Aus dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Klaus Pfeffer

Der Einfluss von Herpes simplex Virus Typ 1
auf die Indolamin 2,3-Dioxygenase
vermittelten antimikrobiellen Effektor-
leistungen in Koinfektionsmodellen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

vorgelegt von
Marc André Quambusch

2014



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultét

der Heinrich-Heine-Universitiat Dusseldorf

gez. Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Dekan

Referent: Univ.-Prof. Dr. med. Walter Daubener

Korreferent: Univ.-Prof. Dr. med. Ortwin Adams



Meiner Familie

,,Zwei Dinge erflillen das Gemiit mit immer neuer und zunehmender Bewunderung und

Ehrfurcht, je 6fter und anhaltender sich das Nachdenken damit beschiftigt:

Der bestirnte Himmel tiber mir und das moralische Gesetz in mir.*

Immanuel Kant



I. Inhaltsverzeichnis

L. INhaltsVerZeiChMIS cccucccueenuiiiiiniiniiisiinsiccuicsnniniisnissnicssecssesseessnsssessssesssessseessesssasssasssasssssssssssssssssns 4
II. Abbildungsverzeichnis 7
III. Tabellenverzeichnis 10
IV. Abkiirzungsverzeichnis 11
1. Einleitung 15
1.1. Proinflammatorische Zytokine im Rahmen von Infektionskrankheiten 16
L.1.1. INterferon-y (IFIN=1) .ocoieieieeieeie ettt ettt ettt st e e este e e e ssaesnaesneesnnes 16
1.2. In vitro Infektionsmodelle..................... 20
N B 2 121 <) 5 1S 1 DSOS 20
LY 4 < | SRS PR 24
L TR 11134 PRSPPI 27
1.3. Infektiose Krankheitsbilder des ZNS 29
1.3.1. ENZEPRALILIS. ....ecitiiiieiiecie ettt ettt ettt e e ab e esbeesbeebaestaesssessbeesseesseesseesseensens 29
1.3.2. IMIEIINGILIS ..eeuttenttetieetie ettt et ettt et et a et e bt e bt e bt e sseeeseeeateenbe e bt e seenseesneesneeeneeeneeennean 31
1.4. Antimikrobielle Effektormechanismen: Regulation der lokalen Tryptophan-

konzentration 33
1.4.1. Indolamin 2,3-Dioxgenase (IDO) (EC 1.13.11.42) ..coooiiieiiiieieeeceeeeeeee e 34
1.4.1.1. Katalytische Eigenschaften der Indolamin 2,3-DioXygenase..........cceceeveerveeveeeeenne. 35
1.4.1.2. L-Tryptophan und seine physiologische Bedeutung ............c.cccovevvevvevvenciiniieieennen. 37

1.4.1.3. Indolamin 2,3-Dioxygenase: Regulation der Gentranskription und Protein-
25 q 0 (R (o) 4 BRSPS PPPRURURURUPPRN 39

1.5. Funktionelle Bedeutung der IDO bei antimikrobiellen und immunregulatorischen

Effekten 40
1.5.1. IDO-vermittelte antimikrobielle Effekte ...........cccoovieriiiiiiienieieceer e, 40
1.5.1.1. IDO-vermittelte antibakterielle Effekte.............ccoocvvviiiiiiiiiiiniiieec e 40
1.5.1.2. IDO-vermittelte antivirale EffeKte ..........coovviiviiiviiiiiciecece e 41
1.5.1.3. IDO-vermittelte antiparasitare Effekte........c.ccocveviiiviiniiiiiiiciiciececeeeee e, 41
1.5.2. IDO-vermittelte immunregulatorische Effekte..........c.ccoooniiiniiiniiice 42
1.6. Zielsetzung der eigenen Arbeit 43
2. Material und Methoden 45
2.1. Material 45
211 ZRILEI ettt e et e et eeetee e abeeeabaeeraeeareeanns 45
2.1.2. Erreger flir InfeKtionSVErSUCRE ........cccuviviieiieiieieciicce et 45
N B TR = 71 <1< 4 1<) E USSR 45
2.1.2.2. VIT@N ittt ettt ettt e et e e ab e e eteeeeabeeeabaeetaeeebeeetbeeanbeeereeeanreeanes 45
N B T ¢ 1 1<) 1 USSR 46
2.1.3. Medien, Losungen und PUTET .........coooviiiiiiiiiieciccccceeeeee e 46
2.1.3.1. Medien fiir die BaKterienkultur ............cccoeeiiiiiiiiieii e 46
2.1.3.2. Medien fiir die ZelIKUITUL .........oooiiiieiiiiiie e eas 46
2.1.3.3. LOSUINZEI ..eouetieeiiie ettt eeiiee ettt e ettt e et e et esetteeeeeessseesnsaeessseesnsaeensseesnseeessesassaesnsaeennseennes 47
N I S 0 i 1<) U USRS 47



2L, PIIMIET oo ettt e ettt e e e e e e et e e e e e e et eee e e e e e e aaeaaeeeaaas 48

B B T T T 3 RSO SRUPTUST PP 48
B B T 10) < U 1 TSSOSO 48
2. 1.7 ANEIKOIPET ...eiiutie et eeiee ettt ettt e ettt e et e et e e sabeeetaeesabeeesbbeessseeeaseeensseessseeesaeesseeanseeenes 49
2.1.7. 1. PrimaArantiKOTPET.......ccivieieeiieeriieriiesieeie et et e tesaeseseeeseesbeessaessaesssessseesseesseessnenssenses 49
2.1.7.2. SeKuNAArantiKOTPOL ........cecviieiiiiiiiie ettt ettt e et ete e et eesbeeetaeessbeeensaeeseseeennneenns 49
2.1.8. GrOBenStandards ...........cocuieiiiiieiee e ettt 49
2.1.8.1. GroBenstandards flr PIOtEINE .........coovevuirieiiiiieieecee e 49
2.1.9.  SONSHZE ENZYIME ....ocuvieiieiieiieiieciie ettt sttt et et estaesaaesnseenseenseennes 50
2.1.10. CReMIKAIEN ...coutiiiiiiie ettt ettt s sbe e 50
2.1.10.1. Allgemeine Chemikalien .........ccccueviiriiiieiiieiieiere st 50
2.1.10.2. Radiochemikalien ........cccuevuiriiiiniiiiiieiieeset et 51
2.1.11. VerbrauchSmaterialien ..........coouiiuieieriieieie ettt ettt et enee e eneeneas 51
2.1.12. Geréte und sonstige MaterialiCNl ..........cccveeiieeiieriieiiierie ettt esreesieeeaeesbeereesreesenesene e 51
2.2. Methoden 53
2.2.1. Molekularbiologische Methoden ...........cccueviieiiiiiiiiiiieciecie e 53
2.2.1.1. Isolierung von gesamtzellulérer RNA ..........cocooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 53
2.2.1.2. cDNA Synthese aus gesamtzelluldrer RNA ...........cccooiiiiniiiiniiee 53
2.2.1.3. Amplifikation von DNA Molekiilen mittels PCR ...........ccoccoiiiiiiiniiiiieee 54
2.2.1.4. Real-Time PCR .....ccooiiiiiiiie ettt 56
2.2.1.5. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren...............ccccceenene. 57
2.2.2. ZellbiologiSChe MethOden .........ccuvivieiieiiieii ettt st seae e esbeesreeans 57
2.2.2.1. ZellkulturmethOden ......cceeiuiiieiiii et 57
2.2.2.2. Kultivierung von ZelllINIen ...........cocieiiiiiiiiieieiesite ettt 57
2.2.2.3. Kryokonservierung von ZellliNIen ...........ccocoeiiiiiiiiiiniiiie et 58
2.2.2.4. Bestimmung der Zellzahl ............cccoooviiiiiiiinieciece e 58
2.2.2.5. Verwendung von L-Tryptophan............coccieiieiiiniiiiiiieeeeeee e 58
2.2.2.6. Stimulation vOn Zellen ..........coceeiiiiiiiiiiie e 58
2.2.2.7. Isolierung von peripheren Blutlymphozyten aus Vollblut ...........cccccoeveiiniininnnne. 59
2.2.2.8. Versuchsansitze mit PBL..........ccoocoiiiiiiiiii e 59
2.2.2.9. Bestimmung von T-Zell Proliferation .............cccceeeeiiiiiiieeiii et 60
2.2.2.10. Kultivierung von 7oxoplasma ORI .............cc.cccueveuerceeecrieiiieiiereesiesiesresvesneennes 60
2.2.2.11. Infektion mit Toxoplasma GONAIT ...........cc.ccvueeueecieeceieciieiiesie e eee e 61
2.2.2.12. Bestimmung der Toxoplasma gondii Proliferation.............cccceveevvveeiiienieenreeneennnenne. 61
2.2.2.13. In vitro Infektion mit Staphylococcus aureus oder Streptococcus agalactiae ......... 62
2.2.2.14. Bestimmung des Staphylococcus aureus oder Streptococcus agalactiae Wachstums
.................................................................................................................................................. 62
2.2.2.15. In vitro Infektion mit humanen Herpesviren ..........c.ccocvevveeiieviienieeniecie e 62
2.2.2.16. Bestrahlung von Herpes simplex Typ 1 (HSV-1) oo 63
2.2.3. Proteinbiochemische Methoden............ceceviiiiiiniiiiniiieeeee e 63
2.2.3.1. Herstellung von ZelllySaten........cccecvuiiiieiiieriiesieeiecie ettt st eare e sene e 63
2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-GeleleKtrophorese ..........covevuverviiiieieenieeniesire e e 63
2.2.3.3. Western Blot ANalYSe........ccoiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 64
2.2.3.4. Ponceau S FATDUNG .......c.ccoviiiiiiiiiiieiie ettt sta e staeesbeesveesbeesaeees 64
2.2.3.5. Immundetektion der Proteine mit AntiKOIPern ........ccocovvevveeieeiiienierie e 65
2.2.3.6. Messung der IDO-Aktivitdt/ L-Kynureninmessung.............ccceevveevvereeenieeneeneeneenn. 66
2.2.4. Computergestlitzte ATDEITEN .. ...ecvuiiriieriieiieeie ettt et ettt 66
2.2.4.1. StatiStiSChE AUSWEITUINZ .....ccveevvierrieriierieetieteesseesteeseessreesseesseesseesssesssesssessseesseessesssns 66

3. Ergebnisse

3.1. IDO-vermittelte Effekte in humanen Astrozytom-/ Glioblastomzellen (86 HG39 Zellen)

und humanen Vorhautfibroblasten (human foreskin fibroblasts [HFF]) 67
3.1.1. IDO-vermittelte Effekte in der humanen Gehirnzelllinie 86HG39 .........ccccccvevvvevvenveennen. 67
3.1.2. Immunregulatorische IDO-vermittelte Effekte in 86HG39 Zellen.........ccccceeeveveveeennnnen. 72



3.1.3. IDO-Aktivitdt in humanen, nativen HFF-Zellen .........c..cccoovvviiiiviiiiiiiiiiccceeeee e
3.1.4. IDO-Proteinexpression in nativen HFF-Zellen............c.ccoccoooiiiiiiiiiiiiiee,
3.1.5. Antibakterielle Effekte in nativen HFF-Zellen............ccccooooiiiiiiiiiiiiiicceee e,

3.2. Beeinflussung der IDO durch humanes Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1)............
3.2.1. Einfluss von hHSV-1 auf die [FN-y vermittelte IDO-AKtivitat..........ccccccvveevveencrirennnn.
3.2.2. Einfluss von hHSV-1 auf die IFN-y vermittelte IDO-Proteinexpression.......................
3.2.3. Einfluss von hHSV-1 auf die [FN-y vermittelte IDO-mRNA-Expression ......................
3.2.4. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte antibakterielle Effekte...........c..ccccovvvvvrrnnnnns
3.2.5. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte antiparasitare Effekte............cccoovevieriinnnns
3.2.6. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte immunregulatorische Effekte.......................

4. Diskussion

4.1. Die Rolle der Indolamin 2,3-Dioxygenase und den Glioblastom- (86 HG39) und HFF-

Zellen (humane Fibroblasten) bei der antimikrobiellen Pathogenabwehr

4.2. Humanes Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1): Blockade antimikrobieller Effekte
durch Hemmung der IDO-Aktivitit, IDO-Protein- und -mRNA-EXpression..........ceeeeenne

4.3. hHSV-1 in der Immunregulation...........cceeceresnreccnereee

5. Zusammenfassung

6. Summary

7. LiteraturverzeiChmis......ccccceeeeeeeeeeeeecececcecececccecccnne

8. DANKSAGUNG....uiiniiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiittieetietiatetettiescesssessssccsssssnssnnsssnsssnses

9. Eidesstattliche Erklirung

10. Lebenslauf

107

111

112

113

136

137



II. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1.: Schematischer Uberblick JAK-STAT-Signaltransduktionsweg ...............cccoo.o...... 18

Abb. 1.2.: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Staphylococcus aureus mit typischer
Haufenformation ............cocoiiiiiiiiiiie et 20

Abb. 1.3.: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Streptococcus agalactiae mit typischer
Kettenformation ............ccocveiiiiiiiiiiiieeee et 23

Abb. 1.4.: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Herpes simplex Virus
7 o2 PRSP ORUP PO TOPPRRRT 25

Abb. 1.5.: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Toxoplasma gondii mit typischer
Anordnung in ROSEHENTOIM.......eeiiiiiiiiiiciie e e 27

Abb. 1.6.: Uberblick Enzephalitis-Erreger: Aufgelistet sind Bakterien, Pilze, Parasiten und
Viren, die eine Enzephalitis verursachen................c..coi 30

Abb. 1.7.: Cranielle MRT (hier T2-Gewichtung) mit pathognomonischer Hyperintensitét des
anterioren Temporallappen (hier rechter; siche griiner Pfeil) bei HSV-1 Enzephalitis ... 31

Abb. 1.8.: Uberblick Meningitis-Erreger: Zusammengefasst wurden Bakterien, Pilze,

Parasiten und Viren, die eine Meningitis auslosen kOnnen............c.cceecveeecveeecieeenneeenneen. 32
Abb. 1.9.: Reaktionsschema: Abbau von L-Tryptophan zu L-Kynurenin ...........c.ccccveeeneenn. 36
Abb. 1.10.: Schematischer Uberblick iiber den Kynurenin-Stoffwechelweg.......................... 38
Abb. 3.1.: IFN-y induzierte IDO-Aktivitdt in 86HG39 Zellen. .........ccooceeveivienieniieienieieee 68
Abb. 3.2.: IFN-y induzierte IDO-Proteinexpression in 86HG39 Zellen. .........cccccvvveevvvennnnns 68

Abb. 3.3.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae in §6HG39
ZRILIEI. .ttt sttt ettt 69

Abb. 3.4.: IFN-y vermittelter Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae in 86HG39
ZRILEIL. ..ttt ettt ettt et e h b et e bt e sateenaeeens 69

Abb. 3.5.: IFN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Staphylococcus aureus in
BOHG3O ZEIIEN. ...t et 70

Abb. 3.6.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae in 86HG39
ZEILRN. ..ttt 71

Abb. 3.7.: IFN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Staphylococcus aureus in
BOHG3O ZEIICM. ...ttt ettt e et e e e et e e e ta e e eabe e saaeeenaeeennraeenns 71

Abb. 3.8.: IFN-y induzierte Hemmung der Proliferation von Toxoplasma gondii in 86HG39
ZEILRN. ..ttt 72



Abb. 3.9.: IFN-y induzierter IDO-vermittelter immunregulatorischer Effekt in 86HG39 Zellen.
.......................................................................................................................................... 73

Abb. 3.10.: IFN-y induzierte IDO-Aktivitit in HFF-Zellen. ...........ccccooiviniiniiniiiiiiiee 74
Abb. 3.11.: IFN-y induzierte IDO-Proteinexpression in humanen, nativen HFF-Zellen. ....... 75

Abb. 3.12.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae in humanen,
nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen). ..........cccccviviiiiiiiiiiice e 76

Abb. 3.13.: [FN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Staphylococcus aureus in
humanen, nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen)............cccooeiiiiiiiiiiieieeeeeee. 76

Abb. 3.14.: IFN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Streptococcus agalactiae in
humanen, nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen)..........c.ccccceeviiieniiiiniieiieeeeeee, 77

Abb. 3.15.: [FN-y induzierte Wachstumshemmung von Staphylococcus aureus in humanen,
nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen). ........ccccovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 77

Abb. 3.16.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitdt in 86HG39 Zellen. ....... 79
Abb. 3.17.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitdat in HFF-Zellen............... 80

Abb. 3.18.: Einfluss einer Infektion mit UV-inaktiviertem hHSV-1 auf die IDO-Aktivitit in
BOHG3O ZEILEN. .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 81

Abb. 3.19.: Einfluss einer Infektion mit UV-inaktiviertem hHSV-1 auf die IDO-Aktivitit in
HEF-ZIEILENN. ..o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e 82

Abb. 3.20.: Western Blot Analyse hHSV-1 infizierter und mit IFN-y stimulierter humaner
Hirntumorzellen 86HG30........oouiiiiiiieii ettt et ens 83

Abb. 3.21.: Western Blot Analyse hHSV-1 infizierter und mit IFN-y stimulierter humaner
HEF-ZEILEN. ..c.iiiiiiiiiii ettt 84

Abb. 3.22.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IFN-y vermittelte IDO-mRNA-
Expression in 86HG39 Zellen. ......c..cooueviiiiiiiniiiiiieiceeeceeeeee et 85

Abb. 3.23.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Streptococcus agalactiae in 86HG39 Zellen. .......cccvveviieiiiieeiiieeiieeieeeeeeeee e 87

Abb. 3.24.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-vermittelte Hemmung des
Wachstums von Streptococcus agalactiae in 86HG39 Zellen. ........ccccooeevvevviiiniincnnn. 87

Abb. 3.25.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Staphylococcus aureus in 86HG39 Zellen. ..........cccuevvvieviieiiiiiieiieiecreeee e 88

Abb. 3.26.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Streptococcus agalactiae in 86HG39 Zellen. .......cccevevvieieiiieiiiieieeeeeeee e 89



Abb. 3.27.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums
von Staphylococcus aureus in 86HG39 Zellen. .........coevvvvviieiiiniieiecieeieeeeeee e 90

Abb. 3.28.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Streptococcus agalactiae in HFF-Zellen...........ccccooviiiiiiiiiiiciieceeeeeeeeee e 91

Abb. 3.29.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums
von Staphylococcus aureus in HFF-Zellen. ...........ccccooviiiiiiiiiiniiiicieceeceee e 91

Abb. 3.30.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Streptococcus agalactiae in HFF-Zellen...........ccccooovviiiiiiiiiieiicceeeeeeeeee e 92

Abb. 3.31.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums
von Staphylococcus aureus in HFF-Zellen. ..........ccoccooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 93

Abb. 3.32.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf den IDO-vermittelten antiparasitiren Effekt in
BOHG39 ZEIIEI. ..ttt 95

Abb. 3.33.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf den IDO-vermittelten immunregulatorischen
EETEKL. ettt ettt 97



I11.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tabellenverzeichnis

1.1.: Uberblick Eigenschaften der IDO ...........c.ooiuiviueueeeeeeeeeeeeeeeee e 34
2.1.: Verwendete ZellliNIen..........cocueeiiiiiiiiiiiiiieiieee et 45
2.2.: Verwendete Bakterienkulturmedien............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiniieceeeeen 46
2.3.: Verwendete Zellkulturmedien............cooueeiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeee e 46
2.4.: Verwendete LOSUNZEN......ccuieiiiieiiieeiiie ettt et siee et eeteeeeaae e s e esnseeenneeennnas 47
2.5.: Verwendete PUffer .......coo.ooiiiiii e 47
2.6.: Eingesetzte Primer flir Real-Time PCR .........ccccoooiiiiiiiiieee e 48
2.7.: Verwendete PrimarantikOrper.........oeeeuveeeiiieeniiiieciie ettt 49
2.8.: Verwendete SekundarantikKOrper.......c..ecvveeieeieerieeiiieiieeieeree e 49
2.9.: Molekulargewichte der Proteingrof3enstandards von SeeBlue® Plus2 .................. 49
2.10.: Verwendete ENZYIME .......ocouviiiiiiiiiiiiiieeieeieeee ettt 50
2.11.: RadiochemiKalien.........coiuieiiiiiiiiiieriieieee et 51

10



IV. Abkiirzungsverzeichnis

1-MT
1-L-MT
A
ATCC
A260
A280
Abb.
AIDS
AK
AML
APZ
ATP
bp

Bq
BZLF1
bzw.
°C

CAMP

CCR
CCT
CD
cDNA
cfu
cMRSA
CMV
cpm
CTLA-4
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
DNAse
dNTP
D-Trp
DTT

e. g

1-Methyl-Tryptophan

1-Methyl-L-Tryptophan

Adenosin

American Type Culture Collection

Absorption bei 260 nm

Absorption bei 280 nm
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MOPS
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NAD"
NK-Zellen
NMDA
NO
OD

p. p.
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Kilogramm
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Transporter fiir Aminoséduren (large amino acid transporter)
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Haupthistokompatibilitditskomplex (major histocompatibility complex)
Mikroliter

Mikromolar
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Milliliter
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Vielfachheit der Infektion, Multiplizitit der Infektion (multiplicity of infection)
3-[N-Norpholino]propansulfonsdure

Boten-RNA (messenger ribonucleic acid)
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
Oxacillin-resistenter Staphylococcus aureus
Magnetresonanztomographie

Molekulargewicht (molecular weight)
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

natiirliche Killerzellen

N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffmonoxid

Optische Dichte

nach der Geburt (post partum)
Polyacrylamidgelelektrophorese

periphere Blutlymphozyten (periphere blood lymphocytes)
Phosphat-gepufferte Saline (Phosphate-buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Proteinkinase C

Peroxidase

Panton-Valentine-Leukozidin

Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
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reverse Transkription
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SEC.

SEM

SHP2
SH2-Doméne
SOCS3

sog.

SSSS

Staph.
aureus
STAT

Strept.
agalactiae
T

Tab.
TAMRA
TAP
TBE
TCA
TCR
TDO
TEMED
T. gondii
TLR
TNBS
TNF
tRNA
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TSST-1
TYK2

U

ULA41
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uv
VHS
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w/v
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Standardfehler (standard error of the mean)

src homology region 2 domain-containing phosphatase 2
Src-homology 2

suppressor of cytokine signaling 3

sogenannt

Staphylococcal scalded skin syndrome

Staphylococcus aureus

Signaliibertrager und —aktivator der Transkription (signal transducer and
activator of transcription)

Streptococcus agalactiae

Thymidin

Tabelle

Tetramethylrhodamin

Transporter associated with antigen processing
Tris-Borat-EDTA Puffer
Trichloressigsdure

T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)
Tryptophan 2,3-Dioxygenase

N, N, N, N,-Tetramethylethylendiamin
Toxoplasma gondii

Toll-like Rezeptor (Toll-like receptor)
Trinitrobenzensulfonsdure
Tumor-Nekrose-Faktor

Transfer-RNA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Toxic shock syndrome toxin-1
Tyrosinkinase 2

Uracil

unique long Region 41 des Genoms von HSV-1
unter anderem

Ultraviolett (-Strahlung)

Virion host shutoff
Varicella-Zoster-Virus
Gewicht/Volumen

Tyrosin

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

Das Immunsystem ist der Schutz eines Organismus gegen die potenzielle Bedrohung durch
infektiose Agenzien, wie z. B. Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten. Damit das Immunsystem
diese Funktion erfiillen kann, verfiigt es zum einen iiber die angeborene, unspezifische
Immunabwehr und zum anderen {iiber den spezifischen, adaptiven, erworbenen
immunologischen Schutz. Die angeborene immunologische Abwehr stellt einen ersten, sehr
schnellen, aber unspezifischen Abwehrmechanismus gegen infektiose Pathogene dar. Hierbei
wird nur zwischen ,,kérperfremd* und ,,korpereigen* unterschieden, der Erreger an sich wird
nicht identifiziert. Irrtiimer bei dieser Differenzierung konnen autoaggressive
Immunreaktionen mit schwerwiegenden klinischen Komplikationen zur Folge haben. Anders
ist es bei der spezifischen immunologischen Abwehr. Sie erkennt das infektiose Agenz
spezifischer, wird jedoch langsamer aktiviert. Die Erkennung des Erregers fiihrt iiber
verschiedene Antigen-spezifische Rezeptoren und Signalkaskaden zu einer Induktion und
Ausbildung spezifischer Effektorzellen, welche bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen
oder ,,verwandten* Pathogen reaktiviert werden, um den jeweiligen Erreger unschidlich zu
machen. Das adaptive Immunsystem verfiigt somit {iber ein immunologisches Gedéchtnis, das
das Fundament fiir eine lebenslange Immunitét beziechungsweise einen Schutz vor einer durch
einen bestimmten Erreger ausgelosten Erkrankung bildet. Die zelluliren Komponenten der
spezifischen und unspezifischen Immunabwehr sind die Leukozyten, die aus einer
hidmatopoetischen Stammzelle des Knochenmarks entstehen und iiber verschiedene
Differenzierungs- und Reifungsstufen ihre spezifischen Eigenschaften erwerben.

In der vorliegenden Arbeit wird ein spezifischer Baustein der immunologischen Abwehr und
zwar die Funktion des IDO-induzierten Tryptophanabbaus als antimikrobiellen und immun-
regulatorischen Effektormechanismus intensiv analysiert. Zur IDO-Induktion wird in dieser
Arbeit das proinflammatorische Zytokin IFN-y verwendet. Weiterhin soll der Einfluss von
Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) auf die IDO-Aktivitdt und ihre Funktionen untersucht
werden. Hierfliir wird ein Meningo-Enzephalitis-Koinfektionsmodell etabliert. Besonders
interessant ist die Tatsache, dass die genannten IDO-vermittelten Effektormechanismen von
fast allen Korperzellen und nicht nur von Zellen des Immunsystems vermittelt werden konnen.
In verschiedenen Vorarbeiten wurde bereits festgestellt, dass die IDO und die daraus
resultierenden antimikrobiellen und immunregulatorischen Prozesse durch viele verschiedene
Zellen, wie zum Beispiel Bindegewebszellen (Fibroblasten), Epithel- oder Endothelzellen,
induziert werden konnen. Genauer gesagt, wurde unter anderem gezeigt, dass durch IDO-
Induktion das Wachstum von Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen und die Proliferation von
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T-Zellen gehemmt beziehungsweise limitiert werden kann (Pfefferkorn, 1984; Munn et al.,

1998; Daubener et al., 1999; Adams et al., 2004; MacKenzie et al., 2007).

1.1. Proinflammatorische Zytokine im Rahmen von Infektionskrankheiten

Um die immunologischen Effektormechanismen zu induzieren, werden immunregulatorische,
proinflammatorische Zytokine innerhalb der spezifischen, aber auch der unspezifischen
Immunabwehr bendtigt. Als Beispiele sind hierfiir das Interferon-y (IFN-y), der
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) und das Interleukin-1 beta (IL-1B) zu nennen. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Effekte des IFN-y analysiert beziechungsweise benutzt, um die
IDO und deren Effektormechanismen zu induzieren. Daher wird im Folgenden das IFN-y und

seine Eigenschaften vorgestellt.

1.1.1. Interferon-y (IFN-y)

Es gibt verschiedene Typen von Interferonen. Zum einen gibt es die Typ 1-Interferone, zu
denen das Interferon-a (Leukozyten-Interferon [IFN-a]) und das Interferon-f (Fibroblasten-
Interferon [IFN-B]) gehoren. Zum anderen existiert das Typ 2-Interferon, das auch als IFN-y
(Immuninterferon) bezeichnet wird (Isaacs, Lindemann; 1957). Interferone sind
Glykoproteine mit regulierender Wirkung fir die Wachstumskontrolle und der
Differenzierung von Zellen, insbesondere des hidmatopoetischen Systems und spielen bei der
immunologischen Abwehr von infektiosen Pathogenen eine wichtige Rolle (Herold et al.,
2008). Interferone kdnnen die Replikation von Viren unterbinden und noch nicht infizierte
Zellen gegen die jeweilige Virusinfektion schiitzen. Dabei wirken IFN-a und IFN-f besonders
stark virostatisch, wihrend IFN-y ein entscheidendes Zytokin bei der Regulation der
Immunantort ist (Hof et al., 2005).

Das IFN-y ist ein aus 143 Aminosduren bestehendes Glykoprotein und wurde 1965 von
Wheelock entdeckt (Wheelock, 1965). Es ist weder mit dem IFN-a noch mit dem IFN-
strukturell verwandt und bindet an einen eigenen Rezeptor, dem sogenannten IFNGR
(Interferon-y Rezeptor), auch als CD 119 bezeichnet (Merlin et al., 1985). Das IFN-y ist ein
Botenstoff, der eine stimulierende Wirkung auf Zellen des Immunsystems hat. Insbesondere
Makrophagen zeigen eine erhohte Aktivitdt nach IFN-y Exposition, was sich zum Beispiel in
der Hochregulierung der MHC-Molekiilen (major histocompatibility complex) der Klasse I

und II und der daraus folgenden Verbesserung der Antigenprédsentation widerspiegelt (Hof et
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al., 2005). Das proinflammatorische Zytokin ist in der Lage die Transkription von iiber 200
Genen zu regulieren und stellt damit ein entscheidendes Glykoprotein im Immunsystem dar
(Boehm et al., 1997). Es kann als ein zentrales Schliisselzytokin flir die Effektor- und
Regulationsmechanismen der Immunantwort bezeichnet werden.

IFN-y wird von vielen verschiedenen Zellen ausgeschiittet. Inzwischen wurde unter anderem
gezeigt, dass natilirliche Killer-T-Zellen (NK-T-Zellen), B-Zellen, professionelle
antigenprasentierende Zellen (APZ), wie Makrophagen, Monozyten und Dendritische Zellen,
fahig sind IFN-y zu produzieren (Frucht et al., 2001; Schroder et al., 2004). Historisch
gesehen sind T-Zellen die ersten Zellen, fiir die gezeigt wurde, dass es nach einer Aktivierung
zu einer zelluldren IFN-y Produktion kommt (Havell et al., 1982).

Die IFN-y vermittelte Transkription vieler verschiedener Gene lauft iiber den sogenannten
JAK-STAT-Signaltransduktionsweg ab (sieche Abb. 1.1. [Darnell et al., 1994; Bach et al.,
1997; Rassow et al., 2006]). Hierbei bindet das IFN-y an seinem Rezeptor IFNGR, einem
Tetramer welcher mit Tyrosinkinasen (= Janus-[JAK-] Kinasen) nichtkovalent assoziiert ist.
Es kommt zu einer Rezeptor-Dimerisierung der a- (IFNGRI1) und B- (IFNGR2) Ketten
(Pestka, 1997). Hierbei werden die JAK-Kinasen (JAKI und 2) aktiviert, was wiederum zu
einer vielfachen Autophosphorylierung fiihrt. Diese Kinasen phosphorylieren darauthin die
Tyrosinreste (Y) des IFNGR bzw. der IFNGR-a-Kette und bilden somit Andockstellen fiir
Proteine mit einer sogenannten SH2-Doméine (Src-homology 2). An diese zytosolische
Rezeptordomédne konnen dann sog. STAT (signal transducer and activator of transcription)-
Proteine, die diese SH2-Doméne besitzen, binden und werden von den JAK-Kinasen an ihren
Tyrosinresten phosphoryliert. AnschlieBend bilden zwei STAT1-Proteine ein Homodimer, das
in den Zellkern diffundieren und dort als Transkriptionsaktivator funktionieren kann (Rassow
et al., 2006). Genauer gesagt, binden die Homodimere an bestimmte DNA-Sequenzen,
sogenannte gamma-aktivierte Sequenzen (GAS) und veranlassen so die Transkription primar-
responsiver Gene. Diese Gene kodieren fiir Proteine wie die Indolamin-2,3-Dioxygenase, die
MHC (major histocompatibility complex) Klasse I- und II-Molekiile, die GTP-bindenden
Proteine (GTPasen) und die induzierbare NO-Synthetase (iNOS). Somit kann eine Vielzahl
von Proteinen, die spezifische Aufgaben im Immunsystem erflillen, mit diesem
Signaltransduktionsweg exprimiert werden. Neben der Expression der genannten Proteine,
konnen jedoch auch weitere Transkriptionsfaktoren, als Produkt sekundér-responsiver Gene,
gebildet werden und so die Gesamtzahl der durch IFN-y regulierten Gene vergrof8ern. Sehr
wichtige Mediatoren dieser sekunddren Antwort sind die Mitglieder der Familie der Interferon

regulatorischen Faktoren (interferon regulatory factors [IRF]) (Nguyen et al., 1997). Bei
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diesen Faktoren ist besonders der IRF-1 (Interferon regulatorischer Faktor 1 [interferon
regulatory factor 1]) hervorzuheben. Er wird zum einen von IFN-y, zum anderen aber auch
durch die beiden proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-1B induziert. IRF-1 bindet
dazu an bestimmte Response-Elemente, den sog. ISRE (Interferon stimulated response

element)-Sequenzen der DNA (Bach et al., 1997; Escalante et al., 1998).

IFN-y

Abb. 1.1.: Schematischer Uberblick JAK-STAT-Signaltransduktionsweg: 1= Rezeptor-Dimerisierung, 2=
Aktivierung und Autophosphorylierung der JAK-Kinasen, 3= STAT-Proteine binden an phosphorylierte
Tyrosinreste (Y), 4= Homodimerisierung von zwei phosphorylierten STAT-Proteinen, 5= STAT-
Homodimere binden an GAS und induzieren Gen-Transkription (Abb. erstellt nach Rassow et al., 2006).

Fir die IFN-y Produktion der APZ werden verschiedene Mediatoren benétigt. Ein
mikrobieller Stimulus in Form eines pathogenen Keims fiihrt zur Aktivierung von
Makrophagen und Dendritischen Zellen. Diese produzieren darauthin Zytokine, insbesondere
IL-12 und IL-18, die NK-Zellen iber spezifische Rezeptoren auf deren Oberflichen
aktivieren und sie zur Zytokin-Produktion anregen. Das IFN-y wirkt hierbei wiederum
immunmodulatorisch auf die APZ. Diese Mechanismen werden als klassisches Modell der
frithen IFN-y Produktion bzw. parakrines Stimulationsmodell zusammengefasst (Bancroft et
al., 1987; Gazzinelli et al., 1993; Unanue, 1997; Munder et al., 1998; Otani et al., 1999;

Granucci et al., 2004). Daneben existiert das autokrine Stimulationsmodell der frithen IFN-y
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Produktion, bei dem die Kombination von IL-12 und IL-18 die Dendritischen Zellen und
Makrophagen, durch die sie produziert wurden, wiederum weiter oder zusitzlich aktiviert
werden. Diese autokrine Stimulation spielt eine entscheidende Rolle in der erregerstimulierten
IFN-y Produktion wihrend der natiirlichen Immunabwehr (Fukao et al., 2000; Hochrein et al.,
2001; Frucht et al., 2001). Die durch IFN-y vermittelten zelluldren Effekte sind sehr komplex
und vielfdltig. Oben wurde bereits beschrieben, dass durch IFN-y eine Reihe von Proteinen
exprimiert werden kann. Insbesondere die erhohte Expression der MHC-Molekiile und die
damit verbesserte Antigenprdsention durch Makrophagen stellt einen wichtigen
Abwehrmechanismus im Immunsystem dar (Collins et al, 1984). IFN-y aktiviert
Makrophagen und beeinflusst den Klassenwechsel in B-Zellen, das heiflit es hemmt den
Klassenwechsel zu IgE und stimuliert den Klassenwechsel zu I1gG, und IgGs (Rassow et al.,
2006). In der Maus fiihrt die IFN-y vermittelte Makrophagenaktivierung zu einer vermehrten
NO-(Stickstoffmonoxid) Produktion und verbesserten Abtotung intrazelluldrer Erreger
(Stuehr et al., 1989).

Wie wichtig das funktionsfihige IFN-y, seine induzierten Reaktionen und sein zugehoriger
Rezeptor IFNGR sind, erkennt man an der Tatsache, dass IFN-y- oder IFNGR-knock out-
Maiduse eine stark verminderte Resistenz gegeniiber bakteriellen Pathogenen, wie
Mykobakterien (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis [Flynn et al., 1993;
Newport et al., 1996; Jouanguy et al., 1999; O Donnel et al., 1999; Salgame, 2005]) oder
Listeria monocytogenes (Kiderlen et al., 1984; Thile und Kiderlen, 2005), bestimmten Viren,
wie Vaccinia Virus (Huang et al., 1993; Xu et al. 2004) und HSV-1 (Cantin et al., 1999) oder
Parasiten, wie Toxoplasma gondii (Gazzinelli et al., 1993; Deckert-Schliiter et al., 1996;
Wang et al., 2004) oder Leishmania major (Varkila et al., 1993; Tabbara et al., 2005),
besitzen. Hierbei fallt auf, dass es sich bei den Pathogenen um intrazelluldre Erreger handelt,
die sich dem humoralen Immunsystem entziehen konnen. Ein effektiver Schutz vor solchen
Keimen muss somit von der zelluldiren Immunkomponente, wie zum Beispiel dem IFN-y,
gewihrleistet werden. Féllt diese Schutzbarriere weg, kommt es zu einer erhohten
Anfilligkeit fiir die oben genannten Erreger.

Letztlich ist noch aus medizinischer Sicht zu erwéhnen, dass IFN-y (Interferon gamma-1b
[Imukin®]) auch therapeutisch eingesetzt wird, insbesondere bei der seltenen malignen
Osteopetrosis (Marmorknochenkrankheit) und der chronischen Granulomatose (Dingermann
et al.,2002).

In der vorliegenden Arbeit wird speziell der lokale Tryptophanabbau, welcher durch die IFN-

vy induzierte IDO-Aktivitit zustande kommt, analysiert. Dieser Effekt hat, wie schon in
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einigen  Verdffentlichungen  vorgestellt, antimikrobielle und immunregulatorische

Eigenschaften (Pfefferkorn, 1984; Mellor ef al., 1998; Daubener et al., 1999).

1.2. In vitro Infektionsmodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden in in vitro Infektionsmodellen antimikrobielle und
immunregulatorische Effektormechanismen in humanen Astrozytomzellen und Fibroblasten
genauer untersucht.

Damit die komplexen antimikrobiellen Effektormechanismen in Zukunft noch besser
verstanden werden, wurden in dieser Arbeit verschiedene Infektionserreger in
Infektionsmodellen eingesetzt und analysiert. Das Koinfektionsmodell wurde absichtlich
eingesetzt, um den Mechanismus einer moglichen Bedingung einer HSV-1 ZNS-Infektion fiir
beispielsweise eine reaktivierte Toxoplasma gondii-Enzephalitis zu analysieren. Zudem
konnte durch HSV-1 eine erhohte Suszeptibilitit fiir beispielsweise eine reaktivierte
Toxoplasma gondii-Enzephalitis verursacht werden. Die eingesetzten Erreger werden im

Folgenden vorgestellt.

1.2.1. Bakterien

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (griechisch ,,staphyle® = die Traube, ,kokkos* = das Kiigelchen,

maureus = der Goldene) gehort zu den gram-positiven Haufenkokken.

Abb. 1.2.: Elektronenmikroskopische Aufnahme (9560-fache VergréBerung) von Staphylococcus aureus
mit typischer Haufenformation (Department of Health and Human Services).
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Diese Bakterien sind B-hdmolytisch, koagulasepositiv, fakultativ anaerob, fakultativ pathogen
und gehdren zu der Familie der Micrococcaceae. Staphylococcus aureus (Staph. aureus) ist
beziiglich der Wachstumsbedingungen relativ anspruchslos und sehr umweltresistent. Daraus
resultiert sein ubiquitdres Vorkommen. Ungefahr 30 % aller Menschen beherbergen Staph.
aureus auf der Haut, wie zum Beispiel in der Leiste, oder auf den Schleimhiuten, wie z. B. im
Nasopharyngealraum. Ca. 30 % aller Menschen sind voriibergehend besiedelt (Hof ef al.,
2005). Der opportunistisch pathogene Erreger kann iiber Héandekontakt, direkt iiber
Tropfchenemission oder indirekt iiber Staub verbreitet werden und kann nosokomiale
Infektionen verursachen. Staph. aureus wird zu den wichtigsten Erregern nosokomialer
Infektionen gezéhlt. Die Infektionen kdnnen zum einen lokal in Form einer Wundinfektion,
Follikulitis, eines Furunkels, Karbunkels, Abszesses oder einer Impetigo follicularis et
pyoderma auftreten. Auf der anderen Seite kann Staph. aureus systemische Infektionen, wie
das Toxische Schock-Syndrom, eine (Lobér-)Pneumonie, Meningitis, Osteomyelitis,
Endokarditis, Hirnabszesse oder eine Sepsis verursachen. Seine Enterotoxine A-E
verursachen 40 % aller Lebensmittelvergiftungen mit Diarrhoe und Erbrechen (Hof et al.,
2005). Aus medizinischer Sicht stellen die rasant zunehmenden Antibiotika-Resistenzen ein
grofles Problem dar. Hierbei ist der klinisch besonders relevante Oxacillin bzw. Methicillin
resistente Staphylococcus aureus (ORSA bzw. MRSA) anzufiihren. Dieser multiresistente
Erreger hat eine Mutation im Penicillin-bindenen Protein und ist somit gegen
penicillinasefeste Penicilline (Oxacillin, Methicillin) und Cephalosporine (z. B. Cefazolin)
resistent. Therapeutisch muss man in diesem Falle auf Glykopeptidantibiotika wie
Vancomycin oder Teicoplanin ausweichen. Auch das Oxazolidinon Linezolid (Zyvoxid®)
kommt zum Einsatz. Wenn ein ORSA die Nasenvorhofe besiedelt hat, kann man auch
Mupirocin-Nasensalbe (Turixin®) als Lokaltherapeutikum zur Sanierung einsetzen. Staph.
aureus verfligt iber eine Reihe verschiedener Pathogenititsfaktoren, dabei sind besonders der
Clumping-Faktor A und die Koagulase hervorzuheben. Diese spielen auch im Rahmen von
Nachweismethoden in der Diagnostik von Staph. aureus eine wichtige Rolle (Hof et al.,
2005). Beide fiihren zu einer lokalen Fibrin-Koagulation und schiitzen das Bakterium so vor
einer Immunreaktion des Kdorpers, da es sich mit einer Art Fibrin-Hiille den Antikdrpern des
Immunsystems entzieht. Ist es jedoch zu einer groen Keimvermehrung innerhalb dieser
fibrindsen Kapsel gekommen, setzt Staph. aureus seine Staphylokinase ein, bildet
Fibrinolysin und kann also somit das Fibrin zerlegen (Bokarewa et al., 2006). Darauthin

werden die bakteriellen Enzyme Hédmolysin, DNase, Lipase und Hyaluronidase aktiviert, um

21



Fibroblasten und umliegende Parenchymzellen zu zerstéren. In diesem Zuge kann dann eine
systemische Infektion entstehen.

Die zunehmende und immer problematischer werdende Verbreitung des Keims wird dariiber
hinaus durch das bakterielle Leukozidin begiinstigt, welches ein porenbildendes Toxin
darstellt und neutrophile Granulozyten und Makrophagen lysiert und dadurch die zellulére
Immunantwort hemmt (Nishiyama et al., 2006). Dieser zusitzliche Virulenzfaktor, das
Panton-Valentine-Leukozidin (PVL), wird insbesondere bet MRSA-Stammen beobachtet, die
auBlerhalb von stationdren Institutionen, wie Krankenhdusern und Pflegeheimen, iibertragen
werden. Diese PVL-exprimierende Stimme werden auch als cMRSA (community acquired
MRSA) bezeichnet und konnen u. a. eine nekrotisierende Pneumonie mit hoher Letalitét
hervorrufen (Labandeira-Rey ef al., 2007).

Dariiber hinaus ist in der bakteriellen Polysaccharid-Kapsel das Protein A eingelagert, das
durch Fc-Fragment-Bindung eine ordnungsgemiBle Opsonisierung und somit eine
Makrophagen-Phagozytose verhindert. Bei einigen Stdmmen ist schon die Schleimkapsel
selbst ein Phagozytose-Schutz (Hof et al., 2005). Ungeféhr 5 % aller Staph. aureus Stimme
weisen Exfoliatintoxine (Exfoliatin A und B) auf, welche epidermolytisch-toxische
Eigenschaften haben und durch eine Spaltung von Stratum spinosum und granulosum zum
staphylogenen Lyell-Syndrom, auch Morbus Ritter von Rittershain oder Staphylococcal
scalded skin syndrome (SSSS) genannt, mit bullosen Hautabhebungen fiihrt. Ungefdhr 1 %
aller Staph. aureus Isolate exprimieren das sogenannte Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-
1). Es funktioniert wie ein ,,Superantigen®, das heilit es stellt eine zusitzliche Verbindung
zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem MHC Klasse II einer antigenprisentierenden
Zelle dar, was zu einer ibermifBigen T-Zell-Aktivierung, einer massiven Zytokinproduktion
(Zytokinsturm) und so zum toxischen Schock fiihren kann (Krakauer, 1999; Proft et al., 2003;
Hof et al., 2005).

Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae (griechisch ,streptos® = gewunden) gehort zu den fakultativ

anaeroben gram-positiven Kettenkokken.
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Abb. 1.3.: Elektronenmikroskopische Aufnahme (9500-fache Vergrolerung) von Streptococcus agalactiae
mit typischer Kettenformation (Center for Emerging Infectious Diseases).

Streptococcus agalactiae ist f-hdmolytisch und serologisch nach der Einteilung von Rebecca
C. Lancefield den B-Streptokokken zuzuordnen. Diese serologische Einteilung beruht auf
dem Antigenmuster von Zellwandbestandteilen, insbesondere einem Polysaccharid, welches
auch C-Substanz (C = carbohydrate) genannt wird. Gruppe-B-Streptokokken (GBS) besitzen
eine antiphagozytire Polysaccharidkapsel. Zudem verfiigt ihre Zellwand iiber eine C5a-
Peptidase, welche den chemotaktisch wirksamen Komplementfaktor C5a inaktiviert (Hahn et
al., 2005). Als extrazelluldres Produkt bildet Streptococcus agalactiae den CAMP-Faktor,
welcher mit dem B-Hadmolysin von Staphylococcus aureus zu einer synergistischen Hamolyse
fiihrt. Dieses sog. CAMP-Phinomen macht man sich bei der GBS-Identifizierung zu Nutze
(Hahn et al., 2005).

Streptococcus agalactiae 1ist primdr ein tierpathogener Erreger, kann aber auch als
Humanpathogen Sepsis, Meningitis, Arthritis, Osteomyelitis, Wund- und Harninfekte
verursachen. Insbesondere bei Neugeborenen fithren GBS zu schwersten Infektionen. Dabei
unterscheidet man zwischen einer frithen Form (early onset) innerhalb von sieben Tagen p. p.
(post partum, nach der Geburt) und einer spdten Form (late onset) (Larsen et al., 2008). Die
meisten kindlichen Infektionen erfolgen bereits intrauterin liber das mit Streptococcus
agalactiae kolonisierte Fruchtwasser. Die Early-Onset-Form, die im Mittel innerhalb von 20
Stunden nach der Geburt zu ersten Symptomen fiihrt (Bromberger et al., 2000), kann sich bei
den Neugeborenen als Sepsis und Pneumonie, aber auch als Meningitis, Osteomyelitis oder
Arthritis prasentieren (Hahn er al, 2005; Fligge et al., 2006). Der Verlauf kann sich
dramatisch verschlechtern und zu einem septischen Schock fiihren. Es muss sogar mit dem
Tod oder neurologischen Langzeitfolgen gerechnet werden (Berner, 2003; Fliigge et al. 2006).
Auch Erwachsene konnen an einer Streptokokken-Meningitis, aber auch an einem

Streptokokken-Hirnabszess erkranken (Gleixner et al., 2009). Insbesondere wenn Erwachsene
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immunsupprimiert oder an Diabetes mellitus erkrankt sind, ist das Risiko einer invasiven
Gruppe-B-Streptokokken-Infektion erhoht (Mufioz et al., 1997; Kamaratos et al., 2005). Am
hdufigsten erkranken Frithgeborene mit geringem Geburtsgewicht an der Early-Onset-Sepsis
(Fliigge et al., 2006), da bei ihnen die miitterliche Leihimmunitét gering ist. Die Infektion des
Neugeborenen erfolgt prd- oder postpartal, hdufig bei der Passage durch den besiedelten
miitterlichen Geburtskanal (Berardi ef al., 2007). Bei ca. 10 % bis 30 % in der Regel
symptomlosen Schwangeren konnen GBS im Bereich der Vagina und/ oder des Anus
nachgewiesen werden. Neuere Zahlen aus Deutschland geben eine GBS-Besiedlungsrate von
durchschnittlich 16 % aller Frauen an (Brimil ef al., 2006).

Die B-Streptokokken-Infektionen kommen mit der Haufigkeit von 1:1000 aller Neugeborenen
vor und enden ohne therapeutische Interventionen in 50 % der Félle todlich (Hamada et al.,
2008). Die Spatform muss nicht durch eine Infektion miitterlicher- oder viterlicherseits
verursacht sein, sondern kann auch durch das Pflegepersonal zustande kommen. Diese
Infektion tritt nach der ersten Lebenswoche auf und miindet meist in einer Meningitis mit
einer Letalitit von ungeféhr 25 % trotz einer addquaten Therapie (Hof et al., 2005).

Therapie der Wahl stellt das Benzylpenicillin Penicillin G dar. Dieses kann auch eventuell mit

einem Aminoglykosid kombiniert werden.

1.2.2. Viren

Herpes simplex Virus Typ 1

Das humane Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1, auch humanes Herpesvirus 1 [HHV 1])
gehort wie das humane Herpes simplex Virus Typ 2 (hHSV-2, auch HHV 2) und das
Varicella-Zoster-Virus (VZV, auch HHV 3) zu der Subfamilie der Alphaherpesvirinae. Diese
weisen einen relativ kurzen Replikationszyklus, einen durch sie ausgeldsten zytopathischen
Effekt mit unterschiedlich ausgeprigter Zellzerstérung und ein relativ breites Zellspektrum

auf (Hof et al., 2005).
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Abb. 1.4.: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (ca. 50.000-fache Vergrofierung) von
Herpes simplex Virus Typ 1 (Department of Health and Human Services).

Alle Herpesviridae sind lineare doppelstringige DNA-Viren, haben einen ikosaederischen
Kapsidtyp, eine Virusgrofe zwischen 150-200 nm, sind behiillt und persistieren nach der
Primérinfektion lebenslang im Wirtsorganismus (Hof et al., 2005). Zur Zeit sind acht
verschiedene Typen human pathogener Herpesviren (HHV 1-8) bekannt, wobei man das
HHYV 6 noch in HHV 6 A und B unterteilen kann (Modrow et al., 2003; Sedy et al., 2008).
Das hHSV-1 und hHSV-2 weisen eine besonders hohe Ahnlichkeit auf, sie haben eine
50 %ige Sequenz-Homologie (Braun et al., 1987). Die Inzidenz ist abhingig von der
Altersgruppe, dem Sozialstatus und der geographischen Lebenslage (Siegel et al., 1992;
Schillinger et al., 2004). Die Durchseuchungsrate in der erwachsenen Population liegt bei
hHSV-1 zwischen 80-90 %, bei hHSV-2 liegt sie bei ca. 10 bis 20 % (Hellenbrand et al., 2005,
Hof et al., 2005). Zur hHSV-1 Primirinfektion kommt es meist durch eine Tropfchen- oder
Schmierinfektion, oft schon in der Kindheit. Die hohe Durchseuchungsrate kommt vor allem
dadurch zustande, dass die Virusiibertragung nicht nur iiber akut an hHSV-1 erkrankte,
sondern ebenfalls liber asymptomatische Virustriger erfolgt (Wald et al., 2002). Das hHSV-2
wird meist durch einen sexuellen Kontakt, damit eher nach der Geschlechtsreife, libertragen.
Wie oben schon angesprochen, folgt der Primédrinfektion eine lebenslange Persistenz der
Herpesviren. Das hHSV-1 persistiert durch retrograden neuralen Transport im
Trigeminusganglion, auch Ganglion Gasseri genannt, das hHSV-2 dagegen persistiert in
sakralen Ganglienzellen.

Die haufigste Variante der Erstmanifestation einer hHSV-1 Infektion ist die Gingivostomatitis
herpetica, auch als Stomatitis aphthosa oder Herpes oralis bezeichnet. Meist sind Kinder
betroffen. Die Inkubationszeit betrdgt ca. 1 Woche und die Krankheitsdauer meist 2 bis 3
Wochen. Dass klinische Symptome iiberhaupt signifikant auftreten, wird jedoch nur in 10 %
aller Infektionsfille beobachtet (Hof ez al., 2005). Das hiufigste Krankheitsbild bei einer
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hHSV-1 Exazerbation ist der Herpes labialis, welcher durch ulzerése und vesikuldre
Hauteffloreszenzen gekennzeichnet ist. Durch Stress (endogen), Immunsuppression oder UV-
Strahlung (exogen) kann das persistierende Virus zu einem vollstdndigen Replikationszyklus
gebracht werden. Die Folge ist eine endogene Reinfektion, die zu klinischen Manifestationen
(Rekrudeszenz) oder einem asymptomatischen Zustand (Rekurrenz) fithren kann. Eine Herpes
simplex Typ 1 Infektion kann aber auch weitaus schlimmere Komplikationen zur Folge haben.
Auf einer ekzematdsen Haut kann sich ein Ekzema herpeticum ausbilden und eine zusétzliche
bakterielle Superinfektion und eine daraus resultierende Sepsis oder Generalisierung der
Herpes simplex-Infektion hat nicht selten einen letal endenden Verlauf (Sanderson et al.,
1987). Insbesondere bei Kontaktsportlern, wie Ringern und Rugbyspielern, ist der Herpes
gladiatorum (auch Herpes rugbiorum oder ,,scrumpox® [= engl. ,,Gedrdngepocken] genannt)
anzutreffen. Dabei treten die Hauteffloreszenzen auf Stirn, Armen und Brust auf.
Wissenschaftler fanden bei dieser Herpes-Manifestation sogar einen besonders virulenten
Stamm namens BgKL, der letale Infektionen zur Folge haben kann (Ban ef al., 2008).

Es kann aber auch zu einer okuldren Manifestation im Sinne einer Keratitis dendritica oder
disciformis kommen. Bei der Keratitis dendritica infiltriert das hHSV-1 den Nervus
Ophtalmicus, der die Hornhaut innerviert, zerstort ihn und fiihrt so zu den typischen,
schmerzhaften, verzweigten Lésionen. Die fatalste Erstmanifestation oder Rekrudeszenz ist
eine ZNS-Infektion in Form einer Enzephalitis, die oft den Temporallappen befillt und zu
einer Wernicke Aphasie (sensorische Aphasie), Verwirrtheitszustanden, Desorientierung und
Verhaltensdanderung flihren kann (Wilson, 1976). Histologisch finden sich hdmorrhagische
Nekrosen im Bereich des Temporallappens (Gleixner et al., 2009). Unbehandelt endet die
Enzephalitis in 70 % der Fille tddlich, oft bleiben auch neurologische Schiden zuriick
(Mertens, 1986; Fliickinger et al., 2001; Whitley, 2006). Wenn der Verdacht einer HSV-1
Enzephalitis besteht, sollte schnellstmdglich eine hoch dosierte Aciclovir-Therapie 1. v. (3 x
10 mg/kg KG/Tag) liber mindestens 14 Tage erfolgen. Dadurch kann die Letalitdt auf 20 %
gesenkt werden (Skoldenberg ef al., 1984; Whitley et al., 1986; Leitlinien flir Diagnostik und
Therapie in der Neurologie, 2008). Das hHSV-1 kann aber auch seltener zu einer aseptischen
Meningitis, der Mollaret-Meningitis fithren (Tang et al., 2000; Carmena et al., 2004). Dies ist
eine Sonderform der benignen, chronisch rezidivierenden, aseptischen Meningitis, die aber
ofter durch das hHSV-2 ausgelost wird (Bruyn et al., 1962; Tang et al., 2000; Tyler, 2004;
Abu Khattab ef al., 2009). Weitere Infektionen innerer Organe sind Osophagusulzerationen
oder schwere Pneumonien, insbesondere wenn der Patient immunsupprimiert ist (Fliickinger

et al., 2001).
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Ca. 2 bis 5 Wochen nach einer Organtransplantation und folgender Immunsuppression kommt
es in 50 % der Félle zu einer Infektion mit dem HSV-1. Meist resultiert die Infektion aus einer
Reaktivierung. Seltener erfolgt eine Infektion durch die Virus-Transmission mit dem
Transplantat. Die Folge einer Infektion konnen Hepatitis, Osophagitis, Keratitis, Pneumonie
und/ oder Enzephalitis sein. Priventiv ist eine Behandlung mit Virustatika (z. B. Aciclovir)
bei immunsupprimierten Patienten indiziert (Schmook, Stockfleth; Bundesverband der
Organtranplantierten). Ein protektiver Impfstoff gegen Herpes simplex Viren konnte bis dato
nicht hergestellt werden (Kern et al., 1964; Mertz et al., 1990; Straus et al. 1994; Whitley et
al., 2002).

1.2.3. Parasiten

Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii (griech. ,,Toxon“ = Bogen, ,,Plasma*“ = Gebilde, ,,gondii“ = nach dem
afrikanischen Nagetier Gundi [Nicolle et al, 1908]) ist ein obligat intrazelluldrer
Gewebsparasit, der weltweit vorkommt und zu den am haufigsten vorkommenden infektiosen
Parasiten zdhlt (Dubey et al., 2007). Toxoplasma gondii (T. gondii) wird in die Klasse der
Coccidien eingeordnet und wie der Malariaerreger Plasmodium und Cryptosporidium zu dem

Stamm der Sporentierchen (Apicomplexa) gezdhlt. 7. gondii ist bislang der einzige Vertreter

der Gattung Toxoplasma (Levine, 1977; Mehlhorn, Piekarski, 2002).

- T

Abb. 1.5.: Elektronenmikroskopische Aufnahme (ca. 11.000-fache Vergrofierung) von Toxoplasma gondii
mit typischer Anordnung in Rosettenform (Boothroyd ez al., 2008).

Sein weltweites Vorkommen impliziert bereits eine hohe Durchseuchungsrate bei Mensch
und Tier. Tatsdchlich ist bekannt, dass 7. gondii iiber 200 Vogel- und S#ugetierarten

infizieren kann (Hof et al, 2005). Sein breites Wirtsspektrum, das auch viele Haustiere
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einschliet, fiihrt dazu, dass der Mensch oft mit dem Gewebsparasit in Kontakt gerdt und
letztendlich auch infiziert wird. In Europa liegt die Durchseuchungsrate altersabhéngig bei bis
zu 70 % (Hermentin ef al., 1987). Die sexuelle Vermehrung des Parasiten erfolgt im Darm
der Katze, sodass sie als Hauptwirt innerhalb des komplexen Entwicklungszyklus deklariert
werden kann. Die asexuelle Vermehrung kann beispielsweise im menschlichen Organismus
ablaufen, somit ist er ein Nebenwirt. Zur menschlichen Infektion kann es zum einen durch die
orale Inkorporation von sporulierten Oozysten, welche von der Katze defakiert werden und
zum anderen durch den Verzehr von rohem, kontaminiertem, zystenhaltigem Fleisch.
Daraufhin disseminieren Tachyzoiten im menschlichen Korper und es erfolgt die asexuelle
Vermehrung mittels Endodyogenie (Mehlhorn, Piekarski, 2002; Hof ef al., 2005). Wenn sich
der Mensch infiziert hat, persistiert 7. gondii zeitlebens im Organismus. Aufgrund von
immunologischen Reaktionen wandeln sich die intrazelluliren Tachyzoiten in langsam
proliferierende, stoffwechseltrdge Bradyzoiten um, die insbesondere im ZNS und in der
quergestreiften Muskulaur in Gewebezysten persistieren. Im Regelfall verlduft die Infektion
und die daraus folgende Persistenz asymptomatisch. Aber auch grippedhnliche Symptome mit
Kopf- und Muskelschmerzen, Lymphknotenschwellungen kommen vor (Herold ez al., 2008).
Wenn jedoch ein Organismus mit Toxoplasma-Persistenz beispielsweise im Fall von AIDS
immunsupprimiert ist, kann es zur endogenen Reinfektion kommen. Die Folge sind
interstitielle Pneumonien, Myokarditis oder cerebrale Toxoplasmose, bei der es hdufig zur
Enzephalitis kommt (Eza et al., 2006). Zu beachten ist, dass die Toxoplasmose die hdufigste
ZNS-Infektion bei AIDS-Patienten ist. Ein weiterer Zustand, in dem man eine Toxoplasmose
vermeiden sollte, stellt die Schwangerschaft von 7. gondii seronegativen Frauen dar. Kommt
es in diesem Fall zur Primédrinfektion kann es im ersten Trimenon zur fatalen konnatalen
Toxoplasmose kommen. Die Folge sind Abort oder geistige Retardierung und schwerste
Schidigungen des Feten, welche durch eine Enzephalitis mit konsekutivem Hydrozephalus,
Chorioretinitis und intrazerebralen Verkalkungen hervorgerufen werden (Herold et al., 2008;
Gleixner et al., 2009). Dies alles sind Griinde, aus denen man z. B. in Frankreich ein
Screening aller Schwangeren auf Toxoplasmose und Toxoplasma gondii-Antikorper
durchfiihrt.

Therapeutisch wird die Toxoplasmose mit Pyrimethamin (Daraprim®) und Sulfonamid
(Sulfadiazin-Heyl®) fiir 3 bis 4 Wochen behandelt, bei ZNS-Befall wird Atovaquon
(Wellvone®) zusitzlich eingesetzt. Bei AIDS-Patienten wird zur Toxoplasmose-Enzephalitis-
Prophylaxe Co-Trimoxazol (Cotrim®) eingesetzt. Im Falle einer Schwangerschaftsinfektion

wird z. B. in Deutschland insbesondere bis zur 16.- 20. Schwangerschaftswoche Spiramycin
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eingesetzt. Ab dem 2. Trimenon wird bis zur Entbindung mit Sulfadiazin und Pyrimethamin

(Daraprim®) therapiert (Herold et al., 2008; Gleixner et al., 2009).

1.3. Infektiose Krankheitsbilder des ZNS

Alle oben angesprochenen Erreger haben das Potential ZNS-Infektionen in Form einer
Enzephalitis und/ oder Meningitis auszulosen. Dies ist auch der Grund, aus dem diese
Pathogene in den verschiedenen in vitro Infektionsmodellen benutzt und somit die
Etablierung eines Meningo-Enzephalitis-Koinfektionsmodell ermdglicht wurde. Auf diese flir
die vorliegende Arbeit, aber auch fiir die Humanmedizin an sich wichtigen Krankheitsbilder

mochte ich im Folgenden kurz eingehen.

1.3.1. Enzephalitis

Die Enzephalitis ist eine Entziindung des Gehirns (griech. ,enkephalitis= die
Gehirnentziindung). Sie kann durch viele verschiedene Erreger ausgelost werden, eine
Zusammenfassung mit wichtigen Erregern zeigt Abb. 1.6.. Zum einen kann die Enzephalitis
direkt viral durch HSV-1 ausgelost werden. Hierbei ist meist die graue Substanz betroffen und
wird daher als Polioenzephalitis bezeichnet. Zum anderen kann eine Enzephalitis als eine
Komplikation einer Meningitis als Meningoenzephalitis durch Bakterien, Pilze oder
Protozoen ausgeldst werden. Die parainfektiose oder perivendse Enzephalitis ist eine
immunologische Reaktion bei Viruserkrankungen, wie bei der infektiosen Mononukleose
(Erreger: Epstein-Barr-Virus) oder auch bei HIV. In diesem Fall ist meist die weile Substanz
betroffen und wird daher oft pathophysiologisch als Leukoenzephalitis bezeichnet. Listeria
monozytogenes fiihrt oft typischerweise zu einer Rhombenzephalitis (Entziindung des
Rhombenzephalon [= griech. fiir Rautenhirn]), Rickettsia prowazeki fihrt zur
Fleckfieberenzephalitis. Paraneoplastisch kann im Rahmen eines ovariellen Teratoms eine
Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis auftreten (Dalmau et al., 2008). Mit einem Risiko
zwischen 1:300.000 bis 1:2.000.000 kann es z. B. nach einer Tollwut- oder FSME-Impfung
zu einer postvakzinalen Enzephalitis kommen. Von der Atiologie her unbekannt sind
Enzephalitiden im Rahmen anderer Erkrankungen, wie bei der Sarkoidose oder Multiplen

Sklerose.
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Aus epidemiologischer Sicht ist die Japanische-B-Enzephalitis die weltweit am héufigsten
vorkommende Enzephalitis-Form. Etwa 1.000.000 Fille erkranken pro Jahr weltweit an dieser
Enzephalitis. In Deutschland liegt die Inzidenz einer viralen Enzephalitis bzw.

Meningoenzephalitis bei 3/ 100.000/ Jahr.

Bakterien: Listeria monozytogenes, Salmonella typhi, Pilze: Cryptococcus neoformans,
Borrelia burgdorferi, Rickettsia prowazeki, Candida albicans u. a.
Treponema pallidum . a.

N /

Enzephalitis
Parasiten: Toxoplasma gondlii, Viren: HSV-1, HSV-2, VZV, CMV,
Entamoeba histolytikum u. a. Coxsackie-Virus A und B, FSME-Virus,

ECHO-, Japanisches-B-Enzephalitis-Virus,
Mumps-, Masern-, Roteln-Viren u. a.

Abb. 1.6.: Uberblick Enzephalitis-Erreger: Aufgelistet sind Bakterien, Pilze, Parasiten und Viren, die eine
Enzephalitis verursachen (Pfeil).

In der klinischen Praxis fallen die Patienten meist mit Fieber, Kopfschmerzen und je nach
Lokalisation mit neurologischen Manifestationen, wie epileptischen Anfillen oder
Hirnnervenausfillen, auf. Zudem kann eine Bewusstseinsstorung mit progredienter
Eintriibung bis hin zum Koma vorliegen. Allen Symptomen gemein sind ein akuter Beginn
aus voller Gesundheit und ein rasches Fortschreiten. Aus diesem Grund sollte bei diesen
Symptomen die Diagnose einer Enzephalitis zumindest als Differentialdiagnose beachtet
werden.

Als Komplikation, auch nach einer erfolgten Therapie, kann es zu einem postenzephalitischen
Syndrom mit bestehen bleibenden neurologischen Symptomen und einem hirnorganischen
Psychosyndrom kommen.

Zu Beginn der Diagnosenstellung steht die Anamnese. AnschlieBend erfolgt eine genaue
neurologische Untersuchung. Der Liquor, der mittels einer Lumbalpunktion gewonnen wird,
zeigt je nach Enzephalitis-Erreger eine Triibung oder er ist klar. Im Falle einer bakteriellen
Ursache ist er getriibt bis eitrig verdndert, bei viraler Genese ist er in der Regel klar. Zudem
erniedrigen Bakterien den Zucker, fiihren zu einer Zellzahl-, Laktat- und Eiweierh6hung im

Liquor. Im Gegensatz dazu konnen bei einer viralen Enzephalitis Zellzahl, Eiwei3 und Zucker
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im Normbereich liegen. Zudem kann mit Hilfe einer PCR (polymerase chain reaction) oder
der Mikroskopie ein Keimnachweis im Liquor vorgenommen werden. Laborchemisch konnen
beispielsweise anti-Virus-Antikorper mittels ELISA detektiert werden. Im EEG konnen meist
schwere Allgemeinverdnderungen oder Herdbefunde erkennbar sein. Letztendlich kann eine
cranielle Computertomographie (CCT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) angefertigt
werden. Dort zeigt eine MRT (T2-Gewichtung) im Falle einer Herpesenzephalitis meist
temporal einen hyperintensen Entziindungsherd (Berlit, 2007; Vergleiche Abb. 1.7.). In der
CT fallen hypodense Nekrosen im Bereich des Temporallappens auf, meist aber erst ab dem 3.
Erkrankungstag (Berlit, 2007).

Prophylaktisch stehen verschiedene Impfstoffe zur Verfiigung zum Schutz vor FSME,
Japanische-B-Enzephalitis oder Mumps-, Masern-, Roteln-Infektionen (nach Herold et al.,

2008; Gleixner et al., 2009; Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie, 2008).

Abb. 1.7.: Cranielle MRT (hier T2-Gewichtung) mit pathognomonischer Hyperintensitiit des anterioren
Temporallappen (hier rechter; siehe griiner Pfeil) bei HSV-1 Enzephalitis (FrontalCortex Online Courses).

1.3.2. Meningitis

Die Meningitis ist eine Entziindung der Hirnhdute Pia mater und Arachnoidea mater, also der
Leptomeninx encephali. Sie kann, wie die oben beschriebene Enzephalitis, durch viele
verschiedene Erreger ausgelost werden, eine Zusammenfassung mit dem wichtigen
Keimspektrum zeigt Abb. 1.8.. Hierbei fillt bereits auf, dass einige Erreger, wie verschiedene
Herpesviren (HSV-1 und -2) oder Toxoplasma gondii, potenziell beide Entziindungen

(Enzephalitis und Meningitis) verursachen konnen. Die Toxoplasmose-Meningoenzephalitis
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ist bei AIDS eine hidufige Komplikation, die meist durch eine Reaktivierung nach
inapparenter Primédrinfektion mit Toxoplasmen auftritt (Berlit, 2007).
Im Falle einer bakteriellen Meningitis spricht man auch von einer eitrigen Meningitis; sind

Viren der Grund liegt eine lymphozytére Meningitis vor.

Bakterien: Gruppe B-Streptokokken, E. coli, Listeria
monozytogenes, Haemophilus influenzae, Meningokokken,
Pneumokokken, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Mycobacterium tuberculosis, Treponema

pallidum u. a. \

Parasiten: Toxoplasma gondii u. a. Viren: Coxsackie-Viren, ECHO-Virus,
Adenovirus, HSV-2, VZV, HSV-1, CMV,
Phlebovirus, Polioviren, Masern, FSME,
Mumps-Viren, EBV, Rételn, Enterovirus 71,
HIV, Parvovirus B19, HHV-6, Dengue-
Virus u. a.

Pilze: Cryptococcus neoformans u. a.

Meningitis

Abb. 1.8.: Uberblick Meningitis-Erreger: Zusammengefasst wurden Bakterien, Pilze, Parasiten und Viren,
die eine Meningitis auslosen konnen (Pfeil).

Die Inzidenz einer Meningitis in Deutschland liegt bei ca. 2/ 100.000 Einwohner/ Jahr. Bei
den klinischen Symptomen ist insbesondere der Meningismus in Form einer schmerzhaften
Nackensteifigkeit hervorzuheben. Dieser kann mittels klinischer Zeichen, wie dem Kernig-
oder Brudzinski-Zeichen, gepriift werden. An dieser Stelle sei noch einmal die spezielle Form
der Mollaret-Meningitis genannt. Sie ist eine benigne, chronisch rezidivierende, aseptische
lymphozytire Meningitis, die meist durch das Herpes simplex Virus Typ 2 (HSV-2) ausgeldst
wird (Bruyn et al., 1962; Tang et al., 2000; Tyler, 2004; Abu Khattab et al., 2009). Es wurden
jedoch auch Krankheitsfille in der Literatur beschrieben, bei denen HSV-1 diese Sonderform
verursachte (Tang et al., 2000; Carmena ef al., 2004). Diese Meningitis-Form wurde erstmalig
1944 von Pierre Mollaret beschrieben und 1962 von Bruyn ef al. ndher definiert (Mollaret,
1944; Bruyn et al., 1962).

Die diagnostischen Mittel und Komplikationen einer Meningitis sind mit denen der

Enzephalitis vergleichbar (siehe 1.3.1.).
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Auf die Therapie, der fiir diese wissenschaftliche Arbeit wichtigen Pathogene, wird in dem
jeweiligen Abschnitt des Erregers (siche oben 1.2.1. bis 1.2.3.) eingegangen (nach Herold et
al., 2008; Gleixner et al., 2009; Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie,
2008).

1.4. Antimikrobielle Effektormechanismen: Regulation der lokalen Tryptophan-

konzentration

Ein protektiver immunologischer Abwehrmechanimus gegeniiber verschiedenen Bakterien,
Viren und Parasiten ist die lokale Tryptophan-Depletion. Diese kann in humanen Zellen durch
die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) erreicht werden und stellt einen entscheidenden
antimikrobiellen Schutzmechanismus im menschlichen Immunsystem dar (D&aubener et al.,
1999; Adam et al, 2005; Heseler et al., 2008). Im murinen Tiermodell ist die IFN-y
abhingige induzierbare NO-Synthase (iNOS) ein gut analysierter antimikrobieller
Effektormechanimus, der u. a. durch das von Makrophagen gebildete Stickstoffmonoxid (NO)
zustande kommt (Vazquez-Torres et al., 2008).

In dieser Arbeit stehen die Regulation der lokalen Tryptophankonzentration und die damit
hervorgerufenen Abwehrmechanismen gegen bakterielle, virale und parasitire Pathogene im
Mittelpunkt. Da hierbei die IDO, als entscheidendes Enzym, und der Tryptophanstoffwechsel

die zentralen Rollen spielen, werden sie im Folgenden genauer vorgestellt.
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1.4.1. Indolamin 2,3-Dioxgenase (IDO) (EC 1.13.11.42)

Monomer

Molekulare Struktur (*)

Vorkommen Ubiquitdr im menschlichen Korper (v. a. Tonsillen,
Plazenta)
Substrate L-Trp, D-Trp, Serotonin (Tryptamine), L-5-
Hydroxykynurenin
Induktion durch IFN-y (Hauptinduktor), (IFN-a, -f), LPS, TLR
Inhibition durch 1-Methyl-L-Tryptophan, Exiguamin A, Menadion,
(Curcumin)
Funktion antimikrobiell, immunregulatorisch

Tab. 1.1.: Uberblick Eigenschaften der IDO (* Protein Data Bank; Sugimoto et al., 2006)

Das Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) wurde 1978 erstmals isoliert und beschrieben
(Shimizu ef al., 1978). Es ist ein Monomer mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa und
weist ein Ham als prostethische Gruppe auf. Es gehort damit zu den Hdmenzymen (Daley-
Yates et al., 1988). Die Ahnlichkeit zu anderen Him-bindenden Proteinen, wie dem
Myoglobin der Mollusken, deutet auf einen gemeinsamen Ursprung hin (Yuasa et al., 2003).
Das Gen, das fiir die IDO beim Menschen kodiert, liegt auf dem kurzen Arm des 8.
Chromosoms, genauer an dem Genlokus 8pl12-pl1 (Burkin et al., 1993). Das IDO-Gen
besteht aus 10 Exons. Diese kodieren fiir ein offenes Leseraster von 1209 Nukleotiden und

somit 403 Aminosduren (Burkin et al., 1993).
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Das Immunsystem reguliert die Bildung und Aktivitdt der IDO. Durch die Stimulation mit
IFN-y und TNF-a kann in nahezu allen humanen Zellen eine Expression der IDO
hervorgerufen werden. Ihr Vorkommen ist somit als ubiquitir zu beschreiben. Es fiihren
jedoch auch andere immunologische Mediatoren wie Prostaglandin oder membranstdndige
Rezeptoren wie CTLA4 (Fallarino et al., 2005), CD40 (Hwu et al., 2000) oder Toll-like-
Rezeptor 9 (TLRY) (Hayashi et al., 2004) zu einer Regulierung der IDO-Expression. Die
wichtigste Rolle bei der Induktion der IDO-Expression spielt jedoch das proinflammatorische
Zytokin IFN-y (Taylor et al., 1991). Zusidtzlich kann aber auch mit inflammatorischen
Mediatoren wie dem Lipopolysaccharid (LPS) die IDO-Aktivitdt in nahezu allen Zellen
induziert werden.

Als Substrate kann die IDO u. a. L-Tryptophan, D-Tryptophan und Serotonin (Tryptamine)
erkennen und verstoffwechseln, ihre Substratspezifitit ist somit eher gering (Shimizu et al.,
1978). Hierbei ist das L-Tryptophan als Hauptsubstrat der IDO besonders hervorzuheben. Die
Aktivitat der IDO kann kompetitiv mit 1-Methyl-L-Tryptophan (1-L-MT) gehemmt werden
(Cady et al., 1991; Sakurai et al., 2002; Lob et al., 2008). Aber auch das Alkaloid Exiguamin
A und das Vitamin K3 Menadion sind in der Literatur als Hemmstoffe beschrieben
(Brastianos et al., 2006; Kumar et al, 2008). Indirekt hemmt Curcumin die Expression der
IDO durch eine Blockade des JAK-PKC-delta-STAT1-Signalwegs (Jeong et al., 2008).

Die IDO vermittelt im humanen Immunsystem einen lokalen Abbau der essentiellen
Aminosdure L-Tryptophan und stellt aus diesem Grund einen effektiven Abwehrmechanismus
gegen Pathogene dar, die L-Tryptophan notwendigerweise fiir die Proteinbiosynthese
benétigen. Zudem kann durch IDO-Aktivitit die T-Zell Proliferation beeinflusst werden.
Daraus ergeben sich antimikrobielle und immunregulatorische Aufgaben der IDO, welche in
vielen Arbeitsgruppen weltweit analysiert werden. Untersuchungen ergaben, dass einige
Tumorzelllinien eine IDO-Expression mit konsekutiver T-Zell Toleranz aufweisen, sodass ein
genaues Verstehen der Effektormechanismen einen grofen Fortschritt auf dem Gebiet der

IDO-positiven Tumoren bedeuten konnte.

1.4.1.1. Katalytische Eigenschaften der Indolamin 2,3-Dioxygenase

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase ist ein entscheidendes Enzym des Tryptophanstoffwechsels.
Sie katalysiert den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, in dem sie unter
Sauerstoffverbrauch die essentielle Aminosdure L-Tryptophan zu N-Formyl-Kynurenin (siche

Abb. 1.9.) abbaut (Moffet und Namboodiri; 2003). Sie spaltet somit oxidativ den Indol- bzw.
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Pyrrolring des L-Tryptophan und baut daher zwei Sauerstoffmolekiile ein (Daley-Yates et al.,
1988; Stone et al., 2002). Anschlieend katalysiert die Formyl-Kynurenin Formidase den

Umbau von N-Formyl-Kynurenin zu L-Kynurenin und Formiat (siche Abb. 1.9.).

NH, IDO NH, NH,
) — —
HN H NH O o
o oH \> \|r o} OH > NH, o OH
o, o H,0 +HcoocC
L-Tryptophan N-Formyl-Kynurenin L-Kynurenin + Formiat

Abb. 1.9.: Reaktionsschema: Abbau von L-Tryptophan zu L-Kynurenin

In der Leber, genauer gesagt in den Hepatozyten wird die oben genannte Reaktion
hauptsédchlich durch ein Isoenzym namens Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) katalysiert.
Die TDO ist fiir die Erhaltung der systemischen Serumkonzentrationen des L-Tryptophans im
Blut verantwortlich (Saito et al., 1991). Sie steuert daher das allgemeine Verfligbarsein dieser
essentiellen Aminosdure fiir verschiedene wichtige Stoffwechselwege im menschlichen
Organismus.

Vor kurzer Zeit wurde ein weiteres Enzym entdeckt, das wie die IDO und TDO L-Tryptophan
zu N-Formyl-Kynurenin verstoffwechselt (Ball et al., 2007). Da es eine starke strukturelle
Ahnlichkeit mit der IDO hat, wurde es IDO-2 genannt. Uber die genaue biologische Aktivitit
und Funktion der IDO-2 in vivo konnten bis dato noch keine genauen Angaben gemacht
werden (Lo6b et al., 2008; Lob et al., 2009). Aus diesem Grund wird in dieser Dissertation
nicht weiter auf die IDO-2 eingegangen.

Der fiir diese Arbeit entscheidende Effektormechanimus ist die durch die IDO-vermittelte
Tryptophan-Depletion im Extrazellularraum (Munn et al., 1999). Daraus resultieren die
antimikrobiellen und immunregulatorischen Eigenschaften der IDO, welche in dieser
Dissertation eine zentrale Rolle einnehmen (Pfefferkorn, 1984; Munn et al., 1998; Adams et

al., 2004; MacKenzie et al., 2007).
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1.4.1.2. L-Tryptophan und seine physiologische Bedeutung

L-Tryptophan ist eine aromatische, proteinogene a-Aminosdure, die von allen Organismen fiir
die Proteinbiosynthese benotigt wird (Rassow ef al., 2006). Diese Aminoséure wurde im Jahre
1901 von Hopkins entdeckt (Hopkins ef al., 1901). Pflanzen und einige Mikroorganismen,
wie E. coli, konnen aus der Shikimisdure das L-Tryptophan selbst synthetisieren (Herrmann et
al., 1992; Herrmann, 1995; Stryer, 1999). Die Sédugetiere, wie der menschliche Organismus,
verfligen nicht iiber diese Stoffwechselmdglichkeit, sodass sie auf die orale Aufnahme mit der
taglichen Nahrungszufuhr angewiesen ist. Aus diesem Grund ist das L-Tryptophan eine
essentielle Aminosdure fiir den Menschen und macht ihn zu einem Tryptophan-auxotrophen
Organismus. Nahrungsmittel wie Sojabohnen und Niisse enthalten besonders viel Tryptophan.
Der erwachsene Mensch benétigt pro Tag zwischen 3,5 bis 6 mg Tryptophan pro kg
Korpergewicht (Young ef al., 1996). Eine einseitige Erndhrung mit Mais kann aufgrund des
geringen Tryptophangehaltes zu einem Tryptophan- oder Niacinmangel fithren. Die
entsprechende Krankheit, die hieraus resultieren kann, ist Pellagra (ital. ,raue Haut®)
(Rassow et al., 2006). Tryptophan wird nicht nur fiir den Aufbau wichtiger K&rperproteine,
wie z. B. Muskelproteine und Enzyme, verwendet, dariiber hinaus ist es eine Synthesevorstufe
der sehr wichtigen Neurotransmitter Melatonin und Serotonin (5-Hydroxytryptamin) und hat
damit eine wichtige Funtion fiir den zirkadianen Rhythmus. Aber auch als Provitamin des
Vitamin Bj; (Niacin, Nicotinsdure) ist es essentiell. Ein weiterer wichtiger Metabolit, der am
Ende des Kynurenin-Stoffwechselweges steht, ist NAD" (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid),
welches einen wichtigen zelluldren Kofaktor bei einigen biochemischen Reaktionen, wie der
ATP-Synthese im Citratzyklus oder in der Atmungskette, darstellt (Moffett et al., 2003;
Rassow et al., 2000).

Ungefdhr 95 % des oral aufgenommenen Tryptophans wird iiber den Kynurenin-
Stoffwechselweg abgebaut (Botting et al., 1995). Die Regulation des gesamten L-Tryptophan-
Stoffwechselweges hiangt stark von den jeweiligen Zellen oder Parenchymen ab (Takikawa,
2005). Viele Zellen haben gewissermallen nur eine spezifische Ausstattung an Enzymen,
sodass nicht zwangsweise der komplette L-Tryptophan-Stoffwechselweg, wie er in Abb. 1.10.
skizziert ist, ablauft (Stone, 1993; Saito et al., 1993; Alberati-Giani et al., 1996; Bertazzo et
al., 2001). Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt kann dabei von den drei
tryptophanabbauenden Enzymen, der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), Tryptophan 2,3-
Dioxygenase (TDO) und der Indolamin 2,3-Dioxygenase-2 (IDO-2), katalysiert werden. Abb.
1.10. zeigt nur die wichtigsten Enzyme und Stoffwechselmetabolite und erhebt somit keinen

Anspruch auf Vollstindigkeit. Da die IDO im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, wird sie in
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Kapitel 1.4. detailiert vorgestellt. Innerhalb des L-Kynurenin-Stoffwechselweges entstehen
verschiedene immunregulatorisch wirksame Metabolite. Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin und
3-Hydroxyanthranilsdure konnen die T-Zell Proliferation inhibieren und vermitteln damit
einen immunsuppressiven Effekt (Namboodiri et al., 1996; Mellor et al., 1999; Terness et al.,
2002; Fallarino et al., 2002; Grohmann et al., 2003). Siehe dazu auch Kapitel 1.5.2. ,,IDO-
vermittelte immunregulatorische Effekte®. 3-Hydroxykynurenin und Chinolinsdure stehen
dagegen zudem im Verdacht neurotoxische Eigenschaften zu besitzen. So wurde ein erhohter
Spiegel von einem der beiden oder beiden Metaboliten im Liquor von Patienten mit
neurodegenerativer Erkrankungen, wie Morbus Parkinson, Chorea Huntington oder Demenz
bei AIDS-Patienten, festgestellt (Schwarcz et al., 1983; Heyes, 1987; Behan et al., 1999;
Stone, 2001; Stone et al., 2003; Németh ef al., 2006).

Proteinbiosynthese ~ T ryptophan — Serotonin-Stoffwechsel

IDO-2 TDO +0, DO I—@— l 1-MT
~

N-Formyl-Kynurenin

IFN-y

Kynurenin Formidase . .
=) = Ameisensaure

Kynurenin Aminotransferase (KAT)

Kynureninsaure =« Kynurenin Kynurenin-3-Monooxyenase

Anthranilsaure 3-Hydroxykynurenin

— ~

3-Hydroxyanthranilsaure

l 3-Hydroxyanthranil Dioxygenase

o spontane Reaktion . i :
Chinolinsaure | « AmInocarboXymucon | s = Aminomucon Semialdehyd

Semialdehyd
l / \Spontane Reaktion

Nicotinsaure

Ribonukleotid Glutaryl CoA Picolinsaure
NAD* CO,+ ATP

Abb. 1.10.: Schematischer Uberblick iiber den Kynurenin-Stoffwechelweg (Nach Rassow et al., 2006).
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1.4.1.3. Indolamin 2,3-Dioxygenase: Regulation der Gentranskription und Protein-

Expression

Die Mechanismen und Prozesse, die der Regulation der ido-Gentranskription zugrunde liegen,
wurden bereits in der Vergangenheit analysiert. Nach der Erkenntnis, dass eine IFN-y
Zellstimulation zu einer IDO-Aktivitdt fithrt, konnte auch eine IFN-y vermittelte Induktion
der ido-Transkription gezeigt werden (Pfefferkorn ef al., 1986; Dai et al., 1990; Du et al.,
2000; Sotero-Esteva et al., 2000). Wie bereits oben unter 1.1.1. beschrieben, wird iiber den
JAK-STAT-Signaltransduktionsweg die ido-Transkription des IDO-Proteins induziert ([siche
Abb. 1.1.] Shuai et al., 1993; Darnell et al., 1994; Du et al., 2000; Sotero-Esteva et al., 2000;
Rassow et al., 2006). Zum einen wird die ido-Transkription durch Bindung der STAT-
Homodimere an ein GAS (gamma-aktivierte Sequenz)-Motiv vermittelt. Zudem verstérkt
IFN-y die IDO-Expression durch eine sekunddre Antwort mit der Transkription von IRF-1
(interferon regulated factor 1), der wiederum an ISRE-Sequenzen (IFN-stimulated response
elements) im ido-Promotor bindet (Schroder et al., 2004). IFN-o und IFN-B binden ebenfalls
an ISRE im ido-Promotor, jedoch kommt es zu keiner Expression des IDO-Proteins, sondern
nur zu einer schwach ausgepriagten IDO-mRNA-Expression (Dai ef al., 1990; Hassanain et al.,
1993; Adams et al., 2004). Diese Erkenntnis ldsst vermuten, dass es nur liber die Bindung an
die GAS-Motive zu einer wirksamen IDO-Proteinexpression kommen kann. Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und/ oder IL-1B kdnnen die Expression des IDO-
Proteins zusitzlich verstirken (Daubener et al., 1996; Babcock et al., 2000; Currier et al.,
2000; Heseler et al., 2008). Babcock zeigte, dass diese Zytokine eine Erhohung der
transkriptionalen Aktivitdt der ido-Promotorregion hervorrufen (Babcock et al., 2000). Dies
wird wahrscheinlich durch eine IRF-1-Transkription ermdglicht, da in dessen
Promotorbereich neben einem GAS- ein kB-Motiv lokalisiert ist (Saha ef al., 2010). Dieses
kB-Motiv  wird vermutlich von NF-xB erkannt, welches wiederum durch die
proinflammatorischen Zytokine TNF-oo und IL-1p aktiviert wird. Dariiber hinaus fiihren
diese beiden Zytokine zu einer Erhohung der IFN-y Rezeptor-Expression auf Epithelzellen
(Shirey et al., 2006). Robinson et al. zeigten zudem, dass der TNF-a eine gesteigerte
Translokation der STAT1-Homodimere in den Nukleus induzieren kann (Robinson et al.,
2003; Robinson et al., 2005). Nach der IFN-y induzierten IDO-Expression kann das Enzym
das mittels large amino acid transporter (LAT) von extra- nach intrazellulér transportierte L-
Tryptophan als Substrat erkennen und verstoffwechseln (Verrey et al., 1999). Daraus erfolgt

ein Tryptophanmangel im Extrazellularaum (Munn ef al., 1999).
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1.5. Funktionelle Bedeutung der IDO bei antimikrobiellen und immunregulatorischen

Effekten

Im Immunsystem des Menschen nimmt die IDO mit ithrem vermittelten Tryptophanabbau eine
zentrale Rolle in der Bekdmpfung von infektiosen Agenzien ein. Sie besitzt jedoch auch
immunregulatorische Eigenschaften. Die vielfdltigen und komplexen antimikrobiellen und

immunregulatorischen Funktionen werden nun dargestellt.

1.5.1. IDO-vermittelte antimikrobielle Effekte

Schon seit 1984 mit den wissenschaftlichen Arbeiten Pfefferkorns sind die IDO-vermittelten
antimikrobiellen Effekte gegen viele Pathogene bekannt und wurden seit dem immer weiter

analysiert und erforscht.

1.5.1.1. IDO-vermittelte antibakterielle Effekte

Wie bereits an mehreren Stellen genannt, stellt die Indolamin 2,3-Dioxygenase einen
antibakteriellen Effektormechanimus gegen verschiedene bakterielle Pathogene dar. Zum
einen zeigten Byrne ef al., dass das obligat intrazellulire Bakterium Chlamydia psittacci
mittels [FN-y vermittelter IDO-Expression in humanen T24-Zellen (humane Blasenkarzinom-
Zelllinie) in seiner Replikation gehemmt werden kann (Byrne et al., 1986). Aber auch die
Proliferation von Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae und Chlamydia muridarum
wird durch die IFN-y vermittelte IDO-Aktivitdt und den L-Tryptophanabbau gehemmt. Durch
eine L-Tryptophan-Supplementation kann dieser Effekt wieder aufgehoben werden (Beatty et
al., 1994; Nettelnbreker et al., 1998; Pantoja et al., 2000; Roshick et al., 2006). Bei den
Chlamydien gibt es jedoch Ausnahmen. Ein Chlamydia psittacci Stamm kann aus
Tryptophan-Metaboliten, wie zum Beispiel Anthranilinsidure, wieder Tryptophan herstellen.
Somit wird der IFN-y vermittelte antibakterielle Effekt aufgehoben (Wood et al., 2004).
Zudem hat die IDO-vermittelte L-Tryptophan-Depletion eine proliferationshemmende
Wirkung gegeniiber B-Streptokokken (MacKenzie et al, 1998), Staphylococcus aureus
(Schroten et al., 2001) und Enterokokken (Déubener et al., 1999; MacKenzie et al., 1999).
Zusammenfassend ist hier festzuhalten, dass der IDO-induzierte L-Tryptophanabbau das

Wachstum von intrazelluldren, aber auch extrazelluldren Bakterien hemmen kann.
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1.5.1.2. IDO-vermittelte antivirale Effekte

Antivirale Effektorkaskaden kdnnen, wie unter 1.1.1. schon beschrieben, durch IFN-y (Typ 2-
Interferon) und IFN-a bzw. IFN- (Typ 1-Interferone) ausgelost werden. In den vergangenen
Jahren wurde gezeigt, dass IFN-y und IFN-B vermittelt die Cytomegalievirus-Replikation
gehemmt werden und lediglich im Falle von IFN-y eine L-Tryptophan-Supplementation eine
Authebung des Effektes bewirken kann. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass der Effekt durch die
IDO vermittelt wird (Bodaghi et al., 1999). Heseler wies durch den Einsatz des IDO-
Inhibitors 1-L-MT direkt nach, dass die beobachtete Inhibition der Cytomegalievirus (CMV)
Virusreplikation IDO-abhéngig ist (Heseler, 2008). Zudem konnte analysiert werden, dass die
Replikation von anderen Herpesviren, wie HSV-1 und -2, ebenfalls durch die IDO gehemmt
wird (Adams et al., 2004 A; Adams et al., 2004 B). Der IDO-vermittelte antivirale Effekt
bezieht sich nicht nur auf die Familie der Herpesviren, sondern trifft auch fiir das Masernvirus,
Vacciniavirus und Hepatitis-B-Virus zu (Obojes et al., 2005; Terajima et al., 2005, Mao et al.,
2011).

Die Wirkung von IDO auf das HSV-1, aber auch umgekehrt der Einfluss von HSV-1 auf die

IDO, wird in der vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle spielen.

1.5.1.3. IDO-vermittelte antiparasitire Effekte

In verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten konnte der IDO-vermittelte antiparasitire
Effektormechanismus gezeigt werden. Schon 1984 zeigten Pfefferkorn et al., dass eine IFN-y
vermittelte IDO-Aktivitit in Fibroblasten das Wachstum des obligat intrazelluldren Parasiten
Toxoplasma gondii in vitro hemmen kann (Pfefferkorn et al., 1984; Dai ef al., 1994). In den
vergangenen Jahren konnte diese Parasiten-Proliferationshemmung auch im Falle anderer
Zelllinien, wie Endothel-, Epithel-, retinale Pigmentepithelzellen und Astrozyten gezeigt
werden (Ddubener ef al., 1993; Nagineni ef al., 1996; Daubener et al., 1999; Daubener et al.,
2001; Oberdorfer et al., 2003). Der IDO-induzierte antiparasitire Effekt stellt somit einen
effektiven, nicht zellspezifischen Effektormechanismus des Immunsystems dar. Aullerdem
konnte gezeigt werden, dass eine Kostimulation mit TNF-a und/ oder IL-1B den IFN-y
vermittelten antiparasitiren Effekt synergistisch verstirkt (Daubener et al., 1996; Heseler et
al., 2008).

Der IDO-vermittelte antiparasitire Effekt konnte auch gegeniiber anderen Parasiten, wie

Neospora caninum (Spekker et al., 2009), Plasmodium falciparum (Hunt et al., 2006),
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Trypanosomen (Vincendeau et al., 1999; Knubel et al., 2010), Leishmania donovani (Murray

et al., 1985) und Schistosoma mansoni (Esparza et al., 1987) gezeigt werden.

1.5.2. IDO-vermittelte immunregulatorische Effekte

Die Erkenntnis der IDO-vermittelten immunregulatorischen Effekte wurde im Gegensatz zu
den seit 1984 erforschten antimikrobiellen Eigenschaften erst seit dem Jahre 1998 u. a. durch
Mellor und Munn gewonnen (Munn et al., 1998; Miki et al., 2001; Uyttenhove et al., 2003).
Im Vergleich zur Rolle der IDO im menschlichen Immunsystem iibernimmt die IDO in der
Maus eher immunregulatorische als antimikrobielle Aufgaben, die meist in der
Toleranzentstehung von T-Zellen miinden (Muller ef al., 2008). Munn ef al. zeigten anhand
von trachtigen Mausen, dass durch die systemische Hemmung der IDO mit dem kompetitiven
IDO-Inhibitor 1-Methyl-Tryptophan allogene Feten abgestoen, syngene Feten jedoch nicht
abortiert wurden. Aus diesem Experiment erwuchs die Annahme, dass die IDO eine
essentielle Rolle in der Schwangerschaft tibernimmt. Durch den lokalen Tryptophanmangel,
kommt es zu einer Proliferationshemmung maternaler, sich in der Plazenta befindende T-
Zellen, die vermutlich ohne IDO-Aktivitdt eine AbstoBungsreaktion vermitteln wiirden. Bei
vorhandender IDO-Aktivitdt entsteht somit eine Toleranz gegeniiber dem Fetus (Munn et al.,
1998). Diese IDO-vermittelte T-Zell Hemmung konnte ebenfalls direkt in vitro nachgewiesen
werden. Dabei unterdriicken IDO-exprimierende Makrophagen und dendritische Zellen die T-
Zell Antwort, in dem sie das extrazelluldre Tryptophan abbauen (Munn et al., 1999; Mellor et
al., 2004). Es konnte jedoch ein weiterer Mechanismus dieser T-Zell Inhibition nachgewiesen
werden. Die Stoffwechselprodukte, wie z. B. Kynurenin, die beim Tryptophanabbau entstehen,
konnen die T-Zell Proliferation in vitro und in vivo beeinflussen und eine regulatorische
Funktion im Immunsystem vermitteln (Namboodiri et al., 1996; Mellor et al., 1999; Terness
et al., 2002; Grohmann ef al., 2003). Auch 3-Hydroxykynurenin und 3-Hydroxyanthranilsdure
induzieren Apoptose in T-Helfer-Zellen (Fallarino et al., 2002). Zusdtzlich wird die
Proliferation von NK-Zellen und B-Zellen durch die Tryptophan-Metabolite inhibiert
(Frumento et al., 2002; Terness et al., 2002).

Ein genaues Verstehen der Effektormechanismen der IDO konnte einen groBen Fortschritt auf
dem Gebiet der IDO-positiven Tumoren bedeuten. In Untersuchungen mit verschiedenen
Tumoren besteht eine T-Zell Toleranz, die mit der IDO-Expression in den Tumorzellen
erklart wird (Logan et al., 2002; Pardoll, 2003; Uyttenhove ef al., 2003; Munn et al., 2004).

Darum ist die IDO ein therapeutisches 7Target in der Tumorimmunologie. Curti et al. zeigten,
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dass Leukdmiezellen bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML), die IDO exprimieren,
eine Konversion von CD25 in CD25" regulatorische T-Zellen (T.e-Zellen) bewirken und
somit eine Tumor-Toleranz induzieren (Curti et al., 2007).

Auch im Fall von Autoimmunkrankheiten kénnte die IDO-induzierte T-Zell Inhibition eine
bedeutende Rolle iibernehmen. Im Mausmodell konnte durch eine IDO-Hemmung mittels 1-
MT eine Progression der T-Zell-vermittelten experimentellen autoimmunen Enzephalo-
myelitis (EAE), welche das Modell fiir die humane Multiple Sklerose darstellt, nachgewiesen
werden (Sakurai et al., 2002; Kwidzinski ef al., 2005). Aber auch bei anderen experimentell
ausgelosten Erkrankungen, wie z. B. einer TNBS (Trinitrobenzensulfonsiure)-Colitis
(Entziindung des Dickdarms durch TNBS), konnte gezeigt werden, dass eine IDO-Inhibition
eine fortschreitende inflammatorische Reaktion zur Folge hat (Gurtner et al., 2003).

Die IDO-vermittelten immunregulatorischen Effekte sind ebenfalls fiir Wissenschaftler auf
dem Gebiet der Organtransplantation interessant. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass eine
IDO-Inhibition ein gesteigertes Risiko fiir eine OrgantransplantatabstoBung darstellt. Eine
IFN-y Stimulation und die konsekutive IDO-Aktivitdt fiihrt dagegen zu einer verbesserten
Toleranz gegeniiber allogenen Nieren- und Lebertransplantaten (Laurence et al., 2008; Lin et
al., 2008; Cook et al., 2008). Auch bei transplantierten allogenen Zellen, die fahig sind IDO
zu exprimieren, konnte gezeigt werden, dass eine TransplantatabstoBungsreaktion durch den

Empfinger verhindert werden kann (Alexander et al., 2002).

1.6. Zielsetzung der eigenen Arbeit

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) mit ihren antimikrobiellen und immunregulatorischen
Eigenschaften spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr pathogener, infektioser Erreger,
sowie in der Koordination des humanen Immunsystems. Es ist das erste und
geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Tryptophan-Stoffwechsel und vermittelt seine
antimikrobiellen und  immunregulatorischen = Mechanismen sowohl durch den
Tryptophanabbau, als auch durch die Produktion verschiedener Tryptophan-Metabolite. Thr
potentiell ubiquitdres Vorkommen unterstreicht zudem den Schliisselrollencharakter im
humanen Immunsystem.

Die IFN-y vermittelte Aktivitdt, sowie die mRNA- und Proteinexpression der IDO wird im
ersten Teil dieser Arbeit anhand der nativen HFF-Zelllinie und den 86HG39 Zellen (humane

Glioblastomzellen) analysiert. AnschlieBend wird im ersten Teil der Arbeit anhand eines
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Modells mit humanen Hirntumorzellen (86HG39) die funktionelle Bedeutung der IDO bei der
Abwehr verschiedener Enzephalitis- oder Meningitis- bzw. Meningo-Enzephalitis-Erreger in
vitro untersucht.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wird die Regulation der IDO-Aktivitdt, IDO-mRNA- und
IDO-Proteinexpression durch den pathogenen Erreger selbst analysiert. Hierbei war vorher
vielfach in der Literatur beschrieben, dass Infektionserreger immer wieder Wege und
Mechanismen entwickeln, um sich gegen antimikrobielle Effekte zu schiitzen. Als Beispiel
hierfiir kann das humane Cytomegalievirus (hCMV) angefiihrt werden, da es mit dem IFN-y
vermittelten JAK-STAT-Signaltransduktionsweg interferieren und ihn an verschiedenen
Stellen hemmen kann. So war bereits bekannt, dass eine hCMV-Infektion die Aktivitidt und
Expression der IDO in HFF-Zellen unterdriickt (Heseler, 2012).

In der vorliegenden Arbeit sollte nun der Einfluss des humanen Herpes simplex Virus Typ 1
(hHSV-1) auf die antimikrobiellen und immunregulatorischen Effekte der IDO untersucht
werden. Ein inhibitorischer Effekt hétte in vivo schwerwiegende Folgen, z. B. im Rahmen von
Enzephalitis- oder Meningo-Enzephalitis-Koinfektionen oder im Falle von Immunsuppression
bei organtransplantierten Patienten mit konsekutiver Verminderung der Organtoleranz. Aus
medizinischer Sicht wire denkbar, dass eine hHSV-1 ZNS-Infektion andere schwerwiegende

ZNS-Infektionen, wie eine bakterielle Meningitis oder parasitire Enzephalitis begiinstigt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zellen

Fiir die in vitro Experimente wurden verschiedene Zelllinien verwendet, die in Tabelle 2.1.

aufgelistet sind.

Zelllinie Eigenschaften Quelle (Referenz) Verwendung
HFF Humane Vorhautfibroblasten ATCC , Wesel Experimente,
(human foreskin fibroblasts) (American Type Culture Wirtszellen fiir
Collection) T. gondii
86HG39 Humane Glioblastom-/ Institut fiir Experimente
Astrozytomzellen Neuropathologie,
Universitét Diisseldorf
(Bilzer et al., 1991)
PBL Humane Periphere Probanden Experimente

Blutlymphozyten

Tab. 2.1.: Verwendete Zelllinien

2.1.2. Erreger fiir Infektionsversuche

2.1.2.1. Bakterien

Staphylococcus aureus und Streptococcus agalactiae dienten als bakterielle Erreger in

diversen Infektionsversuchen. Beide Bakterienisolate wurden im Institut fir Medizinische

Mikrobiologie und Krankenhaushygiene, Universitatsklinik Diisseldorf, aus Patientenmaterial

identifiziert, isoliert und kulturell angeziichtet.

2.1.2.2. Viren

Das humane Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) wurde von Prof. K. E. Schneweis (Institut

fiir Virologie, Universitdtsklinikum Bonn) zur Verfiigung gestellt.
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2.1.2.3. Parasiten

Toxoplasma gondii RH-Stamm erhielten wir von ATCC (American Type Culture Collection,

Wesel).

2.1.3. Medien, Losungen und Puffer

2.1.3.1. Medien fiir die Bakterienkultur

und Streptococcus
agalactiae)

Staphylococcus aureus

Bakterienkulturmedium Verwendung Hersteller
bluthaltige Columbia-Agarplatte Experimente bioM¢érieux Deutschland
(COS-Agarplatte) (Anzucht von GmbH, Niirtingen

Tab. 2.2.: Verwendete Bakterienkulturmedien

2.1.3.2. Medien fiir die Zellkultur

Zellkulturmedium L-Tryptophan- | Zusatze Verwendung Hersteller
konzentration

IMDM (Iscoves s 80 uM 10 % FCS Zellkultur Cambrex, Miinchen

Modified Dulbecco’s (HFF, 86HG39)

Medium) Experimente

RPMI 1640 25 uM 10 % FCS Experimente Gibco, Karlsruhe

RPMI 1640 ohne L- 580 ug/mL | Experimente Gibco, Karlsruhe

Tryptophan, ohne L- L-Glutamin

Glutamin

Tab. 2.3.: Verwendete Zellkulturmedien

46




Nun folgen die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen und Puffer. Diese wurden,

wenn nicht anders beschrieben, ausschlieSlich mit hochreinem Wasser einer

Aufbereitungsanlage Direct-Q™ (Millipore GmbH, Schwalmbach) hergestellt, welches im

weiteren Verlauf als dH,O bezeichnet wird.

2.1.3.3. Losungen

Losung Bestandteile
1 mM dATP
. 1 mM dCTP
dNTP-Mix 1 mM dTTP
1 mM dGTP

Proteinase K-Ldsung 6.6 ug/mL in PBS
Kryokonservierungsldsun 12% DMSO

Y FVICTUNESIOSUNE 88 % FCS

Ponceau S Féarbung

2 g Ponceau

30 g TCA (Trichloressigséure)
30 g Sulfosalicylsdure

ad 100 ml dH,O

Tab. 2.4.: Verwendete Losungen

2.1.3.4. Puffer

Puffer

Bestandteile

Blotting-Puffer

50 mL NuPage-Blot-Puffer (20x) (Invitrogen™, Karlsruhe)
200 mL Methanol
750 mL dH,O

Ehrlich’s Reagenz

1.2 % 4-(Dimethylamin)benzaldehyd in Eisessig

Laufpuffer (Western Blot)

50 mM MOPS
50 mM Tris-Base
0.1 % (w/v) SDS
1 mM EDTA

pH 7.7

PBS (Phosphat-gepufferte
Saline [ Phosphate-buffered
saline))

13.7 mM NaCl

2.7 mM KCl1

80.9 mM Na,HPOy4
1.5 mM KH,PO,
pH 7.4

SDS-Probenpuffer

45 % Glyzerin
25 % B-Mercaptoethanol
10 % SDS
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30 mM Tris/HCl
pH 6.8

0.15 % Bromphenolblau

TE-Puffer

1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 8

Tab. 2.5.: Verwendete Puffer

2.1.4. Primer

Primer Sequenz (5'2>3") Verwendung

IDO-for TGG AGG AAC TGA GCA GCAT Detektion von IDO-mRNA
IDO-rev TTC AGT GCT TTG ACG TCC TG | Detektion von IDO-mRNA
B-Aktin-for | ATT GGC AAT GAG CGG TTC Detektion von B-Aktin-mRNA
B-Aktin-rev | GGA TGC CAC AGG ACTCCA T Detektion von B-Aktin-mRNA

Tab. 2.6.: Eingesetzte Primer fiir Real-Time PCR

2.1.5. Sonden

Die Sonden, die in der Real-Time PCR zur Detektion der IDO- (Nr. 22) und B-Aktin-mRNA

(Nr. 11) eingesetzt wurden, wurden von Roche (Mannheim) hergestellt. Die Sonden waren am

5’-Ende mit Carboxyfluorescein (FAM) und am 3’-Ende mit Carboxytetramethylrhodamin
(TAMRA) markiert.

2.1.6. Zytokine

Humanes IFN-y wurde von R&D (Wiesbaden) bezogen, in einer Konzentration von 2 x 10’

U/mL in IMDM gel6st und in Aliquots von 100 pL bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.
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2.1.7. Antikorper

2.1.7.1. Priméarantikorper

Priméire Antikorper Quelle Eingesetzte
Verdiinnung

Maus-anti-B-Aktin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1:10000

Kaninchen-anti-IDO Chemicon, Hofheim 1:5000

Tab. 2.7.: Verwendete Primirantikorper

2.1.7.2. Sekundirantikorper

Sekundiire Antikorper Quelle Eingesetzte Verdiinnung
POX-anti-Maus-1gG Jackson Immuno Research, | 1:10000

Suffolk, UK
POX-anti-Kaninchen-IgG Jackson Immuno Research, | 1:10000

Suffolk, UK

Tab. 2.8.: Verwendete Sekundérantikorper

2.1.8. GroBlenstandards

2.1.8.1. GrofBlenstandards fiir Proteine

Fir die Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen in der Polyacrylamid-

Gelelektrophorese wurden Proteingroflenstandards der Firma Invitrogen™ (Karlsruhe)

benutzt. In Tabelle 2.10.

Stained* Standardproteine aufgelistet.

sind die molekularen Massen der ,,SeeBlue® Plus2 Pre-

Proteine des Groflenstandards in MOPS-Puffer [kDa]
Myosin 191
Phosphorylase B 97
BSA 64
Glutamat-Dehydrogenase 51
Alkohol-Dehydrogenase 39
Carboanhydrase 28
Myoglobin Rot 19
Lysozym 14
Aprotinin n/a
Insulin, B-Kette n/a

Tab. 2.9.: Molekulargewichte der Proteingrofienstandards von SeeBlue® Plus2
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2.1.9. Sonstige Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Expand-High-Fidelity-Polymerase

Roche, Mannheim

M-MLV-Reverse Transkriptase

Invitrogen, Karlsruhe

Proteinase K

Roche, Mannheim

RNAse Out

Invitrogen, Karlsruhe

Tab. 2.10.: Verwendete Enzyme

2.1.10. Chemikalien

2.1.10.1. Alligemeine Chemikalien

Agarose

Bromphenolblau

Chloroform

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
DEPC

Desoxynukleotide (ANTPs)
4-(Dimethylamin)benzaldehyd
DMSO

DTT

ECL

EDTA

Eisessig (Essigsdure 96 %)
Ethanol 97 %

FCS

Ficoll 400

Formaldehyd

Glyzerin

KH,PO4

Kynurenin

L-Glutamin

L-Trytophan
B-Mercaptoethanol
Milchpulver

MOPS

Na,HPOg4

NuPage® Transfer Buffer (20x)
Proteinaseinhibitor

Salzsdure

SDS

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
TRIzol Reagenz

Trypanblau

Biozym, Oldendorf

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
PAN-Biotech, Aidenbach
Amersham, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioChrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Karlsruhe

Oxoid Wesel

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Merck, Darmstadt
Schuchard, Hohenbrunn
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Trypsin/EDTA
Tween-20

2.1.10.2. Radiochemikalien

Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt

Die Reagenzien erhielt man von der Firma Amersham (Braunschweig), wurden in RPMI 1640

(ohne L-Tryptophan, ohne Glutamin) geldst und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Radiochemikalie Aktivitit Bezugsquelle
[’H]-Thymidin 0.74 MBg/mL Amersham, Braunschweig
[*H]-Uracil 1.23 MBg/mL Amersham, Braunschweig

Tab. 2.11.: Radiochemikalien

2.1.11. Verbrauchsmaterialien

6-well Platten

96-well Mikrotiterplatten

96-well Platten Real-Time PCR
Deckgldaschen, Glas, @ 13 mm
Einmalspitzen

Einmalspritzen, 1-20 mL
Einwegkiivetten

Filterpapier Whatman 3 MM

Kaniilen; Microlance, verschiedene Grof3en
Kryotubes

Petrischalen

Reaktionsgefalle, 0.5-2.0 mL

Sterilfilter

Zellkulturflaschen, 25-175 cm®
Zellkulturschalen

Zellschaber

Zentrifugenréhrchen, 15 mL und 50 mL

2.1.12. Geriite und sonstige Materialien

Analysenwaage
Beta-Counter, 1205 Betaplate
Blottingkammer
Brutschrinke

Digitalkamera, Powershot G2

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Applied Biosystems, Darmstadt
Hecht-Assistent, Sondheim
Polylab, Seoul, Korea

Polylab Seoul, Korea

Sarstedt, Nimbrecht

VWR, Darmstadt

BD Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc GmbH, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Eschborn

Costar, Bodenheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Chyo JL-180, Welabo, Diisseldorf
Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
Semidry, Bio-Rad, Miinchen
B5060 EK/CO,, Heraeus, Hanau,
Canon, Amsterdam, Niederlande
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Elektrophoresekammern
Entwicklermaschine Curix 60
Fluoreszenzmikroskop
Kippschiittler

Kodak X-OMAT, AR Film,
Mikroskope: Axiovert 25, TE2000
Nitrozellulosemembran ,,Protran® (0.45 um)
Photometer

Pipetten

Plattenphotometer

Quarzkiivetten, 100 pL
Real-Time PCR Gerit iQ5
Rontgenfilmkammer

Filme Hyperfilm™-ECL
SDS-Gelektrophoresekammer
Spannungsgeber

Steril-Werkbank (Gelaire BSB 4A)
Thermoblock
Thermocycler

UV-Bestrahlungsgerit:
Crosslinker (UV-) CL-1000
Vortexer

Wasserbad

Zellerntegerét

Zentrifugen

AGS, Heidelberg

Agfa, Koln

Photomikroskop II, Zeiss, Kéln
Duomax 1030, Heidolph, Niirnberg
Rochester, USA

Zeiss, Oberkochen; Nikon, Diisseldorf
Schleicher & Schiill, Dassel

DU 640, Beckman-Coulter, Miinchen
Finnpipette Labsystems, Miinchen
Tecan, Crailsheim

Hellma, Jena

iCycler, Biorad, Miinchen

REGO, Haan

GE Healthcare, Miinchen

XCell, Invitrogen, Karlruhe
Electrophoresis constant Power Supply
EPS 500/400, Amersham Biosciences,
Braunschweig

Flow Laboratories, Meckenheim
Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Thermal Cycler 480
Biometra Gottingen, UNO Thermoblock
UVP, Upland, Kanada

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
GFL, Burgwedel

Harvester Basic 96, Satron Instruments
Tampere, Finnland

Heraeus Megafuge 1.0 R, Hanau,

Heraeus Biofuge fresco, Hanau
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2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Isolierung von gesamtzellulirer RNA

Um gesamtzelluldre RNA aus der jeweiligen Zelllinie zu isolieren, wurde TRIzol Reagenz der
Firma Invitrogen™ (Karlsruhe) verwendet. Bei dieser Methode handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der Guanidiniumthiocyanat Methode (Chomczynski et al., 1987). Trizol
enthélt Guanidiniumthiocyanat. Dieses Thiocyanat-Salz des Guanidin lysiert die Zellen und
inaktiviert zudem die zelluldiren RNasen und weitere Zellenzyme. Die Durchfithrung der
Isolierung der gesamtzelluldren RNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Hierzu wurden
die bendtigten Zellen (zwischen 5-10 x 10°) geerntet, abzentrifugiert (1800 rpm, 10 min.) und
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie in ImL TRIzol Reagenz resuspendiert. Danach
wurden die Zellen mit einem Ultraturrax zerkleinert. Es folgte eine 5-miniitige
Inkubationszeit, eine Zugabe von 200 uL Chloroform, sowie Schiitteln der Suspension. Nach
3 Minuten wurde die Suspension 15 Minuten lang bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nun
wurde mittels Pipette die obere Phase sorgfiltig in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal3
gegeben. Dazu wurde 500 pL Isopropanol pipettiert und anschlieBend das Reaktionsgefal3
vorsichtig invertiert. Nach einem weiteren 10-miniitigen Inkubationsschritt wurde erneut fiir
10 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das sichtbare Pellet wurde nun mit Ethanol
(75 %ig) gewaschen und fiir weitere 10 Minuten zentrifugiert. SchlieBlich wurde das Pellet
luftgetrocknet, in 100 uLL. DEPC-H,O resuspendiert und letztlich wurde das Pellet 10 min. bei
56 °C aufgelost. Nun konnte die RNA-Konzentration mit dem Photometer, wie unter 2.2.1.5.

beschrieben, bestimmt werden.

2.2.1.2. ¢cDNA Synthese aus gesamtzelluliirer RNA

Bei der Synthese von cDNA wird mRNA aus Zellen oder Gewebeproben enzymatisch mittels
dem Enzym ,reverse Transkriptase® in DNA umgeschrieben. Hierbei werden die molekularen
Verhéltnisse der Transkripte nicht verdndert. Daher kann die entstehende ¢cDNA zur
Expressionsquantifizierung genutzt werden. Die Synthese der cDNA erfolgte mittels M-MLV
Reverse Transcriptase Kit von Invitrogen™ (Karlsruhe). Der Ansatz und die Durchfiihrung

werden nun im Folgenden kurz skizziert:
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Ansatz

1 pg RNA in 10 pL DEPC-H,0

+ 1 uL Oligo-dT Primer (10 uM)
+ 1 uL ANTP-Mix (10 mM)

Inkubation des Ansatzes bei 65 °C fiir 5 Minuten und anschlieBend sofort Abkiihlung auf Eis.

+ 4 uL 5 x First Strand Puffer
+2 uL (0.1 M DTT)
+ 1 uL RNAse OUT

Inkubation des Ansatzes bei 37 °C fur 2 min.

+1 uL (200 Units) M-MLV RT

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fir 50 min. Danach wurde die Reaktion durch

Hitzeinaktivierung bei 70 °C fiir 15 min. gestoppt.

2.2.1.3. Amplifikation von DNA Molekiilen mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction) wurde 1983 von Kary Mullis
entwickelt, 1993 erhielt er dafiir den Chemie-Nobelpreis. Die PCR ist eine in vitro-Technik,
mit der gezielt definierte DNA-Bereiche amplifiziert werden konnen. Aus geringsten DNA-
Mengen konnen mit der PCR innerhalb kurzer Zeit groBere DNA-Mengen hergestellt werden.
Anschliefend konnen diese weiter analysiert werden. Aus diesem Grund werden die
Polymerase-Kettenreaktion und ihre Varianten (z. B. RT-PCR) héufig in medizinischen und
biologischen Laboratorien fiir viele verschiedene Fragestellungen verwendet, z. B. fiir das
Detektieren von Erbkrankheiten und zur Erstellung von genetischen Fingerabdriicken in der
forensischen Medizin, und fiir Vaterschaftstests. Die zu amplifizierende, doppelstringige
DNA, welche DNA-Matrize oder auch Template genannt wird, kann ein Teil eines Gens
(Exon) oder eine nicht-codierende Sequenz (Intron) sein. Die DNA-Matrize besteht maximal
aus bis zu 10000 bp und ist damit relativ kurz. Die mit Hilfe der PCR amplifizierte DNA kann
anschlieBend z. B. durch Spaltung mit Restriktionsenzymen, durch Agarose-Gelelektro-
phorese oder durch Sequenzierung genauer untersucht werden.

Im Prinzip besteht die PCR-Methode aus drei Hauptschritten. Am Anfang steht die
Hitzedenaturieung, dann kommt das Primer-Annealing und zuletzt folgt die Primer-Extension

oder Polymerisation. Im ersten Schritt wird die doppelstrangig vorliegende DNA durch Hitze
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(95 °C) denaturiert. Danach konnen sich widhrend einer Abkiihlungsphase die beiden
spezifischen, gegenldufig orientierten Oligonucleotid-Startermolekiile (Primer) mit der 5°-
oder 3 -flankierenden Sequenz verbinden. Durch eine Temperaturerh6hung auf 72 °C kann
die spezifische, thermostabile DNA-Polymerase den jeweiligen Komplementirenstrang
synthetisieren. In diesem Fall wurde die ,,expand high fidelity* DNA-Polymerase (aus
Pyrococcus furiosus) eingesetzt, die im Vergleich zur Tag-Polymerase (aus Thermus
aquaticus) eine 3°>5" Exonuklease-Aktivitdt, das proofreading, besitzt und dadurch eine
geringere Fehlerrate hat. Die DNA-Vermehrung erfolgt in einem Thermocycler. Durch ein
20- bis 30-faches Wiederholen des Zyklus erreicht man einen exponentiellen, millionenfachen
Anstieg der Konzentration des DNA-Amplifikats. Weitere Zyklen flihren zu keiner weiteren
DNA-Vermehrung, da die Reaktion durch die Ansammlung von entstehendem Pyrophosphat,
die Konkurrenz zwischen Primer und komplementirem DNA-Strang, die Konkurrenz
zwischen den Matrizenmolekiilen um die DNA-Polymerase und durch die Inaktivierung der

DNA-Polymerase zunehmend inhibiert wird.

PCR-Ansatz

10-500ng Template-DNA

100 pmol Primer 1

100 pmol Primer 2

S5uL 10 x Reaktionspuffer
40 nmol dNTP-Mix

2.5 Units DNA-Polymerase

ad 50 uL Reinstwasser

Thermoprofil des Reaktionszyklus:

95 °C 5 min.
95 °C 30 sec.
53-64 °C 60 sec. } 30 Zyklen
72 °C 1 min. / kb des Produkts
72 °C 7 min.
4°C unendlich
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2.2.1.4. Real-Time PCR

Die Real-Time PCR, auch als Real-Time-quantitative-PCR oder quantitative Echtzeit-PCR
bezeichnet, ist eine molekularbiologische Methode, die eine Quantifizierung von Nuklein-
sduren ermdglicht. Diese Technik basiert auf der in 2.2.1.3. beschriebenen herkdmmlichen
PCR. In dieser Arbeit wurde die Real-Time PCR zur Quantifizierung der IDO-mRNA- und f3-
Aktin-mRNA-Kopien in der Zellkultur eingesetzt. Sie wurde in einem iCycler (Biorad,
Miinchen) durchgefiihrt und mittels der Biorad iQ5 Software ausgewertet. Im Unterschied zur
herkdémmlichen PCR wird bei dieser Methode zusétzlich eine sequenzspezifische Sonde, die
zwischen den verschiedenen Primern an der Template-DNA bindet, benétigt. Die Sonde hat
an dem einen Ende einen Quencher und ist an dem anderen Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Durch diese Eigenschaften kann man eine Fluoreszenz, die
proportional zu der Menge des gebildeten PCR-Produkts ist, messen. Ist die Sonde jedoch,
wie zu Beginn des PCR-Zyklus, intakt, unterdriickt der Quencher die potentielle Fluoreszenz-
Emission des Reporters aufgrund der rdumlichen Nihe durch Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET, fluorescence resonance energy transfer). Wenn jedoch die Sonde,
durch die 5°-3’-Exonukleaseaktivitit der 7ag-Polymerase, wéhrend der Synthese des
Gegenstranges am  5-Ende  abgebaut wird, entfernen sich  Quencher (6-
Carboxytetramethylrodamin) und Reporter (Fluorophor, 6-Carboxyfluoresein) voneinander.
Daraus folgt eine zunehmende Reporter-Fluoreszenz, welche detektiert wird und auf die
Konzentration der IDO-mRNA in Relation zur B-Aktin-mRNA als konstitutiv exprimiertes
Gen, auch als Haushaltsgen (engl. housekeeping gene) bezeichnet, schlieen ldsst. Die

unterschiedliche mRNA-Expression wurde letztendlich mit der AACt-Methode berechnet.

Real-Time PCR-Ansatz

5.0 uL Template-DNA

12.5 uL gPCR Mastermix-No ROX (Eurogentec, Kdln)
0.3 uL Primer 1

0.3 uL Primer 2

0.5 uL Sonde

6.4 uL steriles H,O

Thermoprofil des Reaktionszyklus

50 °C 10 min.

95 °C 10 min.

95 °C 15 sec.

60 °C 1 Il'liIl. } 45 Zyklen
4°C unendlich
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2.2.1.5. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Um die DNA-Konzentration zu bestimmen, wurden die Proben 1:100 in Reinstwasser
verdiinnt, in eine Quarzkiivette (Schichtdicke: 1 cm) pipettiert und die Absorption bei 260 nm
und bei 280 nm im Spektralphotometer (Pharmacia LKB Ultraspec Plus, Pharmacia, Freiburg)
detektiert. Die Kalibrierung erfolgte jeweils gegen das entsprechende Losungsmittel (TE-
Puffer oder Reinstwasser). Das Verhiltnis der ermittelten Absorptionswerte bei 260 nm und
280 nm (A260/A280) gibt Auskunft iiber Kontaminationen der Nukleinsduren. Wenn eine
Absorption von 1.0 bei einer Wellenldnge von A=260 nm vorliegt, wiirde dies einem DNA-
Gehalt von 50 pg/mL doppelstrangiger DNA und 40 pg/mL bei einzelstrangiger DNA und
RNA entsprechen. Bei sauber durchgefiihrten Préparationen sollten die Werte des
A260/A280-Quotienten zwischen 1.7-2.0 liegen. Bei Verunreinigungen mit Proteinen oder

Phenol liegt der Quotient deutlich niedriger, bei Kontaminationen mit Salzen deutlich hoher.

2.2.2. Zellbiologische Methoden
2.2.2.1. Zellkulturmethoden

Alle Zellkulturen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, wurden in einem
Brutschrank, in dem eine CO;-Konzentration von 10 % bei wasserdampfgesittigter
Atmosphédre und eine Temperatur von 37 °C vorherrschten, kultiviert. Alle Arbeiten in der

Zellkultur erfolgten unter einer Sterilbank und mit Hilfe steriler Materialien.

2.2.2.2. Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der 86HG39 und HFF-Zellen erfolgte in IMDM, welches mit 10 %
hitzeinaktiviertem (30 min. bei 56 °C im Wasserbad) fetalem Kélberserum (FCS) versetzt
wurde. Die Zellkultur erfolgte in 75 cm” oder 162 cm? groBen Zellkulturflaschen. Zum Ernten
oder Splitten der jeweiligen Zellen wurden diese 3 Mal mit ca. 5 bis 10 mL PBS gewaschen
und mit ca. 3 bis 5 mL 0.25 %igen Trypsin-EDTA vom Zellkulturflaschenboden abgeldst.
Durch Zugabe von ca. 10 mL Kulturmedium wurde das Trypsin neutralisiert und die
Zellsuspension in einem Verhdltnis von ca. 1:6 (bei HFF-Zellen ca. 1:3) in neue
Zellkulturflaschen mit frischem Medium gegeben.

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders erwdhnt, ebenfalls in dem entsprechendem

Kulturmedium durchgefiihrt.
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2.2.2.3. Kryokonservierung von Zelllinien

Fiir die Kryokonservierung der jeweiligen Zellen wurden diese in einer Konzentration von 1 x
10’/mL in die Kryokonservierungslosung aufgenommen und je 1 mL in Kryotubes pipettiert.
Danach wurden die Zellen rasch auf eine Temperatur von — 80 °C heruntergekiihlt und am

ndchsten Tag in fliissigen Stickstoff iiberflihrt.

2.2.2.4. Bestimmung der Zellzahl

Die verschiedenen Zellen, Toxoplasmen und PBL wurden mit Hilfe einer Neubauer-
Ziahlkammer ausgezéhlt. Dazu wurden sie mit Trypanblau vermischt (je nach
Ausgangskonzentration in einer 1:10 oder 1:2 Verdiinnung) und im Mikroskop gezéhlt. Es
wurden nur die ungefirbten, vitalen Zellen gezdhlt, da diese fihig sind, den Farbstoff aktiv

aus der Zelle zu transportieren und sich damit nicht blau anfarben.

2.2.2.5. Verwendung von L-Tryptophan

Das L-Tryptophan wurde in einer Konzentration von 20 mM in einer Stocklosung angesetzt.
Dazu wurden 204 mg L-Tryptophan abgewogen und in 50 mL RPMI 1640 (ohne
Tryptophanzusatz) geldst. Danach wurde es steril filtriert und bei 4 °C im Kiihlschrank
gelagert.

2.2.2.6. Stimulation von Zellen

Die Experimente wurden in 96-well Flachboden-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Dazu wurden
jeweils 3 x 10* Zellen/Vertiefung eingesetzt und fiir 72 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen von IFN-y, wie in den einzelnen Experimenten angegeben, stimuliert.
Lediglich in den Experimenten, in denen Toxoplasma-Tachyzoiten zugegeben wurden,
wurden 4 x 10* Zellen/Vertiefung eingesetzt.

Diese Ansdtze wurden danach fiir die Messung der IDO-Aktivitdt, sowie fiir

Infektionsexperimente gleichermallen verwendet.
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2.2.2.7. Isolierung von peripheren Blutlymphozyten aus Vollblut

Fiir die jeweiligen Experimente wurden PBL (periphere Blutlymphozyten) aus dem vendsen
Blut von gesunden Spendern gewonnen. Die Lymphozyten wurden fiir jeden Versuch frisch
prapariert. Es wurden 50 mL Blut abgenommen, mit 2000 I. E. Heparin, um eine Gerinnung
zu verhindern, vermischt und mit 50 mL PBS verdiinnt. Die Anreicherung der T-Zellen
erfolgte durch Dichtegradienten-Zentrifugation iiber Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia
Biotetech, Uppsala, Schweden). Dafiir wurden 15 mL Ficoll-Paque zunichst in ein 50 mL
Reaktionstube pipettiert und mit 35 mL des heparinisierten, verdiinnten Blutes vorsichtig
iiberschichtet. AnschlieBend wurde das Gemisch 30 min. bei Raumtemperatur ungebremst mit
2400 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R, Hanau). Das Ergebnis dieser Zentrifugation
ist eine Auftrennung der einzelnen Blutbestandteile. Es wurde zunichst die obere Phase, die
aus Blutserum und PBS besteht, vorsichtig abgesaugt. Die Lymphozyten, die sich in der
Interphase befinden, wurden mit einer Pipette abgenommen und in ein neues 50 mL
Reaktionstube gegeben. Die restlichen Bestandteile des Blutes (u. a. Erythrozyten) und das
Ficoll wurden verworfen. Um mdglichst nur die PBL zu erhalten, mussten sie noch vom
restlichen Ficoll und Thrombozyten isoliert werden. Dazu folgten drei Waschschritte mit PBS.
Hierbei wurde das Gemisch mit PBS bis auf 50 mL aufgefiillt. Es folgte eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 1800 rpm. AnschlieBend wurden ca. 45 mL aus dem Tube abpipettiert und
verworfen. Zu den librig gebliebenen 5 mL wurden erneut 50 mL PBS gegeben. Dieser Schritt
wurde noch zweimal durchgefiihrt, aber bei dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde das
Zentrifugationstube bei 1200 rpm und beim Dritten bei 700 rpm 10 min. lang zentrifugiert.
Anschliefend wurde das Lymphozyten-Zell-Pellet in 5 mL PBS aufgenommen und mit der

Neubauer-Zahlkammer gezéhlt.

2.2.2.8. Versuchsansitze mit PBL

In jede der 96-well Vertiefungen wurden 1,5 x 10° PBL eingesetzt. Als Kulturmedium diente
IMDM Medium, welches mit 10 % FCS versetzt wurde. Den Medien wurden jeweils
unterschiedliche Mengen L-Tryptophan zugesetzt. Die Stimulation der T-Zell Proliferation
erfolgte durch die Zugabe von 10 pL monoklonalem anti-CD3-Antikorper OKT3 in einer
Endkonzentration von 1:3000. Dieser Antikorper, der gegen das T-Zell-Oberflaichenantigen
CD 3 gerichtet ist und in der Medizin nach Organtransplantation als Muromonab-CD3
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(Orthoclone OKT3®) eingesetzt wird, wurde mit Hilfe von OKT3 produzierenden

Hybridomzellen gewonnen (American Type Culture Collection, Rockville).

2.2.2.9. Bestimmung von T-Zell Proliferation

Wie bereits unter 2.2.2.8 kurz beschrieben, gab man 1.5 x 10° PBL in die Stimulationsansitze.
Nach 72 Stunden wurde der anti-CD3-Antikdrper OKT3 (Endverdiinnung 1:3000) in die
jeweiligen Vertiefungen pipettiert und die Stimulationsansitze wurden fiir weitere 24 Stunden
mit 7.4 kBq [’H]-Thymidin radioaktiv markiert und inkubiert. Danach konnten die 96-well
Mikrotiterplatten bei -20 °C weggefroren werden. Nach ca. 24 Stunden taute man die mit
[3H]-Thymidin radioaktiv markierten Ansitze auf und brachte sie mittels eines Zellerntegeréts
(Harvester Basic 96, Satron Instruments, Tampere, Finnland) auf einen Glasfaserfilter
(Preprint  Filtermat, LKB Wallac). AnschlieBend wurden die Glasfaserfilter im
Trockenschrank bei 100 °C getrocknet. Nun gab man die Filter mit ca. 10 mL Szintillations-
fliissigkeit (Beta Plate Scint, LKB Wallac) in spezielle Plastikfolien und schweillte diese zu.
Die anschlieBende Auswertung der Glasfaserfilter erfolgte mit einem Beta-Counter (1205
Betaplate, LKB Wallac). Bei der Messung wurde die durch den radioaktiven Zerfall des
Trititums in der Szintillationsfliissigkeit erzeugte Cerenkow-Strahlung detektiert und in
Zerféllen pro Minute (cpm = counts per minute) angegeben.

Bei den T-Zell Proliferationsexperimenten setzte man die Zellkulturiiberstinde von 86HG39
Zellen, die zuvor fiir 72 Stunden mit IFN-y (600 U/mL) stimuliert wurden, als Kulturmedium
fir die PBL ein. Hierbei wurden nach der IFN-y Stimulation 200 pL des
Zellkulturiiberstandes in eine 96-well Mikrotiterplatte gegeben und anschlieBend pipettierte
man die PBL (1,5 x 10°/Vertiefung) in 10 pL PBS dazu.

2.2.2.10. Kultivierung von Toxoplasma gondii

Da der intrazelluldre Parasit Toxoplasma gondii (RH-Stamm) eine Wirtszelle zur Vermehrung
benétigt, wurden er in HFF-Zellen kultiviert. Die Wirtszellen, die in einer 25 cm’
Zellkulturflasche in einem Monolayer angeziichtet worden sind, wurden in einem Wirtszell-
Parasiten-Verhiltnis von ca. 2:1 infiziert. Nach zwei bis drei Tagen waren nahezu alle HFF-
Zellen durch die Parasiten lysiert. Die nun freigesetzten, extrazelluldr vorliegenden
Tachyzoiten wurden geerntet und mittels 10-miniitiger Zentrifugation (600 rpm) von

verbliebenen HFF-Zellbestandteilen getrennt. Um die Tachyzoiten aus dem Uberstand zu
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pelletieren, wurde der Uberstand in ein neues Zentrifugenréhrchen pipettiert und fiir weitere
10 min. bei 2800 rpm abzentrifugiert. Das Pellet mit den Tachyzoiten wurde in 5 mL PBS
aufgenommen und entweder fiir Infektionsversuche oder zur Infektion eines neuen HFF-Zell-
Monolayers fiir eine erneute Kultivierung genutzt. Die isolierten Tachyzoiten wurden mit

Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt.

2.2.2.11. Infektion mit Toxoplasma gondii

Wie unter 2.2.2.10 beschrieben wurden die Tachyzoiten des Toxoplasma RH-Stammes
geerntet und isoliert. Die Infektion erfolgte mit ca. 3 x 10* Tachyzoiten in einem Volumen

von 10 puL pro 96-well Vertiefung.

2.2.2.12. Bestimmung der Toxoplasma gondii Proliferation

Die Proliferation des Parasiten Toxoplasma gondii wurde durch den Einbau von [*H]-Uracil
(Pfefferkorn und Pfefferkorn, 1977) gemessen. Lediglich mit Hilfe des Enzyms Uracil-
Phosphoribosyl-Transferase kann Uracil direkt in die RNA eingebaut werden. Toxoplasma
gondii hat eine 100-fach hohere Aktivitit dieses Enzyms als die Wirtszellen, sodass das
radioaktive Uracil vermehrt in die proliferierenden Toxoplasmen eingebaut wird. Die
jeweiligen Versuchsansitze (siche 2.2.2.6) wurden mit 3 x 10* Tachyzoiten nach 24 Stunden
infiziert. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Parasiten mit 0.012 MBq [*H]-Uracil
radioaktiv markiert und 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die
Ansitze bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auftauen brachte man die radioaktiv markierten
Ansitze mittels eines Zellerntegerdts (Harvester Basic 96, Satron Instruments, Tampere,
Finnland) auf einen Glasfaserfilter (Preprint Filtermat, LKB Wallac) auf. Anschlieend
wurden die Glasfaserfilter im Trockenschrank bei 100 °C getrocknet. Nun gab man die Filter
mit 10 mL Szintillations-fliissigkeit (Beta Plate Scint, LKB Wallac) in spezielle Plastikfolien
und schweilite diese zu. Die anschlieBende Auswertung der Glasfaserfilter erfolgte mit einem
Beta-Counter (1205 Betaplate, LKB Wallac). Bei der Messung wurde die durch den
radioaktiven Zerfall des Tritiums in der Szintillationsfliissigkeit erzeugte Cerenkow-Strahlung

detektiert und in Zerféllen pro Minute (cpm = counts per minute) angegeben.
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2.2.2.13. In vitro Infektion mit Staphylococcus aureus oder Streptococcus agalactiae

Die Infektion der jeweiligen Zellkulturen mit Staphylococcus aureus oder Streptococcus
agalactiae wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit den Stimulationsansitzen, die unter
2.2.2.6 beschrieben sind, durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Bakterienkolonie, die iiber Nacht
auf einer Columbia-(COS-)Blutagarplatte angeziichtet wurde, in 5 mL PBS aufgelost und
anschlieBend fiir das jeweilige Experiment auf 1:100000 oder 1:10000 in PBS verdiinnt. Aus
der entsprechenden Verdiinnung wurden anschlieBend 10 uL. Bakteriensuspension mit je ca.
10 — 100 bzw. 100 — 1000 Koloniebildende Einheiten (cfu = colony forming units) zu den 200
pL Ansétzen pipettiert. Anschlieend folgte eine Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C
im Brutschrank. Nun konnte wie unter 2.2.2.14 beschrieben das Bakterienwachstum bestimmt

werden.

2.2.2.14. Bestimmung des Staphylococcus aureus oder Streptococcus agalactiae

Wachstums

Die Stimulationsansitze, die mit Staphylococcus aureus oder Streptococcus agalactiae
infiziert wurden, wurden mit der Mehrkanalpipette mehrfach resuspendiert bis keine Kolonien
mehr makroskopisch sichtbar waren. So konnte die optische Dichte der Ansédtze und damit
das Bakterienwachstum im Photometer (Tecan, Crailsheim) bei 620 nm detektiert werden.
Dariiber hinaus konnte das bakterielle Wachstum durch Bestimmung der Koloniebildenden
Einheiten errechnet werden. Hierfiir wurden die mit den Bakterien infizierten Kulturen
resuspendiert, seriell 1:10 verdiinnt und in einem Volumen von 5 pL auf eine Blutagarplatte
ausplattiert. Nach einer 24-stliindigen Inkubation im Brutschrank bei 37 °C konnten die
Bakterienkolonien in den verschiedenen Verdiinnungsstufen gezihlt und so die cfu ermittelt

werden.

2.2.2.15. In vitro Infektion mit humanen Herpesviren

Die Infektion der jeweiligen Zellen mit dem humanen Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1)
erfolgte unter Verwendung der in den unter 2.2.2.6. beschriebenen Stimulationsansétze. Dazu
wurden die Viren in IMDM bis zur gewiinschten MOI (multiplicity of infection) verdiinnt und

zu den Zellen in die Vertiefungen in einem Volumen von 50 pL gegeben.
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2.2.2.16. Bestrahlung von Herpes simplex Typ 1 (HSV-1)

Um eine Negativ-Kontrolle zu etablieren bzw. um von den analysierten Effekten auf das
HSV-1 schlielen zu konnen, wurde das HSV-1 mit UV-Strahlen inaktiviert. Dazu wurde das
HSV-1 in den verschiedenen MOI-Konzentrationen in einer 6-well Platte in das UV-
Bestrahlungsgerit Crosslinker (UV-) CL-1000 (UVP, Upland, Kanada) positioniert und einer
UV-Strahlungenergie von 800 mJ/cm® ausgesetzt. Dass Viren mittels UV-Strahlung
inaktiviert werden konnen, macht man sich in der Medizin nicht nur in der Forschung zur
Nutze, sondern dient auch im Rahmen von Sterilisationsprozessen dem Abtdten des

infektiosen Agens.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1. Herstellung von Zelllysaten

Um die Proteinexpression der jeweiligen Zelle analysieren zu konnen, wurden die Zellen
mittels mehrmaligen Einfrieren und Auftauen (freeze-thaw-Methode) mechanisch aufgetrennt.
Hierzu wurden die HFF- oder 86HG39 Zellen zunédchst mit Hilfe eines Zellschabers geerntet,
zweimal mit etwas PBS gewaschen und fiir 10 min. bei 2800 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das
Zell-Pellet wurde anschlieBend in proteaseinhibitorhaltigem PBS (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) aufgenommen. Die entstandenen 1 bis 2 mL Suspension wurde dann mit
fliissigem Stickstoff gefroren und in dem 37 °C warmen Wasserbad wieder aufgetaut. Diese
Prozedur wurde dreimal durchgefiihrt. Danach wurden die Proben bei 13000 rpm (Biofuge
fresco, Heraeus) und 4 °C fiir 10 min. erneut zentrifugiert. Dies ist erforderlich, um nicht
benoétigte Zellmembranbestandteile und nicht aufgetrennte Zellen zu entfernen. Die
gewonnenen Zelllysate wurden in kleinen Mengen a 45 pL aliquotiert und bei -70 °C

weggefroren.

2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung geladener Teilchen,
wie Proteine, nach ihrer Ladung und GroBe. Hierfiir wurden die Zelllysate, die wie unter
2.2.3.1. hergestellt wurden, eingesetzt. Zunidchst wurden die Proteinproben 1:5 mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 10 min. bei 100 °C in einem Heizblock denaturiert. AnschlieBend

wurden die verschiedenen Proben a 10 bis 20 pL in die Geltaschen pipettiert. Im NuPage®-
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Polyacrylamidgel werden die zu detektierenden Proteine zuerst in einem Sammelgel
gesammelt und anschlieBend in einem Trenngel aufgetrennt. Die elektrische Auftrennung der
Proteine erfolgte in einer Zeit von 1 bis 2 Stunden und bei einer Spannung von 160 Volt. Da
der Marker SeeBlue™Plus2 parallel mitdetektiert wurde, konnten die molekularen Massen
der Proteine abgelesen werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist dabei
antiproportional zum Logarithmus der Molekularmasse. Bei dieser proteinbiochemischen

Methode wurden 10 %ige NuPage®-Polyacrylamidgele der Firma Invitrogen™ eingesetzt.

2.2.3.3. Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse, auch Immunblot genannt, ist ein Verfahren, mit dem
gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine durch Semidry-Blotting auf eine Protein-bindende
Nitrozellulosemembran iibertragen (geblottet) werden. Die Methode wurde urspriinglich 1979
im Labor von George Stark an der Universitit Stanford entwickelt. Um die Proteine zu
transferieren, wurden drei in Blotting-Puffer getrankte 3 MM -Whatman-Papiere, welche auf
die GroBe des NuPage®-Polyacrylamidgels zugeschnitten wurden, auf die mit Blotting-Puffer
befeuchtete Kathodenplatte der Blotting-Kammer gelegt. Nun wurde das NuPage®-
Polyacrylamidgel und die mit Blotting-Puffer angefeuchtete Membran luftblasenfrei aufgelegt.
An dieser Stelle ist es entscheidend hervorzuheben, dass beim Ubereinanderlegen der Papiere
und Membranen keine Luftblasen zwischen den Schichten entstehen diirfen, da sonst die
Proteine nicht korrekt auf die Membran transferiert werden kdnnen. Zusétzlich wurden auf die
Membran sechs in Blotting-Puffer getrinkte Filterpapiere aufgelegt und darauf wiederum
legte man den Anodendeckel, sodass die Blotting-Kammer abgeschlossen wurde.
AnschlieBend erfolgte der Proteintransfer bei einer Stromstérke von 0,8 mA/cm? Gelfldche fiir

120 Minuten.

2.2.3.4. Ponceau S Firbung

Ponceau S ist ein Farbstoff, mit dem man den Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran
iiberpriifen kann. Dazu bindet dieser Farbstoff reversibel an positiv geladene Aminogruppen
der nachzuweisenden Proteine und verursacht eine Rotfiarbung. Zur Farbung wurde die
Western Blot Nitrozellulosemembran mit dem Ponceau S in eine Schale gegeben und fiir ca. 2
Minuten auf einem Kippschiittler geschwenkt. AnschlieBend konnte die Ponceau S-Losung in

einen Reaktionstube zuriickgeschiittet und fiir einen weiteren Einsatz bei Raumtemperatur
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gelagert werden. Die Nitrozellulosemembran wurde mit dH,O gewaschen und anschliefend in

der Western Blot Analyse eingesetzt.

2.2.3.5. Immundetektion der Proteine mit Antikorpern

Nach dem Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran (siehe 2.2.3.3.) erfolgte die
Immundetektion der Proteine mittels spezifischer Antikdrper. Die Membran wurde zunédchst
fiir ca. 1,5 Stunden in einer Milchpulver-Blocklosung (5 %iges fettfreies Milchpulver in
PBST [PBS + 0,05 % Tween]) auf einem Kippschiittler schwenkend inkubiert. Dies war notig,
um die unspezifischen Antikdrper-Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend wurde der
jeweilige Primdrantikérper in der Milchpulver-Blocklésung verdiinnt (siehe 2.1.7.1) und zu
der jeweiligen Membran pipettiert. Es folgte eine 2-stiindige Inkubation bei Raumtemperatur
schwenkend auf einem Kippschiittler. Falls eine Inkubation {iber Nacht notig war, wurden die
Membranen mit dem Antikorper in einer Plastikfolie eingeschweifit und bei 4 °C schwenkend
iiber Nacht inkubiert. Danach wurden die Membranen mit 0,05 % PBST-Puffer ca. 10 min.
gewaschen, damit unspezifisch gebundenen Primér-antikorper eliminiert werden. Dieser
Waschvorgang erfolgte dreimal. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membranen mit
dem verdiinnten Peroxidase (POX)-gebundenen Sekundirantikorper (siehe 2.1.7.2) und ein
dreimaliger Waschschritt, wie bei der Primirantikorper-Inkubation. Mittels der an dem
Sekundérantikdrper gekoppelten Peroxidase und unter Verwendung des 'Enhanced
Chemiluminescence (ECL) Western Blotting'-Substrats (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) kann eine Lichtemission bzw. Chemilumineszenz erzeugt werden. Die
Membranen wurden mit ca. 1 bis 5 mL ECL-Substrat bei Raumtemperatur ohne Lufblasen
zwischen zwei Folien gelegt. AnschlieBend legte man in einer Dunkelkammer auf die in einer
Filmkassette mit ECL benetzten und zwischen zwei Folien fixierten Nitrozellulosemembranen
einen Rontgenfilm (Kodak, Deutschland). Die Expositionszeit dieses Films hing von der
Starke des detektierten Signals ab und konnte bei wenigen Sekunden bis einige Minuten oder
gar Stunden liegen. Der Rontgenfilm wurde letztlich mit Hilfe einer Entwicklermaschine
entwickelt und die detektierten Proteinbanden wurden durch den Vergleich mit den Referenz-

Markerbanden fiir ProteingréBen (siehe 2.1.8.1.) auf der Nitrozellulosemembran ausgewertet.
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2.2.3.6. Messung der IDO-Aktivitit/ L-Kynureninmessung

Um die Aktivitit der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) zu ermitteln, wurde Ehrlich’s
Reagenz eingesetzt, mit dessen Hilfe die Konzentration von Kynurenin, dem Produkt der
IDO-Aktivitdt gemessen werden konnte. Hierbei gilt: Je hoher die IDO-Aktivitdt, desto héher
ist die L-Kynurenin-Konzentration in den Zelliiberstinden. Es besteht somit eine positive
Korrelation bzw. Proportionalitit (Ddubener et al, 1994). Um eine moglichst hohe
Messstrecke zu erzielen, wurde den Stimulationsansdtzen bereits zu Beginn zusétzlich L-
Tryptophan (Endkonzentration 0,6 mM) zugefiigt. Bei der Nachweismethode wurde zunéchst
mit einer Mehrkanalpipette ein Volumen von 160 pL der zu messenden Zelliiberstinde in 96-
well Platten mit V-formigem Boden pipettiert. Dazu wurde pro Vertiefung 10 pL 30 % TCA
gegeben, um eine Proteinprézipitation zu erzielen. Nun erfolgte eine 30-miniitige Inkubation
im 50 °C warmen Wasserbad, damit das N-Formyl-Kynurenin zu Kynurenin hydrolysierte.
Anschlieend wurden die jeweiligen 96-well Platten bei 1800 rpm 10 Minuten lang
zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0, Hanau). Aus den Vertiefungen wurden 100 pL der
Kulturiiberstdinde entnommen und diese wurden wiederum in eine 96-well Platten mit
Flachboden iiberfiihrt. Dazu wurden dann 100 pL Ehrlich’s Reagenz (1.2 % (w/v) 4-
(Dimethylamin)benzaldehyd in Eisessig) zugegeben. Das Ehrlich’s Reagenz reagierte dabei
mit dem Kynurenin zu einem gelben Azofarbstoff, dessen Absorption anschlieend bei 492
nm im Photometer (Tecan, Crailsheim) detektiert wurde. Hierbei gilt: Je stirker die
Absorption bei 492 nm ausfiel, desto groBBer war die Menge des produzierten Kynurenins in
den Zelliberstinden. Die Kulturiiberstinde mit den unstimulierten Zellen stellten eine
Negativkontrolle dar. AbschlieBend ist noch anzufiihren, dass das Ehrlich’s Reagenz fiir jedes

Experiment neu angesetzt wurde.

2.2.4. Computergestiitzte Arbeiten

2.2.4.1. Statistische Auswertung

Die Statistischen Auswertungen wurden mit dem Computer-Programm ,,GraphPad
Prism* (Version Nr. 5) durchgefiihrt. Genauer gesagt, erfolgte die statistische Auswertung
des Datensatzes mit Hilfe des Standard t-Test fiir gepaarte bzw. ungepaarte Proben. Alle
Daten wurden als Mittelwerte = SEM (Standardfehler [standard error of the mean])

angegeben.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll analysiert werden, ob die tryptophanabbauende
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) in vitro in humanen tumordsen Astrozytom-/
Glioblastomzellen (86HG39 Zellen) und humanen nativen Vorhautfibroblasten (human
foreskin  fibroblasts [HFF]) einen antimikrobiellen wund immunregulatorischen
Effektormechanismus vermittelt. Im ersten Teil dieser Arbeit war das primére Ziel im Modell
mit humanen Hirntumorzellen und humanen Fibroblasten die funktionelle Bedeutung der IDO
bei der Abwehr verschiedener Enzephalitis- oder Meningitis- beziehungsweise Meningo-
Enzephalitiserreger in vitro zu analysieren. Dariiber hinaus wurde im zweiten Teil untersucht,
ob humanes Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1) die IDO und ihre antimikrobiellen und
immunregulatorischen Eigenschaften beeinflusst. Dabei wurde analysiert, ob eine hHSV-1
Infektion weitere syn- beziechungsweise metachrone Infektionen des Zentralen Nervensystems,
wie z. B. eine Toxoplasma-Enzephalitis, begiinstigt. Hierfiir wurde ein Meningo-Enzephalitis-
Koinfektionsmodell etabliert und zudem die Regulation der IDO-Aktivitdt, IDO-mRNA- und
IDO-Proteinexpression durch den pathogenen Erreger hHSV-1 selbst untersucht.

3.1. IDO-vermittelte Effekte in humanen Astrozytom-/ Glioblastomzellen (86 HG39
Zellen) und humanen Vorhautfibroblasten (human foreskin fibroblasts [HFF))

Zu Beginn des Ergebnisteils dieser Dissertation sollen die Aktivitdt, Proteinexpression, sowie
die antimikrobiellen Effektormechanismen der IFN-y induzierten IDO mittels der Zelllinie
86HG39 unter den geplanten Experimentalbedingungen als Positivkontrolle bestimmt werden.
Zudem wurden die immunregulatorischen Effektormechanismen der IDO in einem weiteren
Versuchsansatz untersucht. Um eine breitere Giiltigkeit der analysierten Effekte ableiten zu
konnen, wurde neben dem in vitro Modell mit humanen 86HG39 Zellen, ein in vitro Modell

mit humanen, nativen HFF-Zellen etabliert.

3.1.1. IDO-vermittelte Effekte in der humanen Gehirnzelllinie 86 HG39

Um die IDO-Aktivitit in Gehirnzellen zu untersuchen, wurde die humane Gehirn-
tumorzelllinie 86HG39 eingesetzt. Fiir die Induktion der IDO-Aktivitit wurde das
proinflammatorische Zytokin IFN-y verwendet. Es wurden je 3 x 10* 86HG39 Zellen pro
Vertiefung in 96-well Mikrotiterplatten gegeben und die Zellen mit IFN-y Konzentrationen
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von 0 — 1000 U/mL stimuliert. Nach einer Inkubation von 72 Stunden wurde die IDO-
Aktivitdt in den 86HG39 Zellen durch den Nachweis von Kynurenin im Zellkulturiiberstand
detektiert. Das bei den Experimenten verwendete Medium enthielt eine Konzentration von

600 uM (0.6 mM) L-Tryptophan, um eine maximale Kynureninproduktion zu erzielen.

Abb. 3.1. Abb. 3.2.
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Abb. 3.1.: IFN-y induzierte IDO-AKktivitit in 86HG39 Zellen. 86HG39 Zellen (3 x 10*/Vertiefung) wurden
fiir 72 Stunden in L-Tryptophan supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-
vy stimuliert. IFN-y wurde in Konzentrationen von 0 — 1000 U/mL verwendet. AnschlieBend wurde das
Tryptophan-Abbauprodukt Kynurenin im Zellkulturiiberstand photometrisch bei einer optischen Dichte von 492
nm (ODygnm) quantitativ erfasst. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus drei
verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansétzen dargestellt.

Abb. 3.2.: IFN-y induzierte IDO-Proteinexpression in 86HG39 Zellen. 86HG39 Zellen (5 x 10°/Ansatz)
wurden fiir 24 Stunden in L-Tryptophan supplementiertem IMDM Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-
Tryptophan) mit IFN-y stimuliert. IFN-y wurde in einer Konzentration von 600 U/mL verwendet. Anschlieend
wurden die 86HG39 Zellen geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden in einem 10 %-igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteinexpression mittels Western Blot erfasst. Hierbei wurde die humane
IDO durch einen Kaninchen-anti-IDO-Antikérper nachgewiesen. Als Auftragskontrolle diente B-Aktin.

Abbildung 3.1. bestitigt und zeigt eindeutig, dass eine Stimulation der 86HG39 Zellen mit
IFN-y zu einer Kynureninproduktion fiithrt. Es ldsst sich zusammenfassend sagen, dass je
hoher die verwendete IFN-y Konzentration fiir die Stimulation der 86HG39 Zellen ist, desto
hoher ist auch die Kynureninproduktion und die induzierte IDO-Aktivitdt. Es besteht somit
eine positive Korrelation zwischen der verwendeten IFN-y Konzentration und der IDO-
Aktivitit.

Als Nachweis, ob die humane Gehirntumorzelllinie 86HG39 auch das IDO-Protein exprimiert,
wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (siche Abb. 3.2.). Hierbei wurden humane
86HG39 Zellen (5 x 10°/Ansatz) zum einen mit 600 U/mL IFN-y stimuliert, zum anderen
wurden sie nicht stimuliert. Als Auftragskontrolle wurde auler dem IDO-Protein auch das
nicht-regulierte Gen, B-Aktin nachgewiesen. Wie in Abbildung 3.2. gekennzeichnet ist das
IDO-Protein ca. 45 kDa schwer und das Molekulargewicht von B-Aktin-Protein liegt bei ca.

39 kDa. In der Western Blot Analyse ist nun zu erkennen, dass es im Fall einer IFN-y
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Stimulation zu einer deutlichen IDO-Proteinbildung und Expression von -Aktin kommt. Die
unstimulierten Zellen exprimieren lediglich das konstitutiv gebildete B-Aktin.

Die bisher gezeigten Daten bestétigen, dass humane, tumordse Hirnzellen 86HG39 fihig sind
eine IFN-y vemittelte IDO-Aktivitdt auszubilden. In den nun folgenden Experimenten soll
iiberpriift werden, ob die IDO-Aktivitit antimikrobielle Effekte vermittelt.

Um die antimikrobiellen Effekte analysieren zu konnen, wurden die Hirntumorzellen mit
verschiedenen Konzentrationen IFN-y (0 bis 1000 U/mL) stimuliert und mit bakteriellen und
parasitiren Meningo-Enzephalitis-Erregern infiziert. Zunédchst wurden die iiber 72 Stunden
mit IFN-y stimulierten 86HG39 Zellkulturen mit Streptococcus agalactiae infiziert. Das
bakterielle Wachstum wurde 24 Stunden nach der bakteriellen Infektion durch die Messung
der optischen Dichte (ODg0nm), sowie durch die Auswertung der colony forming units ([cfu],
Koloniebildende Einheiten) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.3. (ODg20nm) und
Abbildung 3.4. (cfu) dargestellt. Hierbei kann ein signifikanter (p < 0.0001), IDO-induzierter
antibakterieller Effekt, bezogen auf die Werte der nicht stimulierten Zellen, ab einer IFN-y
Konzentration von 125 U/mL erkannt werden (siche Abb. 3.3.). Man sieht zudem, dass das

bakterielle Wachstum um mehr als 4 Logarithmus-Stufen gehemmt wird (siche Abb. 3.4.).

Abb. 3.3. Abb. 3.4.
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Abb. 3.3. und Abb. 3.4.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae in 86HG39
Zellen. 86HG39 Zellen (3 x 10%/Vertiefung) wurden mit IFN-y stimuliert (bis 1000 U/mL) oder unstimuliert
belassen (0 U/mL). Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit Streptococcus agalactiae (10-100 cfu/Vertiefung)
infiziert und das bakterielle Wachstum nach weiteren 24 Stunden durch Messung der optischen Dichte (ODg9nm)
ermittelt (Abb. 3.3.) bzw. wurde das Wachstum durch colony forming units (cfu) bestimmt. (Abb. 3.4.). Die
Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils
dreifachen Ansdtzen dargestellt. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle
Effekte, bezogen auf die Werte bei unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*).

Zudem wurde das Experiment mit einer Staphylococcus aureus-Infektion durchgefiihrt. Das
Bakterienwachstum wurde mit Hilfe der optischen Dichte (ODgonm) gemessen. Die

Ergebnisse sind Abbildung 3.5. zu entnehmen. Hier ist ebenfalls ein signifikanter (p < 0.01),
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IDO-induzierter antibakterieller Effekt, bezogen auf die Daten der unstimulierten Zellen, ab

einer IFN-y Konzentration von 31 U/mL zu erkennen.
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Abb. 3.5.: IFN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Staphylococcus aureus in 86HG39 Zellen.
86HG39 Zellen (3 x 10*/Vertiefung) wurden mit IFN-y stimuliert (bis 1000 U/mL) oder nicht stimuliert. Nach 72
Stunden wurden die Kulturen mit Staphylococcus aureus (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und das
Bakterienwachstum nach weiteren 24 Stunden durch Messung der optischen Dichte (ODgyg,m) ermittelt. Die
Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils
dreifachen Ansidtzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.01), durch IFN-y vermittelte, antibakterielle
Effekte, bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet
(*). Die Signifikanz liegt bei einer IFN-y Konzentration von 31 U/mL bei p < 0.01, ab 125 U/mL liegt die
Signifikanz bei p < 0.0001.

Um zu untersuchen, ob der IDO-vermittelte antibakterielle Effekt von der Bakterien-
infektionsdosis abhéngt, wurden die oben dargestellten Experimente (siche Abb. 3.3. und 3.5.)
mit einer hoheren Streptococcus agalactiae- und Staphylococcus aureus-Infektionsdosis
durchgefiihrt. Hierbei wurde eine 10-mal hdhere Dosis von 100 bis 1000 cfu/Vertiefung,
anstatt 10-100 cfu/Vertiefung, als Infektionsdosis eingesetzt. Die FErgebnisse der
Infektionsexperimente mit Streptococcus agalactiae sind in Abbildung 3.6., mit
Staphylococcus aureus in Abbildung 3.7. dargestellt. Hierbei ist zusammenfassend
festzuhalten, dass die hohere Infektionsdosis keinen Effekt auf den IDO-vermittelten
antibakteriellen Effekt hat. Man kann in diesen Infektionsexperimenten sehen, dass schon ab
einer IFN-y Konzentration 15 U/mL das Bakterienwachstum signifikant (p < 0.0001)

gehemmt wird.
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Abb. 3.6. Abb. 3.7.
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Abb. 3.6. und Abb. 3.7.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae (Abb. 3.6.)
und Staphylococcus aureus (Abb. 3.7.) in 86HG39 Zellen. 86HG39 Zellen (3 x 10%/Vertiefung) wurden mit
IFN-y stimuliert (bis 1000 U/mL) oder blieben unstimuliert (0 U/mL). Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Streptococcus agalactiae bzw. Staphylococcus aureus (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und das bakterielle
Wachstum nach weiteren 24 Stunden durch Messung der optischen Dichte (ODgygny) ermittelt. Die Daten
wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils

dreifachen Ansétzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle
Effekte, bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet

()

Die Analyse des IDO-vermittelten antiparasitiren Effektes in den Hirntumorzellen wurde in
einem ebenfalls etabliertem Modellsystem mit dem obligat intrazelluliren Parasiten
Toxoplasma gondii durchgefiihrt (siche Abb. 3.8.). Hierbei wurden die 86HG39 Zellkulturen
72 Stunden mit IFN-y stimuliert und danach mit Toxoplasma gondii infiziert. Die Detektion
der Toxoplasma-Proliferation wurde mit Hilfe eines Beta-Counters, der die Strahlung des
eingebauten, radioaktiv markierten [*H]-Uracil in der RNA des Parasiten misst, durchgefiihrt.

In Abbildung 3.8. ist zu erkennen, dass eine IFN-y Dosis von 125 U/mL zu einer deutlichen,
signifikanten (p < 0.0001) Inhibition der Toxoplasma-Proliferation fiihrt. Dabei sinkt das
Wachstum auf ca. 30 % des unstimulierten Ansatzes. Eine hohere IFN-y Konzentration (1000

U/mL) fiihrt zu einer nahezu vollstindigen Hemmung der Parasitenproliferation.
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Abb. 3.8.: IFN-y induzierte Hemmung der Proliferation von Toxoplasma gondii in 86HG39 Zellen. 4 x 10*
86HG39 Zellen wurden zunichst fiir 24 Stunden mit IFN-y stimuliert oder nicht stimuliert. Dann wurden die
Kulturen mit Toxoplasma gondii (3 x 10*/Vertiefung) infiziert. Die Proliferation von T. gondii wurde nach
weiteren 72 Stunden durch den Einbau von [*H]-Uracil in die parasitire RNA mit einem Beta-Counter gemessen.
Die Daten wurden als Durchschnittswerte der Uracilinkorporation =+ Standardfehler (SEM) aus drei
verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansdtzen angegeben. Eine signifikante Hemmung (p <
0.0001) des parasitiren Wachstums, durch IFN-y induziert, bezogen auf den jeweiligen Ansatz, der nicht mit
IFN-y stimuliert wurde, wurde extra gekennzeichnet (*).

Somit wurden die von unserer Arbeitsgruppe bereits publizierten Ergebnisse zur
antimikrobiellen Aktivitdt von 86HG39 Zellen reproduziert und die Infektionsmodelle konnen

im Folgenden fiir Ko-Infektionsansitze verwendet werden.

3.1.2. Immunregulatorische IDO-vermittelte Effekte in 86 HG39 Zellen

Letztlich sollte auch noch der IDO-vermittelte immunregulatorische Effekt in 86HG39 Zellen
analysiert werden. Hierzu wurden humane 86HG39 Tumorzellen 72 Stunden lang mit IFN-y
stimuliert (600 U/mL). Danach wurden die Zellkulturiiberstinde geerntet und als
Kulturmedium fiir periphere Blutymphozyten (PBL) benutzt. Die T-Zellen wurden hierbei
durch den Zusatz von OKT3 aktiviert und die daraus resultierende T-Zell Proliferation wurde
durch den Einbau von [3H]-Thymidin detektiert. Als Negativkontrolle wurde ein
unbehandelter Ansatz ohne eine Stimulation mit OKT3 (Medium) eingesetzt.

Abbildung 3.9. zeigt einen deutlichen, signifikanten (p < 0.0001), IFN-y vermittelten
immunregulatorischen Effekt in Form einer Inhibition der T-Zell Proliferation. Die T-Zell
Proliferation wird dabei auf weniger als 20 % des Ausgangswertes der unstimulierten

Kontrolle reduziert.
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Abb. 3.9.: IFN-y induzierter IDO-vermittelter immunregulatorischer Effekt in 86HG39 Zellen. 1 x 10°
86HG39 Zellen wurden in An- (+ IFN-y) oder Abwesenheit (- IFN-y) von IFN-y (600 U/mL) in 5 mL Medium
inkubiert. Nach 72 Stunden wurden je 200 uL der Zelliiberstinde als Kulturmedium fiir 1.5 x 10° PBL, die mit
OKT3 stimuliert und aktiviert wurden, verwendet. Als Negativkontrolle wurden 1.5 x 10° PBL ohne OKT3
(Medium) in Kulturmedium inkubiert. Nach weiteren 48 Stunden wurde die T-Zell Proliferation mittels Beta-
Counter durch den Einbau von [3H]-Thymidin (in cpm) gemessen. Die Daten wurden als Durchschnittswerte des
[3H]-Thymidineinbaus + Standardfehler (SEM) aus zwei verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansitzen angegeben. Eine signifikante Inhibition (p < 0.0001) der T-Zell Proliferation, bezogen auf die
Kontrollgruppe ohne IFN-y wurde gekennzeichnet (*).

Damit sind auch die von der Arbeitsgruppe bereits verdffentlichten Daten zur Hemmung des
T-Zellwachstums durch IFN-y stimulierte Glioblastomzellen reproduziert und auch dieses
Modellsystem soll spiter, um eine gleichzeitige HSV-1 Infektion erweitert, in komplexeren

Modellsystemen verwendet werden.

3.1.3. IDO-AKktivitit in humanen, nativen HFF-Zellen

Die Ergebnisse der bisherigen Experimente (siehe 3.1.1.), wurden durch die Analyse der
IFN-y vermittelten IDO-Aktivitdit und IDO-induzierten antimikrobiellen Effekte in einem
etabliertem Modell mit den Hirntumorzellen 86HG39 gewonnen. Um die IDO-Aktivitdt und
die IDO-vermittelten Effekte in der humanen Astrozytom-/ Gliobastomzelllinie mit einer
nativen Zelllinie vergleichen zu konnen, wurde die Experimente ebenfalls mit humanen
Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen) wiederholt.

Wie auch in den Experimenten mit den 86HG39 Tumorzellen, wurde zundchst die IFN-y
vermittelte IDO-Aktivitdt in den humanen, nativen HFF-Zellen analysiert. Auch in dieser
Zelllinie konnte eine IDO-Aktivitdt nach einer 72-stiindigen Stimulation mit IFN-y (0 bis
1000 U/mL) mit Hilfe der Messung der Kynureninproduktion in den Zelliiberstinden bei

73



einer optischen Dichte von 492nm (OD4oonm) nachgewiesen werden. Wie bereits mit der
Zelllinie 86HG39 gezeigt, kann in der HFF-Zellline ebenfalls eine IFN-y induzierte IDO-
Aktivitdt mit einer Kynureninproduktion untersucht werden. Anhand von Abbildung 3.10.
lasst sich zusammenfassend sagen, dass auch bei den HFF Zellen eine positive Korrelation

zwischen IFN-y Stimulation und IDO-Aktivitét besteht.
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Abb. 3.10.: IFN-y induzierte IDO-AKktivitit in HFF-Zellen. HFF-Zellen (3 x 10"/Vertiefung) wurden fiir 72
Stunden in L-Tryptophan supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-y
stimuliert. IFN-y wurde in einer Konzentration von 0 — 1000 U/mL eingesetzt. AnschlieBend wurde das
Tryptophan-Abbauprodukt Kynurenin im Zellkulturiiberstand photometrisch bei einer optischen Dichte von 492
nm (ODygnm) quantitativ erfasst. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus drei
verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansétzen dargestellt.

3.1.4. IDO-Proteinexpression in nativen HFF-Zellen

Zum Vergleich, ob die nativen, humanen HFF-Zellen, ebenso wie die Gehirntumorzelllinie
86HG39, in der Lage sind das IDO-Protein zu exprimieren, wurde ebenfalls wie unter 3.1.1.
eine IFN-y induzierte IDO-Proteinexpression mit Hilfe einer Western Blot Analyse erfasst
(siche Abb. 3.11.). Hierbei wurden HFF-Zellen (1 x 10°/Ansatz) zum einen mit 600 U/mL
IFN-y stimuliert, zum anderen blieben sie unstimuliert. Als Kontrolle wurde auBler dem IDO-
Protein auch das housekeeping gene B-Aktin nachgewiesen. Da eine IDO-Aktivitit in den
HFF-Zellen mittels IFN-y induziert werden kann (sieche Abb. 3.10.), ist zu erwarten, dass es
auch zu einer nachweisbaren IDO-Proteinexpression kommt. Der Abbildung 3.11. ist zu
entnehmen, dass es im Fall einer IFN-y Zellstimulation zusitzlich zu einer deutlichen
Expression des IDO-Proteins kommt. Die unstimulierten Zellen exprimieren lediglich das

konstitutiv gebildete B-Aktin.
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Abb. 3.11.: IFN-y induzierte IDO-Proteinexpression in humanen, nativen HFF-Zellen. HFF-Zellen (1 x
10°Ansatz) wurden fiir 24 Stunden in L-Tryptophan supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-
Tryptophan) mit IFN-y stimuliert. IFN-y wurde in einer Konzentration von 600 U/mL verwendet. AnschlieBend
wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel
(NuPage®-Polyacrylamidgel) nach ihrer GroBe aufgetrennt und die Proteinexpression mittels Western Blot
erfasst. Hierbei wurde die humane IDO durch einen Kaninchen-anti-IDO-Antikdrper nachgewiesen. Als
Ladekontrolle wurde [-Aktin mittels eines Maus-anti-B-Aktin-Antikorper detektiert. Als spezifischer
Sekunddrantikorper diente zum Nachweis des IDO-Proteins ein POX-gekoppelter Anti-Kaninchen-IgG
Antikorper. Die Detektion von B-Aktin erfolgte mit dem POX-anti-Maus-IgG Antikdrper.

Die Western Blot Analyse zeigt abschlieBend, dass die Ergebnisse der Experimente mit
86HG39 Tumorzellen iiber die IDO-Proteinexpression und -Aktivitdt auf die humane, native

HFF-Zelllinie iibertragbar sind.

3.1.5. Antibakterielle Effekte in nativen HFF-Zellen

Auch in den nativen, humanen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen) wurden die IFN-y
induzierten antimikrobiellen Effekte analysiert. In diesen Experimenten wurden erneut die
Kulturen iiber 72 Stunden mit IFN-y stimuliert und dann mit Streptococcus agalactiae oder
Staphylococcus aureus infiziert. 24 Stunden post infectionem wurde wiederum die optische
Dichte (ODg0nm) als MaB fiir das bakterielle Wachstum gemessen. Die Ergebnisse der IFN-y
vermittelten antibakteriellen Effekte sind bei Infektion mit Streptococcus agalactiae in
Abbildung 3.12., bei Infektion mit Staphylococcus aureus in Abbildung 3.13. dargestellt.
Auch in diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass das Bakterienwachstum IFN-y
abhingig gehemmt werden kann. Dieser IDO-vermittelte antibakterielle Effekt war ab einer
IFN-y Konzentration von 31 U/mL signifikant (p < 0.0001) und konnte durch hohere
Konzentrationen an IFN-y noch etwas verstirkt werden. Das Wachstum von Streptococcus
agalactiae wurde bis auf ca. 25 % des Ausgangswertes der unstimulierten Kontrolle reduziert
(siche Abb. 3.12.). Das bakterielle Wachstum von Staphylococcus aureus konnte auf ca. 30 %
verringert werden (sieche Abb. 3.13.).
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Abb. 3.12. Abb. 3.13.
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Abb. 3.12. Abb 3.13.: IFN-y induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae (Abb. 3.12.)
Staphylococcus aureus (Abb. 3.13.) in humanen, nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen). HFF-Zellen (3
x 10*/Vertiefung) wurden mit IFN-y stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen
mit Streptococcus agalactiae bzw. Staphylococcus aureus (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und das bakterielle
Wachstum nach weiteren 24 Stunden durch die Detektion der optischen Dichte (ODgygnm) ermittelt. Die Daten
wurden als Durchschnittswerte = Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils
dreifachen Ansitzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte, antibakterielle
Effekte, bezogen auf die Werte bei unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (¥).

Um den IDO-vermittelten antibakteriellen Effekt bei einer hoheren Bakterieninfektionsdosis
(cfu 100-1000/Vertiefung), wie unter 3.1.1., untersuchen zu konnen, wurden die oben
dargestellten HFF-Experimente (siche Abb. 3.12. und 3.13.) mit der hoheren Streptococcus
agalactiae- und Staphylococcus aureus-Bakteriendosis durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Infektionsexperimente mit Streptococcus agalactiae sind in Abbildung 3.14., mit
Staphylococcus aureus in Abbildung 3.15. dargestellt.

Zusammenfassend ist an dieser Stelle ebenfalls zu sagen, dass in beiden
Infektionsexperimenten der antibakterielle IDO-Effekt, wie in den Versuchsansidtzen mit
86HG39 Zellen (siche Abb. 3.6. und 3.7.), nicht von der ca. 10-mal hdheren
Bakterieninfektionsdosis beeintréchtigt wird. Stattdessen wird das Bakterienwachstum durch

die IFN-y Stimulation (15 U/mL) auf ca. 25 % des Wachstums der Kontrollgruppe ohne eine
IFN-y Stimulation reduziert (siche Abb. 3.14. und 3.15.).
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Abb. 3.14. Abb. 3.15.
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Abb. 3.14. und Abb. 3.15.: IFN-y induzierte Hemmung des Wachstums von Streptococcus agalactiae (Abb.
3.14.) und Staphylococcus aureus (Abb. 3.15.) in humanen, nativen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen).
HFF-Zellen (3 x 10%/Vertiefung) wurden mit IFN-y (hier 15 U/mL exemplarisch demonstriert) stimuliert oder
unstimuliert belassen. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit Streptococcus agalactiae oder Staphylococcus
aureus (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und das bakterielle Wachstum nach weiteren 24 Stunden durch das
Messen der optischen Dichte (ODgjg,y) ermittelt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler
(SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansétzen angegeben. Statistisch signifikante
(p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte, antibakterielle Effekte, bezogen auf die Werte bei unstimulierten Zellen,
wurden gekennzeichnet (*).
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3.2. Beeinflussung der IDO durch humanes Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1)

In den oben présentierten in vitro Experimenten wurden die Tumorzelllinie 86HG39 und die
native HFF-Zelllinie initial mit I[FN-y stimuliert und dann in einem zweiten Schritt mit dem
jeweiligen Pathogen infiziert. In vivo wire dies der Fall bei einer aktiven, floriden Infektion
beziehungsweise Entziindung. Am Anfang einer Erkrankung oder Infektion trifft der
Krankheitserreger jedoch meist auf eine Zelle, die noch keine Verteidigungsmechanismen
aktiviert hat. Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde daher untersucht, wie eine bestehende
Infektion den Verlauf beziehungsweise die Ausprigung des antimikrobiellen Effektes
beeinflusst. Hierflir wurde im Modellsystem mit humanen Hirntumorzellen (Zelllinie 86HG39)
und zum Teil mit nativen HFF-Zellen untersucht, welchen Einfluss eine Herpes simplex Virus
Typ 1 Infektion auf die durch IFN-y induzierten IDO-Effekte hat. Wie bereits unter 3.1.1.
erwahnt, veroffentlichte unsere Arbeitsgruppe bereits, dass es dem hHSV-1 moglich ist, sich
in der Hirntumorzelllinie 86HG39 zu replizieren (Adams et al., 2004 A). Zudem zeigte
Heseler, dass der I[FN-y vermittelte antivirale Effekt von der hHSV-1 Infektionsdosis abhéngt
und bei einer hoheren Infektionsdosis (MOI 1,5) nicht so effektiv ist, wie bei einer
niedrigeren Infektionsdosis (MOI 0,15) (Heseler, 2008). Diese Daten stellen fiir die
vorliegende Arbeit, in der ein Meningo-Enzephalitis-Modellsystem etabliert wurde, eine

wichtige Vorraussetzung dar.
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3.2.1. Einfluss von hHSV-1 auf die IFN-y vermittelte IDO-Aktivitit

Zunidchst wurde der Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitdt in IFN-y
stimulierten 86HG39 Zellen analysiert. Dabei wurden die Zellen mit verschiedenen Dosen
IFN-y (0 bis 1000 U/ml) stimuliert und zum Zeitpunkt Null mit verschiedenen
Konzentrationen (MOI 0,08 bis 8) des hHSV-1 infiziert. Die Infektion der Zellen mit hHSV-1
wurde mikroskopisch tiberpriift. Die IDO-Aktivitit wurde anhand der optischen Dichte bei
492nm (OD49onm), die durch die vorhandene Menge an produziertem Kynurenin variiert, nach
72-stiindiger Inkubation gemessen. Die Ergebnisse der Experimente zeigt Abbildung 3.16..
Hier ist deutlich zu erkennen, dass die IFN-y vermittelte IDO-Aktivitit von der hHSV-1
Infektionsdosis abhéngt. So ist zu sehen, dass die IFN-y vermittelte IDO-Aktivitit mit der
ansteigenden hHSV-1 Infektionsdosis abnimmt. Die IDO-Aktivitit ist in der IFN-y
stimulierten, uninfizierten Kontrolle am hochsten und im Falle einer zusitzlichen hHSV-1
Infektionsdosis mit einer MOI von 8 am geringsten. Eine signifikante (p < 0.05) Inhibition der

IDO-Aktivitéit kann schon ab einer hHSV-1 MOI von 0,08 erreicht.
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Abb. 3.16.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitit in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39
Zellen/Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 0,08; 0,8; 4 oder 8) in L-
Tryptophan-supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-y stimuliert. Die
Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) der photometrisch (ODy4gy,m) ermittelten
Kynureninproduktion in den Zellkulturiiberstinden aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansitzen angegeben. Eine signifikante Hemmung (p < 0.05) der IDO-Aktivitét, bezogen auf die jeweilige IFN-y
Konzentration ohne hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (*).

Vergleichend wurde ebenfalls der Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitdt in
IFN-y stimulierten HFF-Zellen, also einer nativen Zelllinie, untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.17. dargestellt und man erkennt, dass auch in der nativen, humanen HFF-

Zelllinie die IFN-y stimulierte IDO-Aktivitit von der verwendeten hHSV-1 Infektionsdosis
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abhéngt und eine Proportionalitit vorliegt. Demnach ist die IDO-Aktivitdt in der IFN-y
stimulierten und uninfizierten Kontrolle am hochsten und im Falle einer zusétzlichen hHSV-1
Infektionsdosis mit einer MOI von 8 am geringsten. Eine signifikante Inhibition (p < 0.05) der
IDO-AKktivitit kann ab einer hHSV-1 MOI von 0,08 beobachtet werden.

Bei der 86HG39 Zelllinie (siche Abb. 3.16.) wird die IDO-Aktivitdt bei 1000 U/mL IFN-y
und einer hHSV-1 MOI von 8 um mehr als 60 % gehemmt. Die IDO-Aktivitidt der HFF-
Zellline (siche Abb. 3.17.) konnte bei einer vergleichbaren hHSV-1 Infektionsdosis mit einer

MOI von 8 sogar um mehr als 70 % inhibiert werden.
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Abb. 3.17.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitit in HFF-Zellen. HFF-Zellen (3 x
10*/Vertiefung) wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 0,8; 4 oder 8) in L-
Tryptophan-supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-y (0 bis 1000 U/mL)
stimuliert. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) der photometrisch (OD49pnm)
ermittelten Kynureninproduktion in den Zellkulturiiberstinden aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils
dreifachen Ansétzen angegeben. Eine signifikante Hemmung (p < 0.05) der IDO-Aktivitit, bezogen auf die
jeweilige IFN-y Konzentration ohne hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (*).

Nach den beiden Versuchsansétzen (sieche Abb. 3.16. und 3.17.), in denen der Einfluss einer
hHSV-1 Infektion auf die IDO-Aktivitidt untersucht wurde, lisst sich jedoch bis zu dieser
Stelle nur vermuten, dass fir die Reduktion der IDO-Aktivitit die Virusinfektion
verantwortlich ist. Um eine spezifische Negativkontrolle zu etablieren und den inhibitorischen
Effekt auf die IDO-Aktivitit dem hHSV-1 zuschreiben zu konnen, wurde das hHSV-1 durch
UV-Bestrahlung inaktiviert. Hierbei wurde das hHSV-1 vor der Infektion in das UV-
Bestrahlungsgerit Crosslinker (UV-) CL-1000 (UVP, Upland, Kanada) positioniert und einer
UV-Strahlungsenergie von 800 mlJ/cm’® ausgesetzt. Abbildung 3.18. zeigt ein hHSV-1
Infektionsexperiment wie Abbildung 3.16., aber mit dem Unterschied, dass hier nun das

hHSV-1 mittels UV-Strahlung vor der Infektion der 86HG39 Zellen inaktiviert wurde.
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Abbildung 3.19. zeigt ebenfalls das gleiche Experiment, aber unter Verwendung von nativen
HFF-Zellen. Beide Experimente lassen den Schluss zu, dass bei einer hHSV-1 Inaktivierung
der inhibitorische Effekt auf die IDO-Aktivitit im Vergleich zu Abbildung 3.16. und 3.17.
komplett aufgehoben wird. Diese Aussage kann anhand der fast deckungsgleich verlaufenden
Kurven getroffen werden (siche Abb. 3.18. und 3.19.). Dies bedeutet, dass in beiden Féllen
die IDO-Aktivitidt nahezu den Wert der Positivkontrolle erreicht, bei der die Zellen mit IFN-y
stimuliert, aber uninfiziert sind. Als weitere Kontrolle wurde in beiden Experimenten ein

Versuchansatz mitgefiihrt, der mit hHSV-1 infiziert (MOI 8 [nicht bestrahlt]) wurde.
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Abb. 3.18.: Einfluss einer Infektion mit UV-inaktiviertem hHSV-1 auf die IDO-Aktivitit in 86HG39
Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen/Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von UV-
inaktiviertem hHSV-1 in L-Tryptophan-supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan)
mit IFN-y (0 bis 1000 U/mL) stimuliert. Als Positivkontrolle wurde zudem ein HSV-1 infizierter (MOI 8 [nicht
bestrahlt]) Versuchsansatz mitgefiihrt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) der
photometrisch (ODygy,m) ermittelten Kynureninproduktion in den Zellkulturiiberstinden aus drei verschiedenen
Experimenten mit jeweils dreifachen Ansitzen angegeben. Bei allen IFN-y-Konzentrationen zeigte sich in den
Versuchsansdtzen mit dem UV-inaktivierten hHSV-1, jeweils bezogen auf den uninfizierten Ansatz, eine
signifikante (p < 0.05) Aufhebung der Hemmung der IDO-Aktivitit.
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Abb. 3.19.: Einfluss einer Infektion mit UV-inaktiviertem hHSV-1 auf die IDO-Aktivitit in HFF-Zellen.
HFF-Zellen (3 x 10%/Vertiefung) wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von UV-inaktiviertem hHSV-
1 in L-Tryptophan-supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-y (0 bis 1000
U/mL) stimuliert. Als Positivkontrolle wurde zudem ein HSV-1 infizierter (MOI 8 [nicht bestrahlt])
Versuchsansatz mitgefiihrt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) der photometrisch
(ODyopnm) ermittelten Kynureninproduktion in den Zellkulturiiberstdinden aus drei verschiedenen Experimenten
mit jeweils dreifachen Ansitzen angegeben. Bei allen IFN-y-Konzentrationen zeigte sich in den
Versuchsansdtzen mit dem UV-inaktivierten hHSV-1, jeweils bezogen auf den uninfizierten Ansatz, eine
signifikante (p < 0.05) Aufhebung der Hemmung der IDO-Aktivitat.

3.2.2. Einfluss von hHSV-1 auf die IFN-y vermittelte IDO-Proteinexpression

Als néchstes wurde der Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-Proteinbiosynthese
analysiert. Der Grund hierfiir war die Frage, ob die hHSV-1 vermittelte Reduktion der IDO-
Aktivitdt auf einer inhibierten Enzym-Expression basiert. Die Untersuchung erfolgte mittels
einer Western Blot Analyse. Hierzu wurden zunéchst die humanen Hirntumorzellen 86HG39
mit IFN-y stimuliert oder unstimuliert belassen und mit verschiedenen Mengen hHSV-1
infiziert. Die erfolgreiche Infektion mit hHSV-1 wurde mikroskopisch kontrolliert. Als
Negativkontrolle dienten IFN-y stimulierte, nicht mit hHSV-1 infizierte 86HG39 Zellen. Nach
dem Ernten der Ansétze wurden die Zellen lysiert und mittels spezifischer Antikorper das
darin enthaltene IDO-Protein, beziehungsweise das houskeeping gene B-Aktin, im Western
Blot quantitativ detektiert (siche Abb. 3.20.). Das p-Aktin funktioniert hierbei als
Auftragskontrolle. Zudem lieB3 sich durch Analyse dieses konstitutiv exprimierten und nicht-
regulierten housekeeping genes erkennen, dass die infizierten Zellen noch Proteinbiosynthese

durchfiihrten, das heif3t vital waren.
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Die Western Blot Analyse (Abb. 3.20.) zeigt, dass die IFN-y vermittelte IDO-
Proteinexpression von der hHSV-1 Infektionsdosis beeinflusst wird. Es ist zu sehen, dass die
IFN-y vermittelte IDO-Proteinbildung mit der ansteigenden hHSV-1 Infektionsdosis
zunehmend inhibiert wird. Die uninfizierten und mit IFN-y stimulierten 86HG39 Zellen
weisen demnach die stirkste IDO-Expression auf. Bei einer zusétzlichen hHSV-1 Infektion
mit einer MOI 1,5 ist die IDO-Proteinbildung um ca. 50 % reduziert und bei einer MOI von 7
ist lediglich eine ganz geringe IDO-Proteinexpression erkennbar. Die B-Aktin-Expression ist
dagegen stets vorhanden. Dabei ist explizit hervorzuheben, dass sowohl bei der Detektion des
IDO-Proteins, als auch bei dem Nachweis von B-Aktin gleich viel Lysat fiir den Western Blot
verwendet worden ist. Daraus kann man schlieBen, dass das hHSV-1 zu keiner vollstdndigen
Blockade der Proteinbiosynthese oder zum Zelltod der 86HG39 Zellen fiihrt. Ob es durch eine
hHSV-1 Infektion zu einer spezifischen Inhibition des IDO-Proteins kommt, ldsst sich

abschlieBend nicht sagen.
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Abb. 3.20.: Western Blot Analyse hHSV-1 infizierter und mit IFN-y stimulierter humaner
Hirntumorzellen 86HG39. 86HG39 Zellen (5 x 10°Ansatz) wurden fiir 24 Stunden in L-Tryptophan
supplementiertem Medium (Endkonzentration 0.6 mM L-Tryptophan) mit IFN-y stimuliert und zeitgleich mit
hHSV-1 (MOI 0,3; 1,5 oder 7) infiziert. Als Negativkontrolle dienten mit IFN-y stimulierte und nicht mit hHSV-
1 infizierte 86HG39 Zellen. IFN-y wurde in den jeweiligen Versuchsansétzen in einer Konzentration von 600 U/
mL verwendet. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden in einem 10 %-
igen SDS-Polyacrylamidgel (NuPage®-Polyacrylamidgel) nach ihrer GroBe und Ladung aufgetrennt und die
Proteinexpression mittels Western Blot erfasst. Hier wurde die humane IDO durch einen Kaninchen-anti-IDO-
Antikorper nachgewiesen. Als Auftragskontrolle wurde B-Aktin mittels eines Maus-anti-B-Aktin-Antikdrper
detektiert. Als spezifischer Sekundérantikorper diente beim Nachweis des IDO-Proteins ein POX-gekoppelter
Anti-Kaninchen-IgG Antikorper. Fir die Detektion von B-Aktin wurde ein POX-anti-Maus-IgG Antikorper
verwendet.
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Vergleichend wurde erneut der FEinfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-
Proteinexpression in IFN-y stimulierten HFF-Zellen analysiert. Damit wollte man unter
anderem zeigen, dass der Effekt einer h(HSV-1 Infektion auf die IDO-Proteinbiosynthese nicht
auf ecine Gehirntumorzelllinie beschriankt, sondern ecbenfalls auf native Fibroblasten
iibertragbar ist. Die Western Blot Analyse (siche Abb. 3.21.) zeigt erneut, dass die IFN-y
vermittelte IDO-Proteinbildung mit der ansteigenden hHSV-1 Infektionsdosis zunehmend
gehemmt wird. Es kommt ebenfalls in den HFF-Zellen zu einer Reduktion der IDO-
Proteinexpression durch eine hHSV-1 Infektion. Die Intensitit der Reduktion ist hierbei
ebenfalls von der hHSV-1 Infektionsdosis abhdngig. Die mit IFN-y stimulierten und
uninfizierten HFF-Zellen weisen die stirkste IDO-Proteinbildung auf. Wenn die HFF-Zellen
zusétzlich mit einer hHSV-1 MOI von 1,5 infiziert wurden, konnte die Proteinexpression auf
ca. 30 % reduziert werden. Bei einer MOI von 15 liegt lediglich eine sehr geringe IDO-
Proteinexpression vor. An dieser Stelle kann man vergleichend anfiihren, dass die IDO-
Proteinbildung in den HFF-Zellen stirker durch die hHSV-1 Infektion beeinflusst wird,
zumindest hat eine hHSV-1 MOI von 1,5 eine stidrkere Reduktion der Proteinbildung zur
Folge. Die B-Aktin-Expression ist dagegen stets nachweisbar. Dabei ist erneut explizit zu
sagen, dass sowohl bei dem Nachweis des IDO-Proteins, als auch bei dem Detektion von [-

Aktin die gleiche Menge an Zelllysat fiir den Western Blot aufgetragen worden ist.
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Abb. 3.21.: Western Blot Analyse hHSV-1 infizierter und mit IFN-y stimulierter humaner HFF-Zellen. 1 x
10° Fibroblasten wurden mit IFN-y (600 U/mL) stimuliert und zur gleichen Zeit mit hHSV-1 (MOI 1,5 oder 15)
infiziert. Als Negativkontrolle dienten mit IFN-y stimulierte und uninfizierte HFF-Zellen. Nach ca. 24 Stunden
wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit Hilfe eines Western Blot analysiert. Hierbei wurde die humane IDO durch einen Kaninchen-
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anti-IDO-Antikorper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin mittels eines Maus-anti-fB-Aktin-
Antikorpers detektiert. Als spezifischer Sekunddrantikdrper diente beim Nachweis des IDO-Proteins ein POX-
gekoppelter Anti-Kaninchen-IgG Antikorper. Fiir die Detektion von B-Aktin wurde ein POX-anti-Maus-IgG
Antikdrper benutzt.

3.2.3. Einfluss von hHSV-1 auf die IFN-y vermittelte IDO-mRNA-Expression

Letztlich wurde der Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IDO-mRNA-Expression in
86HG39 Zellen analysiert. Dabei wurden die Zellen mit IFN-y stimuliert (600 U/ml) und
gleich danach mit einer hHSV-1 MOI von 3 infiziert beziehungsweise uninfiziert belassen.
Die erfolgreiche Infektion mit hHSV-1 wurde mikroskopisch {iberpriift. Die IDO-mRNA-
Expression wurde schlieBlich nach 48 Stunden mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR
gemessen. In Abbildung 3.22. sind die Ergebnisse dieses Experimentes dargestellt. Hierbei
wurde ein Vergleich der IDO-mRNA- und p-Aktin-mRNA-Expression unternommen
beziehungsweise wurden die IDO-mRNA-Kopien auf die Kopien des Referenzgens p-Aktin
normalisiert, sodass letztendlich eine Hemmung der IDO-mRNA-Bildung detektiert wurde.
Eine hHSV-1 Infektion mit einer MOI von 3 fiihrt somit zu einer signifikanten (p < 0.0001)
Reduktion der IDO-mRNA-Expression. Bezogen auf die mit IFN-y stimulierten und
uninfizierten 86HG39 Zellen, konnte die IDO-mRNA-Bildung nach einer Infektion der
86HG39 Zellen mit hHSV-1 auf ca. 1/10 reduziert werden.

Anhand dieses Experimentes konnte abschlieBend gezeigt werden, dass die hHSV-1 Infektion
nicht zu einer spezifischen Hemmung der IDO-Aktivitit bzw. -Proteinexpression fiihrt,

sondern schon die Bildung der mRNA beeinflusst und signifikant (p <0.0001) verringert.

IDO-mRNA-Expression
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Abb. 3.22.: Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf die IFN-y vermittelte IDO-mRNA-Expression in 86 HG39
Zellen. 86HG39 Zellen 1 x 10%Ansatz wurden mit IFN-y (600 U/ml) stimuliert und anschlieBend direkt mit
hHSV-1 (MOI 3) infiziert. Nach 48 Stunden wurde die IDO- und B-Aktin-mRNA-Expression mittels
quantitativer Real-Time PCR detektiert. Die Daten wurden als Durchschnittswerte = Standardfehler (SEM) aus
drei verschiedenen Experimenten zusammengefasst. Die signifikante (p < 0.0001) Reduktion der IDO-mRNA-
Expression durch die HSV-1 Infektion, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz, der lediglich mit IFN-y
stimuliert wurde, wurde gekennzeichnet (*).

3.2.4. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte antibakterielle Effekte

Bisher wurde unter 3.2.1. bis 3.2.3. gezeigt, dass eine hHSV-1 Infektion in humanen
Tumorzellen, aber auch nativen Zellen zu einer Reduktion der IFN-y vermittelte IDO-
Aktivitit, IDO-Protein- und -mRNA-Expression fiihrt. Daraus ergab sich die Frage, welchen
Einfluss diese hHSV-1 induzierten Effekte auf die IDO-vermittelten antimikrobiellen Effekte
haben.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden verschiedene Infektionsexperimente mit Bakterien
und Parasiten durchgefiihrt. Hierbei wurden mit hHSV-1 infizierte und mit IFN-y stimulierte
oder unstimulierte humane 86HG39 Zellen und HFF-Zellen 72 Stunden nach
Stimulationsbeginn mit Streptococcus agalactiae oder Staphylococcus aureus koinfiziert.
Genauer gesagt werden jeweils die Zellkulturen bakteriell infiziert. Die erfolgreiche Infektion
mit hHSV-1 und den Bakterienstimmen wurde mikroskopisch iiberpriift. Als
Negativkontrolle dienen uninfizierte und mit IFN-y stimulierte Zellen. Hier wird ein IFN-y
vermittelter antibakterieller Effekt, wie bereits unter 3.1.1. beschrieben, beobachtet. Wurden
die jeweiligen Zellen jedoch neben der IFN-y Stimulation zusitzlich mit hHSV-1 infiziert,
konnte kein antibakterieller Effekt induziert werden, sodass die Bakterien weiter proliferieren
konnen. Die fast vollstindige Authebung des IDO-vermittelten antibakteriellen Effekts gegen
Streptococcus agalactiae durch hHSV-1 konnte sowohl bei der Messung der optischen Dichte
(siche Abb. 3.23.), als auch bei der Bestimmung der colony forming units (siche Abb. 3.24.)
gezeigt werden. Abbildung 3.24. veranschaulicht deutlich, dass die hHSV-1 Infektion bereits
bei einer MOI von 0,8 den antibakteriellen Effekt nahezu komplett iiber 3 Stufen authebt.
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Abb. 3.23.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus
agalactiae in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw.
Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Streptococcus  agalactiae  (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das
Bakterienwachstum durch das Messen der optischen Dichte (ODgyo,m) ermittelt. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansitzen angegeben. Die signifikante Hemmung (p < 0.0001) des Bakterienwachstums, bezogen auf die
Mediumkontrolle, wurde gekennzeichnet (*). Eine signifikante (p < 0.05) Authebung des antibaktericllen
Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde ebenfalls gekennzeichnet
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Abb. 3.24.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-vermittelte Hemmung des Wachstums von
Streptococcus agalactiae in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in
An- bzw. Abwesenheit von HSV-1 (MOI 0,8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die mit IFN-y (bis
500 U/mL) stimulierten Kulturen mit Streptococcus agalactiae (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und nach
weiteren 24 Stunden wurde das Wachstum durch colony forming units (cfu) bestimmt. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte des Bakterienwachstums + Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten
angegeben. Die signifikante Hemmung (p < 0.0001) des Bakterienwachstums, bezogen auf die Mediumkontrolle,
wurde gekennzeichnet (*). Die signifikante Aufhebung des antibakteriellen Effektes (p < 0.05) durch die
Virusinfektion, bezogen auf die Versuchsgruppe mit IFN-y, wurde ebenfalls gekennzeichnet (**).

Nach dem Infektionsexperiment mit Streptococcus agalactiae war es nun interessant zu
erfahren, ob die Inhibition des antibakteriellen Effektes durch hHSV-1 auch bei einer
Koinfektion mit Staphylococcus aureus zustande kommt. Hierzu zeigt Abbildung 3.25. die

nahezu vollstindige und signifikante (p < 0.01) Authebung des IDO-vermittelten
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antibakteriellen Effekts gegen Staphylococcus aureus durch hHSV-1 mit Hilfe der Messung

der optischen Dichte.
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Abb. 3.25.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von
Staphylococcus aureus in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in
An- bzw. Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Staphylococcus aureus (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das Bakterienwachstum
durch das Messen der optischen Dichte (ODgypm) ermittelt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte =+
Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansétzen angegeben. Die
signifikante Hemmung (p < 0.01) des Bakterienwachstums, bezogen auf die Mediumkontrolle, wurde
gekennzeichnet (*). Eine signifikante (p < 0.01) Aufhebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf
den Versuchsansatz ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (**).

Um den Einfluss einer hHSV-1 Infektion auf eine hoher konzentrierte Bakterieninfektion von
Streptococcus agalactiae beziehungsweise den vermittelten IDO-vermittelten antibakteriellen
Effekt analysieren zu konnen, wurden die 86HG39 Zellkulturen nun zusitzlich zu dem hHSV-
1 (MOI 8) mit einer hoheren Bakteriendosis (100 bis 1000 cfu/Vertiefung) infiziert. Die
erfolgreiche Infektion mit hHSV-1 und den jeweiligen Bakterienstimmen wurde
mikroskopisch tiberpriift. Die Abbildung 3.26. zeigt eine signifikante (p < 0.0001) Authebung
des IDO-induzierten antibakteriellen Effekt ab einer IFN-y Konzentration 15 U/mL. Das
Bakterienwachstum liegt im Falle einer hHSV-1 Infektion bei ca. 75 % des Ausgangswertes
der unstimulierten und uninfizierten Kontrollgruppe. Eine hohere Bakterieninfektionsdosis
von Streptococcus agalactiae hat somit keinen negativen Effekt auf die Inhibition des

antibakteriellen Effektes durch hHSV-1.
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Abb. 3.26.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus
agalactiae in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw.
Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Streptococcus  agalactiae  (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das
Bakterienwachstum durch das Messen der optischen Dichte (ODgyo,m) ermittelt. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansitzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle Effekte,
bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*).
Eine signifikante (p < 0.0001) Aufthebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz
ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (**).

Anschlieffend tberpriifte man, ob auch bei einer hoheren Bakterienkonzentration (100 bis
1000 cfu/Vertiefung) von Staphylococcus aureus die Authebung des IDO-vermittelten
antibakteriellen Effekt durch eine hHSV-1 Infektion (MOI 8) erreicht werde kann. Auch in
Abbildung 3.27. erkennt man eine deutliche, signifikante (p < 0.0001) Aufthebung des IDO-
induzierten antibakteriellen Effekt ab einer IFN-y Konzentration 15 U/mL. Auch hier liegt das
Bakterienwachstum nach der hHSV-1 Infektion bei ca. 75 % bezogen auf die uninfizierte und
nicht mit IFN-y stimulierte Kontrolle. Eine hoéhere Bakterieninfektionsdosis von
Staphylococcus aureus hat somit ebenfalls keinen negativen Effekt auf die Inhibition des

antibakteriellen Effektes durch eine hHSV-1 Infektion.

89



il ohne HSV-1
Ea HSV-1 MOl 8

e
a
1

o
s

*k kk kk kk k% k% k%

e
w
1

Staph. aureus
Bakterienwachstum [ODg0nml]
o
)

e
—
1

o
o
1

S N H N
SRR G P RSS TR I P R SS
IFN-y [U mL™]

Abb. 3.27.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums von
Staphylococcus aureus in 86HG39 Zellen. 3 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in
An- bzw. Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Staphylococcus  aureus  (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das
Bakterienwachstum durch das Messen der optischen Dichte (ODgyo,m) ermittelt. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansidtzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle Effekte,
bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*).
Eine signifikante (p < 0.0001) Aufhebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz
ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (**).

Erneut wurden vergleichend Infektionsexperimente auch mit nativen HFF-Zellen
durchgefiihrt. Hierbei wurden mit hHSV-1 infizierte und mit IFN-y stimulierte oder
unstimulierte humane, native HFF-Zellkulturen nach 72 Stunden mit Streptococcus
agalactiae oder Staphylococcus aureus infiziert. Die erfolgreiche Infektion mit hHSV-1 und
den Bakterien wurde wie zuvor mikroskopisch tiberpriift.

Zunéchst wurden Koinfektionen mit hHSV-1 und Streptococcus agalactiae durchgefiihrt und
untersucht, ob eine hHSV-1 Infektion die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums von
Streptococcus agalactiae beeinflussen kann. Das Ergebnis zeigt Abbildung 3.28. Die nahezu
vollstdndige und signifikante (p < 0.0001) Authebung des IDO-vermittelten antibakteriellen
Effekts gegen Streptococcus agalactiae durch eine hHSV-1 Infektion konnte anhand der

Messung der optischen Dichte veranschaulicht werden.
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Abb. 3.28.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus
agalactiae in HFF-Zellen. 3 x 10* HFF-Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit
von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit Streptococcus agalactiae
(10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das Bakterienwachstum durch das Messen der
optischen Dichte (ODgy,m) ermittelt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier
verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansdtzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001),
durch IFN-y vermittelte antibakterielle Effekte, bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von
unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*). Eine signifikante (p < 0.0001) Aufhebung des antibakteriellen
Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (¥*).

Nachdem gezeigt wurde, dass eine hHSV-1 Infektion die IDO-vermittelte
Wachstumshemmung von Streptococcus agalactiae signifikant (p < 0.0001) authebt, war es
nun interessant zu analysieren, ob die Inhibition des antibakteriellen Effektes durch hHSV-1
auch bei einer Koinfektion mit Staphylococcus aureus erreicht werden kann. Abbildung 3.29.
zeigt in diesem Zusammenhang die signifikante (p < 0.01) Authebung der IDO-vermittelten
Wachstumshemmung von Staphylococcus aureus durch hHSV-1 mit Hilfe der Messung der

optischen Dichte.
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Abb. 3.29.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums von
Staphylococcus aureus in HFF-Zellen. 3 x 10" HFF-Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw.
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Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit
Staphylococcus aureus (10-100 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das Bakterienwachstum
durch das Messen der optischen Dichte (ODgyp,m) ermittelt. Die Daten wurden als Durchschnittswerte =+
Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen Ansdtzen angegeben.
Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle Effekte, bezogen auf das
Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*). Eine signifikante (p
< 0.01) Aufhebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz ohne eine hHSV-1
Infektion, wurde gekennzeichnet (**).

Ob eine hoher konzentrierte Bakterieninfektionsdosis von Streptococcus agalactiae den
Einfluss von hHSV-1 auf den vermittelten IDO-vermittelten antibakteriellen Effekt
abschwicht, wurde mit den kommenden Infektionsexperimenten untersucht. Die HFF-
Zellkulturen wurden nun zusdtzlich zu dem hHSV-1 (MOI 8) mit einer hoheren
Bakteriendosis (100 bis 1000 cfu/Vertiefung) koinfiziert. Die erfolgreiche Infektion mit
hHSV-1 und den jeweiligen Bakterienstimmen wurde mikroskopisch iiberpriift. Die
Abbildung 3.30. zeigt eine signifikante (p < 0.0001) Authebung des IDO-induzierten
antibakteriellen Effekt bei der exemplarisch gezeigten IFN-y Konzentration 15 U/mL. Das
Bakterienwachstum liegt im Falle einer hHSV-1 Infektion bei nahezu 100 % des
Ausgangswertes der unstimulierten und uninfizierten Kontrollgruppe. Eine hohere
Bakterieninfektionsdosis von Streptococcus agalactiae hat somit keinen Einfluss auf die

Inhibition des antibakteriellen Effektes durch hHSV-1.
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Abb. 3.30.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Wachstumshemmung von Streptococcus
agalactiae in HFF-Zellen. 3 x 10* HFF-Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw. Abwesenheit
von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y (hier 15 U/mL exemplarisch demonstriert) stimuliert. Nach 72 Stunden wurden
die Kulturen mit Streptococcus agalactiae (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren 24 Stunden das
Bakterienwachstum durch das Messen der optischen Dichte (ODgyp,m) ermittelt. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansitzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle Effekte,
bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet (*).
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Eine signifikante (p < 0.0001) Authebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf den Versuchsansatz
ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (**).

AbschlieBend tiberpriifte man erneut, ob auch bei einer hoheren Bakterienkonzentration (100
bis 1000 cfu/Vertiefung) von Staphylococcus aureus die Authebung des IDO-vermittelten
antibakteriellen Effekt durch eine hHSV-1 Infektion (MOI 8) erzielt werde kann. Abbildung
3.31. zeigt eine signifikante (p < 0.0001) Aufhebung des IDO-induzierten antibakteriellen
Effekt bei der exemplarisch demonstrierten IFN-y Konzentration 15 U/mL. Das
Bakterienwachstum liegt nach der hHSV-1 Infektion bei ca. 80 %, bezogen auf die
uninfizierte und nicht mit IFN-y stimulierte Kontrolle. Eine héhere Bakterieninfektionsdosis
von Staphylococcus aureus hat somit ebenfalls keinen negativen Effekt auf die Hemmung des

antibakteriellen Effektes durch eine hHSV-1 Infektion.
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Abb. 3.31.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf die IDO-induzierte Hemmung des Wachstums von
Staphylococcus aureus in HFF-Zellen. 3 x 10" HFF-Zellen pro Vertiefung wurden fiir 72 Stunden in An- bzw.
Abwesenheit von hHSV-1 (MOI 8) mit IFN-y (hier 15 U/mL exemplarisch demonstriert) stimuliert. Nach 72
Stunden wurden die Kulturen mit Staphylococcus aureus (100-1000 cfu/Vertiefung) infiziert und nach weiteren
24 Stunden das Bakterienwachstum durch das Messen der optischen Dichte (ODgyony,) ermittelt. Die Daten
wurden als Durchschnittswerte + Standardfehler (SEM) aus vier verschiedenen Experimenten mit jeweils
dreifachen Ansidtzen angegeben. Statistisch signifikante (p < 0.0001), durch IFN-y vermittelte antibakterielle
Effekte, bezogen auf das Bakterienwachstum in Anwesenheit von unstimulierten Zellen, wurden gekennzeichnet
(*). Eine signifikante (p < 0.0001) Aufhebung des antibakteriellen Effektes, jeweils bezogen auf den
Versuchsansatz ohne eine hHSV-1 Infektion, wurde gekennzeichnet (**).
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3.2.5. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte antiparasitire Effekte

Insbesondere unter Immunsuppression kann das humane Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-
1) zu schwerwiegenden Infektionen fithren. Es war wichtig zu analysieren, ob eine aktive
hHSV-1 Infektion den IDO-vermittelten inhibitorischen Effekt gegeniiber Toxoplasma gondii
beeinflussen oder sogar autheben kann. Hierzu wurden ebenfalls humane 86HG39
Gehirntumorzellen mit verschiedenen IFN-y Konzentrationen stimuliert und anschlieBend mit
hHSV-1 (MOI 0,02) infiziert. Nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit wurden die
Versuchansitze mit Toxoplasma Tachyzoiten infiziert. Die erfolgreiche Infektion mit hHSV-1
und Toxoplasma gondii wurde mikroskopisch kontrolliert. Nach weiteren 72 Stunden wurde
das Toxoplasma gondii Wachstum mittels der Inkorporation von [3H]-Uracil detektiert. Die
Ergebnisse dieses Infektionsexperiments kann man Abbildung 3.32. entnehmen. Wie bereits
unter 3.1.1. (Abb. 3.8.) beschrieben, fiihrt eine IFN-y Stimulation zu einem signifikanten,
IDO-vermittelten antiparasitdren Effekt. Bei diesem Experiment (Abb. 3.32.) fiihrt jedoch
eine hHSV-1 Infektion zu einer Inhibition dieses IDO-Effektes.

Der antiparasitire Effekt kann jedoch nur zu ca. 50 % aufgehoben werden. Dennoch zeigte
sich ab einer IFN-y-Konzentration von 125 U/mL in allen mit hHSV-1 infizierten
Versuchsansitzen, jeweils bezogen auf den jeweiligen uninfizierten und mit der gleichen IFN-
vy Dosis stimulierten Ansatz, eine signifikante (p < 0.01) Authebung des antiparasitiren
Effektes. In vielen vorherigen Experimenten mit hoheren hHSV-1 Infektionsdosen konnte nur
eine geringere Hemmung des IDO-vermittelten antiparasitiren Effektes erreicht werden,
sodass man lediglich eine niedrigere hHSV-1 MOI von 0,02 einsetzen konnte, um den
antiparasitiren Effekt aufzuheben. Griinde, aus denen eine héhere hHSV-1 Infektionsdosis zu
keiner oder sehr schwachen Aufhebung des IDO-vermittelten antiparasitiren Effekt fithren
oder wie das Wachstum von Toxoplasma gondii eingeschrinkt werden konnte, werden noch
einmal gesondert in der Diskussion dieser Dissertation dargestellt (siche 4.2.).

Bei Vergleich der vorgestellten Ergebnisse der Toxoplasma gondii-Infektionsexperimente mit
denen, der zuvor dargestellten Bakterien-Versuche, lassen sich in der Aufthebung des IDO-
vermittelten  antimikrobiellen  Effektes = Gemeinsamkeiten erkennen. Bei den
Infektionsexperimenten mit 7Zoxoplasma gondii ist entscheidend, dass die obligat
intrazelluldren Parasiten eine vitale Zelle fiir ihr Wachstum bendétigen. Daraus kann man
schlieBen, dass die hHSV-1 infizierten und mit IFN-y stimulierten Zellen noch groftenteils
lebendig sind. Die untersuchten hHSV-1 induzierten Effekte basieren somit nicht nur auf

zytotoxischen Verdnderungen.
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Abb. 3.32.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf den IDO-vermittelten antiparasitiren Effekt in 86HG39
Zellen. 4 x 10* 86HG39 Zellen pro Vertiefung wurden fiir 24 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von hHSV-1
(MOI 0,02) mit IFN-y stimuliert. Danach wurden die Kulturen mit Toxoplasma gondii (3 x 10*/Vertiefung)
infiziert. Die Proliferation von 7. gondii wurde nach weiteren 72 Stunden durch den Einbau von [*H]-Uracil in
die parasitire RNA mittels Beta-Counter gemessen. Die Daten wurden als Durchschnittswerte der
Uracilinkorporation + Standardfehler (SEM) aus drei verschiedenen Experimenten mit jeweils dreifachen
Ansidtzen angegeben. Eine signifikante Hemmung (p < 0.0001) des parasitiren Wachstums durch IFN-y
induziert, bezogen auf den jeweiligen Ansatz, der nicht mit I[FN-y stimuliert wurde, wurde gekennzeichnet (*).
Ab einer IFN-y-Konzentration von 125 U/mL zeigte sich in allen mit hHSV-1 infizierten Versuchsansdtzen,
jeweils bezogen auf den jeweiligen uninfizierten und mit der gleichen IFN-y Dosis stimulierten Ansatz, eine
signifikante (p < 0.01) Aufhebung des antiparasitiren Effektes. Dies ist mit ** gekennzeichnet. Die Signifikanz
bei der Gruppe mit 1000 U/mL IFN-y ist p < 0.0001.

Damit ist experimentell gezeigt, dass eine Koinfektion mit hHSV-1 den IDO-vermittelten
antiparasitiren Effekt aufheben kann. Aus diesem Grund beeinflusst die Koinfektion die
antiparasitire Antwort qualitativ dhnlich wie die antibakterielle Antwort. Der wichtigste
Unterschied zwischen den beiden Experimentalsystemen mit Bakterien und Parasiten ist
jedoch in der Bebriitungszeit zu sehen, so miissen die Experimente mit den Parasiten linger
bebriitet werden, um ein zur Auswertung ausreichendes Parasitenwachstum zu erzielen. Aus

diesem Grund wurde auch die hHSV-1 MOI reduziert, um der liangeren Bebriitungszeit

Rechnung zu tragen.
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3.2.6. Einfluss von hHSV-1 auf IDO-vermittelte immunregulatorische Effekte

Von einer aktiven humanen Cytomegalievirus-Infektion ist bekannt, dass das Risiko nach
einer Organtransplantation das Transplantat wieder abzustoBen, erhoht ist. Insbesondere im
Rahmen einer Nierentransplantation kommt dies vor (De Keyzer et al., 2011). Die Aktivitit
der IDO spielt in vivo mit ihren immunregulatorischen Effekten eine bedeutende Rolle bei der
Entwicklung einer Transplantattoleranz (Lin ef al., 2008; Laurence et al., 2008). Wir konnten
in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass der IDO-vermittelte immunregulatorische Effekt durch
eine hCMV-Infektion gehemmt werden kann. Hierdurch konnte das Risiko einer Host-versus-
graft-Reaktion erhoht sein. Vor diesem Hintergrund war es in dieser Arbeit ein Ziel die
Auswirkungen einer hHSV-1 Infektion auch auf das Wachstum von T-Zellen zu analysieren.

Experimentell wurden 86HG39 Zellen tiber 72 Stunden mit [FN-y stimuliert (600 U/mL) oder
unstimuliert belassen und zusdtzlich mit hHSV-1 infiziert beziehungsweise auch nicht
infiziert. Eine erfolgreiche Infektion der Zellen mit hHSV-1 wurde mikroskopisch kontrolliert.
Danach wurden die Zellkulturiiberstinde geerntet und als Kulturmedium fiir die PBL
eingesetzt. Hierbei wurden die T-Zellen mit dem CD3-Antikorpers OKT3 aktiviert. Die
daraus resultierende Proliferation der T-Zellen konnte anschlieend durch den Einbau von
[*H]-Thymidin bestimmt werden. Wie unter 3.1.2. bereits beschrieben, kommt es im Fall der
nur mit IFN-y stimulierten und nicht mit HSV-1 infizierten Zellen zu einer signifikanten
Hemmung der T-Zell Proliferaton. Bei einer zusitzlichen hHSV-1 Infektion fallt jedoch auf,
dass dieser Effekt nicht aufgehoben werden kann. Das T-Zell Wachstum ist sogar in diesem
Fall zusitzlich vermindert (siche Abb. 3.33.). Als Positivkontrolle wurde das T-Zell
Wachstum in Kulturiiberstinden von nicht mit IFN-y stimulierten und uninfizierten 86HG39
Zellen detektiert. Als Negativkontrolle diente ein unbehandelter Ansatz ohne eine Stimulation

mit OKT3 (“Medium ohne OKT3%).

Ein Grund kann fiir die fehlende Antagonisierung der IDO-vermittelten antiproliferativen
Effekte konnte sein, dass HSV-1 direkt mit den PBL interagiert und zytotoxische Effekte
vermittelt. Das passt zu der mikroskopischen Analyse der Kulturen, bei denen die PBL in den
HSV-1 infizierten Gruppen zytopathisch verédndert waren.

Vergleichend mit einer hCMV-Infektion, wie von unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt,
kommt es somit bei einer hHSV-1 Infektion nicht zu einer Authebung des IDO-vermittelten

immunregulatorischen Effektes.
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Abb. 3.33.: Einfluss der hHSV-1 Infektion auf den IDO-vermittelten immunregulatorischen Effekt. 1 x 10°
86HG39 Zellen wurden in An- (+ IFN-y) oder Abwesenheit (- [FN-y) von IFN-y (600 U/mL) und hHSV-1 (MOI
6) in 5 mL Medium inkubiert. Nach 72 Stunden wurden je 200 pL der Zelliiberstinde als Kulturmedium fiir 1.5
x 10° PBL, die mit OKT3 stimuliert und aktiviert wurden, verwendet. Als Negativkontrolle wurden 1.5 x 10°
PBL ohne OKT3 (Medium) in Kulturmedium inkubiert. Nach weiteren 48 Stunden wurde die T-Zell
Proliferation durch den Einbau von [*H]-Thymidin (in cpm) gemessen. Die Daten wurden als
Durchschnittswerte des [*H]-Thymidineinbaus + Standardfehler (SEM) aus zwei verschiedenen Experimenten
mit jeweils dreifachen Ansitzen angegeben. Eine signifikante (p < 0.0001) Inhibition der T-Zell Proliferation,
bezogen auf die Kontrollgruppe ohne IFN-y und ohne hHSV-1, wurde gekennzeichnet (*).
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die antimikrobiellen und immunregulatorischen
Eigenschaften der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) in einem Infektionsmodell mit
Glioblastom- (86HG39) und HFF-Zellen untersucht bzw. wurden bereits von unserer
Arbeitsgruppe  publizierte = Experimente reproduziert, um sie in komplexeren
Infektionsexperimenten weiter analysieren zu konnen.

Im zweiten und entscheidenen Teil dieser Arbeit wurde dann schlieBlich der inhibitorische
Einfluss einer humanen Herpes simplex Typ 1 (hHSV-1) Infektion auf die IDO und ihre
vermittelte Effekte untersucht. Die dabei gefundenen Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion
mit hHSV-1 in der Lage ist, die IDO-Expression und —Aktivitdt, sowie deren induzierten
antimikrobiellen Effekte, zu inhibieren. Dieser von unserer Arbeitsgruppe schon fiir hCMV
gezeigte Mechanismus kann in der Humanmedizin zu einem besseren Verstindnis von
Koinfektionen, insbesondere die das ZNS betreffen, fithren. Zudem konnte der Einfluss von
hHSV-1 auf die IDO-vermittelte Immunregulation in einem weiteren Modell mit T-Zellen
analysiert werden. Daraus ergeben sich verschiedene Erkldrungsansitze, wie es zum Beispiel
im Zuge einer Herpesvirusinfektion zu einer erhdhten Disposition fiir weitere pathogene
Erreger oder zu einem erhohten Risiko fiir eine TransplantatabstoBung kommen konnte. Die
geschilderten in vitro Daten und deren Nutzung zur Erkldrung von Beobachtungen und

Erkrankungen in vivo werden im Folgen diskutiert.

4.1. Die Rolle der Indolamin 2,3-Dioxygenase in Astrozytomzellen und Fibroblasten bei

der Pathogenabwehr

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen humane Glioblastomzellen (86HG39) und zum
anderen native, humane HFF-Zellen verwendet, um ein in vitro Meningo-Enzephalitis-
Infektionsmodell zu etablieren und um die IDO-vermittelten antimikrobiellen
Effektormechanismen genauer zu analysieren. Hierzu wurden neben den genannten zwei
unterschiedlichen Zelllinien verschiedene infektiose Pathogene, wie Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus oder Toxoplasma gondii eingesetzt.

Die IDO-vermittelte lokale Tryptophan-Depletion stellt einen protektiven immunologischen
Abwehrmechanimus gegeniiber verschiedenen Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen dar
(Daubener ef al., 1999; Adam et al., 2005; Heseler et al., 2008). Bereits veroffentlichte Daten
zeigten, dass die IDO im ZNS in Mikroglia, Astrozyten, Neuronen und Hirnendothelzellen
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durch das proinflammatorische Zytokin IFN-y induziert werden kann und dass eine IDO-
Hemmung mittels 1-Methyl-Tryptophan (1-MT) zur Progression einer T-Zell-vermittelten
Autoimmunerkrankung, wie der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
fiihrt (Daubener et al., 2001; Adams et al., 2004 A; Guillemin et al., 2005; Kwidzinski et al.,
2005).

Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine IFN-y vermittelte IDO-Proteinexpression und IDO-
Aktivitdt in der Glioblastomzelllinie 86HG39 nachgewiesen. Eine IFN-y induzierte IDO-
mRNA-Expression in den 86HG39 Zellen konnte bereits ebenfalls vorher von unserer
Arbeitsgruppe experimentell gezeigt werden (Adams et al., 2004 A).

Die Ergebnisse der Infektionsexperimente veranschaulichen, dass ein IDO-vermittelter
antibakterieller Effekt gegentiber Streptococcus agalactiae und Staphylococcus aureus in
humanen Glioblastomzellen (86HG39) mittels IFN-y induziert werden kann. Hierbei wurden
die Experimente mit Streptococcus agalactiae reproduziert und um Staphylococcus aureus
erweitert.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Infektionsmodell mit humanen Glioblastomzellen und
Streptococcus agalactiae und Staphylococcus aureus verwendet, da diese Bakterien in vivo
hiufig ZNS-Infektionen wie Meningitiden und Hirnabszesse verursachen. Insbesondere
Immunkompromittierte und Patienten unter Immunsuppression, aber auch Neugeborene sind
von den Infektionen betroffen (Mufioz et al., 1997; Kamaratos et al., 2005; Hahn et al., 2005;
Hof et al., 2005; Fliigge et al., 2006; Gleixner et al., 2009). Bereits vor dieser Dissertation
konnte ebenfalls von unserer Arbeitsgruppe ein IDO-vermittelter antiviraler Effekt von
86HG39 Gehirntumorzellen gegeniiber hHSV-1, welches eine Enzephalitis verursachen kann,
gezeigt werden (Adams ef al., 2004 A). Zudem konnte von unserer Arbeitsgruppe auch
bewiesen werden, dass der IFN-y vermittelte antivirale Effekt von der hHSV-1
Infektionsdosis abhidngt und bei einer hoheren Infektionsdosis (MOI 1,5) nicht so effektiv ist,
wie bei einer niedrigeren Infektionsdosis (MOI 0,15) (Heseler, 2008). Ebenfalls konnte dieser
Zusammenhang fiir ein weiteres Herpesvirus und zwar fiir das hCMV in Alveolarepithelzellen
gezeigt werden (Heseler, 2008). Im Gegensatz dazu belegen die in dieser Arbeit gezeigten
Daten, dass eine Erhohung der bakteriellen Infektionsdosis die Effektivitit der IDO als
antimikrobiellen Effektormechanismus nicht negativ beeinflusst.

Um zu tliberpriifen, ob die im Modell mit humanen Glioblastomzellen gewonnenen Ergebnisse
eine breitere Giiltigkeit besitzen, wurden die Experimente ebenfalls mit humanen, nativen

HFF-Zellen durchgefiihrt. Da es sich bei den HFF-Zellen um Bindegewebszellen handelt,
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kann aber auch eine Analogie zur Meningitis hergestellt werden, da es sich hierbei um eine
Infektion der bindegewebigen Leptomeninx encephali (weiche Hirnhaut) handelt.

Schon im Jahr 1984 zeigten Pfefferkorn ef al., dass eine IFN-y vermittelte IDO-Aktivitét in
Fibroblasten das Wachstum des obligat intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii in vitro
hemmen kann (Pfefferkorn et al., 1984; Dai et al., 1994). Das Infektionsmodell mit der
Hirntumorzellinie 86HG39 und Toxoplasma gondii wurde in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls reproduziert, da eine Toxoplasmen-Enzephalitis bei Patienten unter
Immunsuppression  eine  hdufige opportunistische Infektion darstellt. Besonders
hervorzuheben ist, dass durch eine endogene Reinfektion die Toxoplasmose die meisten ZNS-
Infektionen von AIDS-Patienten ausmacht.

Eine Toxoplasmen-Infektion ist jedoch nicht nur fiir AIDS-Patienten gefahrlich. Auch eine
maternale Primdrinfektion in der Schwangerschaft kann schwerste Infektionen und
Schiadigungen des Feten, welche durch eine Enzephalitis mit konsekutivem Hydrozephalus,
Chorioretinitis und intrazerebralen Verkalkungen hervorgerufen werden, verursachen (Herold
et al., 2008; Gleixner et al., 2009). Hierbei ist der Aspekt der Immunsuppression interessant,
da man die Schwangerschaft als eine Art Schwichephase des Immunsystems beschreiben
kann. Die spezifische, zellulire Abwehr wird durch hormonelle Verdnderungen wahrend der
Graviditit geschwicht, sodass der Korper von bestimmten Erregern leichter infiziert werden
kann (Hof et al., 2005). Zudem ist in diesem Zusammenhang bekannt, dass Erkrankungen wie
Malaria oder Hepatitis E meist viel schwerer verlaufen (Hof ez al., 2005).

Durch die Induzierbarkeit der IDO in der Hirntumorzelllinie 86HG39 in vitro ist es vorstellbar,
dass native Gehirnzellen (Astrozyten) in vivo ebenfalls einen IDO-induzierten
antimikrobiellen Effekt vermitteln konnen, um so mittels einer Tryptophan-Depletion
Pathogene abzuwehren und das Gehirn vor invasiven Infektionen zu schiitzen. Hierbei ist
anzufiigen, dass die hier verwendeten Glioblastomzellen immunhistochemisch GFAP (glial
fibrillary acidic protein [saures Gliafaserprotein]) positiv sind und so einen astrozytiren
Ursprung haben (Velasco et al., 1980). In der Diagnostik gelingt so meist die Differenzierung
von Hirnmetastasen. Die Hypothese der Ubertragbarkeit der in vitro Daten auf die in vivo
Situation wird zusitzlich von der oben genannten Tatsache unterstiitzt, dass Mikroglia,
Astrozyten, Neuronen und Hirnendothelien des ZNS ebenfalls in der Lage sind eine IDO-
Aktivitdt auszubilden, um so wahrscheinlich infektiose Agentien unschéidlich zu machen. Mit
den genannten Zellen wurden jedoch bis dato keine Daten {iber IDO-vermittelte

antimikrobielle Effekte veroffentlicht.
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Zu den immunregulatorischen Fahigkeiten der IDO innerhalb des ZNS ist anzufiihren, dass in
vivo Experimente in der Maus vorliegen, die zeigen, dass wéhrend einer Entziindung des ZNS
in Form einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) die IDO-Expression
und -Aktivitdt durch Mikroglia des ZNS induziert wird. Eine pharmakologische Inhibition der
IDO fiihrt hierbei zu einer Progression der T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankung

(Kwidzinski et al., 2005).

4.2. Humanes Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1): Blockade antimikrobieller Effekte
durch Hemmung der IDO-Aktivitiit, IDO-Protein- und -mRNA-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurden die durch IFN-y beziehungsweise IDO-vermittelten
antimikrobiellen Effekte anhand von zwei Zelllinien untersucht. Primir wurden Experimente
mit der Astrozytomzelllinie 86HG39 reproduziert und durchgefiihrt. Um eine breitere
Giltigkeit der Daten ableiten zu konnen, wurden fast alle Experimente auch mit der humanen,
nativen HFF-Zelle gezeigt.

In dieser Dissertation steht das hHSV-1 als virales Pathogen im Mittelpunkt. Wie in der
Einleitung dieser Arbeit ausfiihrlich beschrieben und von anderen Herpesviren ebenfalls
bekannt, liegt eine hohe Durchseuchungsrate in der Population zwischen 80 — 90 % vor. Aber
auch fiir Toxoxplasma gondii geht man von einer lebensalterabhingigen Seroprdvalenz von
bis zu 70 % in Europa aus. Bei immunkompromittierten Patienten konnen schwerwiegende
Krankheitsverldufe entstehen, wenn die persistierenden Erreger reaktiviert werden.

Bezogen auf die Immunsuppression kann die Phase der Schwangerschaft aus
immunologischer Sicht als Beispiel genannt werden (Hof et al., 2005). Der Fetus kann
wihrend der Graviditdt fatal infiziert werden. Beide Pathogene gehoren zu den sog.
STORCH-Erregern. Dazu gehdren der Syphilis-Erreger Treponema pallidum, Toxoplasma
gondii, andere (engl. Others) Pathogene, wie -Streptokokken oder Ringelrdteln, das Rotel
(Rubella)-, Cytomegalie- und Herpes simplex Virus, aber auch das Hepatitis B-/ C- oder HI-
Virus (Biihling et al., 2009). Den genannten Erregern und deren verursachte konnatale
Infektion ist gemein, dass sie wihrend der Schwangerschaft von der infizierten Mutter auf den
Fetus iibertragen werden und schwerwiegende, zum Teil letale, Erkrankungen hervorrufen
konnen. Die schwersten Infektionen, die durch hHSV-1 oder Toxoplasma gondii verursacht
werden konnen, sind meist die, die das Zentrale Nervensystem beispielsweise in Form einer

Enzephalitis oder Meningo-Enzephalitis betreffen. Aufgrund der klinischen Relevanz wurde
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in dieser Dissertation ein  Meningo-Enzephalitis-Modellsystem  mit  humanen
Gehirntumorzellen (86HG39) etabliert.

Entscheidend fiir die Ergebnisse dieser Arbeit ist die Tatsache, dass sowohl hHSV-1, als auch
Toxoplasma gondii, Streptococcus agalactiae und Staphyloccocus aureus Tryptophan-
auxotroph sind und somit mit einem gehemmten Wachstum auf den IFN-y vermittelten und
IDO-induzierten Tryptophanabbau reagieren. In den vergangenen Jahren konnten Adams et al.
zeigen, dass die Replikation von hHSV-1 bei einer geringen Viruskonzentration (MOI) in
86HG39 Zellen, durch die IFN-y induzierte IDO-Aktivitdt gechemmt wird (Adams ef al., 2004
A). Aber auch die Replikation von HSV-2, CMV, Masernvirus, Vacciniavirus und Hepatitis-
B-Virus kann durch die IDO inhibiert werden (Bodaghi ef al., 1999; Adams et al., 2004 B;
Obojes et al., 2005; Terajima et al., 2005; Mao et al., 2011). Aber nicht nur die Replikation
von Viren wird durch die IDO beeinflusst. Schon 1984 zeigten Pfefferkorn et al., dass eine
IFN-y vermittelte IDO-Aktivitdt in Fibroblasten das Wachstum des obligat intrazelluldren
Parasiten Toxoplasma gondii in vitro hemmen kann (Pfefferkorn et al., 1984; Dai et al., 1994).
In den letzen 20 Jahren konnte diese Proliferationshemmung auch in weiteren Zelllinien, wie
Endothel-, Epithel-, retinalen Pigmentepithelzellen und Astrozyten gezeigt werden (Daubener
et al., 1993; Nagineni et al., 1996, Daubener et al., 1999; Daubener et al., 2001; Oberdorfer et
al., 2003). Zudem hat der IDO-vermittelte Tryptophanabbau eine proliferationshemmende
Wirkung gegeniiber verschiedenen Chlamydien-Stimmen (Byrne et al., 1986, Beatty ef al.,
1994; Nettelnbreker et al., 1998; Pantoja et al., 2000; Roshick et al., 2006), B-Streptokokken
(MacKenzie et al., 1998), Staphylococcus aureus (Schroten et al., 2001) und Enterokokken
(Dédubener et al., 1999; MacKenzie et al., 1999). Der IDO-vermittelte antiparasitire Effekt
konnte auch gegeniiber anderen Parasiten, wie Neospora caninum (Spekker et al., 2009),
Plasmodium falciparum (Hunt et al., 2006), Trypanosomen (Vincendeau ef al., 1999; Knubel
et al., 2010), Leishmania donovani (Murray et al., 1985) und Schistosoma mansoni (Esparza
et al., 1987) gezeigt werden.

Die zu untersuchenden Zellen (Astrozytomzellen oder Fibroblasten) wurden in dieser Arbeit
mit verschiedenen Konzentrationen IFN-y stimuliert und dann jeweils uninfiziert belassen
oder mit verschiedenen Virusdosen des humanen Herpes simplex Virus Typ 1 (hHSV-1)
infiziert. Heseler zeigte, dass der IFN-y vermittelte antivirale Effekt von der hHSV-1
Infektionsdosis abhingt (Heseler, 2008). Demnach ist der IFN-y induzierte antivirale Effekt
bei einer hoheren Infektionsdosis (MOI 1,5) nicht so effektiv ist, wie bei einer niedrigeren
Infektionsdosis (MOI 0,15). Dieser Zusammenhang konnte auch fiir eine andere Herpes-

Infektion und zwar durch hCMV gezeigt werden (Heseler, 2008). Eine mogliche Erklarung
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dafiir ist, dass HSV-1 ,Immune Escape® Mechanismen entwickelt hat, die eine Aktivierung
von IFN-y vermittelten Signalen inhibiert. In der Literatur finden sich einige Daten zu einer
Interaktion von hHSV-1 mit dem IFN-Signalweg. Eine hHSV-1 Infektion fiihrt zu einer
Reduktion der Expression von STATI1 (signal transducers and activators of transcription),
STAT2 und JAKI1 (Januskinase 1) (Wiertz et al., 2007). Zudem kommt es zu einer Hemmung
der Phosporylierung von STATI1, STAT2, JAKI, JAK2 und TYK2 (Tyrosinkinase 2),
dadurch konnen die durch Typ 1 und 2 Interferon induzierten Gene nicht exprimiert werden
(Yokota et al. 2001). Durch eine HSV-1 Infektion kommt es zusdtzlich zu der Expression von
SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3), was ebenfalls eine Hemmung des JAK-STAT-
Signalweg zur Folge hat und eine effiziente Replikation des HSV-1 bewirkt (Yokota ef al.,
2004). Eisemann et al. zeigten, dass eine Infektion mit HSV-1 die Expression des IFN-y
Rezeptors, die STATI-Phosphorylierung und die Expression von IRF-1 supprimiert
(Eisemann et al., 2007). Insgesamt wird deutlich, dass HSV-1 an multiplen Stellen den IFN-y,
aber auch den IFN-o/ — Signalweg inhibiert (Chee et al., 2004; Melroe et al., 2004; Paladino
et al., 2009; Johnson et al., 2010).

Das hHSV-1 ist nicht das einzige Virus, das mit dem JAK-STAT-Signaltransduktionsweg
interagiert, sondern dieser inhibitorische Effekt ist in der wissenschaftlichen Literatur von
verschiedenen Viren bekannt. Das humane Cytomegalievirus (CMV [= Humanes Herpesvirus
5]) induziert zum einen den Abbau der JAK1 und es kommt zu einer Reduktion der
Expression der JAK1 (Miller et al., 1998; Vossen et al., 2002). Zum anderen kann eine
hCMV-Infektion zur Aktivierung einer ubiquitir vorkommenden Tyrosin-Phosphatase, der
SHP2 (src homology region 2 domain-containing phosphatase 2) filhren. Dieses Enzym kann
STATI1 dephosporylieren (Wu ef al., 2002; Baron et al., 2008). Das immediate-early Protein
BZLF1 des Ebstein-Barr-Virus (EBV [= Humanes Herpesvirus 4]) fiihrt ebenfalls zur einer
Hemmung der IFN-y induzierten STATI1-Phosphorylierung und -Translokation in den
Nukleus. AuBerdem inhibiert es die Expression des IFN-y Rezeptors (Morrison et al., 2001).
Das Varizella-Zoster-Virus (VZV [= Humanes Herpesvirus 3]) inhibiert die Expression von
JAK?2 und STAT1a (Abendroth et al., 2001).

Nicht nur Herpesviren haben einen Einfluss auf den JAK-STAT-Pathway. Das C-Protein des
Sendai-Virus verhindert die STAT1-Synthese und vermittelt die Degradation von STAT1
durch das Proteasom (Garcin et al., 2000). Das Masern-Virus verfiigt ebenfalls iiber ein C-
Protein, welches an das phosphorylierte STAT1 bindet und so die Dimer-Bildung verhindert
(Yokota et al., 2011). Das V-Protein des Nipah-Virus hemmt die nukledre Translokation von
STATI und STAT2 (Rodriguez et al., 2002). Das V-Protein des Mumps-Virus induziert eine
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Degradation von STAT1 und STAT3 (Fujii et al., 2004). Ein Flavivirus des Tick-borne-
Enzephalitis-Komplexes, welches eine Enzephalitis, Meningitis oder himorrhagisches Fieber
verursachen kann, ist fahig die JAK1-Phosphorylierung zu verhindern (Best et al., 2005). Das
Chikungunya-Virus fiihrt zu einer Hemmung der STAT1-Phosphorylierung und/ oder STAT-
Translokation in den Nukleus und so zur Inhibition der IFN-o/ —f3 und IFN-y Signalwegs
(Fros et al., 2010). Bezogen auf die vorliegende Arbeit kann man davon ausgehen, dass das
hHSV-1 die oben geschilderten Effekte auf der Signaltransduktionsebene vermittelt und so fiir
die verminderte IDO-Expression und Inhibition, der durch sie vermittelten Effekte,
verantwortlich ist.

Es wurden jedoch auch hemmende Mechanismen auf den JAK-STAT-Weg von bakteriellen
und parasitdren Erregern entdeckt. So kann Mykobakterium avium die Expression des IFN-y
Rezeptors herunterregulieren und fiihrt zu einer reduzierten Phosphorylierung der a-Unterheit
des IFN-y Rezeptors, der JAK1, JAK2 und von STAT1 in Makrophagen (Hussain et al.,
1999). Mykobakterium bovis induziert die Bildung von SOCS1 und SOCS3 in murinen J774
Makrophagen. Der Cord-Faktor (Trehalose-6,6"-Dimykolat) von Mykobakterium tuberculosis
vermittelt die Expression von SOCS und hemmt die Phosphorylierung von STAT1 (Imai et
al., 2003). Auch Leishmanien konnen den JAK-STAT-Weg in Makrophagen inhibieren
(Bhardwaj et al., 2005). Ehrlichia chaffeensis, ein obligat intrazelluldres Bakterium in
humanen Monozyten oder Makrophagen, kann die IFN-y vermittelte JAK- und STAT-
Phosphorylierung verhindern (Lee et al., 1998). Bei den geschilderten Effekten wird
insgesamt deutlich, dass ein Hemmung des JAK-STAT-Signaltransduktionsweges ein
typisches Vorgehen eines Pathogens in der Natur zu sein scheint und nicht nur auf eine virale
Spezies zuriickzufiihren ist.

Die in der Literatur beschriebenen durch hHSV-1 induzierten, inhibitorischen, zelluldren
Effekte konnen helfen die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse zu verstehen. In dieser
Dissertation wurde gezeigt, dass die IFN-y induzierte IDO-Aktivitdt, IDO-Protein- und IDO-
mRNA-Expression durch eine moglichst zeitnah erfolgte hHSV-1 Infektion inhibiert werden
kann. Damit hemmt hHSV-1 also nicht nur das Enzym selbst, sondern verhindert auch die
Bildung des Proteins. Dieser inhibitorische Effekt ist von der eingesetzten Infektionsdosis
abhingig, das heiflt je hoher die Virusdosis, desto geringer sind die IDO-Aktivitdt oder
Proteinexpression. Zudem ist dieser Zusammenhang von einer Tumorzelle auf eine native
Fibroblasten Zelllinie {ibertragbar, was ein Zeichen fiir die breitere Giiltigkeit des analysierten
Effektes ist. In einem Experiment (Vgl. Abb. 3.18. und 3.19.), in dem eine Hemmung der

IDO-Aktivitdat durch hHSV-1 induziert wurde, wurde eine zusitzliche Kontrolle mit einem
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hHSV-1 durchgefiihrt, welches vor der Infektion mit UV-Strahlen inaktiviert wurde. Das UV-
inaktivierte hHSV-1 konnte die IDO-Aktivitit nicht inhibieren. Zusammenfassend ist also
hervorzuheben, dass nur replikationsfahiges HSV-1 den korrekten Ablauf der JAK-STAT-
Signaltransduktionskaskade (sieche 1.1.1. und Abb. 1.1) hemmt. Die Inhibiton der IDO-
Expression fithrt auch zu einer Hemmung der IDO-vermittelten antimikrobiellen
Effektormechanismen. So zeigt diese Arbeit, dass eine hHSV-1 Infektion eine Aufhebung der
IDO-vermittelten antibakteriellen und antiparasitdren Effekte verursacht, sodass die Erreger,
wie Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus und Toxoplasma gondii wieder
proliferieren konnen. Dabei konnte der antibakterielle Effekt in den verschiedenen
Experimenten deutlich antagonisiert werden, der antiparasitire Effekt jedoch nicht vollstidndig.
In der Literatur wurde bereits verdffentlicht, dass fiir die Restriktion der Replikation von
Toxoplasma gondii der JAK-STAT-Signaltransduktionsweg und die dadurch induzierte IDO-
Aktivitdt entscheidend sind (Ceravolo et al., 1999). Somit wiirde eine Blockade dieser
Signalkaskade theoretisch zur kompletten Authebung des antiparasitiren IDO-Effektes fiihren.
Da aber durch die hHSV-1 Infektion nicht die vollstindige Proliferation, verglichen mit
unstimulierten und uninfizierten Kontrollen, erreicht wird, muss hHSV-1 in hoéheren
Konzentrationen weitere Effekte vermitteln, die womdglich einen negativen Einfluss auf die
Zellen zur Folge haben. Dies konnte durch den von hHSV-1 ausgelosten selektiven host
shutoff, der Repression der Synthese von diversen Proteinen erkldrt werden (Laurent et al.,
1998). Dieser Effekt wird durch das Protein UL41, auch VHS (Virion host shutoff) Protein
genannt, ausgelost (Matis er al., 2001). Es wire denkbar, dass durch die verringerte
Proteinbiosynthese essentielle Proteine fiir Toxoplasma gondii weniger gebildet werden. So
konnte der obligat intrazelluldre Parasit Toxoplasma gondii in seinem Wachstum leicht
eingeschréankt sein. Fiir die Analyse dieser Hypothese miissten weitere Daten erhoben werden,
die belegen, dass UL41 fiir Toxoplasma gondii inhibitorische Effekte vermitteln kann. Dabei
ist es moglich dass durch den ,,shut off* der Proteinbiosyntghese in der Wirtszelle essentielle
Proteine fiir Toxoplasma gondii nicht mehr gebildet werden, ferner konnte auch die
Proteinbiosynthese von intrazelluliren Toxoplasmen UL41-abhingig gehemmt werden. Zur
Uberpriifung des Wirkmechanismus wire es sinnvoll UL41-negative Mutanten von hHSV-1
zu verwenden. Die Hypothese zu dem direkten Einfluss von hHSV-1 Genen auf Toxoplasma
gondii ist bis dato nicht untersucht worden.

Die Daten zur Interaktion von HSV mit der Abwehr gegen Mikroorganismen wurden in
einem in vitro Infektionsmodell gewonnen und konnten dabei helfen klinische Beobachtungen

in vivo zu verstethen und zu erkldren. Es ist aus der Humanmedizin bekannt, dass
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beispielsweise eine Infektion mit dem Masern-Virus zu einer Reaktivierung einer latenten
Tuberkulose filhren kann, so dass frither Masern als ,,Schrittmacher der
Tuberkulose* bezeichnet wurden (Klein, 1927). Zudem kann eine Immunsuppression oder ein
Zustand der Immunkompromittierung durch zum Beispiel AIDS zur Reaktivierung und/ oder
Koinfektion von HSV-1 oder Toxoplasma gondii fithren (Lloyd, 1996; He et al., 2011).
AuBlerdem sind bakterielle Infektionen oder Superinfektionen moglich (Herold et al., 2008).
Dies hat schwere Krankheitsbilder wie Meningo-Enzephalitiden, generalisierte Infektionen
oder Koinfektionen zur Folge. In der Literatur sind weitere Daten verdffentlicht, die vermuten
lassen, dass eine HSV-1 Infektion eine bakterielle oder parasitire Infektion begiinstigen kann.
Farber et al. erkannten, dass Zellen, die mit Herpesviren wie HSV-1 oder -2 infiziert waren,
eine erhohte zelluldre Adhédrenz von Streptokokken der Gruppe A ermdglichten. Dies konnte
ein stark erhohtes Risiko einer bakteriellen Superinfektion zur Folge haben (Farber et al.,
1983). Prandota berichtete dariiber, dass eine Mollaret-Meningitis, die vor allem durch HSV-2,
aber auch durch HSV-1, ausgelost werden kann, eine Reaktivierung einer latenten zerebralen
Toxoplasmose verursachen kann (Prandota, 2009). Zudem ist vorstellbar, dass es im Falle
einer Immunsuppression zu einer hHSV-1 Reaktivierung mit einer HSV-1 Enzephaltits
kommen konnte, die im Weiteren eine latente Toxoplasmose verursacht und so zu einer
Enzephalitis-Koinfektion flihrt. Hierfiir konnten jedoch keine Daten in der Literatur gefunden
werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine HSV-1 Infektion oder Reaktivierung
eine bakterielle Infektion mit Streptococcus agalactiae oder Staphylococcus aureus
begiinstigen und so das Risiko eine Meningo-Enzephalitis-Koinfektion erhdhen konnte.
Zudem besteht das Risiko, dass das hHSV-1 eine Infektion mit Toxoplasmen oder eine
Reaktivierung von Toxoplasma gondii begiinstigen und dadurch eine Enzephalitis-
Koinfektion verursachen konnte. Dies stellt besonders fiir Immunkompromittierte oder
Patienten unter Immunsuppression ein signifikantes klinisches Problem dar. In diesen Fillen
miisste einer prophylaktischen Aciclovir-Therapie gegen hHSV-1 ein hoher Stellenwert
beigemessen werden, um eine hHSV-1 Infektion und damit das Risiko an einer Toxoplasmose
oder verschiedenen bakteriellen Erkrankungen zu verhindern. Noch effektiver wére jedoch
eine Impfung gegen das virale Pathogen, um die Primirinfektion und die konsekutive
lebenslange Persistenz und damit das Risiko der Reaktivierung abzuwehren. Ein protektiver
Impfstoff gegen Herpes simplex Viren konnte jedoch bis dato nicht hergestellt werden (Kern
et al., 1964; Mertz et al., 1990; Straus et al. 1994; Whitley et al., 2002).
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4.3. hHSV-1 in der Immunregulation und den Einfluss auf die IDO-vermittelten im-

munregulatorischen Effekte

Wie unter 4.2. beschrieben und diskutiert, kann hHSV-1 an verschiedenen Stellen der JAK-
STAT-Signalkaskade inhibitorisch wirken und dadurch einen Einfluss auf die IFN-y
induzierten Wirkungen nehmen. Hieraus ergibt sich der dosisabhdngige Einfluss von hHSV-1

auf die durch IFN-y induzierten, IDO-vermittelten antimikrobiellen Effekte. In diesem
Kontext wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits der hemmende Einfluss des humanen
Cytomegalievirus (hCMV), welches ebenfalls zu der Familie der Herpesviren gehdrt, auf den
JAK-STAT-Signaltransduktionsweg und auf die IDO-vermittelten Effekte beschrieben.

Ebenfalls wurde der Einfluss von hCMV auf die Immunregulation analysiert und zum ersten
Mal gezeigt, dass eine hCMV-Infektion von humanen Zellen die IFN-y induzierte und IDO-
vermittelte T-Zell Toleranzinduktion komplett autheben kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Experimentalansatz der Einfluss von hHSV-1 auf
die Immunregulation untersucht (Vgl. Abb. 3.33.). Wie bereits bekannt, beeinflusst das
hHSV-1 die spezifische Immunantwort an verschiedenen Stellen. Dies ist oft bei Viren zu
erkennen, die wie die Herpesviren eine Immunevasion als Schutz vor dem humanen
Immunsystem durchfithren. Das ICP (infected cell protein) 47 von HSV-1 hemmt TAP
(Transporter associated with antigen processing) an seiner zytosolischen Seite, dadurch wird
der Peptid-Import in das endoplasmatische Retikulum (ER) verhindert und es kommt zudem
zu einer Akkumulation der MHC I-Molekiilen im ER (Hill et al., 1994; Tomazin et al., 1996;

Neumann et al., 1997). Es findet eine Hemmung der MHC (major histocompatibility complex)
I-Antigenprésentation statt und damit wird die Erkennung der HSV-1 infizierten Zelle durch
zytotoxische CD8" T-Zellen verhindert (Ahn et al., 1996; Goldsmith e al., 1998). Eine

Hemmung der MHC II-Antigenprisentation kann durch die Produkte der Gene UL41 und
v134.5 induziert werden (Trgovcich et al., 2002). Eine HSV-1 Infektion der
antigenprasentierenden, reifen Dendritischen Zellen (DZ) fiihrt zu einer spezifischen
Degradation von CD83, welches bei der Reifung der DZ vermehrt auf deren Zelloberflidche

exprimiert wird. Das ICPO, ein Immediate-early-Protein des HSV-1, vermittelt diesen Effekt,

der in einer verminderten T-Zell Stimulation miindet (Kruse et al., 2000; Kobelt et al., 2003;

Kummer et al., 2007). Zudem wird die Expression von CCR7 auf reifen DZ durch HSV-1

reduziert. Dadurch werden die DZ in ihrer durch Chemokine vermittelten Migrationsfahigkeit
stark eingeschrénkt, sodass sie nicht mehr die antivirale Immunantwort in den Lymphknoten

vermitteln konnen (Prechtel et al., 2005). HSV-1 verfiigt {iiber eine weitere
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Immunevasionsstrategie, indem es sich durch die Hemmung der Expression von CD1d den
natiirlichen Killer-T-Zellen entzieht (Yuan et al., 2006).

Das hHSV-1 kann somit, wie andere Herpesviren, verschiedene Effekte im Immunsystem
induzieren, die eine spezifische Immunantwort beeinflussen. HSV-1 kann aber auch eine
apoptotische Wirkung auf PBL (periphere Blutlymphozyten) haben. Fiir das Sendai-Virus und
hHSV-1 wurde bereits 1995 gezeigt, dass es in humanen mononukledren Blutzellen Apoptose
verursachen kann (Tropea ef al., 1995). Auch in peripheren CD4-Helfer-T-Lymphozyten kann
HSV-1 Apoptose auslosen und so eine Immunsuppression und Lymphozytopenie vermitteln
(Ito et al., 1997). Zudem kann HSV-1 Apoptose in unreifen DZ induzieren und so eine
antivirale Immunantwort verhindern (Kather er al., 2010). Eine Infektion mit HSV-1 muss
jedoch nicht grundsétzlich zum Zelltod von peripheren mononukledren Blutzellen fiihren, da
diese Zellen, wenn sie mit HSV-1 infiziert sind, eine signifikante Hochregulation von CD54
und MHC-I auf den nicht-infizierten humanen mikrovaskuldren Endothelzellen induzieren.
Dieser Zusammenhang wird als in vitro Modell fiir das HSV-1 induzierte Erythema
exsudativum multiforme benutzt (Larcher et al., 2001).

Die Apoptoseinduktion von HSV-1 in peripheren Blutzellen konnte aber die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse unter 3.2.6. erkldren. Auffallend ist, dass in allen Gruppen, in denen
HSV-1 zugegeben war, eine deutliche Hemmung des T-Zell Wachstums festgestellt wurde.
Damit konnte in diesen Experimenten nicht analysiert werden, ob eine HSV-1 Infektion die
IFN-y bzw. IDO-vermittelte Proliferationshemmung der PBL aufheben kann. Dies konnte
bedeuten, dass hHSV-1 eine T-Zell Apoptose ausgelost und so eine T-Zell Proliferation
verhindert hat. Ob das eventuelle Auslosen der Apoptose von der verwendeten Virusdosis
abhingt, kann abschlieBend nicht gesagt werden, da diesbeziiglich keine Daten in der
Literatur existieren. In den Experimenten in dieser Arbeit wurde eine hHSV-1 MOI von 6
eingesetzt. Es wire jedoch denkbar, dass eine geringere MOI keinen Zelltod verursacht.
Zusitzlich konnten Experimente durchgefiihrt werden, die zeigen, ob die PBL noch vital sind
oder Apoptose begangen haben. Man konnte eine Lebendfiarbung der PBL durchfiihren oder
entsprechende Apoptosemarker mittels FACS-Analyse (florescence activated cell sorting)
iiberpriifen. In diesem Kontext gibt es sicherlich noch Raum fiir weitere, zukiinftige
Forschungsansitze.

Nach meinen bisherigen Ergebnissen hat das HSV-1 im Gegensatz zu CMV anscheinend eine
apoptotische Wirkung auf die PBL. Auch dadurch kénnte das HSV-1 eine immunsuppressive

Wirkung vermitteln und so das Risiko fiir weitere Erkrankungen oder Koinfektionen erhdhen.
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Tatséchlich tritt eine hHSV-1 Infektion oder Reaktivierung in 50 % der Fille 2 bis 5 Wochen
nach einer Organtransplantation und konsekutiver Immunsuppression auf. Zudem gehort eine
HSV-1 Infektion, wie die HSV-1 Enzephalitis, zum Kreis der opportunistischen Infektionen,
die im Falle einer Immunkompromittierung und Immunsuppression auftreten konnen.
AuBerdem scheint HSV-1 die AbstoBung eines Cornea-Grafts zu induzieren, wenn das Virus
mit dem Transplantat libertragen wurde (De Kesel et al., 2001). Hierzu gibt es ein
interessantes Experiment von Beutelspacher ef al., das die immunologische Funktion der IDO
bei einer Cornea-Transplantation beschreibt. Es wurde beobachtet, dass eine Uberexpression
der IDO in Allograft-Cornea-Transplantaten zu einem signifikant ldngeren Allograftiiberleben
und somit zur Transplantat-Toleranz fiihrt. Allogene Cornea-Transplantate mit einer geringen
IDO-Expression fiihrten dagegen schnell zu einer AbstoBungsreaktion. Die IDO kann in
diesem Zusammenhang zum einen eine Suppression der aktivierten CD4" Effektor-T-Zellen,
also der lokalen Immunantwort induzieren. Zum anderen wird durch die Tryptophan-
Depletion ein systemischer Toleranzeffekt vermittelt, da am kontralateralen Auge zeitgleich
transplantierte  Cornea-Allograft ohne IDO-Expression ldnger vom Immunsystem
angenommen werden (Beutelspacher et al., 2006; Ryu et al., 2007). Ahnliche Erkenntnisse
machte man ebenfalls bei kardialen und pulmonalen Allograft-Tranplantaten mit IDO-
Expression (Liu et al., 2006 A; Liu et al., 2006 B; Liu et al., 2007; Li et al., 2007).
Kombiniert man nun die Ergebnisse von De Kesel und Beutelspacher miteinander, konnte
wiederum eine hHSV-1 Infektion zu einer IDO-Expressions-Inhibition und somit zu einem
erhohten Rejektionsrisiko fiihren. Um diese Hypothese zu bestitigen, miissen jedoch noch
weitere Experimente folgen.

Weitere Daten zeigen, dass bei der Transplantation von soliden, parenchymatdsen Organen (z.
B. Lunge, Leber, Nieren) die HSV-1 Reaktivierung bei den Organempfingern haufiger
vorkommt, mehr invasive Infektionen auftreten, die zudem mehr Zeit fiir eine Heilung
benétigen und ein hoheres Disseminations-Risiko besitzen, als in immunkompetenten
Patienten. Aus diesem Grund sollte eine prophylaktische Aciclovir-Therapie, die eine HSV-1
Infektion und Reaktivierung verhindert, eingesetzt werden (Smyth et al., 1990; Slifkin ef al.,
2004). Diese Daten sind zudem auf ein weiteres Herpesvirus, und zwar auf das CMYV,
iibertragbar. Vor einer Organtransplantation sollte ebenfalls eine prophylaktische Therapie
gegen CMYV eingeleitet werden (Slifkin et al., 2004). Im Falle einer CMV-Infektion oder -Re-
aktivierung nach einer Nierentransplantation unter Immunsuppression ist jedoch, verglichen
mit einer HSV-1 Infektion nach Organtransplantation, die Morbiditdit und Mortalitét
signifikant erhoht (De Keyzer et al., 2011).
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Wie in dieser Dissertation bereits geschildert, kann die IDO immunregulatorische Effekte
vermitteln und ist durch die immunsuppressive Wirkung ein therapeutisches Target, um eine
langere Transplantat-Toleranz zu erreichen (Quan et al., 2008, Mulley et al., 2008).
Zusitzlich gibt es Daten dariiber, dass die IDO eine zentrale Rolle in der Immunmodulation
spielt und eine Suppression einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD) verursacht, was zu
einem groflen Interesse an der IDO innerhalb der Medizin fiihrt (Jasperson et al., 2008;
Jasperson et al., 2009). Zudem wurde in Untersuchungen mit verschiedenen Tumoren gezeigt,
dass eine T-Zell Toleranz besteht, die mit der IDO-Expression in den Tumorzellen erklért
wird (Logan et al., 2002; Pardoll, 2003; Uyttenhove et al., 2003; Munn ef al., 2004). In einem
Mausmodell konnte sogar gezeigt werden, dass eine IDO-Uberexpression in
Endometriumtumorzellen zu einer schnellen Tumorprogression fithrt (Yoshida et al., 2008).
Das genaue Verstindnis der IDO-vermittelten Effektormechanismen konnte somit einen
grolen Fortschritt auf dem Gebiet der IDO-positiven Tumoren, aber auch in der
Transplantationsmedizin bedeuten. Hierbei miisste jedoch eine selektive Methode gefunden
werden, die IDO der Tumorzellen beispielsweise zu inhibieren, ansonsten wéren sicherlich

systemische Nebenwirkungen durch Hemmung der physiologischen IDO-Aktivitdt erwarten.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit einmal mehr, dass die IDO und ihre
vermittelten Effekte, sowie der Einfluss von einem Pathogen auf diese, einen komplexen Teil
der humanen Immunantwort darstellen.

Eine groBe humanmedizinische Relevanz in vivo besitzt die gewonnene Erkenntnis, dass eine
hHSV-1 Infektion die IFN-y induzierten und IDO-vermittelten antimikrobiellen Effekte
aufheben kann. Aber auch ein direkter inhibitorischer, apoptotischer Effekt des hHSV-1 auf
T-Zellen konnte eine direkte immunsuppressive Wirkung vermitteln. Dies kann insbesondere
im Falle einer Immunkompromittierung oder Immunsuppression zum Beispiel bei

Organtransplantierten zu schweren Infektionen oder zu Koinfektionen fiihren.
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5. Zusammenfassung

Infektiose Enzephalitiden, Meningitiden oder Meningoenzephalitiden sind beim Menschen
hdufig auf Infektionen mit Toxoplasma gondii, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae oder Herpes simplex Virus Typ 1 zuriickzufiihren. In unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass Wachstum und Replikation dieser Erreger durch die Aktivierung
des IFN-y induzierbaren und Tryptophan-abbauenden Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase
(IDO) kontrolliert wird. Die IDO verfiigt liber antimikrobielle Eigenschaften, die bereits in
diversen Infektionsmodellen untersucht wurden. Im Rahmen dieser Dissertation sollte nun
gezeigt werden, wie die Infektion mit dem humanen HSV-1 (hHSV-1) die Expression und
Aktivitdt der Indolamin 2,3-Dioxygenase beeinflusst und ob dies zu einer Beeintrdchtigung
der IDO-vermittelten antimikrobiellen Abwehrmechanismen fithrt. Zur Analyse dieser
Mechanismen wurde ein in vitro Modellsystem mit humanen Hirntumorzellen (86HG39
Zellen) und humanen, nativen Fibroblasten (HFF-Zellen) und den verschiedenen Erregern
etabliert. Als Induktor der IDO wurde IFN-y verwendet.

Die Ergebnisse der Infektionsexperimente zeigen, dass eine Infektion mit hHSV-1 eine
Hemmung der IDO-Expression und -Aktivitdt hervorruft. Daraus ergab sich, dass die
verwendeten Zellen nicht mehr das Wachstum verschiedener Bakterienstimme und Parasiten
unterbinden konnten.

Diese Daten der in vitro Infektionsmodelle konnten Beobachtungen in vivo erkldren, wie
Enzephalitiden oder Meningo-Enzephalitiden verursacht werden. Aus medizinischer Sicht
wire denkbar, dass eine hHSV-1 ZNS-Infektion andere schwerwiegende ZNS-Infektionen,
wie eine bakterielle Meningitis oder parasitire Enzephalitis begiinstigt. Die durch hHSV-1
vermittelten, auf die IDO einwirkenden, inhibitorische Effekte konnten zudem im Falle von
Immunsuppression bei organtransplantierten Patienten eine Verminderung der Organtoleranz
hervorrufen. In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass bei der Transplantation von soliden,
parenchymatdsen Organen (z. B. Leber) eine hHSV-1 Reaktivierung bei den
Organempfingern hiaufiger vorkommt, mehr invasive Infektionen verursacht, die zudem mehr
Zeit fiur eine Heilung benotigen und ein hoheres Disseminations-Risiko besitzen, als in

immunkompetenten Patienten.
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6. Summary

Infectious encephalitis, meningitis or meningoencephalitis in humans are often caused by
pathogens including Toxoplasma gondii, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae or
herpes simplex virus Typ 1. In our research group we have shown that growth and replication
of these agents is controlled by the activity of the IFN-y-inducible, tryptophan-degrading
enzyme Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). IDO has antimicrobial properties which have
already been analysed in different infection models. This doctoral thesis aims to show in
which way the infection with human HSV-1 (hHSV-1) influences the expression and activity
of IDO and if this leads to a negative effect on IDO-mediated antimicrobial defence
mechanisms. For analysis of these mechanisms an in vitro model using human brain tumour
cells (86HG39 cells), human native fibroblasts (HFF cells) and different pathogens was
established. IFN-y was used to induce the IDO activity.

The results of the infection experiments show that hHSV-1 infection caused an inhibition of
IDO expression and activity. As a result the infected cells were no longer capable of reducing
the growth of different bacterial strains and parasites.

The data from the in vitro infection model could explain in vivo observations as to the
pathophysiology encephalitis or meningoencephalitis. From the medical point of view it is
possible that a hHSV-1 CNS infection may increase the likelihood of bacterial or parasitic
CNS infections. The hHSV-1-mediated inhibition of IDO-induced immunsuppression could,
in addition, result in a reduced graft tolerance in transplant patients. In this context it is well-
known that during transplantation of solid organs (e. g. liver) reactivation of HSV-1 occurs
more frequently, causes more invasive infections requiring for a greater reconvalescence time

and have a higher risk of dissemination in comparison to immuncompetent patients.
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