies z.Z. in Phase |-Studien
bei Patienten mit kolorektalem Carcinom erprobt wird (Cunningham et al., 2005),
eroffnet u.U. auch fir die Behandlung von (viralen) Infektionen neue

Mdglichkeiten.
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Zusammenfassung

Im Verlauf einer Infektion mit dem Influenza-Virus A/PR/8 werden nicht nur
respiratorische Epithelien, sondern auch Monozyten und Makrophagen
infiziert. Obwohl diese fur die Replikation des Virus nur eine untergeordnete
Rolle spielen, sind sie fur die Koordination und Verstarkung der Immunantwort
des Korpers auf die Infektion wichtig. Diese Funktionen an der Schnittstelle
zwischen angeborener und erworbener Immunitat Uben
Monozyten/Makrophagen u.a. Uber die Sekretion regulatorischer Molekule wie
z.B. Zytokine und Chemokine aus.

Auch bei der Infektion primérer Monozyten mit Influenza A-Viren kommt es
zur Freisetzung einer Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen, wie z.B. CCL3
(MIP-1a). CCL3 und seine Rezeptoren CCR2 und CCR5 regulieren die
Immunantwort bei einer Influenza A-Virusinfektion durch die Rekrutierung
mononukledrer Zellen und die Verstarkung bzw. Aktivierung anderer
Immunzellen, u.a. auch der T-Zellen. In dieser Arbeit wurde die
transkriptionelle Regulation der Induktion von CCL3 durch Influenza A/PR/8 in
Monozyten untersucht. Im CCL3-Promotor wurde ein Abschnitt identifiziert,
der essentiell ist fur eine Induktion von CCL3 durch die Infektion mit Influenza
A/PR/8 oder durch eine Stimulation mit LPS. Es konnte gezeigt werden, dass
die beiden potentiellen Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren innerhalb
dieses regulatorischen DNA-Abschnittes (MNP und ICK) synergistisch wirken,
d.h. nur zusammen eine maximale Induktion von CCL3 als Antwort auf den
entsprechenden Stimulus méglich ist. Dies gilt sowohl fir die Influenza A-
Infektion als auch fiir die LPS-Stimulation.

Es gibt starke Hinweise dafiir, dass an einer dieser beiden Bindungsstellen,
MNP, der Transkriptionsfaktor C/EBPP bindet; der oder die bindenden
Faktoren an der ICK-Stelle konnten bisher nicht identifiziert werden. Die
Tatsache, dass sowohl eine Influenza A-Infektion als auch eine Stimulation mit
LPS das Chemokin CCL3 uber die beiden Bindungsstellen MNP und ICK
induzieren kann, spricht fir eine Aktivierung der dort bindenden Faktoren im

Rahmen einer Kernantwort (core response), die als Reaktion auf verschiedene
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Stimuli vorkommt und stellt damit auch ein interessantes Ziel zu einer
madglichen Intervention dar.

Zu den Transkriptionsfaktoren, die eine Aktivierung des Immunsystems
sowohl bei viralen als auch bei bakteriellen Infektionen vermitteln, gehéren
auch die Mitglieder der Interferon regulatory factor (IRF)-Familie. Diese
konnen durch intrazellulare Signalwege aktiviert oder neu induziert werden
und regulieren u.a. ihrerseits die Induktion von Zytokinen und Chemokinen wie
IL-12 und CCLS5. In dieser Arbeit wurde deshalb auch die Induktion der
Transkriptionsfaktoren IRF-1 und IRF-7 im Rahmen einer Influenza A-
Virusinfektion untersucht. Fur beide Faktoren konnte eine Induktion auf
MRNA-Ebene und eine de novo-Proteinsynthese gezeigt werden. Dies
unterstreicht die zentrale Rolle, die diese Faktoren bei der Aktivierung des
Immunsystems als Antwort auf extra- und intrazellulare Pathogene haben.
Interleukin-24 (IL-24) ist ein erst 1996 neu entdecktes Zytokin, das
Homologien zu IL-10 aufweist und bisher vor allem wegen seiner anti-
proliferativen Wirkung auf Tumorzellen untersucht worden ist. Obwohl es
funktionell andere Eigenschaften als IL-10 aufweist, konnte in dieser Arbeit
zum ersten Mal gezeigt werden, dass IL-24 auch durch eine Influenza A-
Virusinfektion in priméaren Monozyten auf mRNA-Ebene induzierbar ist. Die
genaue Wirkung von IL-24 im Rahmen einer viralen Infektion ist noch nicht
aufgeklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass IL-24 eine Aktivierung der
intrazellularen Proteinkinase PKR vermitteln kann, die bei viralen Infektionen
eine wichtige Rolle spielt. Weitere Mechanismen der Aktivierung des
Immunsystems durch IL-24 im Rahmen von viralen Infektionen sind noch zu

erforschen.
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