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1. Einleitung

Die vorgelegte Arbeit beschéftigt sich mit in vitro-Modellen fiir virale Infektionen und der
Analyse zelluldrer Abwehrmechanismen. Hierbei liegt ein Schwerpunkt auf der antiviralen
Aktivitdt der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), welche durch Stimulation der verwendeten
Zellkulturen mit verschiedenen Cytokinen induziert werden konnte. Die Aktivitit der IDO
wurde mit photometrischen, immunologischen und molekularbiologischen Methoden
untersucht.

Die hierzu durchgefiihrten Untersuchungen konzentrieren sich besonders auf verschiedene
Endothelzellen, um mehr iiber ihre wichtige Funktion bei der Abwehr viraler Infektionen zu
erfahren.

Als viraler Erreger dienten die Herpes Simplex Viren Typ I und Typ II. Deshalb mochte ich

zundchst damit beginnen, die Bedeutung dieser Pathogene in der Klinik darzustellen.

1.1. Das Herpes Simplex Virus als Pathogen

1.1.1. HSV Typ I: Klinische Bedeutung

Das Herpes Simplex Virus Typ I ist ein doppelstrangiges DNA-Virus (120-200 kbp) aus der
Familie der Herpesviridae. Ebenso wie das Herpes Simplex Virus Typ II und das Varicella
Zoster Virus gehort es der Subfamilie der Alphaherpesviridae an, die sich durch einen kurzen
Replikationszyklus und eine Zerstdrung der befallenen Zellen auszeichnet. HSV I ist weltweit
verbreitet, der Mensch stellt jedoch das einzige bekannte Virusreservoir dar. Die
Durchseuchungsrate der deutschen Bevolkerung mit HSV 1 variiert nach Alter und

soziodkonomischem Status und wird mit 50 — 90% angegeben. Das Virusgenom des HSV
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Typ I codiert fiir ca. 90 Proteine, die in ,,Sofort-“ (Regulationsfunktionen), ,,Friith-*“ (DNA-
Synthese) und ,,Spat“-Proteine (Strukturproteine) eingeteilt werden (Whitley, 2002).

Klinisch treten nach Infektionen mit HSV 1 besonders Infektionen im Kopf- und
Gesichtsbereich auf. Eine Erstinfektion tritt zumeist im Sduglings- oder Kindesalter auf und
kann oftmals auf ein Rezidiv der Eltern zuriickgefiihrt werden. Eine Eintrittspforte stellen
hiufig Zellen in verletzter Mund- und Lippenschleimhaut dar. Die héufigste klinische
Manifestationsform der HSV-I-Infektion ist der Herpes labialis. Hierbei handelt es sich um
ein bldschenformiges Exanthem der Lippenschleimhaut mit Ulzerationen und Krustenbildung.
Haufig tritt bei der Erstmanifestation der Erkrankung auch eine Gingivostomatitis mit
Pharyngitis auf. In den meisten Fillen kommt die Krankheit nach 2-3 Wochen zur ,,Heilung®,
womit ein Verschwinden der klinischen Symptomatik gemeint ist. Im Verlauf der
Ersterkrankung tritt das Virus ndmlich in Nervenzellfortsdtze im infizierten Gewebe ein.
Durch retrograden Transport gelangt das Virus schlielich innerhalb der Nervenzellen zu den
Zellkorpern, die sich im Gesichtsbereich im Ganglion trigeminale befinden. Hier begibt sich
das Virus dann in einen Zustand der Latenz, das heift das Genom liegt in zirkularisierter
Form vor und das Virus benétigt nur wenige Proteine zur Aufrechterhaltung dieses Status.
Besonders giinstig fiir das Virus ist die Tatsache, dal der Transport des Virus von der
Eintrittspforte zum Latenzort rein intrazelluldr erfolgt, so dal es fiir das Immunsystem des
Wirtskorpers wenig Chancen gibt, sich mit dem infektidsen Agens auseinanderzusetzen.
Multiple endogene und exogene Reize wie Stref3, hormonelle Verdnderungen, UV-Licht und
Immunsuppressiva sind in der Folge in der Lage, zu einem Rezidiv zu fithren. Dies kann
sowohl asymptomatisch verlaufen als auch mit erneuten klinischen Symptomen
vergesellschaftet sein.

Im Laufe einer Erstmanifestation der Erkrankung und auch wéhrend eines Rezidivs kdnnen
mehrere Komplikationen auftreten. Zu nennen ist hier zum ersten das Eczema herpaticum.

Hierbei handelt es sich um eine Herpesinfektion in einer durch ein Ekzem vorgeschéidigten
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Haut. Der Verlauf dieser Erkrankung kann durch zusétzliche bakterielle Superinfektionen
auch einen letalen Ausgang nehmen. Auch der Hornhautbefall durch das Herpesvirus stellt
eine schwere Komplikation dar. Hier wird zwischen der oberflachlichen Keratitis dendritica
und der tiefen Keratitis disciformis unterschieden.

Eine seltene, aber sehr gefiirchtete Komplikation ist die Herpesenzephalitis. Diese kann
sowohl bei einer Erstmanifestation als auch bei einem Rezidiv auftreten und ist meist in den
Temporallappen lokalisiert. Die Letalitdt dieser Enzephalitis ist hoch und wird mit ca. 70%
angegeben, falls die Erkrankung nicht therapiert wird. Auch nach Uberstehen der Erkrankung
mufl mit dem Fortbestehen von neurologischen Dauerschiaden gerechnet werden (Hof et al.,
2002).

In der Therapie der Herpesinfektion werden zur Zeit regelmidflig Chemotherapeutika wie
Acyclovir, Valaciclovir und Famiciclovir eingesetzt. Diese Medikamente werden durch die
virale Thymidinkinase aktiviert und schlieBlich von der viralen DNA-Polymerase als
Guanosinanaloga eingebaut, was zu einem DNA-Kettenabruch fiihrt, wodurch schlieBlich die
Virusreplikation gestoppt wird. Die Vorteile dieser Chemotherapie sind allgemein anerkannt,
allerdings stehen auch einige wenige Autoren dieser Therapie skeptisch gegeniiber (Whitley
et al., 2001). Griinde hierfiir sind zum einen die starken Nebenwirkungen der Medikamente,
die sowohl nephrotoxisch als auch hepatotoxisch wirken. AufBlerdem kommt es unter
Acyclovirtherapie in vivo zu einer deutlich herabgesetzten Bildung von Antikorpern,
Cytokinen und Interferon y (Hashido et al., 1997, Liu et al., 2001). Dadurch wird die Wirkung
des Medikaments zwar nicht abgeschwicht, allerdings ist die korpereigene Abwehr fiir den
Fall eines Rezidivs nach Absetzen der Acyclovirtherapie deutlich eingeschrinkt. Aus diesem
Grund wird die Acyclovirtherapie bei immunsupprimierten Patienten auch kontrovers
diskutiert. Zudem hat die Acylovirtherapie keinen Effekt auf latente Viren, so daf auch nach

erfolgreicher Therapie jederzeit Rezidive moglich sind.
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An der Entwicklung eines Impfstoffs gegen das Herpesvirus hat man bis jetzt vergeblich
gearbeitet und auch die korpereigenen antiviralen Mechanismen sind bisher wenig
verstanden. Mit dieser Arbeit mochte ich einen Beitrag zum weiteren Verstdndnis dieser
korpereigenen Mechanismen leisten, denn aus dem besseren Verstindnis deren Prinzipien
konnen eventuell in Zukunft verbesserte Therapieschemata fiir die Behandlung der HSV-

Infektion abgeleitet werden.

1.1.2. HSV Typ II: Klinische Bedeutung

Wie bereits oben erwédhnt gehort auch das Herpes Simplex Virus Typ II zur Familie der
Herpesviridae und zur Subfamilie der Alphaherpesviridae.

Die klinische Hauptmanifestation einer HSV-II-Infektion stellt der Herpes genitalis dar.
Hierbei kommt es zu Blidschenbildung und Ulzerationen am Genital, eventuell
vergesellschaftet mit einer Schwellung der inguinalen Lymphknoten. Haupteintrittspforte bei
einer Primarinfektion ist mit 85% der Genitalbereich, in 15% der Falle dient der orale Bereich
als Eintrittspforte. Nach durchgemachter Erstinfektion kommt es auch bei einer HSV-II-
Infektion zu einem retrograden axonalen Transport des Virus, bei der hdufigsten genitalen
Infektion in die Lumbosakralganglien. Rezidive konnen in Folge ebenso wie bei HSV-I-
Infektionen auftreten, allerdings liegt die Rezidivhiufigkeit bei HSV-II-Infektionen mit 60%
noch deutlich héher als bei HSV-I-Infektionen (10-20%). Aufgrund der Ubertragung der
Erkrankung beim Geschlechtsverkehr steigt die Durchseuchung der Bevolkerung erst nach
der Pubertdt deutlich an und liegt in Deutschland bei ca. 15%.

Eine wichtige Komplikation der HSV-II-Infektion stellt der Herpes neonatorum dar. Hierbei
kommt es bei Vorliegen einer Primédrinfektion der Mutter wédhrend der Geburt zu einer
Infektion des Sduglings im Geburtskanal. In Folge kann eine generalisierte Herpesinfektion
des Neonatus auftreten, die ohne sofortige Therapie letal verlaufen kann. Bei einem

maternalen Rezidiv unter der Geburt wird das Neugeborene zwar durch iibertragene maternale
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Antikorper vor einer generalisierten Infektion geschiitzt, es kann jedoch zu einem Befall des
zentralen Nervensystems durch das HSV-II-Virus kommen. Aus diesem Grund wird bei
einem manifesten Herpes genitalis die Entbindung mittels Sectio caeseraca empfohlen (Hof et
al., 2002).

Die Therapie einer HSV-II-Infektion wird analog zur Therapie der Infektion mit HSV I mit
Chemotherapeutika wie Acyclovir durchgefiihrt. Auch hier ist die Wirksamkeit vielfach
belegt (Marques et al., 2000; Miller et al., 2003; Tariq et al., 1999), allerdings schrinken die
gleichen Risiken und Nebenwirkungen die Anwendbarkeit der Therapie ein.

Umso mehr ist ein Verstidndnis der korpereigenen antiviralen Mechanismen von Ndéten. Zu
deren besseren Einordnung mdchte ich nun einen kurzen Uberblick iiber das menschliche
Immunsystem geben, das grob in eine humorale und eine zellulire Komponente eingeteilt

werden kann.

1.2. Humorale Komponente des Immunsystems

Zur humoralen Komponenten des Immunsystems werden vor allem die Antikdrper gezéhlt,
die sich geldst in den ,,Korperfliissigkeiten* (humores) befinden, woher der Name dieser
Komponente des Immunsystems seinen historischen Ursprung hat. Ferner kann auch das
Komplementsystem bedingt zu dieser Kategorie des Immunsystems gerechnet werden, so daf3
ich auch auf dieses System im Verlauf eingehen werde.

Bei den Antikorpern handelt es sich um Y-formige Molekiile, die an ihren Armen zwei
identische Anitigenbindungsstellen besitzen. Diese Bindungsstellen sind von Molekiil zu
Molekiil sehr variabel, so dal3 eine sehr grofe Vielfalt von Antigenen durch die verschiedenen
Antikorper erkannt werden kann. Der Stamm des ,,Y* eines jeweiligen Antikorpers ordnet
diesen in eine von insgesamt fiinf Isotypen-Klassen ein und bestimmt seine funktionellen

Moglichkeiten. Antikoérper werden von Plasmazellen produziert, die sich wiederum von den
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B-Lympocyten, welche im Knochenmark heranreifen, ableiten. Die B-Lymphocyten tragen
die Antikorper als Rezeptoren auf ihrer Oberfliche. Kommt es zu einem Kontakt mit einem
zu dem Rezeptor der Zelle passenden Antigen, so erfolgt eine klonale Expansion dieses
Lymphocyten mit einer anschlieBenden Umwandlung zu Plasmazellen, welche die Antikorper
in die verschiedenen Gewebefliissigkeiten und den Blutkreislauf sezernieren.

Die Antikorper verfiigen nun {liber mehrere Moglichkeiten fiir eine Bekdmpfung des
spezifischen Pathogens. Durch Bindung an die antigenen Strukturen des Pathogens kann
dieses in einem als Neutralisation bezeichneten ProzeB3 an der Invasion und Infektion von
Zellen gehindert werden. Auf diese Weise konnen zum Beispiel bakterielle Toxine
neutralisiert werden, aber auch Viren konnen so an der Invasion von Zellen und
anschlieBender Replikation gehindert werden.

Bakterien, die sich auBlerhalb von Zellen vermehren, kdnnen allerdings durch das einfache
Binden von Antikdrpern nicht neutralisiert werden. Hier kommt ein Vorgang, welcher als
,»Opsonisierung* bekannt ist, zum Tragen. Antikdrper besitzen an ihrem konstanten Ende den
so genannten F.-Rezeptor. Bindet ein Antikdrper an ein Bakterium, so kann dieser Rezeptor
von Zellen des unspezifischen Immunsystems, wie zum Beispiel Makrophagen, erkannt
werden und damit die Phagocytose des Bakterium und seine anschlieBende Zerstorung
innerhalb des Makrophagen einleiten. Diese ,,Kennzeichnung* der Pathogene fiir Zellen des
unspezifischen Immunsystems durch die Antikorper wird als ,,Opsonisierung® bezeichnet.
Eine dritte Funktion der Antikorper ist die Aktivierung einer Gruppe von Plasmaproteinen,
die als Komplementsystem bezeichnet werden. Die Aktivierung des Komplementsystems
durch gebundene Antikorper wird als ,klassischer Pfad“ der Komplementaktivierung
bezeichnet. Dieser beginnt mit dem Protein Clq, welches nach Aktivierung eine Reihe von
Spaltungsreaktionen anderer Proteine zu der Aktivierung der so genannten C3-Konvertase
filhrt. An dieser Stelle konvergiert der klassische Pfad der Komplementaktivierung mit den

beiden anderen Aktivierungsmdglichkeiten, dem ,alternativen Pfad“ und dem ,,Mannose-
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bindenden-Lectin-Pfad“. Diese beiden Pfade werden durch die Bindung von
Komplementbestandteilen an verschiedene Pathogenoberflichen ausgeldst und fiihren {iber
eine Aktivierung von verschiedenen Proteinen ebenfalls letztendlich zu einer Aktivierung der
C3-Konvertase. Die C3-Konvertase spaltet das Komplementprotein C3 in die aktiven
Bestandteile C3a und C3b. C3a reagiert als Petidmodulator einer Inflammationsreaktion und
bewirkt eine Rekrutierung von Phagocyten des unspezifischen Immunsystems. C3b bindet an
Pathogene und fiihrt, &hnlich wie die Antikorper, zu einer Opsonisierung der verschiedenen
Erreger. C3b kann ndmlich in Folge von dem Komplementrezeptor der Phagocyten erkannt
werden und fiihrt im Anschluf3 zu einer Phagocytose des Komplement-Pathogen-Komplexes.

In Verbindung mit der C3-Konvertase fiihrt C3b zusitzlich zu der Spaltung der
Komplementkomponente C5 in die aktiven Spaltprodukte C5a und C5b. C5a wirkt dhnlich
wie C3a als ein Peptidmodulator der lokalen Entziindungsreaktion, wohingegen C5b die
weiteren Komponenten C6-9 des Komplementsystems aktiviert und mit ihnen den so
genannten Membran-Angriffs-Komplex bildet. Dieser Komplex kann die Membranen von
bestimmten Pathogenen und infizierten Zellen zerstéren und fithrt damit zu einer weiteren
potenten Wirkweise des Komplementsystems gegen die verschiedensten  Pathogene.

(Janeway et al., 2005)

1.3. Zellulare Komponente des Immunsystems

Zum zelluldren Immunsystem gehoren unter anderem die Phagocyten und Makrophagen des
unspezifischen Immunsystems, verschiedene Antigen-prisentierende Zellen und die B-
Lymphocyten. An dieser Stelle will ich jedoch vor allem auf die zellulire Komponente des

spezifischen Immunsystems eingehen, ndmlich die T-Lymphocyten.
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Genau wie die B-Lymphocyten entstehen die T-Lymphocyten im Knochenmark. Allerdings
verbleiben die T-Lymphocyten fiir ihren Reifungsprozefl nicht im Knochenmark, sondern
wandern in den Thymus aus, wo die weitere Maturation der Zellen stattfindet.

Ein reifer T-Lymphocyt ist mit einem T-Zellrezeptor ausgestattet, der mit dem B-Zellrezeptor
der B-Lymphocyten vergleichbar ist. Dieser T-Zellrezeptor besteht aus einer a- und aus einer
B-Kette, die jeweils aus einer konstanten und einer variablen Komponente bestehen. Durch
die variablen Komponenten ist es auch der Gesamtpopulation der T-Zellen moglich, eine
grof3e Zahl von Antigenen zu erkennen.

Nach unterschiedlichen Oberflachenmolekiilen werden die T-Zellen in zwei Subpopulationen
unterteilt, die sich auch in ihrer Wirkungsweise unterscheiden. Hierbei handelt es sich um die
CDS8" cytotoxischen T-Zellen und die CD4" Ty1 und Ty2-Zellen.

Diese beiden verschiedenen Gruppen von T-Zellen zeichnen sich dadurch aus, daB} sie mit
verschiedenen Varianten der MHC-Molekiile reagieren. MHC-Molekiile (major
histocompatibility complex) kommen in zwei Formen vor: MHC Klasse I und MHC Klasse
II. MCH Klasse I-Molekiile kdnnen von jeder Korperzelle produziert werden und dienen zur
Priasentation von in der Zelle synthetisierten Proteinen auf der Zelloberfldche. Dieser
Mechanismus spielt bei viralen Infektionen eine bedeutende Rolle, denn in diesem Fall wird
in einer infizierten Zelle virales Protein translatiert, welches im Anschluf3 durch die MHC
Klasse I-Molekiile auf der Zelloberfliche prisentiert wird. Dieses Fremdprotein kann nun
durch den T-Zellrezeptor der cytotoxischen T-Zellen erkannt werden und zu -einer
anschlieenden Zerstérung der virusinfizierten Zelle durch die T-Zelle fiihren.

Tyl-Zellen erkennen Proteine, die an MHC Klasse II-Molekiile gebunden sind. Diese MHC
Klasse II-Molekiile konnen nur von wenigen Zellen des menschlichen Korpers synthetisiert
werden, wie zum Beispiel Makrophagen und antigenprésentierenden Zellen. Thre Aufgabe ist
es, Proteine auf der Zelloberfliche zu préisentierten, die sich in intrazelluldren Vesikeln

befinden und durch Phagocytose in die Zelle aufgenommen wurden. Tyl-Zellen erkennen
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Proteine, die von Pathogenen stammen und von Phagocyten auf diese Weise préisentiert
werden. In Folge aktivieren die Tyl-Zellen die Phagocyten und flihren zu einer Fusion der
intrazelluldren Vesikel mit Lysosomen und damit zu einer Zerstérung des bereits
phagocytierten Pathogens. AuBlerdem produzieren Tyl-Zellen Cytokine und Chemokine, die
weitere Makrophagen an die Stelle der Infektion locken.

Tu2-Zellen stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen der humoralen und der zelluldren
Komponente des spezifischen Immunsystems dar. Nur wenige Antigene konnen namlich nach
Bindung an einen B-Zellrezeptor die B-Zelle vollig selbstindig aktivieren. In den meisten
Féllen werden zusitzliche Signale durch Ty2-Zellen bendtigt, welche die B-Zellen dazu
anregen zu proliferieren und sich in anitikdrpersezernierende  Plasmazellen
auszudifferenzieren. (Janeway et al., 2005)

Diese kurze FEinfiihrung in die humorale und zellulire Komponente des spezifischen
Immunsystems soll einen kurzen Uberblick iiber die Verteidigungsmechanismen eines
Wirtskorpers gegen verschiedene Pathogene geben. Neben dem spezifischen Immunsystem
gibt es aber noch eine Vielzahl an weiteren korpereigenen Prozessen, die Krankheitserreger
bekdmpfen konnen. Auf diese Mechanismen will ich im Folgenden eingehen. Wegen der
groBen Bedeutung fiir die Ergebnisse dieser Arbeit mochte ich zundchst die Rolle der

Cytokine in der Inmunabwehr genauer darstellen.

1.4. Bedeutung der Cytokine im Immunsystem

Bei den Cytokinen handelt es sich um kleine Proteine, die nach einem aktivierenden Stimulus
von verschiedenen Zellen des menschlichen Kdorpers produziert werden konnen und die ihre
Wirkung durch Bindung an spezielle Rezeptoren entfalten. Je nach Cytokin kann die
Signaltransduktion autokrin, parakrin oder auch endokrin erfolgen. Aufgrund der Vielzahl an

bekannten Cytokinen soll an dieser Stelle nur ein Uberblick iiber die Produktion und Wirkung
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der fiir diese Arbeit besonders relevanten Cytokine gegeben werden, ndmlich TNFa, IL-1B
und die Interferone, mit besonderem Gewicht auf IFNy.

Bei dem Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNFa) handelt es sich um ein Cytokin, welches aus 157
Aminosduren besteht und als Trimer vorliegt. Gebildet wird dieses Cytokin von
Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen und spielt eine wichtige Rolle in der lokalen
Entziindungsreaktion und der Aktivierung von Endothelzellen. Zusdtzlich erhoht es die
Permeabilitdt der lokalen Gefdfle, was zu einem erhohten Influx von Antikérpern,
Komplement und Zellen der Immunabwehr aus der Blutbahn an den Ort der Inflammation
filhrt. Gleichzeitig entsteht auf diese Weise eine erhohte Lymphdrainage aus dem
Entziindungsgebiet, wodurch immunkompetente Zellen in den Lymphknoten schnelleren
Kontakt mit den Pathogenen bekommen und entsprechend auf sie reagieren konnen. Durch
eine lokale Gerinnungsaktivierung, ausgelost durch die Effekte des TNFa auf die
Endothelzellen, kann es ebenfalls zu einer lokalen Eindimmung einer Entziindung beitragen.
Auch systemisch kann TNFa wichtige Wirkungen entfalten. So verdndert es zum Beispiel
durch den Effekt auf Hepatocyten, im Zusammenspiel mit weiteren Cytokinen, die
Proteinsynthese der Leber. Es kommt zur so genannten ,,Akute-Phase-Reaktion* und der
Synthese der entsprechenden Proteine. Als Beispiel kann das C-reaktive Protein genannt
werden. Zusitzlich ist auch eine pyrogene Wirkung des TNFa bekannt. Allerdings spielt die
systemische Wirkung von TNFa auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung des septischen
Schocks. Die hierdurch ausgeldst generelle Vasodilatation fiihrt zu einem Blutdruckabfall und
durch die Wirkung auf das Endothel kann es zu der Auslosung einer disseminierten
intravasalen Gerinnung (DIC) kommen. (Janeway et al., 2005)

Das zweite, in dieser Arbeit bedeutende Cytokin ist das Interleukin 1 (IL-1B). Dieses
Cytokin ist ein Protein, welches aus 153 Aminosduren aufgebaut ist und als Monomer
vorliegt. Produziert wird es von Makrophagen und epithelialen Zellen. Ahnlich wie TNFa

aktiviert es vaskuldres Endothel und fithrt zu einer verstirkten Einwanderung von
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immunkompetenten Zellen in das Entziindungsgebiet. Auch eine aktivierende Wirkung auf
Lymphocyten ist bekannt. Systemisch wirkt es ebenfalls pyrogen und ist an der Initiation der
,»Akuten-Phase-Reaktion* in der Leber beteiligt (Janeway et al., 2005).

Ein besonderes Augenmerk soll an dieser Stelle den Interferonen zukommen. Bei Thnen
handelt es sich um eine multigene Familie von induzierbaren Cytokinen, welche vor allem
antivirale Potentiale besitzen (Pestka et al., 1987). Die Interferone lassen sich in zwei
Gruppen einteilen, namlich Typ-I-Interferone (IFNa, IFNB und IFN®) und Typ-II-Interferone
(IFNy). Typ-I-Interferone werden auch als virale Interferone bezeichnet, da den vorrangigen
auslosenden Stimulus fiir ihre Synthese eine Virusinfektion der betroffenen Zelle darstellt.
Somit ist auch die Mehrzahl der Zellen des menschlichen Korpers, die viral infiziert werden,
in der Lage, diese Interferone zu produzieren. Im Gegensatz dazu wird das IFNy auch als
Immuninterferon bezeichnet. Es wird ndmlich nur von bestimmten Zellen des Immunsystems
synthetisiert, wie zum Beispiel NK-Zellen, CD4" Tyl-Zellen und CD8" cytotoxischen Zellen.
Fiir die Produktion von IFNy sind vor allem mitogene und antigene Stimuli verantwortlich.
Die Gene der Typ-I-Interferone sind im menschlichen Genom auf dem kurzen Arm des
Chromosom 9 lokalisiert, wohingegen das Gen des Typ-II-Interferons auf dem langen Arm
des Chromosom 12 befindlich ist.

Alle Interferone entfalten ihre Wirkungen durch spezielle Zelloberflichenrezeptoren. Die
Typ-I-Interferone wirken auf einen gemeinsamen Rezeptor, der aus zwei Untereinheiten
besteht, IFNAR-1 und IFNAR-2. IFNy wirkt auf einen eigenen Rezeptor, der jedoch ebenfalls
aus zwei Untereinheiten aufgebaut ist, [IFNGR-1 und IFNGR-2 (Bach et al., 1997).

Die Bedeutung der Rezeptoren fiir die Wirkung der Interferone konnte in mehreren ,,knock-
out“-Studien belegt werden. Méuse, die nicht iiber den Typ-I-Interferonrezeptor verfiigen,
sind hochanfillig fiir Infektionen mit einer Vielzahl an Viren (Hwang et al., 1995). Aber auch
ein Ausschalten des IFNy-Rezeptors fithrte zu einer erhohten Anfalligkeit fiir virale

Infektionen in den betroffenen Miusen. Hier ist vor allem eine erhohte Anfalligkeit fiir eine
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Infektion mit dem Herpes Simplex Virus zu nennen (Cantin et al., 1999). Damit ist fiir das
IFNy auch eine antivirale Aktivitit neben den vielfdltigen immunregulatorischen
Wirkungsweisen bewiesen.

Nach Bindung der Interferone an ihren jeweiligen Rezeptor erfolgt die intrazelluldre
Signaltransduktion iiber den JAK-STAT-Pfad. Als JAK werden Proteine aus der Familie der
Janus-Tyrosin-Kinasen bezeichnet. Zu ihnen gehdren Jak-1, Jak-2, Jak-3 und Tyk-2. Nach
Aktivierung phosphorylieren diese Kinasen Tyrosinreste in einer Gruppe von latenten
cytoplasmatischen Proteinen, welche als STAT (signal transducer and activator of
transcription) bezeichnet werden. Zu dieser Gruppe zéhlen sieben Vertreter: Stat-1, Stat-2,
Stat-3, Stat-4, Stat-5a, Stat-5b und Stat-6. An die Untereinheiten IFNAR-1 und IFNAR-2 des
Interferon-Typ-I-Rezeptors sind Jak-1 und Tyk-2 gebunden. Kommt es zu einer Bindung von
einem Typ-I-Interferon an den Rezeptor, so werden diese Kinasen aktiviert und
phosphorylieren die Proteine Stat-1 (auch als p91 bezeichnet) und Stat-2 (auch bekannt als
p113). Diese phosphorilierten Proteine bilden zusammen mit dem Protein IRF-9 (interferon
regulatory factor, auch p48 genannt) einen Komplex, der ISGF-3 genannt wird (interferon
stimulated gene factor 3). Dieser Komplex wird schlielich in den Nucleus transloziert, wo er
an eine als ISRE (interferon stimulated response element) bezeichnete DNA-Sequenz bindet,
welche sich in den interferoninduzierbaren Genen befindet. Damit wird die Transkription
dieser Gene ausgeldst, wodurch die weiteren Wirkungen des Interferons hervorgerufen
werden.

Bei den Typ-II-Interferonen lduft die intrazelluldre Signaltransduktion etwas anders ab,
allerdings ebenfalls tiber den JAK/STAT-Pfad. An die Rezeptorelemente dieser Interferone
(IFNGR-1 und IFNGR-2) sind hier Jak-1 und Jak-2 gebunden. Nach Interferonbindung
phosphorylieren diese jeweils zwei Proteine Stat-1 (p91), die in diesem Zustand ein Dimer

bilden. Dieses Dimer wird ebenfalls in den Nucleus transloziert, wo es an ein DNA-Element,
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das als GAS (gamma activated sequence) bekannt ist, bindet und so die Transkription
verschiedener Gene auslost (Darnell et al., 1994).

Neben den beschrieben  Signaltransduktionswegen sind noch viele weitere
Transkriptionsfaktoren an der Induktion von Genen durch die verschiedenen Interferone
beteiligt. Zu nennen ist hier zum Beispiel IRF-1(interferon regulatory factor), dessen Synthese
durch IFNa, IFN, IFNy und TNFa induziert wird (Fujita et al., 1989; Kanzaki et al., 1998).
Auch die Proteinkinase R und der Transkriptionsfaktor NF-kB spielen bei der Synthese von
IRF-1 eine Rolle (Kumar et al., 1997b). Als Gegenspieler von IRF-1 ist auch noch IRF-2 zu
nennen. Strukturell sind sich beide Faktoren dhnlich und sie erkennen auch die gleiche DNA-
Sequenz. Allerdings stimuliert IRF-1 die Transkription, wohingegen IRF-2 sie hemmt.
(Tanaka et al., 1993).

Nach der Transkription und Translation der interferonregulierten Gene entfalten sich die
verschiedenen Wirkungen dieser Cytokine. Im Folgenden mochte ich, wegen der besonderen

Bedeutung fiir diese Arbeit, vor allem auf das antivirale Potential der Interferone eingehen.

1.5. Durch Interferone induzierbare antivirale Wirkmechanismen

Bereits vor ungefdhr fiinfzig Jahren wurden erste Forschungen angestellt, die auf die
Bedeutung der Interferone bei der antiviralen Abwehr hinwiesen (Isaacs et al., 1957). Hier
wurde erstmals ein von virusinfizierten Zellen sekretierter Faktor beschrieben, der einen
virusresistenten Zustand hervorrufen konnte. Seit dieser Erstbeschreibung der Interferone sind
viele Forschungen auf diesem Gebiet angestellt worden, die zu einem besseren Verstindnis
der Rolle der Interferone im Immunsystem, ihrer verschiedenen Rezeptoren mit der
jeweiligen intrazelluldren Signaltransduktion und der verschiedenen durch Interferone

induzierten antiviralen Wirkungsmechanismen gefiihrt haben.
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Die bisher bekannten, durch Interferone induzierbaren antiviralen Wirkungsmechanismen
mochte ich im Folgenden vorstellen.

Trotz der zahlreichen Forschungen zu den Interferonen muf3 vorangestellt werden, daf3 die
Forschungen auf diesem Gebiet bei weitem nicht als abgeschlossen gelten konnen, da viele
Details der verschiedenen Wirkmechanismen der Interferone und ihrer Rolle bei der
Immunantwort bis heute nicht geklirt sind. Deshalb erhebt die nachfolgende Beschreibung
der verschiedenen antiviralen Wirkungsmechanismen der Interferone keinen Anspruch auf

Vollstindigkeit; es werden lediglich die am besten erforschten Wirkmechanismen vorgestellt.

1.5.1. Proteinkinase R (PKR)

Die PKR ist eine interferoninduzierbare, RNA-abhingige Proteinkinase, die in der frithen
Literatur auch als DAI, dsl, P1 Kinase, P1/elF-2a Kinase, p68 oder p69 bekannt war
(Clemens et al., 1993). Sie ist intrazelluldr vornehmlich im Cytoplasma und mit Ribosomen
assoziiert zu finden. Bei der PKR handelt es sich um ein 551 Aminosduren enthaltendes
Protein mit einem Molekulargewicht von ungefihr 62 kDa (Kuhen et al., 1996).

Die PKR ist durch Interferone induzierbar, der Promotor des PKR Genes besitzt ein ISRE
(Interfeon Stimulated Response Element) (Kuhen et al., 1997).

Das PKR Protein wird durch Autophosphorilierung aktiviert. Dieser Prozess wiederum wird
durch das Vorhandensein von doppelstringiger RNA vermittelt, wie es in virusinfizierten
Zellen der Fall ist. Mehrere Substrate der aktiven PKR sind beschrieben worden, wobei der
Proteinsynthesefaktor elF-2a die wichtigste Stellung einnimmt. Eine durch die PKR
katalysierte Poshorilierung dieses Faktors fithrt im Folgenden zu einer Minderung der
mRNA-Translation in der betroffenen Zelle, wodurch die Virusreplikation deutlich

eingeschriankt wird (Gale et al., 2000).
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Die Bedeutung der PKR als wichtiger antiviraler Effektormechanismus konnte in vielen
Studien nachgewiesen werden. So war zum Beispiel die Virusreplikation in Zellen, die mit
PKR cDNA transfiziert wurden, deutlich eingeschrinkt (Meurs et al. 1992).

Zudem konnte eine erhohte Anfilligkeit fiir verschiedene virale Infektionen in mutierten

Maiusen nachgewiesen, bei denen das Gen der PKR ausgeschaltet war (Yang et al., 1995).

1.5.2. Oligoadenylate Synthetase (OAS) und RNase L

Einen weiteren durch Interferone induzierbaren Effektormechanismus stellt das System der
2’,5’-Oligoadenylate Synthetase (OAS) und der RNase L dar. Beide Enzyme sind fiir die
antivirale Wirkung dieses Systems von Bedeutung. Bei der OAS handelt es sich um ein
Enzym von dem drei verschiedene Formen unterschieden werden koénnen, die als OASI,
OAS2 und OAS3 bezeichnet werden (Rebouillat et al., 1999). Zwei verschieden grofle
Proteine von 40 und 46 kDA Molekulargewicht, die durch alternatives Splicing entstehen,
werden als OAS1 bezeichnet. Ebenso werden als OAS2 zwei Proteine von dem
Molekulargewicht 69 und 71 kDa zusammengefasst. OAS3 bezeichnet ein einzelnes Protein
mit dem Molekulargewicht von 100 kDa. Die Gene aller drei Gruppen der OAS sind auf
Chromosom 12 lokalisiert (Hovnanian et al., 1998). OAS1 und OAS2 finden sich in ihrer
funktionellen Form als Oligomere. So liegt die OAS]1 als Tetramer und die OAS2 als Dimer
vor. Die OAS3 ist als Monomer enzymatisch aktiv (Ghosh et al., 1997).

Die Transkription aller Formen der OAS kann durch Interferoneinflufl induziert werden, denn
in den Genen aller drei Formen ist ein ISRE zu finden (Benech et al., 1987). Allerdings
variiert die Induktion der verschiedenen Isoformen der OAS und der totalen enzymatischen
Aktivitit zwischen verschiedenen humanen Zelllinien.

Der antivirale Effektormechanismus durch die OAS kann wie folgt beschrieben werden:

Unter Interferonstimulation kommt es zu einer erhohten Transkription und Translation der
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verschiedenen OAS-Isoformen. Durch doppelstringige RNA, die sich in virusinfizierten
Zellen findet, kommt es zu einer Aktivierung des OAS-Enzyms. In Folge katalysiert die OAS
die Bildung von Oligoadenylaten, die eine 2°,5’-Phosphodiesterbindung besitzen.

Eine Bindung dieser Oligoadenylate an die RNase L, einer latenten Endoribonuclease, fiihrt
zu einer Bildung von stabilen Homodimeren dieses Proteins und damit zur Aktivierung des
Enzyms. Die aktivierte RNase L katalysiert den Abbau von sowohl zellulérer als auch viraler
RNA, wodurch die Virusreplikation gechemmt werden kann.

Bei der humanen RNase L handelt es sich um ein Protein von 83 kDa Molekulargewicht,
dessen Gen auf Chromosom 1 lokalisiert ist (Zhou et al., 1993).

Die RNase L wird in den meisten Zellen konstitutiv exprimiert, allerdings kann deren
Expression durch Stimulation mit Interferonen deutlich gesteigert werden.

Die antivirale Wirkung des Systems aus OAS und RNase L ist in vielen animalen und
humanen Zelllinien untersucht worden. Hierbei konnte eine besondere Bedeutung dieses
Systems bei der Hemmung der Replikation von Picornaviren festgestellt werden. So zeigten
humane Zellen, die die cDNA exprimieren, die die 40 kDA-Form der OASI1 kodiert, eine
Resistenz gegen Infektionen mit dem Encephalomyocarditis-Virus, nicht jedoch gegen das
Varizella Zoster Virus (Rysiecki et al., 1989).

Auch Zellen, die OAS2 konstitutiv exprimierten, konnten eine Hemmung der EMC-
Virusreplikation, nicht jedoch der VZV oder Reovirusreplikation bewirken (Ghosh et al.,
2000).

Auch in vivo Studien mit RNase L ,knock out“-Miusen konnten die Bedeutung des
OAS/RNase L-Systems bei der Abwehr viraler Infektionen beweisen. Diese Méause starben
ndmlich deutlich schneller an einer Infektion mit dem EMC-Virus als RNase L-positive

Wildtyp-Mause (Zhou et al., 1997).



1. Einleitung 17

1.5.3. Adenosin Deaminase ADARI1

Bei der RNA-spezifischen Adenosin Deaminase ADAR1 handelt es sich um ein weiteres
durch Interferone induzierbares Enzym, dessen Aktivitit zu einer Hemmung der
Virusreplikation in infizierten Zellen fiihren kann.

Zwei verschiedene Arten der ADAR1 konnen in humanen Zellen gefunden werden. Ein
Protein von 110 kDa Molekulargewicht, welches konstitutiv exprimiert wird und ein weiteres
Protein mit 150 kDa Molekulargewicht, das interferonabhingig exprimiert wird. Das
konstitutiv exprimierte Protein ist fast ausschlieBlich im Nucleus lokalisiert, wohingegen das
interferonabhéingige Protein sowohl im Nucleus als auch im Cytoplasma anzutreffen ist
(Patterson et al., 1995).

Das Gen der ADARI1 ist auf Chromosom 1 lokalisiert (Wang et al., 1995). Im Promoter des
interferonabhéingigen Proteins ist ein ISRE zu finden, das die Regulation durch Interferon
belegt (George et al., 1999).

Neben der ADARI ist auch eine ADAR2 beschrieben, die jedoch interferonunabhéngig
exprimiert wird.

Die aktive ADARI Kkatalysiert posttranscriptionale RNA-Modifikationen in Gestalt einer
hydrolytischen C-6 Deamination von Adenosin zu Inosin. Die resultierende A-zu-I-
Umwandlung destabilisiert die Helix der doppelstringigen RNA durch gestorte
Basenpaarung. Die stabilen AU-Bindungen werden ndmlich in deutlich instabilere IU-
Bindungen umgewandelt. Durch die postranscriptionalen RNA-Modifizierungen kdnnen viele
biologische Prozesse beeinflusst werden, so kann durch Destabilisierung der doppelstrangigen
RNA auch die Virusreplikation negativ beeinflusst werden.

Der EinfluBl der ADARI auf die Replikation vieler Viren konnte belegt werden. So werden
zum Beispiel virale RNA-Transkripte des dSDNA Polyomavirus durch ADAR1-Modifikation

inaktiviert (Kumar et al., 1997a).
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Fiir viele minusstrangige RNA-Viren wird die Hypermutation durch die ADARI jedoch auch

als mit einer persistierenden Infektion assoziiert angesehen (Murphy et al., 1991).

1.5.4. Mx Protein GTPase

Die Proteine MxA und Mx1 aus der Mx-Proteinfamilie zéhlen zu den am ldngsten bekannten,
interferoninduzierbaren, antiviralen Effektormechanismen. Die Mx-Proteine sind GTPasen
und gehoren zu der Familie der Dynamin-dhnlichen GTPasen (Staeheli et al., 1993). Die
GTPase-Aktivitdt der Mx-Proteine ist eine Vorraussetzung fiir deren antivirale Aktivitit
(Pitossi et al., 1993). Es wurde festgestellt, dal die Mx-Proteine sowohl untereinander als
auch mit Virusproteinen Komplexe bilden, was ebenfalls eine Rolle bei ihrer antiviralen
Wirkung spielt (Ponten et al., 1997).

Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, da3 die Mx-Proteine durch IFNa und IFNf
induzierbar sind, jedoch nicht durch IFNy (Simon et al., 1991).

Das humane Genom enthélt Informationen fiir zwei verwandte Mx-Proteine, MxA und MxB,
die beide auf Chromosom 21 lokalisiert sind (Gardiner et al., 1990). Fiir MxB ist bisher keine
antivirale Wirkung nachgewiesen worden (Haller et al., 1998). MxA hingegen hat einen
deutlichen antiviralen Effekt. So war zum Beispiel die Replikation vieler Orthomyxoviridae,
unter anderem Influenza A und C, in humanen Zellen, die konstitutiv das MxA-Protein
exprimieren, deutlich eingeschrinkt (Pavlovic et al., 1992). Auch eine Hemmung von Viren
aus der Familie der Bunyaviridae (LaCrosse Virus, Hantavirus), Paramyxoviridae
(Masernvirus, Parainfluenzavirus), Rhabdoviridae und Togaviridae durch das MxA-Protein
konnte beobachtet werden. (Haller et al., 1998; Pavlovic et al., 1995)

Das MxA-Protein kumuliert im Cytoplasma von interferonstimulierten Zellen. Bei einer

viralen Infektion formt es hier Komplexe mit dem viralen Nucleocapsid und verhindert so den
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Import des Nukleokapsids in den Zellkern (Kochs et al., 1999). So kann eine virale
Replikation effektiv verhindert werden.

Mzx-Proteine spielen auch im murinen System eine wichtige Rolle bei der antiviralen Abwehr.
Hier sind es die Proteine Mx1 und Mx2, die auf Chromosom 16 lokalisiert sind (Arnheiter et
al., 1996). Ahnlich wie das humane MxB-Protein spielt das Mx2-Protein keine Rolle bei der
viralen Abwehr in allen Stimmen von Laborméusen, da es durch eine Mutation inaktiviert ist
(Stacheli et al., 1988). Allerdings hat es in wildlebenden Méausen antivirale Aktivitdt. Hier
wirkt es dhnlich wie das humane MxA-Protein im Cytoplasma durch Komplexbildung mit
viralen Nucleocapsiden (Jin et al., 1999). Das Mx1-Protein ist im Gegensatz dazu auch in
Labormdusen antiviral aktiv, allerdings unterscheidet es sich in Lokalisation und
Wirkungsweise vom humanen MxA-Protein. Mx1 ist nicht im Cytoplasma, sondern im
Nucleus lokalisiert (Dreiding et al., 1985). Hier verhindert es zum Beispiel beim
Influenzavirus die primdre Transkription, die durch die virionassoziierte Polymerase
katalysiert wird (Krug et al., 1985).

Fiir die wichtige Stellung des MxA-Proteins unter den interferoninduzierten, antiviralen
Effektormechanismen spricht ein interessantes Experiment. Transgene MxA-Méuse mit
Mutationen in den endogenen Mx1 und Mx2 Genen wurden mit [IFNAR-1 mutierten Miusen
gekreuzt, denen diese IFNa/B-Rezeptor-Untereinheit fehlt. Damit waren in den geziichteten
Maiusen sdmtliche anderen, interferoninduzierten antiviralen Mechanismen ausgeschaltet, da
die Zellen dieser Mduse wegen des defekten Rezeptors nicht mehr auf Interferonstimulation
reagieren konnten. Allerdings wurde das MxA-Protein in den Zellen dieser Méuse konstitutiv
exprimiert. Die Mause zeigten eine Resistenz gegen das Thogoto- und das LaCrosse-Virus,
die damit nur auf das MxA-Protein zuriickgefiihrt werden kann (Hefti et al., 1999).

Dieses Experiment bestétigt die wichtige Rolle der Mx-Proteine bei der antiviralen Abwehr in

vielen viralen Infektionen.
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1.5.5. Induzierbare NO Synthase (iNOS)

Die NO-Synthasen katalysieren die NADPH-abhingige Oxidation von L-Arginin zu
Stickstoffmonoxid (NO) und Citrullin. Zu den NO-Synthasen z&hlt man drei
Enzymisoformen: die induzierbare NO-Synthase (iNOS oder NOS2), die neuronale NO-
Synthase (nNOS oder NOS1) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder NOS3). Eine
wichtige Rolle bei der Abwehr von Mikroorganismen spielt die iNOS. Diese induzierbare
NO-Synthase kann durch IFNy stimuliert werden. Fiir die Expression der iNOS nach IFNy-
Stimulation ist ein GAS-Element in der Promoterregion des iNOS-Gens verantwortlich (Gao
etal., 1997).

Zusétzlich zu NO entstehen bei iNOS-Aktivitdit viele weitere zusatzliche reaktive
Stickstoffverbindungen, die aus NO durch Oxidation, Reduktion oder Adduktion gebildet
werden. Durch NO und diese Derivate kann zum Beispiel das Abtdten von infizierten Zellen
vermittelt werden. Einige der cytotoxischen Effekte konnen durch die Interaktion von NO mit
mehreren mitochondrialen Enzymen und einer resultierenden Hemmung der Atmungskette
erklart werden (MacMicking et al., 1997).

iNOS und NO spielen eine besonders wichtige Rolle in der antimikrobiellen Abwehr durch
Makrophagen (Michel et al., 1997). Doch auch bei der viralen Abwehr ist die iNOS von
Bedeutung. So konnte eine Hemmung der Virusreplikation durch die iNOS fiir einige Viren,
wie zum Beispiel das Vaccinavirus und das Herpesvirus in murinen Makrophagen
nachgewiesen werden (Karupiah et al., 1993). Zudem sind iNOS-, Knock-out“-Méuse
deutlich anfilliger fiir Infektionen mit dem Mauspockenvirus als Wildtypmause, wodurch die

Bedeutung der iNOS auch fiir die Abwehr von Viren deutlich gemacht wird (Nathan, 1997).



1. Einleitung 21

1.5.6. Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

Bei der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) handelt es sich um ein durch IFNy induzierbares
Enzym, welches den Abbau der essentiellen Aminosdure Tryptophan katalysiert. Auf den
genauen Wirkmechanismus des Enzyms und seine Bedeutung in der Immunregulation und
der antiparasitiren und antibakteriellen Abwehr werde ich im Folgenden eingehen. Bisher
existieren allerdings nur wenige Forschungen zu der antiviralen Aktivitit dieses Enzyms. Im
Rahmen dieser Dissertation habe ich mich deshalb mit der antiviralen Kapazitit der IDO

gegen das Herpes Simplex Virus Typ [ und Typ II befasst.

1.6. Tryptophanabbau durch die Indoleamin 2.3-dioxvgenase (IDO)

1.6.1. Wirkmechanismus

Im Menschen existieren zwei voneinander unabhidngige Ham-enthaltende Enzyme, die die
gleiche Reaktion katalysieren: Den oxidativen Abbau der essentiellen Aminosédure
Tryptophan. Es handelt sich hierbei um die Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) und die
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO). Obwohl sie die gleiche Reaktion katalysieren, ist ihre
Expression in den Zellen des menschlichen Korpers unterschiedlich verteilt. Die TDO wird
fast ausschlieBlich in Hepatocyten exprimiert, hier erfolgt ihre Expression jedoch konstitutiv
und ist nicht an duflere Stimuli gebunden. Bei der TDO handelt es sich demnach um ein so
genanntes ,,housekeeping“-Enzym, das fiir die Regulation der Tryptophan-Homoiostase
zustindig ist. Die Rolle der IDO ist eine andere. Zunichst kann dieses Enzym von vielen
humanen Zellen exprimiert werden und ist im Gegensatz zur TDO nicht an einen bestimmten
Zelltyp gebunden. Allerdings handelt es sich bei der IDO nicht um ein konstitutiv

exprimiertes Enzym. Die Transkription und Translation des Proteins sind von duf3eren Stimuli
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abhédngig. Hierbei ist vor allem die Stimulation der jeweiligen Zellen mit Interferonen von
Bedeutung. In der Promotorregion des IDO-Gens, welches auf Chromosom 8§ lokalisiert ist,
finden sich viele Elemente, die eine Empfindlichkeit des Gens fiir Typ I Interferone (IFNa,[3)
und in stirkerem MaB3e fiir Typ II Interferone (IFNy) belegen (Hassanain et al., 1993). Nach
Stimulation mit IFNy konnte eine Expression der IDO in Makrophagen, dendritischen Zellen,
Fibroblasten, einigen Tumorzellen und Endothelzellen nachgewiesen werden.

Fiir die Regulierung der IDO-Expression nach Stimulation mit [FNy sind sowohl STAT1 und
IRF-1 von Bedeutung (Chon et al., 1996). So zeigt sich zum Beispiel bei Méusen, denen IRF-
1 oder IFNy fehlt, keine IDO-Expression nach Infektion (Silva et al.,, 2002). In der
Promotorregion des IDO-Gens sind sowohl eine GAS als auch zwei ISRE zu finden. (Konan
et al., 1996). Allerdings spielen nicht nur die Interferone eine Rolle bei der Induktion der
IDO. So konnte gezeigt werden, dal Lipopolysaccharid (LPS) die IDO-Expression in
interferonstimulierten Zellen verstirken kann (Hissong et al., 1997). Auch die Cytokine
Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) konnen eine Rolle bei der
Regulation der IDO-Expression spielen. Deren Bedeutung fiir die IDO-Aktivitit von
interferonstimulierten Zellen habe ich auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Neben
diesen Cytokinen konnten auch noch weitere EinfluBl auf die IDO-Expression nehmen, so
zum Beispiel 1L4, IL10 und TGFB (MacKenzie et al., 1999a). Auch NO wurde in humanen
Makrophagen als negativ regulatorisch auf die IDO-Induktion beschrieben (Thomas et al.,
1994). Allerdings sind noch weitere Forschungen von Noten, um das System der IDO-
Regulation in Génze zu verstehen.

Bei der IDO handelt es sich um ein intrazelludres Enzym mit einem Molekulargewicht von 40
kDa. Es gibt keinen Hinweis auf eine sekretierte oder extrazelluldre Form. Die IDO wurde als
glyklysiertes, monomeres Enzym beschrieben, das Hadm als prosthetische Gruppe enthilt
(Shimizu et al., 1978). Zu 60% wirkt das Superoxid-Anion O, als Cosubstrat flir die

katalysierte Reaktion, in den anderen Féllen kann auch Sauerstoff als Cosubstrat dienen
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(Ohnishi et al.,, 1977). Wie auch die TDO katalysiert die IDO den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beim Abbau des Tryptophan entlang des so genannten
Kynureninweges. Bei diesem Schritt handelt es sich biochemisch um die oxidative Spaltung
des Indolrings des Tryptophans, wodurch N-Formylkynurenin entsteht. Dieses Produkt wird
weiter zu Kynurenin und Formiat abgebaut. Dieser zweite Schritt geschieht in vitro spontan
und wird in vivo durch die Formaminidase katalysiert. Der weitere Stoffwechsel des
Kynurenin ist sehr komplex und verzweigt. Neben physiologisch relevanten Produkten, wie
Chinolonsdure, Acetyl-CoA und Nicotinsdure konnen auch zelltoxische Metabolite entstehen.
Einen weiteren wichtigen Punkt fiir das Verstindnis der IDO-Regulation stellt die Tatsache
dar, da3 das IDO-Protein auch exprimiert werden kann, ohne daf3 es aktiv ist. So konnte zum
Beispiel in humanen dendritischen Zellen das IDO-Protein per Western Blot nachgewiesen
werden, eine Aktivitdt des Enzyms konnte jedoch nicht beobachtet werden. Diese war erst
nach Stimulation der Zellen mit IFNy nachweisbar (Munn et al., 2004).

Eine stringente Regulierung der IDO-Aktivitdt ist jedoch logisch, da ein exzessiver Abbau
von Tryptophan fiir den Organismus toxisch wire, da es sich bei Tryptophan um eine
essentielle Aminoséure handelt. Wie eine posttranstionale Regulierung der IDO-Aktivitét im
Einzelnen erreicht wird, ist noch unklar, allerdings kommen hierfiir einige Mechanismen in
Frage. So konnten zum Beispiel eine Kontrolle der Cosubstrate des Enzyms (Ham, reaktive
Sauerstoffspezies), posttranslationale Modifikationen des Enzyms, alternatives Splicing, eine
Regulation der Proteinstabilitit oder eine Hemmung der Enzymaktivitdt durch Antioxidantien

oder NO eine Rolle spielen.
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1.6.2. Antibakterielle Effekte

Die IDO gilt als ein wichtiger Mechanismus in der Abwehr von Pathogenen durch den
Wirtsorganismus. Am lidngsten erforscht sind dabei die durch IDO vermittelten
antibakteriellen Effekte. Obwohl viele Mikroorganismen in der Lage sind, ihr eigenes
Tryptophan zu synthetisieren, so gibt es doch einige Bakterien, die auf exogenes Tryptophan
angewiesen sind. Eine Empfindlichkeit dieser Bakterien gegen den durch die IDO
vermittelten Tryptophanabbau scheint dadurch einleuchtend. Zu der antibakteriellen Aktivitét
der IDO sind einige Untersuchungen angestellt worden, bei denen es sich um in vitro-
Experimente handelt, in denen eine Zellkultur mit [FNy stimuliert wurde und die Effekte auf
die Bakterienvermehrung in diesen Kulturen untersucht wurde. In diesen Experimenten
konnte eine Hemmung des Wachstums von Chlamydien (Brown et al., 2001), Streptokokken
der Gruppe B (MacKenzie et al., 1998), Staphylokokken (Schroten et al., 2001),
Enterokokken (MacKenzie et al., 1999b) und Mycobakterien (Hayashi et al., 2001)
nachgewiesen werden. In all diesen Experimenten konnte der IFNy-vermittelte antibakterielle
Effekt durch die Zugabe von einer iiberschiissigen Menge an Tryptophan aufgehoben werden,
was beweist, dall der antibakterielle Effekt auf die Aktivitdt der IDO zuriickzufiihren ist und
nicht durch einen anderen IFNy-induzierten Mechanismus erkldrlich ist. Die Menge an
Experimenten mit vielen verschiedenen Bakterien unterstreicht die Rolle der IDO bei der
antibakteriellen Abwehr, allerdings ist noch nicht geklért, ob diese in vitro-Ergebnisse auch
auf die in vivo-Situation tibertragen werden konnen. Zwar sind zum Beispiel Miuse, die kein
IFNy bilden konnen, deutlich empfindlicher fiir Infektionen mit Chlamydien (Rottenberg et
al., 2000), allerdings ist nicht klar, ob diese erhohte Empfindlichkeit auf das Fehlen der IDO-
Aktivitit oder auf das Fehlen eines anderen IFNy-abhingigen Effektormechanismuses
zurlickzufiihren ist. Zudem hat die IDO-Aktivitdt neben ihrer antibakteriellen Komponente

auch noch eine immunregulatorische Komponente (siche 1.6.4.) und es ist noch nicht
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abschlieend geklart, ob in vivo die antibakterielle oder diese immunregulatorische Wirkung

der IDO die gréBBere Rolle spielt.

1.6.3. Antiparasitire Effekte

Neben den antibakteriellen Effekten der IDO wurde auch die antiparasitire Wirkung dieses
Enzyms untersucht. Hierbei wurden besonders viele Experimente zu den Effekten der IDO
auf die Vermehrung des obligat intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii durchgefiihrt.
Die Hemmung des T. gondii Wachstums nach Stimulation mit IFNy konnte in vielen
Zelllinien, wie Fibroblasten (Pfefferkorn, 1984), Makrophagen (Murray et al., 1989)
Monozyten (Carlin et al., 1989), Glioblastomzellen (Daubener et al., 1993) und Astrozyten
(Déubener et al., 1996) nachgewiesen werden. Auch dieser antiparasitire Mechanismus
erwies sich als vollstindig reversibel nach Tryptophansupplementation, was wiederum die
Rolle der IDO in diesem Mechanismus belegt.

Auch in der Pathologie einiger anderer parasitirer Infektionen spielt der Tryptophanabbau
durch die IDO eine Rolle. So konnte die Bedeutung der IDO-Aktivitit fiir die Abwehr von
Trypanosomen nachgewiesen werden (Vincendeau et al., 1999). Auch zur Rolle der IDO bei
der Malaria wurden Nachforschungen unternommen (Hansen et al., 2000). Allerdings steht
hier die IDO-Aktivitét, die nach einer Infektion mit Malaria erhoht ist, im Verdacht, durch die
Produktion von toxischen Tryptophanmetaboliten die Pathologie der cerebralen Malaria zu
verstirken. Somit ist auch bei den antiparasitiren Effekten der IDO nicht abschlieBend

geklirt, welche Rolle sie tatsidchlich bei der Abwehr der einzelnen Parasiten in vivo spielt.
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1.6.4. Immunregulatorische Effekte

Lange Zeit wurde der IDO-Aktivitdt in interferonstimulierten Zellen allein die Rolle eines
Verteidigungsmechanismuses des Wirtskdrpers gegen Infektionen zugeschrieben. Jiingere
Forschungen deuten darauf hin, daB3 der IDO in vivo aber auch eine immunregulatorische
Komponente zukommt. Munn et al. stellten 1999 fest, dal humane Makrophagen die
Proliferation von T-Zellen in vivo hemmen konnten. Weitere Nachforschungen ergaben, daf3
die Makrophagen Tryptophan im Kulturmedium abgebaut hatten, was schlielich auf deren
IDO-Aktivitdt zuriickgefiihrt werden konnte. In nachfolgenden Experimenten stellte sich
heraus, dafl viele antigenprasentierende Zellen IDO exprimieren und das ein
Tryptophanmangel die Proliferation von T-Zellen hemmen kann. Dieser negative Effekt auf
die T-Zellproliferation durch verschiedene antigenprésentierende Zellen war jeweils durch die
tiberschiissige Zugabe von Tryptophan zum Kulturmedium oder durch Zugabe von 1-Methyl-
Tryptophan, eines Hemmers der IDO-Aktivitdt, vollstindig reversibel (Munn et al., 2002).
Genauere Untersuchungen der T-Zellen ergaben, daBl sie nach Stimulation in
tryptophanfreiem Medium zwar in der Lage waren, in den Zellzyklus einzutreten, dieser
jedoch am Ubergang von der Gy in die S-Phase zum Stillstand kam (Lee et al., 2002).
Interessanterweise waren die T-Zellen in der Lage in die S-Phase des Zellzyklus einzutreten,
wenn sie in Medien kultiviert wurden in denen Tryptophan vorhanden war, jedoch Leucin
oder Isoleucin fehlten, obwohl die Haufigkeit dieser Aminosduren in humanen Proteinen ca.
10 mal groBer ist als die des Tryptophan. Daraus kann geschlossen werden, dal der
Tryptophanmangel fiir T-Zellen ein besonderes Signal darstellt, durch das deren Proliferation
gehemmt wird. Der genaue Mechanismus dieses Signalwegs bleibt dabei noch ungeklért. Eine
weitere Erkldarung fiir die Hemmung der T-Zellproliferation nach IDO-Aktivierung in
antigenprasentierenden Zellen konnte das Anfallen von toxischen Tryptophanmetaboliten

sein, die auf die T-Zellen cytotoxisch wirken. Diese Cytotoxizitit von Tryptophanmetaboliten
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auf T-Zellen wurde in vitro nachgewiesen (Terness et al., 2002), allerdings bleibt fraglich, ob
diese Cytotoxizitit fiir die gechemmte T-Zellproliferation verantwortlich ist. Dagegen spricht,
daB in den in vitro Modellen der negative IDO-Effekt auf die T-Zellproliferation jeweils
durch Zugabe von hohen Mengen Tryptophan aufgehoben werden konnte. In diesen Fillen
miisste aber eigentlich auch eine hohere Menge an toxischen Metaboliten entstehen und die
T-Zellproliferation kdnnte sich nicht regenerieren, wenn die toxischen Metabolite wirklich die
Ursache fiir den Proliferationsstop wiren. Obwohl also der genaue Mechanismus, mit dem die
IDO-Aktivitit von antigenprdsentierenden Zellen auf T-Zellen wirkt, nicht abschliefend
geklart ist, eroffnet diese Entdeckung weitreichende Moglichkeiten fiir die Bedeutung der
IDO und Ansitze fiir mogliche therapeutische Konzepte. So konnte festgestellt werden, dal3
die IDO-vermittelte T-Zellhemmung eine wichtige Rolle in der Schwangerschaft spielt und
ein wichtiger Faktor dafiir ist, daB ein Fetus vom maternalen Immunsystem toleriert wird
(Munn et al., 1998). Auch die T-Zelltoleranz, die bei manchen Tumoren besteht, scheint
durch eine IDO-Expression deren Zellen erklirlich (Uyttenhove et al., 2003). Eine weitere
Untersuchung dieses Mechanismuses der Tumortoleranz kdnnte zu Durchbriichen auf dem
Gebiet der Onkologie und Tumortherapie fiihren.

Auch in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen konnte die IDO-vermittelte T-
Zellhemmung eine wichtige Rolle spielen. So konnten zum Beispiel in Maiusen
Autoimmunerkrankungen durch eine Hemmung der IDO verstiarkt werden (Gurtner et al.,
2003).

Die T-Zellhemmung durch die IDO konnte auch in der Organtransplantation von Bedeutung
werden. Erste Experimente belegen ndmlich, daf3 transplantierte allogene Zellen, die die IDO
exprimieren, eine Abstoung durch den Empféangerorganismus verhindern kdnnen (Alexander
et al., 2002).

Die Entdeckung der immunregulatorischen Komponente der IDO wirft auch ein neues Licht

auf die Bedeutung der IDO in der Infektionsabwehr. Wie unter 1.6.2 und 1.6.3 dargestellt
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wurde, hemmt ein IDO-vermittelter Tryptophanabbau in vitro das Wachstum von Bakterien
und Parasiten. Ob allerdings eine IDO-Aktivierung bei einer Infektion in vivo ebenfalls das
mikrobielle Wachstum hemmt oder ob es eher zu einer Hemmung von T-Zellen kommt, was
dem Pathogen unter Umstinden mehr niitzt als dem Wirtskérper, mufl in weiteren

Untersuchung noch bestimmt werden.

1.6.5. Antivirale Effekte

Obwohl die antibakterielle und antiparasitire Wirkung der IDO gut untersucht ist, gibt es
doch zur Zeit noch wenige Untersuchungen zu einer moglichen antiviralen Wirkung der IDO.
1999 beschricben Bodaghi et al. erstmals die IDO als einen antiviralen
Wirkungsmechanismus. Sie stellten fest, dal die Replikation des Cytomegalievirus (CMV) in
Retinoblastomzellen durch eine Stimulation mit IFNy deutlich eingeschriankt werden konnte.
Interessanterweise war dieser Effekt durch die Zugabe von Tryptophan zu den stimulierten
Zellen fast vollstindig reversibel. Daraus schlossen die Autoren, daB3 der IDO-vermittelte
Tryptophanabbau der ursidchliche Mechanismus fiir die Hemmung der CMV-Replikation sein
mufte.

Adams et al. konnten 2004 nachweisen, dal die IFNy-vermittelte IDO-Aktivitdt auch
urséchlich fiir die Hemmung der Replikation des Herpes Simplex Virus Typ I (HSV Typ I) in
Glioblastomzellen ist. Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mich mit den moglichen Effekten
der IDO-Aktivitdt auf die Replikation von HSV Typ I in Endothelzellen beschiftigt.
AuBerdem habe ich untersucht, ob auch eine Replikation des HSV Typ II in vitro durch

Stimulation der IDO gehemmt werden kann.
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1.7. Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mich besonders mit dem antiviralen Potential der IDO
beschiftigt. Wie ich schon dargestellt habe, sind die Untersuchungen zu den antiviralen
Effekten der IDO noch nicht sehr weit fortgeschritten, wohingegen zum antibakteriellen und
antiparasitiren Effekt der IDO schon viele Ergebnisse vorliegen. Deshalb wurde der
Schwerpunkt auf die antiviralen Wirkungen der IDO gelegt.

Besondere Aufmerksamkeit soll hier dem antiviralen Potential der IDO in Endothelzellen
geschenkt werden. Zu diesem Zweck wurden zwei Modelle etabliert. Zum einem die
Infektion von Hirnendothelzellen (HBMEC) mit HSV Typ I, um die Bedeutung der
Endothelien als Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke bei der Abwehr von Viren im Rahmen
einer Meningoenzephalitis zu untersuchen und zum anderen die Infektion von
Nabelschnurendothelien (HUVEC) mit dem gleichen Erreger, um die antiviralen Effekte in
unterschiedlichen Endothelzellen zu vergleichen. In diesen Modellen wurden die Zellen nach
Stimulation mit verschiedenen Cytokinen mit dem Erreger infiziert und anschliefend das
Viruswachstum mittels Real-Time-PCR bestimmt. Um eine urséchliche Beteiligung der IDO
an moglichen antiviralen Effekten zu beweisen, wurden diese Experimente auch mit einer
Tryptophansupplementation durchgefiihrt.

Zusitzlich wurde ein Modell fiir eine genitale HSV Typ II Infektion aufgestellt. Zu diesem
Zweck wurden Cervixkarzinomzellen (HeLa) mit HSV II infiziert und im Anschlufl an
Stimulation mit verschiedenen Cytokinen auf ihre antivirale Aktivitit untersucht. Auch hier
erfolgte eine gleichzeitige Tryptophansupplementation von einem Teil der Einzelansitze, um
wiederum die IDO als antiviralen Effektormechanismus zu belegen.

Im Rahmen dieser Arbeit mochte ich aulerdem die Effekte von verschiedenen Cytokinen auf

die unterschiedlichen Zelltypen im Bezug auf IDO-Aktivitdt und antivirale Wirkungsweise
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untersuchen. Eine Induktion der IDO durch IFNy ist bereits gut belegt, aber nun soll auch die
Wirkung von IL-1B und TNFa auf den IDO-induzierten Tryptophanabbau und die damit

verbundene antivirale Wirkung untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborger:iite

Agarosegelkammer

Autoklav

Blotkammer

CO,-begaste Brutschranke

Elektrophorese-Netzwerkgerit

ELISA-Reader

Gelelektrophoresekammer

Kiihlzentrifugen

Lichtmikroskop
PCR-Gerit
Pipetten
Pipettierhilfe

Real Time PCR

Schiittler

Sterile Werkbank
Ultrazentrifuge
Wasserbad

Zahlkammer

Pb 70, Febikon
Dampf-Autoklav, Melag

LTF-1, LTF Labortechnik
B5060 EK/CO,, Haraeus Binder
EPS 301, Amersham pharmacia
Spectra, SLT

SDS, peQLab

Heraeus Megafuge 1.0 R, Heraeus Biofuge 13,

Heraeus Biofuge fresco

Axiovert 100, Zeiss

Peltier-Thermal Cycler 200, Biozym
Finnpipetten, Labsystems

Pipetboy, Biosciences

TagMan 5700 Sequence Detector,
Biosystems

Polymax 1040, Heidolph

BSB 6A, Gelaire Flow Laboratories

Optima-L60, Beckmann

Applied

Laktotherm 1, Dinkelberg; W 6, Preiss-Daimler

Neubauer
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2.1.2 Plastikwaren und sonstige Einwegartikel

Combitips verschiedene Hersteller
Cryotube Nunc

MicroAmp Optical

96 Well TagMan PCR Platten Applied Biosystems
MicroAmp Optical Caps Applied Biosystems
Multiwellplatten steril Costar
Multiwellplatten unsteril Greiner
Pipettenspitzen gestopft Biozym
Pipettenspitzen ungestopft Polylab
ReaktionsgefaBe 1,0 u. 1,5 ml Eppendorf
Sterilfilter Millipore, Sterivex
Zellkulturflaschen 25 u. 75 cm” Costar

Zellschaber Greiner
Zentrifugenrdhrchen 15 u. 50 ml Greiner

2.1.3 Chemikalien
Chemikalien und Ldsungen fiir die Zellkulturen

Laborchemikalien und Farbstoffe wurden erhalten von:

Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma, Deisenhofen
Iskove’s Medium Sigma, Deisenhofen

Fotales Kélberserum (FCS) Sigma, Deisenhofen
Trypsin/EDTA-Losung

0,05/0,02% (w/v) Seromed, Berlin

32
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Losungen und Puffer

Alle prozentualen Angaben sind, wenn nicht anders erwéhnt, (w/v)-Angaben

Acrylamid-Stockldsung

Anodenpuffer 1

Anodenpuffer 2

Blocking-Ldsung

Cisiumchlorid-Dichtekissen

Church-Puffer

Detektionspuffer

6x DNA-Ladepuffer

Ehrlich’s Reagenz

Elektrophoresepuffer fiir

Proteingele

Entfarbelosung

Gelféarbelosung

GSCN-Losung

Kathodenpuffer

29,2% Acrylamid; 0,8% N,N’-
Methylenbisacrylamid

0,03 M Tris; 20% (v/v) Methanol

0,3 M Tris; 20% (v/v) Methanol

1% Blocking Reagenz (Boehringer) geldst

in 1x Maleinsdurepuffer

5,7 M CsCl; 10 mM EDTA pH 7,5

0,25 M Natriumphosphatpuffer; | mM EDTA;
7% SDS

0,1 M Tris-HCL pH 9,5; 0,1 Natriumchlorid
0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylene Cyanol
30% Glycerin

p-Dimethylaminobenzaldehyd gelost in

96% Essigsédure (12 mg/ml)

50 mM Tris; 0,4 M Glycin; 0,1% SDS

7,5% (v/v) Essigsédure, 20% (v/v) Methanol

0,1% Coomassie Brilliantblau R 250,

7,5% (v/v) Essigsédure; 40% (v/v) Methanol

4 M GSCN; 0,02 M Natriumacetat pH 5,2; 0,1 mM
DTT; 0,5% Natrium-N-Laurosylsarcosinat

0,025 M Tris; 0,04 M 6-Aminohexanséure;

20% Methanol
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5x Maleinsdurepuffer 0,5 M Maleinséure; 0,75 M Natriumchlorid pH 7,5
Methylenblau-Losung 0,5 M Natriumacetat pH 5,2; 0,04% Methylenblau
Minimal TE Puffer I mM Tris-HCL pH 8; 0,01 mM EDTA
10x MOPS 0,2 M MOPS; 0,08 M Natriumacetat pH 7,4;

0,01 M EDTA
Natriumphosphatpuffer 0,5 M Dinatriumhydrogenphosphat mit

Phosphorsédure auf pH 7,2 eingestellt

PBS pH 7,3 0,8% Natriumchlorid; 0,02% Kaliumchlorid;
0,135% Dinatriumhydrogenphosphat;
0,025% Kaliumhydrogenphosphat

Proteinase K-Mix 100 pg/ml Proteinase K; 5 ml 10-PCR-Puffer;

0,5% Tween 20; 45 ml Aqua dest.

Proteinreagenz-Stammlosung 50 ml Ethanol 97%; 100 ml Phosphorsdure 85%;
100 mg Coomassie Glue G
Ponceau S-Stammldsung 2% Ponceau S; 30% Trichloressigsaure;

30% Sulfosalicylsdure
RNA-Ladepuffer 50% (v/v) Glycerin; 1 mM EDTA;

0,4% Bromphenolblau; 0,4 Xylencyanol

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCL pH 6,8; 0,1% SDS
5x SDS-Probenpuffer fiir 10% SDS; 0,4 M Tris HCL pH 6,8;
Proteingele 25% (v/v) Glycerin; 5% B-Mercaptoethanol;

0,1% Bromphenolblau
20x SSC TagMan Universal 0,3 M Natriumcitrat; 3 M Natriumchlorid mit NaOH
PCR Master Mix auf pH 7,0 eingestellt; 200 uM dNTP’s und dUTP;

0,025 U/ul HotGoldStar™; 5 mM MgCl,
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10x TBE-Puffer 0,89 M Tris; 0,89 M Borséiure;

20 mM EDTA pH 7,5

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCL pH 8,8; 0,1% SDS

Trypanblau 0,16% Trypanblau; 0,85% Natriumchlorid in
Aqua dest.

Waschpuffer 1 0,04 M Natriumphosphatpuffer; 1% SDS

Waschpuffer 2 1x Maleinsdurepuffer; 0,3% Tween 20

Cytokine

Rekombinantes humanes Interferon y wurde von R&D Systems, England bezogen.
Rekombinanter humaner Tumor Nekrose Faktor (TNF) o wurde von R&D Systems, England
bezogen.

Rekombinantes humanes Interleukin 1 wurde von R&D Systems, England bezogen.
Chemikalien

L-Tryptophan wurde von Sigma, Deisenhofen bezogen.

Kynurenin wurde von Sigma, Deisenhofen bezogen.

Ethidiumbromid wurde von Sigma, Deisenhofen bezogen.

2.1.4 Molekularbiologische Kits

Expand™ High Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim)

GeneAmp PCR Reagent Kit (Perkin Elmar)

1¥-strand™ c¢DNA Synthesis Kit (Clontech, Palo Alto, CA)

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden bezogen von Metabion (Martinsried) und Pharmacia.
IDOUP 5'-TCA GGG AGA CCA GAG CTT TCA CAC-3"; Tm 64,4 °C

IDODO 5'-GCA AAT GCA AGA ACG GGA CACT-3"; Tm 60,3 °C
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Das Primer-Paar IDOUP/IDODO ist spezifisch fiir das Transkript der IDO. Es liefert
Amplifikate mit einer Gro3e von 464 bp.

GAPDHUP  5-CAG CGT CAA AGG TGG AGG AGT GG-3"; Tm 66,0 °C

GAPDHDO  5-ATG GGG AAG GTG AAG GTC GGA GTC-3"; Tm 66,1 °C

Das Primer-Paar GAPDHUP/GAPDHDO ist spezifisch fiir das Transkript der GAPDH.

Es liefert Amplifikate mit einer Gro3e von 892 bp.

INOSDO 5°-TAT AGA ATT CTG GGG CAG CGG GAT GAC TTT-3"; 66,8 °C
INOSUP 5°-TAT AGA ATT CGT GAT GGC CGA CCT GAT GTT GC-37; 68,2 °C
Das Primer-Paar INOSDO/INOSUP ist spezifisch fiir das Transkript der iNOS. Bei einer PCR

entstehen Amplifikate mit einer Gréf3e von 467 bp.

Primer und Sonden fiir die Real Time PCR

Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG in Ebersberg, die Sonden von der Firma
Applied Biosystems aus Weitersberg bezogen.

HSV-1

F-Primer 5'-ACC ATG ACC AAG TGG CAG GA-3°

R-Primer 5'-AGA A(GT)C GGA AGG AGC CGC-3®

Sonde 1 5'-FAM-CGG AGC GCA GCA GCA TCT CGT CCA-TAMRA-3"
Als Kontrolle wurde uns das HSV-1 Plasmid pSGHSVgB von PD Dr. Adams,
Virologie Universitidt Diisseldorf zur Verfiigung gestellt.

HSV-2

F-Primer 5'-ACC ATG ACC AAG TGG CAG GA-3°

R-Primer 5'-AGA A(GT)C GGA AGG AGC CGC-3®

Sonde 2 5'-FAM-TGG ACG AGA TGC TCC GCG CC-TAMRA-3
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Als Kontrolle wurde uns das HSV-2 Plasmid pSGHSV-2gB von PD Dr. Adams zur

Verfligung gestellt.

IDO

F-Primer 5'-CGC CTT GCA CGT CTA GTT CTG-3
R-Primer 5'-CGG ACA TCT CCA TGA CTC-3"

IDO S-1 Sonde  5'-FAM-ATG CAT CAC CAT GGC ATA TGT GTG GG-TAMRA-3"
Als Kontrolle diente uns der Vektor pPGEMT mit einem 1212 bp groBen Insert aus dem IDO
Gen.

2.1.6 Antikorper
Anti-IDO-Antikorper

Ein monoklonaler Maus-anti-IDO-Antikorper (IDO-mAk) wurde von Osamu Takikawa,
Dept. Of Chemistry and Australian Cataract Reasearch Foundation, University of
Wollongong, Australien, zur Verfiigung gestellt. Nachweise des IDO-Proteins mit diesem

Antikdrper sind bereits publiziert (Heyes et al., 1992).

Sekundirantikorper (Ziege-anti-Maus)

Der Sekundérantikdrper (Ziege-anti-Maus, IgG und IgM) wurde von Jackson

ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiinf Zelllinien verwendet.

Die HBMEC (human brain microvascular endothelial cells) wurden uns von Professor Kwang
Sik Kim (John Hopkins University, Baltimore, Maryland, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese
Zellen wurden aus einer Hirnbiopsieprobe, die bei einer Patientin nach Epilepsiechirurgie
entnommen wurde, isoliert. Die morphologischen und funktionellen Eigenschaften dieser
Zelllinie wurden bereits ausreichend beschrieben (Stins et al., 1997).

Im Rahmen meiner Arbeit sollte diese Zelllinie auf das Verhalten nach IFNy-Stimulation
untersucht werden.

Die Zelllinie der HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) wurde aus der
Nabelschnurvene gewonnen und von unserer Arbeitsgruppe prapariert und charakterisiert.
Auch diese Zelllinie wurde im Rahmen meiner Arbeit auf mogliche Effekte nach IFNy-
Stimulation untersucht.

Die Zelllinie RT4 (ATCC-Number HTB-2) stammt aus einem humanen uroepithelialen
Karzinom und wurde von der American Type Culture Collection (Rockville,Maryland, USA)
bezogen. Sie wurde von Rigby und Franks (1970) etabliert und von O’Toole (1972)
eingehend untersucht. In meiner Arbeit diente diese Zelle als Kontrolle, da sie als iNOS
produzierende Zelle beschrieben wird.

Die Zelllinie HeLa S3 wurde ebenfalls von ATCC (Nr. CCL 2.2) bezogen. Es handelt sich
hierbei um Zellen von einem humanen Cervixepithelkarzinom, die 1956 von T.T. Puck et al.
etabliert und 1956 von S.J. Cieciura eingehend untersucht wurden.

Die Zelllinie wurde in meiner Arbeit fiir die Experimente mit HSV-2 verwendet, um die

Vorginge bei einer genitalen HSV-2-Infektion abzubilden.
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Die Zelllinie A 549 (ATCC CCL 185) stammt aus einem humanen Lungenkarzinom und
wurde 1973 von D.J. Giard et al. etabliert und 1976 von M. Lieber et al. eingehend
beschrieben. In meiner Arbeit dienten die Zellen zur Vermehrung und Aliquotierung der

Herpes simplex Virus Isolate.

2.2.2 Viren

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Herpes Simplex Viren, HSV F (Typ 1) und HSV G
(Typ 2) handelt es sich um Laborisolate aus der Universitdit Bonn. Sie wurden der

Diisseldorfer Virologie von Prof. Wolf und Prof. Schneweil3 zur Verfiigung gestellt.

2.2.3 Kultivierung und Ernte der Zelllinien HBMEC, HeLa S3, RT4

Die Zellen dieser Linien wurden in liegenden 50 ml Zellkulturflaschen der Firma Costar in
Heraeus-Brutschranken bei 37 °C in befeuchteter und mit 10% CO, angereicherter
Atmosphédre in 15 ml Iscove’s modifiziertem Dulbecco’s Medium kultiviert. Das Medium
wurde zudem mit 5% FCS (v/v) angereichert. Durch das Kohlensdure-Bicarbonat-
Puffersystem des Kulturmediums wird eine pH-Konstanz gewahrleistet.

Die Teilungsrate der Zellen betrug, unter der Voraussetzung eines ausreichenden
Nihrstoffangebots und Nichterreichens einer konfluierenden Einzelschicht, 1-3 pro Tag. War
durch das Wachstum der Zellen eine konfluierende Einzelschicht erreicht, wurden die Zellen
geerntet. Da die starke Adhdrenz der Zellen ein Ablosen dieser durch Resuspendieren des
Kulturmediums verhinderte, wurden die Zellen unter der Verwendung von Trypsin-EDTA-
Losung abgelost. Dazu wurden nach Entfernung des Kulturmediums und einmaligem Spiilen
mit PBS ca. 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung fiir etwa 5 Minuten zu den Zellen gegeben. Das

Trypsin bewirkt ein Andauen und Abldsen der Zellfortsdtze vom Flaschenboden und ein
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Abrunden der Zellen. AnschlieBend wurden sie unter Verdiinnung und Neutralisierung des
Trypsins mit 10 ml Iscove’s Medium mit FCS aus der Kulturflasche geerntet und in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation bei 1200 U/min und 4 °C und zwei
Wasch-Schritten mit PBS wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 5-10 ml Medium
resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der lebenden Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
festgestellt. Dazu wurden 100 pl der Zellsuspension mit Trypanblau geeignet verdiinnt und
das Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer pippetiert. Zur weiteren Kultivierung der Zellen

wurden 1-2 ml der Zelllosung in die alte Kulturflasche mit 15 ml frischem Medium {iberfiihrt.

2.2.4 Kultivierung und Ernte der Zelllinie HUVEC

Im Folgenden ist die Kultivierung und Ernte der Zelllinie HUVEC beschrieben, sofern sie von
dem oben beschriebenen Vorgehen mit den tibrigen Zelllinien abweicht.

Da es sich bei den HUVEC um eine native Zelllinie handelt, war es notig, dem Kulturmedium
einige weitere Zusétze beizufiigen. Das Iscove’s modifizierte Dulbecco’s Medium wurde mit
einer hoheren Konzentration von 10% FCS supplementiert. AuBerdem wurde ECGS in einer
Konzentration von 50 pg/ml und Heparin in einer Konzentration von 50 ug/ml beigefiigt.

Da die HUVEC {iber eine schwécher ausgepriagte Oberflichenadhirenz als andere Zelllinien
verfiigen, wurden die Zellkulturflaschen und die Multiwellplatten, die fiir verschiedene
Experimente verwendet wurden, vor der Aussaat der HUVEC entsprechend vorbehandelt.

Zu diesem Zweck wurde 0,1% (w/v) in PBS geloste Gelatine zunéchst steril filtriert. Die
geloste Gelatine wurde in die Zellkulturflaschen bzw. die Multiwellplatten gegeben und fiir
mindestens eine Stunde darin belassen. Im Anschluss erfolgte das Absaugen der verbliebenen
Fliissigkeit. Die so behandelten Zellkulturflaschen und Multiwellplatten konnten eine

ausreichende Adhérenz der Zellen gewédhrleisten.
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In allen iibrigen Punkten wurde die Kultivierung und Ernte der HUVEC durchgefiihrt, wie fiir

die iibrigen Zelllinien beschrieben.

2.2.5 Aliquotierung der Viren

Hierzu wurden humane Lungenkarzinomzellen der Zelllinie A 549 in 20 ml Iscove’s Medium
mit 10% FCS angeziichtet und nach drei Tagen mit 100 ul der oben beschriebenen HSV F
bzw. HSV G Isolate beimpft. Nach 2-3 Tagen Inkubationszeit waren die Kulturen
durchinfiziert und die Zellsuspension wurde 10 Minuten bei 1800 U/min abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde dann zu je 0,5 ml aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.6 IDO-AKktivititsmessung

Alle funktionellen Tests wurden in 96-well Flachboden-Mikrotiterplatten (Costar) angesetzt.
Das Endvolumen in den Vertiefungen betrug, wenn nicht anders erwahnt, immer 200 pl. Alle
eingesetzten Cytokine und Chemikalien wurden in Iscove’s Medium gelost. Bei den
angegebenen Konzentrationen von Cytokinen und Chemikalien handelt es sich immer um die
fiir den Test erforderlichen Endkonzentrationen.

Fiir die IDO-Aktivitdtsmessung wurde zunichst eine Verdiinnungsreihe von rekombinatem
humanen Interferon y von 1000 U/ml bis 0 U/ml (Kontrolle) vorgelegt, jeder Wert als
Dreifachbestimmung. In manchen Versuchen wurde zusétzlich noch TNFa oder IL-1B in
einer Konzentration von 100 U/ml dazu pipettiert. Dann wurden 3x 10* Zellen pro Vertiefung
in 50 pl Medium zugegeben.

Um den Test mit Substrat anzureichern, wurde noch L-Tryptophan in einer Endkonzentration
von 100 pg/ml zugesetzt. Das Kulturmedium selbst enthielt ca. 15 pg/ml Tryptophan. Die

Anreicherung diente dem Zweck, moglichst viel von dem Endprodukt Kynurenin zu erhalten,
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um die IDO-Aktivitdt gut darstellen zu konnen und die photometrische Auswertung zu
erleichtern.

Die Testansdtze wurden fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Dann wurden 160 pl des
Uberstandes in eine Spitzbodenplatte pippetiert und 10 pl Trichloressigsdure (30%) zugesetzt,
um vorhandene Proteine auszufillen. Es folgte eine 30 miniitige Inkubation in einem 50 °C
warmen Wasserbad. Die ausgefillten Proteine wurden 10 Minuten bei 1800 U/min
abzentrifugiert. Dann wurden 100 ul des Uberstandes in eine Flachbodenplatte iiberfiihrt und
mit 100 ul Ehrlich’s Reagenz versetzt. AnschlieBend wurde die Absorption bei 492 nm im
ELISA-Photometer (SLT Labinstruments, Crailsheim) gemessen.

Ehrlich’s Reagenz reagiert mit Kynurenin zu einem gelben Azofarbstoff. Die Stirke der
Absorption bei 492 nm reprisentiert die Menge an gebildetem Kynurenin (Daubener et al.,
1994)

Um die Absorptionswerte in eine Kynureninkonzentration umrechnen zu koénnen, wurde ein
Kynureninstandard erstellt.

Zu diesem Zweck wurde Kynurenin in Iscove’s Medium gelost und in einer Flachbodenplatte
eine Verdiinnungsreihe erstellt, beginnend bei 200 pg/ml Kynurenin bis 0 pg/ml Kynurenin
(Kontrolle). Das Volumen pro Vertiefung betrug 200 pl und die einzelnen Konzentrationen
wurden wiederum als Dreifachbestimmung vorgelegt.

Je 160 pl der einzelnen Ansidtze wurden nun in eine Spitzbodenplatte tibertragen. Nach dem
Zusatz von 10 ul Trichloressigsiure (30%) erfolgte die 30 miniitige Inkubation in einem

50 °C warmen Wasserbad. Nach einer Zentrifugation der Ansdtze bei 1800 U/min konnten
100 ul des gewonnenen Uberstandes in eine Flachbodenplatte iiberfiihrt werden und mit 100
ul Ehrlich’s Reagenz versetzt werden. Die Auswertung erfolgte wiederum im ELISA-
Photometer.

Anhand der gewonnenen Standardkurve konnten nun die Ergebnisse der einzelnen IDO-

Aktivitdtstests in Kynureninkonzentrationen umgerechnet werden.
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Abb. Al: Kynureninstandard

Durch eine Verdiinnungsreihe von Kynurenin und anschlieBende Behandlung wie bei einer
IDO-Aktivititsmessung konnte der hier abgebildete Standard erstellt werden. Mit seiner
Hilfe war es mdglich, die Werte fiir die optische Dichte, die bei den IDO-Aktivitétstests
anfielen, in die Konzentration an produziertem Kynurenin, angegeben in pg/ml,
umzurechnen.

2.2.7 RNA-Priparation

Losungen, die fiir Experimente mit RNA bestimmt waren, wurden immer mit 0,1% DEPC
versetzt und nach Inkubation {iber Nacht autoklaviert (121 °C, 30 Minuten). Wenn der Zusatz
von DEPC oder das Autoklavieren nicht moglich war, z.B. wenn Tris oder DTT enthalten
waren, wurden die Losungen mit DEPC-Wasser angesetzt. Alle Schalen und Gefif3e, die mit
RNA in Kontakt kamen, wurden vorher mit 3% Wasserstoffperoxid und DEPC-Wasser
gespiilt.

Die gewidhlte Methode zur Praparation von Gesamt-RNA war die Guanidiniumthiocyanat-
Methode mit anschlieBender Ultrazentrifugation in Césiumchlorid (Chirgwin et al., 1979).
Die Methode wurde, mit leichten Modifikationen, wie von Sambrook et al. (1989)
beschrieben, durchgefiihrt. 5x 10° Zellen der Zelllinie HBMEC, RT4 und HeLa S3 wurden in
10 ml Kulturflaschen mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener Cytokine

stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.
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Nach 6-8 Stunden Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Zellen dreimal mit ca.
10 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 4 ml Guanidinthiocyanat lysiert. Das
Lysat wurde in Greiner-Rohrchen iiberfiihrt und die Flaschen mit 3 ml DEPC-Wasser
ausgespllt, um das Zelllysat quantitativ entfernen zu kénnen. Diese 3 ml wurden mit 4 ml
Lysat vereinigt.

In einem Polyallomer-Ultrazentrifugenréhrchen (Beckmann) wurden 3 ml Césiumchlorid
vorgelegt. Das Cdsiumchlorid wurde mit dem gesamten Lysat vorsichtig {iberschichtet. Die
Ultrazentrifugenrohrchen wurden mit Parafin6l bis zum Rand gefiillt und austariert. Es folgte
eine Zentrifugation (Ultrazentrifuge Beckmann Optima L60) bei 33000 rpm und 23 °C fiir 16
Stunden im SW41Ti-Rotor (Beckmann). Da RNA in Cisiumchlorid eine hohere
Schwebeschicht als andere Zellbestandteile hat, formt sie bei dieser Methode ein Pellet,
withrend DNA, Membranlipide und Proteine im Uberstand verbleiben.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und der Boden der
Rohrchen mit einer glithenden Skalpellklinge abgetrennt. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen, in 15 pl Tris HCL Puffer (pH 7,5) gelost und die Losung bei
-80 °C aufbewahrt. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurden photometrisch bei 260
nm bzw. 280 nm bestimmt (DNA/ RNA Calculator II, Pharmacia Biotech). Die RNA wurde
fiir weitere Versuche nur verwendet, wenn der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und

280 nm >1,7 war.

2.2.8 RT-PCR

Die Reverse Transkriptase (RT) PCR diente der Uberpriifung, ob mRNA-Transkripte der
Enzyme IDO oder iNOS in den unstimulierten bzw. stimulierten Zellen vorhanden waren. Als
Kontrolle diente der Nachweis der mRNA von GAPDH, eines Glykolyseenzyms, welches in

jeder kernhaltigen Zelle konstitutiv exprimiert wird.
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Die cDNA-Erststrang Synthese erfolgte mit dem 1%-strand ¢cDNA Synthesis Kit nach
Anleitung des Herstellers. Dazu wurden 0,4-1 ug Gesamt-RNA in 11,5-12,1 ul DEPC-Wasser
gelost und 1 pl oligo-dT g-Primer zugesetzt. Das Gemisch wurde fiir 2 Minuten auf 70 °C
erhitzt und sofort danach auf Eis gestellt. Dann wurden zu jedem Ansatz 4 pl Puffer, 1 pl
dNTP-Mix, 0,5 pl rekombinanter Rnase-Inhibitor und 1 ul MMLV-Reverse Transkriptase
zupippetiert. Die Ansidtze wurden dann fiir eine Stunde auf 42 °C und anschlieBend fiir 4
Minuten auf 96 °C erhitzt. AbschlieBend wurden die Ansétze auf Eis gekiihlt und mit 80 ul
DEPC-Wasser auf 100 pl Gesamtvolumen verdiinnt.

Fiir die nachfolgende PCR wurden 5 ul des Erststrang-Ansatzes als Template eingesetzt. Das
Gesamtvolumen der PCR-Ansitze betrug 50 pl. Die Primer (siehe 2.1.5) wurden mit einer
Endkonzentration von 0,4 pM eingesetzt. Verwendet wurde der Expand'™ High Fidelity
Polymerase-Mix, wobei 5 pl MgCl, (Ek 1,5 mM) Haltige Expand HF Puffer, 8 ul ANTP’s (Ek
2,5 mM), 0,5 ul Polymerase und 35,1 ul DEPC-Wasser und 0,2 ul je Primer pippetiert
wurden.

Die Amplifikation erfolgte im Peltier Thermal Cycler 200 (Biozym) nach folgendem
Zyklusschema:

3 Minuten 95 °C

30 Sekunden 95 °C

45 Sekunden 64 °C

1 Minute 72 °C

30 malige Wiederholung der Schritte 2-4

4 Minuten 72 °C
Kiihlung bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung

Nk LD —

2.2.9 DNA-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurde in 1,5% Agarosegelen mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid durchgefiihrt. Als Puffer diente 1XTBE. 15 pl der DNA Proben wurden mit 3

pul DNA-loading-buffer (0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylene Cyanol; 30% Glycerin)
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vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard dienten die ,,1 kb
DNA ladder* und die ,,100 bp DNA ladder* der Firma GibcoBRL.
Die Gele mit den Fragmenten aus der RT-PCR wurden anschlieBend mit dem

Gelaufnahmegerit ,,Modul-Digit-Store-Duo* (Intas, Gottingen) bei 340 nm fotografiert.

2.2.10 Proteinpriparation und Bestimmung der Konzentration

Fiir einen Nachweis der IDO auf Proteinebene wurden 3x 10° Zellen der zu untersuchenden
Zelllinie in 25 cm’-Flaschen iiberfiihrt, mit verschiedenen Kombinationen der einzelnen
Cytokine in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert und danach drei Tage im
Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.

Nach drei Tagen wurden die Zellen geerntet, abzentrifugiert, zweimal mit PBS gewaschen
und wieder abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet dreimal in
Stickstoff getaucht und danach jeweils schnell wieder in einem 37 °C warmen Wasserbad
aufgetaut und danach in 100 ml A. dest. tiberfiihrt. Durch diesen Vorgang wurden die Zellen
lysiert. Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und 10 Minuten bei 10000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir nachfolgende Versuche verwendet.

Um die Konzentration der Proteine im Uberstand zu bestimmen, wurde die Methode von
Bradford (Bradford 1976) angewendet. Zur Erstellung der Eichgeraden wurde bovines

Serum-Albumin (BSA) eingesetzt.

2.2.11 SDS-PAGE und Coomassie-Firbung

Die gelelektrophoretische  Auftrennung von  Proteinen erfolgte in  9,5%tigen
Polyacrylamidgelen (Dicke 0,8 mm) mit 0,1% SDS nach der Methode von Laemmli

(Laemmli 1970). Vor dem Auftragen wurden 30 pg Protein fiir 10 Minuten bei 95 °C in
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Probenpuffer denaturiert. Die Gelelektrophorese erfolgte entweder bei 100 V im Sammelgel
(siehe 2.1.3) und 250 V im Trenngel (siche 2.1.3) oder bei 40 V iiber Nacht. Als
Molekulargewichtsstandard diente der ,,Low Range Standard“ (14,4-97,4 kDA) der Firma
Biorad. (Hercules, CA, USA)

Zur Visualisierung der Proteinbanden wurden die Trenngele fiir 1-2 Stunden in
Gelfarbelosung (siehe 2.1.3) inkubiert. Zur Entfarbung des proteinfreien Hintergrundes wurde

die Entfarbelosung eingesetzt.

2.2.12 Western Blot

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrozellulosemembranen wurde
in Anlehnung an Kyhse-Andersen (Kyhse-Andersen, 1984) durchgefiihrt. Bei diesem
»semidry-transfer wurde ein Gel-Membran-Sandwich mit puffergetridnkten Filterpapieren
(Whatman 3 MM) zwischen die Elektroden einer Western Blot-Kammer (Carboglas,
Schleicher & Schuell, Dassel) platziert und die Proteine elektrophoretisch eluiert.

Direkt nach der Elektrophorese wurden Gel, Membran (Protran, Schleicher & Schuell) und
Filterpapiere in der folgenden Reihenfolge auf der Kathode der Blot-Kammer iibereinander
geschichtet:

3 Filter, getrankt in Kathodenpuffer

Polyacrylamidgel

Nitrozellulosemembran, befeuchtet mit Anodenpuffer 1

3 Filter, getrankt in Anodenpuffer 1
3 Filter, getrankt in Anodenpuffer 2

A S

Der Proteintransfer erfolgte bei 0,8 mA/cm® Gelfliche fiir 45 Minuten.
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2.2.13 Ponceau S-Firbung

Um zu iiberpriifen, ob gleiche Proteinmengen auf die Membran transferiert wurden, wurde die
Membran direkt nach dem Transfer fiir ca. 5 Minuten mit Ponceau S-Losung geférbt
(Stammlosung 1:10 verdiinnt mit A. dest.). AnschlieBend wurde die Membran so lange
gewdssert, bis die gewiinschte Firbung erreicht war. Der Membrananteil mit dem
Molekulargewichtsstandard wurde abgetrennt und die Banden markiert. Sowohl hier als auch

auf dem Membranteil mit den Proben wurde die Lauffront nachgezeichnet.

2.2.14 Immunologischer Nachweis der IDO

Die Membran wurde fiir eine Stunde mit Blockpuffer (5% (w/v) Milchpulver in PBS) und
anschlieend fiir eine Stunde mit dem monoklonalen anti-IDO-Antikorper, 1:4000 verdiinnt
in Blockpuffer, inkubiert. Nach dreimaligem 5 miniitigem Waschen mit PBS wurden
gebundene Antikdrper mit einem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikorper
(Ziege-anti-Maus, IgG und IgM, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove,
PA, USA; siehe 2.1.6) fiir eine Stunde markiert (1:2500 verdiinnt in Blockpuffer). Nach
erneutem  dreimaligem  Waschen mit PBS wurde fir eine Minute ein
Chemilumineszenzsubstrat (ECL Amersham, Buckinghamshire, England) auf die Membran
gegeben. Die Visualisierung erfolgte durch enzymatischen Umsatz des Substrats und

Exposition mit Rontgenfilm.

2.2.15 Real Time PCR

In meiner Arbeit wurde der Gene Amp 5700 Sequence Detector der Firma Applied

Biosystems zur quantitativen Real Time PCR Bestimmung benutzt. Die Funktion dieser
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Methode beruht auf der Messung eines Fluoreszenzsignals, das wihrend der Amplifikation
entsteht. Hierfiir wurden Sonden benutzt, die an ihrem 5-Ende 6-FAM (6-
Carboxyfluorescein), einen Reporter Fluoreszenzfarbstoff, und am 3'-Ende TAMRA (6-
Carboxy-tetramethyl-rhodamin) als Quencher gebunden hatten. An die Sonde gebunden, war
der Quencher in der Lage das vom Reporter ausgehende Signal zu unterdriicken.

Erst beim Polymerisations-Abschluss ist die Entfernung zwischen Reporter-Farbstoff und
Quencher so groB3, dass der hemmende Einfluss des Quenchers nicht mehr ausreicht, das
Farbsignal vom Reporter zu unterdriicken.

Die Funktion des Gerdtes beruht auf einem Linsensystem und einer Kamera, die die
entstehende Fluoreszenz alle 7 Sekunden aufnimmt und zur Software des Computers
weiterleitet. Als Ci- (threshold cycle) Wert bezeichnet man den Punkt, an dem die Intensitét
der Reporterfluoreszenzemission die des Hintergrundes iiberschreitet.

Der Ci-Wert liegt in der frithen exponentiellen Phase der Reaktion und ist als Messwert
zuverldssiger als die Endpunktmessung der traditionellen PCR (Deborah S. Grove, 1999). Der
C-Wert ist dabei umgekehrt proportional zu der Anzahl der Kopien der zu untersuchenden
DNA. Benutzt man jetzt mehrere Standards mit bekannter Kopienzahl, so lésst sich iiber die

C-Werte die genaue Kopienzahl der Proben errechnen.

2.2.16 HSV Real Time PCR

Diese Methode wurde in meiner Arbeit dazu benutzt, die HSV-Replikation unter
verschiedenen Stimulationsbedingungen objektiv zu bestimmen.

Hierzu wurden in 96-Wellplatten 3x 10* Zellen vorgelegt und mit verschiedenen
Konzentrationen unterschiedlicher Cytokine, jeweils als Doppeltansatz, stimuliert. Dies
erfolgte immer mit und ohne L-Tryptophan (jeweils 100pug/ml bei Ansatz des Versuches und
nach 72 Stunden Inkubationszeit) Supplementation und einer Kontrolle mit unbehandelten

Zellen. Nach dreitdgiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit einer konstanten
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Viruskonzentration beimpft. Nach weiteren drei Tagen Inkubation wurden die Platten zuerst
mikroskopisch ausgewertet und dann der Uberstand in den einzelnen Wells vorsichtig
abgesaugt. Danach erfolgte eine Zugabe von 100 pl PBS in jede Vertiefung. Nach
mehrmaligem Einfrieren und wieder Auftauen, um die Zelladhdrenz zu l6sen, wurden die
einzelnen Ansidtze mehrfach resuspendiert und in Eppendorf-GefaB3e iiberfiihrt. Hiernach
erfolgte eine weitere Zugabe von 100 pl PBS pro Well und erneutes Resuspendieren, um
sicherzustellen, dass keine Zellen =zuriickblieben. Hierbei erfolgte ein Poolen der
Doppeltansitze. Nach 13 miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der Uberstand erneut
abgesaugt und das Zellpellet in 25 pl PBS und 50 pl Proteinase K-Mix aufgenommen. Die
Proben wurden dann fiir 60 Minuten auf 56 °C und danach fiir 30 Minuten auf 96 °C erwérmt.
Zur Messung der Proben wurde ein Standardschema aus der Diagnostik der Virologie der
Diisseldorfer Universitit verwendet. Hierzu wurden in jede Vertiefung einer 96 Well
MicroAmp Optical Platte der Firma Applied Biosystems 25 pl TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 5 ul HSV-TypF-Primer (300 nM), 5 ul HSV-TypR-Primer
(300 nM) und 5 pl Aqua dest. vorgelegt. Dazu kamen dann entweder 5 ul HSV-Typ1-Sonde
(100 nM) oder 5 pul HSV-Typ2-Sonde (200 nM) und 5 pl der zu messenden Probe. Als
Standardkontrollen dienten hierbei die von PD Dr. Adams (Virologie Universitdt Diisseldorf)
zur Verfiigung gestellten Plasmide pSGHSVgB (HSV1) und pSGHSV-2gB (HSV2) in einer
Kopienzahl von 5000, 500, 50 und 0, jeweils im Doppeltansatz. Um Verunreinigungen zu
vermeiden wurde an einer separaten sterilen Werkbank und mit sterilem Kittel und
Handschuhen gearbeitet. Die virushaltigen Proben wurden immer als Letztes in einem
anderen Raum dazu pipettiert. Zum VerschlieBen der Wells dienten MicroAmp Optical Caps
der Firma Applied Biosystems. Es folgte eine zweistlindige, 40 Zyklen lange Messung im
Gene Amp 5700 Sequence Detector (Applied Biosystems) und eine Auswertung in der dazu

gehorigen Software.
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2.2.17 IDO Real Time PCR

Um die nicht quantitativen Ergebnisse der RT-PCR zu quantifizieren, diente uns in dieser
Arbeit die IDO Real Time PCR. Hierzu wurden zunidchst cDNA-Stringe synthetisiert, wie es
zuvor zur Bestimmung der mRNA-Synthese mittels RT-PCR geschehen war (sieche 2.2.8).
Auch hier konnte der oben beschriebene Real Time PCR Standardansatz benutzt werden. Als
Probe dienten uns je 5 pl der jeweiligen cDNA. Der IDO-F-Primer und der IDO-R-Primer
(siche 2. 1.5) wurden in einer Endkonzentration von 300 nM, die IDO S-1-Sonde in einer
Endkonzentration von 200 nM, eingesetzt. Als Standard wurden 5000, 500 50 und 0 Kopien
eines Ido-Plasmids (siche 2.1.5) benutzt. Auch hier wurde die Fluoreszenzabgabe iiber 40

Zyklen gemessen und danach ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Induktion der Indolamin 2.3-Dioxygenase durch Interferon-y in HBMEC

Die nach IFNy-Stimulation erfolgende Tryptophandegradation durch die Induktion der IDO
konnte bereits in vielen Zelllinien als potenter antimikrobieller Effektormechanismus
nachgewiesen werden. Zunichst wurde untersucht, ob dieser Mechanismus auch in den im
Rahmen meiner Arbeit verwendeten HBMEC aktiv ist. Diese Untersuchung erfolgte zu
Beginn auf mRNA-Ebene mittels einer RT-PCR. Nach einer 6-8-stiindigen Stimulation der
Zellen allein mit IFNy, oder aber in verschiedenen Kombinationen mit TNFa und/oder IL-1f,
erfolgte die Priparation der RNA, wie unter 2.2.7 beschrieben. Anschliefend wurden die
cDNA-Erststrangsynthese (2.2.8), die Amplifikation (2.2.8) und die Gelelektrophorese

durchgefiihrt. Das Ergebnis einer solchen RT-PCR ist in Abbildung 1 aufgefiihrt.

IFN-y — 4+ + - + — + — -+
TNF-o. — - + + — — + + - +
-1 -=- - - + + + + - +

- - - VI
B oS
FITTIIILELd GAPDH

HBMEC RT4

Abb. 1: IDO mRNA Nachweis in HBMEC

Hier sind die Ergebnisse einer RT-PCR zum Nachweis der mRNA von IDO, iNOS und
GAPDH in verschieden stimulierten HBMEC dargestellt. Die mRNA wurde mit Oligo-dT-
Primern in ¢cDNA umgeschrieben und anschlieBend mit den unter 2.1.5 aufgefiihrten
Oligonukleotiden als Primer amplifiziert. Im Anschluss erfolgte die Auftrennung in einem
1,5%igen Agarosegel. Zum Vergleich wurden Daten der Urothelkarzinomzellen RT4
aufgefiihrt. Wie in der Beschriftung zu ersehen erfolgten die Stimulationen mit
verschiedenen Kombinationen von IFNy, TNFo und IL-1.
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Zu sehen ist hier, dass die HBMEC, die unstimuliert keine nachweisbare IDO-mRNA
produzieren, durch Stimulation mit IFNy zur Expression der IDO mRNA angeregt werden
konnen. Ebenfalls ist ersichtlich, dass sich die mRNA-Expression noch verstérken lidsst, wenn
eine Kostimulation der Zellen mit TNFa und/oder IL-1B durchgefiihrt wird. Ohne
gleichzeitige Stimulation mit IFNy waren diese Zytokine jedoch nicht in der Lage, eine IDO-
mRNA-Synthese zu induzieren. Auf diesen kostimulatorischen Effekt durch verschiedene
Zytokine werde ich im weiteren Verlauf der Arbeit noch eingehen.

In dem durchgefiihrten Experiment wurde zusitzlich noch die Produktion von iNOS-mRNA
untersucht. Die Induktion der iNOS durch IFNy-Stimulation mit konsekutiver Erzeugung von
NO konnte in vielen murinen und einigen humanen Zelllinien bereits als wirkungsvoller
antimikrobieller Effektormechanismus nachgewiesen werden. Ebenfalls ist bekannt, dass sich
die NO-Produktion negativ auf die Tryptophandegradation durch die IDO auswirkt. Aus der
durchgefiihrten RT-PCR ist jedoch zu erkennen, dass in den HBMEC unter den
verschiedenen Stimulationen keine Produktion von iNOS-mRNA nachweisbar ist. Als
Positivkontrolle wurden hier auch Zellen der Urothelkarzinomzelllinie RT4 untersucht, deren
iNOS-Aktivitit nach IFNy-Stimulation bereits in unserer Arbeitsgruppe bestitigt wurde. Auch
in diesem Experiment zeigen die RT4- Zellen wie erwartet neben der Synthese von IDO-
mRNA ebenfalls eine Expression der iNOS-mRNA.

Als weitere Kontrolle wurden alle Zellen auch auf die Expression von GAPDH-mRNA
untersucht. Da es sich bei der Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) um ein
konstitutiv exprimiertes Glykolyseenzym handelt, muss deren mRNA gleichsam in
stimulierten und unstimulierten Zellen vorhanden sein. Wie erwartet konnte dieses Ergebnis
durch die RT-PCR bestidtigt werden.

Nachdem eine Induktion der iNOS durch IFNy in den HBMEC durch die durchgefiihrte RT-
PCR ausgeschlossen werden konnte, konzentrierte ich mich im Folgenden auf die Induktion

der IDO. Zunéchst wurde untersucht, ob aus der Synthese der IDO-mRNA auch eine Aktivitit
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des entsprechenden Enzyms resultiert. Zu diesem Zweck wurde das durch IDO-Aktivitit aus
Tryptophan erzeugte Kynurenin mit Hilfe des Ehrlich-Reagenz photometrisch im
Zelliiberstand von unterschiedlich stark stimulierten Kulturen HBMEC gemessen. Diese
Messung ist moglich, weil das intrazelluldr erzeugte Kynurenin in den Extrazelluldrraum
abgegeben und nicht weiter degradiert wird. Die Ergebnisse mehrerer Experimente sind in

Abbildung 2 zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 2: IDO-AKktivitit in IFNy-stimulierten HBMEC

In diesem Experiment wurden 3x 10* Zellen HBMEC pro Vertiefung ausgesit und mit
ansteigenden Konzentrationen von IFNy stimuliert. Die Tests wurden zusitzlich mit 100
pg/ml Tryptophan supplementiert, um moglichst viel von dem Reaktionsprodukt Kynurenin
zu erhalten. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die photometrische Messung des
Kynurenins wie unter 2.2.6 beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten.

Die waagerechte Linie gibt die optische Dichte an, die nach Umrechnung mit Hilfe eines
Standards einer Konzentration von 15 pg/ml Kynurenin entspricht. Bei dieser Konzentration
ist das gesamte, in einem unsupplementierten Kulturmedium enthaltene Tryptophan zu
Kynurenin umgesetzt.
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Aus diesen Experimenten ist zu ersehen, dass die HBMEC nach IFNy-Stimulation eine
deutliche IDO-Aktivitit zeigen. Die Kynureninproduktion ist konzentrationsabhédngig, durch
hohere Dosen IFNy kann eine stirkere IDO-Aktivitdt induziert werden. Allerdings néhert sich
die dargestellte Kurve zwischen Konzentrationen von 500 und 1000 U/ml IFNy einem Plateau
an. Ein stirkerer Abbau des Tryptophan scheint durch alleinige Stimulation mit IFNy nicht
moglich zu sein. Rechnet man die Werte der photometrisch gemessenen optischen Dichte mit
Hilfe eines Standards (siche Abb. Al) in Kynureninkonzentrationen um, so ergibt sich, dass
bei einer Stimulation mit 1000 U/ml IFNy ca. 50-60% des supplementierten Tryptophan zu
Kynurenin abgebaut werden konnte. Gleichzeitig zeigt die Abbildung, dass nach einer
Stimulation mit >125 U/ml IFNy das normalerweise im Medium vorhandene Tryptophan (ca.

15-17 pg/ml, siche Horizontale in der Abbildung) vollstindig abgebaut wird.

3.2 Induktion antiviraler Effekte in HBMEC durch IFNy

Durch die vorangegangenen Experimente konnten die Synthese der IDO-mRNA und auch die
Aktivitdt des entsprechenden Enzyms ausreichend nachgewiesen werden. Die IFNy-induzierte
Tryptophandegradation durch die IDO konnte schon in vielen Zelllinien als wirkungsvoller
Abwehrmechanismus gegen bakterielle, parasitire und virale Krankheitserreger nachgewiesen
werden. Im Rahmen meiner Arbeit beschéftigte ich mich besonders mit den antiviralen
Effekten der IDO-Aktivitit. Die HBMEC bilden in vivo einen wichtigen Bestandteil der Blut-
Hirn-Schranke. Aus diesem Grunde interessierte mich vornehmlich ihre antivirale Aktivitit
gegen einen bekannten viralen Enzephalitiserreger. Folglich wihlte ich fiir meine
Experimente das Herpes-Simplex-Virus Typl (HSV-1), das die genannten Kriterien erfiillt.

Um ausreichende Mengen an Viren fiir die durchzufiihrenden Experimente zu erhalten, wurde
zunichst der HSV-1 Stamm auf Lungenepithelkarzinomzellen vermehrt und im Anschluss zu

je 40 Portionen a 1ml bei -80°C eingefroren. Durch eine Real Time PCR wurde die Anzahl
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der viralen DNA Kopien in den Aliquots bestimmt. Zur Messung der Anzahl der Viruskopien
wurde das Plasmid pSGHSVgB verwendet, dass PD Dr. Adams (Virologie Universitit
Diisseldorf) zur Verfiigung stellte, um einen Standard fiir die genaue Bestimmung der
Viruszahlen zu erhalten. In den Kopienzahlen 5000, 500, 50, und 0, jeweils im Doppeltansatz
eingesetzt, diente es bei den nachfolgenden Experimenten als Standard. Die Virus-Kopienzahl
in der Stammlosung lag bei ca. 1x10° Kopien/pl

In den folgenden Versuchen sollte zunédchst untersucht werden, ob eine Replikation des HSV-
1 in den HBMEC moglich ist. Danach sollte iiberpriift werden, ob ein mdgliches
Viruswachstum durch Stimulation der Zellkulturen mit IFNy gehemmt werden konnte. Sollte
eine solche Hemmung des Viruswachstums vorhanden sein, so muss im Anschluss iiberpriift
werden, ob diese durch einen IDO-vermittelten Tryptophanabbau bedingt ist. Zu diesem
Zweck sollte tliberpriift werden, ob eine mdgliche Hemmung des Viruswachstums durch
Zugabe von Tryptophan zu den Kulturen antagonisiert werden kann.

Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse von drei unabhéngig durchgefiihrten Real Time PCRs. Die
HBMEC wurden tiber drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen von IFNy vorstimuliert.
Bei einem Teil der Kulturen erfolgte beim Ansatz eine Zugabe von Tryptophan im
Uberschuss. Nach der Vorinkubation erfolgte die Virusinfektion in einer konstanten
Verdiinnung der Stammkultur (10°) und die weitere Inkubation iiber drei Tage. Zunéchst
erfolgte dann die mikroskopische Auswertung des Viruswachstums durch Beurteilung des
cytopathischen Effektes und in Folge die Praparation der Ansétze und Durchfithrung der Real

Time PCR, wie unter 2.2.16 beschrieben.
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Abb. 3: IFNy-induzierte Hemmung der HSV-1-Replikation in HBMEC

In diesen Experimenten wurden 3x 10° HBMEC Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten
ausgesit und mit unterschiedlichen Konzentrationen von IFNy stimuliert. Die Hilfte der
Einzelansétze wurde jeweils beim Ansatz der Kulturen und nach 72 Stunden Inkubationszeit
mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
Infektion der Zellen mit einer konstanten Virusmenge (10° Verdiinnung der HSV-1
Stammbkultur). Nach erneuter Inkubation liber 72 Stunden wurden die Zellen mikroskopisch
untersucht und die Virusmenge wie unter 2.2.16 beschrieben bestimmt. Dargestellt sind die
Werte aus drei  voneinander unabhingig  durchgefiihrten  Versuchen  mit
Standardabweichungen.

Bei den durchgefiihrten Experimenten ist gut zu erkennen, dass die Stimulation der Zellen mit
IFNy zu einer konzentrationsabhingigen Hemmung des Viruswachstums fiihrt. Durch
Stimulation der HBMEC mit kleinen Dosen IFNy (62 U/ml) kann noch kein Effekt auf die
Virusreplikation beobachtet werden. Steigert man die IFNy-Konzentration jedoch auf 250
U/ml, so ist bereits eine deutliche Hemmung des HSV-1-Wachstums nachzuweisen, die schon
eine Zehnerpotenz betrdgt. Bei einer Stimulation mit 1000 U/ml IFNy ist sogar eine
Hemmung der Virusvermehrung um ca. zweieinhalb Zehnerpotenzen zu verzeichnen. Dies
entspricht einer Verminderung des Viruswachstums um >99%.

Die in Abbildung 3 schwarz gefdrbten Balken stellen die Stirke der Virusvermehrung fiir die

Kulturen dar, die zusétzlich zur IFNy-Stimulation noch mit Tryptophan supplementiert



3. Ergebnisse 58

wurden. Hier wird ersichtlich, dass die Zugabe von Tryptophan den hemmenden Effekt des
IFNy auf die HSV-1-Replikation vollstdndig authebt. Daraus kann gefolgert werden, dass der
IFNy-vermittelte antivirale Effekt durch eine Tryptophandepletion in Folge der gesteigerten
IDO-Aktivitdt bedingt ist.

Die Zugabe von Tryptophan im Uberschuss konnte nimlich eine vollstindige Aufhebung der
[FNy-vermittelten Virushemmung erreichen.

Obwohl in Abbildung 2 gezeigt wurde, dass eine Stimulation mit 1000 U/ml IFNy nur einen
Abbau von ca. 50-60% des vorhandenen Tryptophans bewirkt, reicht eine solche Stimulation
aus, um eine Hemmung des Viruswachstums zu ermdglichen. Dies kann zum einen dadurch
erklart werden, dass bei den Ansitzen zur Messung der IDO-Aktivitat zusitzlich eine Zugabe
von Tryptophan in einer Konzentration von 100 pg/ml erfolgte, um eine groBBere Menge des
nachzuweisenden Reaktionsproduktes Kynurenin zu erhalten. Die Kulturen, die bei der
Infektion mit HSV-1 eine Verminderung des Viruswachstums zeigten, wurden nicht mit
Tryptophan supplementiert. Hier fand sich nur eine Tryptophankonzentration von 15-17
pg/ml im Kulturmedium. Zum anderen wurde die Messung der Kynureninproduktion nach
drei Tagen Inkubationszeit durchgefithrt. Die Kulturen, in denen das Viruswachstum
untersucht wurde, wurden erst nach drei Tagen Vorinkubation mit dem Virus infiziert und im
Folgenden nochmals iiber drei Tage inkubiert. Durch diese ldngere Inkubationszeit konnte
natiirlich auch iiber eine langere Zeit Tryptophan durch die in den Zellen induzierte IDO-

Aktivitit abgebaut werden.

3.3 Regulation der IFNy-induzierten IDO-AKktivitit durch TNFa

Bereits in der in Abbildung 1 gezeigten RT-PCR ist zu vermuten, dass HBMEC, die neben
IFNy zusétzlich mit TNFa stimuliert wurden, eine stirkere IDO-Expression zeigten. Daraus

kann gefolgert werden, dass bei diesen Stimulationsbedingungen in den HBMEC mehr IDO-
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mRNA transkribiert wird und IDO Protein produziert wird. Deshalb untersuchte ich im
Folgenden, ob in den mit TNFa kostimulierten HBMEC auch eine stirkere IDO-Aktivitit
iiber eine verstirkte Kynureninproduktion nachzuweisen ist. In Abbildung 4 sind die
Ergebnisse aus drei verschiedenen Experimenten zusammengefasst. Dargestellt ist erneut eine
photometrische Messung des Kynurenins im Zelliiberstand durch Verwendung des
Ehrlichreagenzes. Neben der Stimulation mit ansteigenden Konzentrationen von IFNy
erfolgte in diesen Experimenten die Kostimulation mit einer konstanten Dosis von TNFa

(100 U/ml). Zusétzlich sind die Ergebnisse fiir die alleinige Stimulation mit IFNy dargestellt.
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Abb. 4: Regulation der IFNy-induzierten IDO-Aktivitit durch TNFa in HBMEC

In diesen Experimenten wurden erneut 3x 10* Zellen HBMEC pro Vertiefung ausgesét und
mit ansteigenden Konzentrationen von IFNy stimuliert. Neben der Supplementierung mit 100
pg/ml Tryptophan erfolgte zusétzlich die Kostimulation mit TNFa in einer konstanten Dosis
von 100 U/ml. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die photometrische Messung des
Kynurenins wie unter 2.2.6 beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung von drei unabhédngigen Experimenten. Die waagerechte Linie gibt die
optische Dichte an, die nach Umrechnung mit Hilfe eines Standards einer Konzentration von
15 pg/ml Kynurenin entspricht. Bei dieser Konzentration ist das gesamte, in einem
unsupplementierten Kulturmedium enthaltene Tryptophan zu Kynurenin umgesetzt.
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Aus der gezeigten Abbildung ist klar zu ersehen, dass eine Kostimulation mit TNFa die IDO-
Aktivitit in den HBMEC stark steigern kann. Bei der Stimulation der Zellen mit
Konzentrationen von 250-1000 U/ml IFNy verstirkt die Kostimulation mit TNFa die
Kynureninproduktion um ca. das doppelte. Rechnet man die hier aufgefiihrten Werte fiir die
optische Dichte erneut mit Hilfe eines Standards (s. Abb. Al) in die Kynureninproduktion in
pg/ml um, so stellt man fest, dass die HBMEC, die mit einer Dosis von 1000 U/ml IFNy und
zusitzlich mit einer Dosis von 100 U/ml TNFa stimuliert wurden, nahezu das gesamte in den
Kulturansitzen vorhandene Tryptophan (ca. 115 pg/ml) zu Kynurenin umsetzen.

Aus dem durchgefiihrten Experiment ist ebenfalls zu erkennen, dass eine alleinige Stimulation
mit TNFa keinen Effekt auf die IDO-Aktivitdt hat. Dies ist in der Grafik bei einer IFNy-
Konzentration von 0 U/ml zu ersehen. Hier kann durch die Stimulation mit TNFa alleine
keine Kynureninproduktion festgestellt werden.

Auch hier stimmen die Ergebnisse auf Ebene der Enzymaktivitit mit denen auf der mRNA-
Ebene tiberein. In Abbildung 1 ist ndmlich ersichtlich, dass durch eine alleinige Stimulation
der HBMEC mit TNFa auch in der RT-PCR keine IDO-mRNA nachgewiesen werden konnte.
Damit ist zundchst bestétigt, dass die Kostimulation mit TNFa sowohl die IFNy-induzierte
Transkription der IDO-mRNA als auch die daraus folgende IDO-Aktivitdt verstirken kann,
wohingegen eine alleinige Stimulation mit diesem Zytokin keine IDO-Induktion hervorruft.
Der néchste Schritt war es nun, zu iiberpriifen, ob die in Abbildung 3 gezeigte Hemmung der
HSV-1-Replikation in HBMEC durch IFN-y ebenso durch Kostimulation mit TNFa verstérkt
werden kann.

Zu diesem Zweck wurden die HBMEC wie oben beschrieben iiber drei Tage mit
verschiedenen Konzentrationen von IFNy vorstimuliert, bevor dann die Infektion mit einer
konstanten Verdiinnung der HSV-1-Stammkultur (10°) und weitere Inkubation iiber drei
Tage erfolgte. Zusitzlich erfolgte diesmal jedoch neben der Stimulation mit I[FNy der Zusatz

von TNFa in der konstanten Konzentration von 100 U/ml. Die Anzahl der Viruskopien wurde
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wieder durch die Real Time PCR (2.2.16) bestimmt, wie im vorangegangenen Text
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Abb. 5: Regulation der IFNy-induzierten Hemmung der HSV-1-Replikation in
HBMEC durch TNFa

3x 10° HBMEC Zellen pro Vertiefung wurden in Mikrotiterplatten ausgesit und mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IFNy stimuliert. Zusitzlich erfolgte die
Kostimulation mit TNFa in einer konstanten Dosis von 100 U/ml. Die Hilfte der
Einzelansétze wurde jeweils beim Ansatz der Kulturen und nach 72 Stunden Inkubationszeit
mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
Infektion der Zellen mit einer konstanten Virusmenge (10 Verdiinnung der HSV-1
Stammkultur). Nach erneuter Inkubation liber 48 Stunden wurden die Zellen mikroskopisch
untersucht und die Virusmenge wie unter 2.2.16 beschrieben bestimmt. Dargestellt sind die
Ergebnisse von zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten mit Standardabweichungen.

Die alleinige Stimulation der Zellen mit TNFo hatte wie erwartet keinen Effekt auf die
Virusreplikation. Wirken allerdings IFNy in einer Dosis von 250 U/ml und TNFa in einer
Konzentration von 100 U/ml zusammen, so kann der virushemmende Effekt des IFNy um
eine weitere Zehnerpotenz verstirkt werden.

Sowohl der antivirale Effekt des IFNy als auch seine Verstiarkung durch TNFa konnten durch

Tryptophanzugabe vollstindig antagonisiert werden. Damit ist wiederum bewiesen, daf} die



3. Ergebnisse 62

Inhibition der Virusvermehrung durch Kostimulation mit IFNy/TNF-a auf die dadurch
gesteigerte IDO-Aktivitdt und den folgenden Tryptophanabbau zuriickzufiihren sind.

TNFa wirkt also regulatorisch auf den IFNy-Effekt in HBMEC. Es verstérkt die Transkription
der IDO-mRNA, woraus ein stirkerer Tryptophanabbau und somit eine gesteigerte antivirale

Aktivitat gegen HSV-1 resultiert.

3.4 Regulation der IFNy-induzierten IDO-Aktivitiat durch IL-1

In Abbildung 1 ist zu erkennen, dass neben TNFa auch das Cytokin IL-1f in Kombination
mit IFNy die IDO-mRNA-Bande in dieser RT-PCR verstérken kann.

Deshalb wurde im Weiteren untersucht, ob IL-1f auch &hnlich kostimulatorisch auf die IDO-
Aktivitdt und auf die Hemmung der HSV-1-Replikation in HBMEC wirkt wie TNFa.
Zunichst wurde wiederum die Kynureninproduktion nach Stimulation der HBMEC mit IFNy
in ansteigenden Konzentrationen und einer konstanten Menge mit IL-1 (100 U/ml) nach der
bekannten Methode photometrisch gemessen. Abbildung 6 zeigt die Ergebnisse von drei

unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 6: Regulation der IFNy-induzierten IDO-AKktivitit durch IL-1p in HBMEC

In diesen Experimenten wurden erneut 3x 10* Zellen HBMEC pro Vertiefung ausgesit und
mit ansteigenden Konzentrationen von I[FNy stimuliert. Neben der Supplementierung mit 100
pg/ml Tryptophan erfolgte zusétzlich die Kostimulation mit IL-1f in einer konstanten Dosis
von 100 U/ml. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die photometrische Messung des
Kynurenins wie unter 2.2.6 beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten. Die waagerechte Linie gibt die
optische Dichte an, die nach Umrechnung mit Hilfe eines Standards einer Konzentration von
15 pg/ml Kynurenin entspricht. Bei dieser Konzentration ist das gesamte, in einem
unsupplementierten Kulturmedium enthaltene Tryptophan zu Kynurenin umgesetzt.

Hier wird deutlich, dass, im Vergleich zu Abbildung 4 der kostimulatorische Effekt von IL-
1B sogar noch stirker ausgeprigt ist als der von TNFa. Die Kynureninproduktion wird hier in
den Konzentrationen zwischen 250-1000 U/ml IFNy mehr als verdoppelt. Rechnet man die
Werte fiir die optische Dichte mit dem Kynureninstandard (Abb. Al) in
Kynureninkonzentrationen um, so kann man davon ausgehen, dass bei einer Kostimulation
mit IL-1PB zusdtzlich zu einer IFNy-Stimulation in Konzentrationen zwischen 500 und 1000
U/ml die IDO-Aktivitit der HBMEC ausreicht, um das gesamte Tryptophan in der Kultur

umzusetzen.
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Die Daten in Abbildung 6 zeigen auch, dass IL-1B genau wie TNFa ohne gleichzeitige
Stimulation mit IFNy keinen Einfluss auf die IDO-Aktivitdt hat. Auch hier werden die
Ergebnisse aus Abbildung 1 bestétigt, denn auch dort zeigte sich, dass in HBMEC, die nur mit
IL-1p behandelt wurden, keine IDO-mRNA-Bande nachweisbar war.

Somit ist auch fiir die Kostimulation der HBMEC mit IL-1 zusdtzlich zu IFNy bewiesen,
dass hierdurch eine verstarkte Transkription von IDO-mRNA stattfindet, die auch eine
gesteigerte Aktivitit des Enzyms zur Folge hat.

Nun ergab sich natiirlich die Frage, ob, dhnlich wie bei der Kostimulation mit TNFa, durch
die Kostimulation mit IL-1p der IFNy-induzierte antivirale Effekt auf die HSV-1-Replikation
in den HBMEC verstiarkt werden konnte. Um eine Antwort zu erhalten wurden wieder
HBMEC-Kulturen angesetzt und mit ansteigenden Dosen IFNy stimuliert. Zusétzlich wurde
zu den Ansdtzen IL-1f in einer konstanten Konzentration von 100 U/ml beigefiigt. Ein Teil
der Einzelansitze wurde auch wieder jeweils beim Ansatz der Kulturen und nach 72 Stunden
Inkubationszeit mit Tryptophan supplementiert, um zu untersuchen, ob der IFNy-induzierte
Effekt wiederum IDO-vermittelt ist. Nach Stimulation iiber 3 Tage erfolgte, wie schon
beschrieben die Virusinfektion, gefolgt von einer weiteren dreitdgigen Inkubation. Zur
Bestimmung der Anzahl der Viruskopien wurden die Zellen erneut, wie unter 2.2.16
beschrieben prépariert und danach die Messung mittels der Real Time PCR durchgefiihrt (s.
2.215).

Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse aus zwei verschiedenen Experimenten.
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Abb. 7: Regulation der IFNy-induzierten Hemmung der HSV-1-Replikation in
HBMEC durch IL-1p

3x 10" HBMEC Zellen pro Vertiefung wurden in Mikrotiterplatten ausgesit und mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IFNy stimuliert. Zusitzlich erfolgte die
Kostimulation mit IL-If in einer konstanten Dosis von 100 U/ml. Die Halfte der
Einzelansétze wurde jeweils beim Ansatz der Kulturen und nach 72 Stunden Inkubationszeit
mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
Infektion der Zellen mit einer konstanten Virusmenge (10 Verdiinnung der HSV-1
Stammbkultur). Nach erneuter Inkubation tiber 72 Stunden wurden die Zellen mikroskopisch
untersucht und die Virusmenge wie unter 2.2.16 beschrieben bestimmt. Dargestellt sind die
Ergebnisse von zwei unabhingig durchgefiihrten Experimenten mit Standardabweichungen.

Das durchgefiihrte Experiment zeigte, dass die Kostimulation mit IL-1B zu einer
Verminderung der HSV-1-Replikation bereits nach Stimulation mit geringen Dosen IFNy
fiihrt. Eine Stimulation mit IFNy allein fiihrt in einer Konzentration von 62 U/ml noch zu
keinem Effekt auf die Virushemmung. Auch eine Kostimulation mit TNFa hatte hier noch
keinen Effekt auf die Virusvermehrung. (Diese Werte wurden in Abbildung 5 nicht gezeigt.)
Durch die Kostimulation mit IL-1p kann aber bereits bei einer Konzentration von 62 U/ml
IFNy eine Verminderung des Viruswachstums um ca. zwei Zehnerpotenzen erreicht werden,
das entspricht etwa 99%.

Aus der gezeigten Abbildung ist auch zu ersehen, dass die Stimulation der HBMEC allein mit
einer Konzentration von 100 U/ml IL-1PB ohne Einfluss von IFNy (siehe IFNy-Konzentration

0 U/ml in Abbildung 7) zu keinem Effekt auf die Virusvermehrung fiihrt. Auch hier scheint
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sich IL-1pB dhnlich zu verhalten wie TNFa. Es verstirkt den Effekt des IFNy, ist aber allein
nicht in der Lage einen direkten Effekt auf das Viruswachstum auszuiiben.

Auch der durch Kostimulation mit IL-1P erreichte verstiarkte virushemmende Effekt konnte
durch Zugabe von Tryptophan im Uberschuss vollstindig antagonisiert werden. Damit ist
wiederum gezeigt, dass der IFNy-induzierte antivirale Wirkmechanismus in den HBMEC auf
eine Tryptophandegradation in Folge erhohter IDO-Aktivitit zuriickzufiihren ist.

Somit konnte nachgewiesen werden, dass neben TNFa auch IL-1p regulatorisch auf die
Effekte des IFNy in HBMEC wirkt. Es verstirkt die IDO-mRNA-Expression (siche
Abbildung 1), es erhoht die Kynureninproduktion in HBMEC-Kulturen (Abbildung 6) und es
filhrt zu einer deutlichen Hemmung der HSV-1-Vermehrung bereits bei Stimulation mit
geringen Mengen [FNy (Abbildung 7).

Eine abschlieBende Frage, die sich stellte, war, ob die in Abbildung 6 dargestellte, durch IL-
1B vergroBerte Kynureninproduktion durch eine groflere Menge des IDO-Enzym oder durch
eine Verstiarkung dessen Aktivitdt erreicht werden konnte. Abbildung 1 ldsst vermuten, dass
durch Kostimulation mit IL-1p ein grofere Menge IDO-Protein fiir die Verstirkung der
Kynureninproduktion sorgt, da hier fiir diesen Fall eine stirkere IDO-mRNA-Bande
nachgewiesen werden konnte. Ob dieser Anstieg in der Menge der mRNA auch in eine
groBere Quantitit von IDO-Protein translatiert wird, sollte nun durch einen Western Blot
untersucht werden.

Fiir dieses Experiment wurden die Endothelzellen mit verschiedenen Konzentrationen von
[FNy mit oder ohne Zusatz von IL-1 {iber drei Tage inkubiert und danach wie unter 2.2.10
beschrieben préipariert. Im Anschluss wurden die Proteine in einem Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.11) und dann auf eine Nitrozellulosemembran transferiert

(2.2.12).



3. Ergebnisse 67

Nun erfolgte die Detektion des IDO-Proteins (2.2.14) mit Hilfe eines monoklonalen
Antikorpers gegen dieses Protein (2.1.6) und eines Sekundirantikorpers (2.1.6). Die

Ergebnisse dieses Experimentes sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abb. 8: IDO Protein Nachweis in IFNy-stimulierten HBMEC

Dargestellt ist der Nachweis des IDO-Proteins in verschieden stimulierten HBMEC. Zur
Durchfiihrung dieses Experimentes wurden die Zellen, wie unter 2.2.10 beschrieben,
stimuliert und eine Protein-Pridparation hergestellt. Mittels einer SDS-PAGE erfolgte die
Auftrennung der Proteine (2.2.11), um im Anschluss den Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran durchzufiihren (2.2.12). Nach Behandlung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen die IDO (2.1.6) erfolgte die Detektion (2.2.14) mit Hilfe eines
Sekundarantikorpers (2.1.6).

Auch hier wurde der Nachweis des GAPDH-Proteins als Kontrolle verwendet, da es als
Glykolyseenzym konstitutiv in den Zellen vorhanden ist und nicht von der IFNy-Stimulation
beeinflusst wird.

Zu erkennen ist in diesem Versuch, dass die Stimulation mit 125 U/ml IFNy noch zu einer
geringen IDO-Protein-Bande fiihrt, die sich aber mit Erhdhung der IFNy-Konzentration
verstérkt. Bei einer Kostimulation mit IL-1f in einer Dosis von 100 U/ml konnte bereits mit

125 U/ml IFNy eine deutlich stidrkere IDO-Protein-Bande gefunden werden. Zur Kontrolle
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sind hier die GAPDH-Banden gezeigt werden, die in allen Gruppen gleich stark ausgepriagt
sind. Daraus kann geschlossen werden, dass in allen Gruppen gleichviel Protein zur Analyse
aufgetragen wurde.

Auch dieses Experiment zeigt, wie erwartet, dass eine alleinige Stimulation der Zellen mit IL-
1B nicht zur Translation des IDO-Proteins fiihrt.

Somit konnte abschlieend nachgewiesen werden, dass eine Kostimulation der HBMEC mit
IL-1B im Zusatz zu IFNy zur Transkription einer groBeren Menge von IDO-mRNA fiihrt, die
in eine erhohte Menge von IDO-Protein translatiert wird. Aus dieser vergroferten
Proteinmenge resultiert dann der gesteigerte Umsatz von Tryptophan zu Kynurenin in den
HBMEC. Der entstehende Tryptophanmangel ist letztendlich die Ursache fiir den antiviralen

Effekt, den die stimulierten HBMEC gegen HSV-1 zeigen.

3.5 Uberpriifung der IFNy-induzierten IDO-Aktivitit in HUVEC

Nachdem die Induktion der IDO durch IFNy in HBMEC nachgewiesen wurde, sollte nun eine
andere Endothelzellreihe auf ihre IDO-Aktivitit tiberpriift werden. Hierzu wurden HUVEC
(2.2.1) ausgewihlt. Diese Endothelzellen unterscheiden sich jedoch in einigen Punkten von
den zuvor verwendeten HBMEC. Zundchst stammen die Zellen von unterschiedlichen
Lokalisationen im menschlichen Korper. Die HBMEC stammen aus Hirngefd3en,
wohingegen die HUVEC aus Nabelschnurgefiflen gewonnen wurden. Aulerdem handelt es
sich bei den HBMEC um mikrovaskulidre Endothelien, die HUVEC sind im Gegensatz dazu
makrovaskuldre Endothelzellen.

Bei den verwendeten HBMEC handelte es sich zudem um eine immortalisierte Zelllinie. Die
HUVEC sind hingegen native Zellen. Ferner mussten hierdurch auch verschiedene andere
Kulturbedingungen fiir HUVEC und HBMEC eingehalten werden. So wurden die

Zellkulturflaschen und die Mikrotiterplatten fiir HUVEC vor Aussaat der Zellen mit 0,1%iger
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Gelatine beschichtet um eine bessere Adhdrenz der Zellen zu gewéhrleisten. Das
Kulturmedium musste zudem mit ECGS und Heparin supplementiert werden. Das bei den
IDO-Aktivititstests verwendete Medium konnte allerdings ohne diese Zusitze verwendet
werden.

Zunichst erfolgte die Uberpriifung einer moglichen IDO-Aktivitit in den HUVEC durch eine
photometrische Messung des im Uberstand der IFNy-stimulierten Zellen vorhandenen
Kynurenins mit Hilfe des Ehrlichreagenzes.

Die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten sind in Abbildung 9 dargestellt. Zum

Vergleich ist nochmals die Kynureninproduktion in stimulierten HBMEC dargestellt.
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Abb. 9: Vergleich der IFNy-induzierten IDO-AKktivitat in HBMEC und HUVEC

In diesem Versuch wurden 3x 10* Zellen HUVEC pro Vertiefung ausgesit und mit
ansteigenden Konzentrationen von IFNy stimuliert. Die Tests wurden zusétzlich mit 100
pug/ml Tryptophan supplementiert, um moglichst viel von dem Reaktionsprodukt Kynurenin
zu erhalten. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die photometrische Messung des
Kynurenins wie wunter 2.2.6 beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung von drei unabhidngigen Experimenten. Zum Vergleich sind die
Ergebnisse dieses Experiments mit HBMEC aufgefiihrt. Die waagerechte Linie gibt die
optische Dichte an, die nach Umrechnung mit Hilfe eines Standards einer Konzentration von
15 pg/ml Kynurenin entspricht. Bei dieser Konzentration ist das gesamte, in einem
unsupplementierten Kulturmedium enthaltene Tryptophan zu Kynurenin umgesetzt.
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In diesem Experiment ist klar zu erkennen, dass die HUVEC, im Gegensatz zu den HBMEC,
nur eine sehr schwache Kynureninproduktion zeigen. Auch bei Verwendung von hohen
Konzentrationen des IFNy konnten, wenn man die Werte fiir die optische Dichte erneut mit
Hilfe des Standards (Abb. Al) in Kynureninkonzentrationen umrechnet, nur etwas mehr als
10% des eingesetzten Tryptophan in Kynurenin umgesetzt werden. Eine Stimulation mit 1000
U/ml IFNy reicht nur knapp aus, um das in einem unsupplementierten Medium vorhandene
Tryptophan (15- 17 pg/ml) zu Kynurenin abzubauen.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob in den HUVEC antivirale Effekte gegen HSV-1
durch IFNy-Stimulation hervorgerufen werden kénnen und ob sich diese, wenn vorhanden,
durch die geringere IDO-Aktivitidt der HUVEC erklaren lassen.

Zu diesem Zweck wurden die HUVEC wie auch zuvor die HBMEC mit ansteigenden
Konzentrationen IFNy stimuliert und iiber drei Tage inkubiert. Ein Teil der Einzelansitze
wurde zudem mit Tryptophan im Uberschuss supplementiert. Am dritten Tag erfolgten die
Infektion mit HSV-1 und eine erneute Inkubation fiir drei Tage. Dann wurde die Préparation
der Zellen wie unter 2.2.16 beschrieben durchgefiihrt, um im Anschluss die Anzahl der
Viruskopien mit der Real Time PCR zu bestimmen.

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse von zwei unabhingigen Experimenten.
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Abb. 10: IFNy-induzierte Hemmung der HSV-1-Replikation in HUVEC

In diesen Experimenten wurden 3x 10* HUVEC Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten
ausgesdt und mit unterschiedlichen Konzentrationen von IFNy stimuliert. Die Halfte der
Einzelansétze wurde jeweils beim Ansatz der Kulturen und nach 72 Stunden Inkubationszeit
mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
Infektion der Zellen mit einer konstanten Virusmenge (10 Verdiinnung der HSV-1
Stammbkultur). Nach erneuter Inkubation tiber 72 Stunden wurden die Zellen mikroskopisch
untersucht und die Vlrusmenge wie unter 2.2.16 beschrieben bestimmt. Dargestellt sind die
Werte aus zwei  voneinander unabhingig  durchgefiihrten  Versuchen  mit
Standardabweichungen.

Zu erkennen ist, dass die HUVEC nur bei maximaler Stimulation mit 1000 U/ml IFNy eine
Hemmung des HSV-1-Wachstums zeigen. Diese ist deutlich geringer ausgeprigt als bei den
HBMEC, allerdings wird die Anzahl der Viruskopien dennoch um eine Zehnerpotenz
gesenkt, das entspricht einer Reduktion der Virusreplikation um 90%.

Allerdings ist dem Experiment auch zu entnehmen, dass die Virushemmung nicht ausreichend
durch Tryptophanzugabe antagonisiert werden kann. Damit ist die Tryptophandepletion durch
die IDO-Aktivitdt zumindest nicht der alleinige Mechanismus, der fiir die IFNy-induzierte
Wachstumshemmung des HSV-1 in den HUVEC verantwortlich zu machen ist. Mehrere
andere IFNy-induzierte antivirale Effektormechanismen sind in der Literatur bekannt und
konnten bei den HUVEC neben der ja nur recht schwach ausgepragten IDO-Aktivitdt fiir die

Hemmung der Virusreplikation verantwortlich sein.
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Welcher der Unterschiede zwischen den HBMEC und den HUVEC fiir ihre unterschiedlich
starke IDO-Aktivitiat und das verschiedene antivirale Verhalten verantwortlich ist, muss noch
geklart werden. Hier konnten sowohl die unterschiedliche Herkunft der Zellen, wie auch der
Gegensatz mikro-/makrovaskuldr und die unterschiedlichen Kulturbedingungen eine Rolle
spielen. Auch ein unterschiedliches Verhalten zwischen Tumorzellen und nativen Zellen

konnte fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Zelllinien verantwortlich sein.

3.6 Antivirale Effekte gegen HSV-2

Nachdem die durch die IDO vermittelten antiviralen Effekte gegen HSV-1 in den IFNy-
stimulierten HBMEC nachgewiesen worden waren, stellte sich als nichstes die Frage, ob die
IFNy-vermittelte antivirale IDO-Aktivitit auch gegen andere Viren wirksam ist. Unserer
Arbeitsgruppe war es bereits in einer Kooperation gelungen, auch eine IDO-vermittelte
Hemmung der Replikation von Masernviren in IFNy-stimulierten HBMEC nachzuweisen.

Ich beschéftigte mich mit der Aufgabe, nachdem die Effekte gegen HSV-1 untersucht worden
waren, eine IDO-vermittelte antivirale Aktivitdt gegen HSV-2 zu untersuchen.

Bei den Untersuchungen zu HSV-1 hatten sich die HBMEC als gutes Modell fiir die in vivo
Situation einer HSV-1-Enzephalitis angeboten, da diese Zellen ja aus Hirngefden stammen.
HSV-2 ist dafiir bekannt, hauptsédchlich der Erreger von genitalen Infektionen zu sein. Um ein
besseres Modell fiir eine solche Infektion zu erstellen, wurde beschlossen, die moglichen
antiviralen IDO-Effekte in HeLa-Zellen zu untersuchen. Bei HeLa-Zellen handelt es sich um
eine Zelllinie, die aus einem Zervixkarzinom isoliert wurde und die damit besser als die
HBMEC geeignet ist, die Vorgédnge bei einer genitalen Infektion abzubilden, da Thre Herkunft
im genitalen Bereich liegt.

Zuerst war es natiirlich notwendig, zu untersuchen, ob die HeLa-Zellen {iberhaupt {iber eine

IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt verfligen. Zu diesem Zweck erfolgte zunidchst die bekannte
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photometrische Messung des produzierten Kynurenin im Zelliiberstand von IFNy-stimulierten
HeLa-Kulturen mit Hilfe des Ehrlichreagenzes.

Das Ergebnis eines solchen Experiments ist in Abbildung 11 dargestellt.

500+
4004
300+

200+

OD492)x10™

T

100+

) ) ) )
0 250 500 750 1000
IFNy U/ml

= nur IFNy =~ |FNy + TNFo

Abb. 11: IDO-AKktivitit in IFNy-stimulierten HeLa-Zellen

In diesem Experiment wurden 3x 10 HeLa-Zellen pro Vertiefung ausgesit und mit
ansteigenden Konzentrationen von IFNy stimuliert. Neben der Supplementierung mit 100
ug/ml Tryptophan erfolgte bei einem Teil der Zellen zusétzlich die Kostimulation mit TNFa
in einer konstanten Dosis von 100 U/ml. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
photometrische Messung des Kynurenins wie unter 2.2.6 beschrieben. Dargestellt sind die
Ergebnisse fiir die alleinige Stimulation mit IFNy sowie fiir die Kostimulation mit TNFa
jeweils als Mittelwert mit Standardabweichung von je drei angesetzten Kulturen. Die
waagerechte Linie gibt die optische Dichte an, die nach Umrechnung mit Hilfe eines
Standards einer Konzentration von 15 pg/ml Kynurenin entspricht. Bei dieser Konzentration
ist das gesamte, in einem unsupplementierten Kulturmedium enthaltene Tryptophan zu
Kynurenin umgesetzt.

In dieser Abbildung ist zu ersehen, dass die HeLa-Zellen tiber eine IDO-Aktivitdt verfiigen.
Allerdings ist sie deutlich schwicher ausgeprégt als bei den HBMEC und liegt nur leicht {iber
dem Niveau der HUVEC. Erst bei einer Stimulation mit IFNy-Konzentration von knapp tiber

500 U/ml sind die HeLa-Zellen in der Lage, das in einem unsupplementierten Kulturmedium

vorhandene Tryptophan (15-17 pg/ml) vollstindig abzubauen (siehe Schnittpunkt der Kurve
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mit der horizontalen Linie in Abbildung 11). Um zu kléren, ob diese schwache IDO-Aktivitit
eventuell noch verstiarkt werden konnte, wurden zusitzlich photometrische Messungen der
Kynureninproduktion von HeLa-Zellen durchgefiihrt, die neben IFNy zusitzlich mit TNFa
kostimuliert wurden. Der regulatorische Effekt des TNFa auf die IDO-Aktivitdt wurde ja
bereits in den HBMEC nachgewiesen. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind ebenfalls in
Abbildung 11 aufgefiihrt. Hier ist ersichtlich, dass bei Kostimulation mit TNFa in den HeLa-
Zellen eine etwa gleich hohe Kynureninproduktion wie in den allein mit IFNy-stimulierten

HBMEC zu erreichen war.

Bevor ein moglicher IDO-vermittelter antiviraler Effekt gegen HSV-2 in HeLa-Zellen
untersucht werden konnte, sollte noch gepriift werden, ob die Erhohung des
Tryptophanabbaus bei Kostimulation der HeLa-Zellen mit TNFa im Zusatz zu IFNy durch
eine erhohte Menge des IDO-Proteins bedingt ist, so wie es in den HBMEC bei Kostimulation
mit IL-1B der Fall war, oder ob sich die verstirkte Kynureninproduktion iiber eine grofere
Aktivitit des Enzyms erkldren ldsst.

Diese Frage sollte erneut durch die Durchfiihrung eines Western Blots beantwortet werden.
Die HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von IFNy mit oder ohne Zusatz
von TNFa iiber drei Tage inkubiert und danach wie unter 2.2.10 beschrieben prépariert. Im
Anschluss erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine in einem Polyacrylamid-
Gel (2.2.11) und der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (2.2.12).

Die Detektion des IDO-Proteins (2.2.14) erfolgte, wie bereits zuvor beschrieben, mit Hilfe
eines monoklonalen Antikorpers gegen dieses Protein (2.1.6) und eines Sekundérantikorpers
(2.1.6).

In Abbildung 12 ist der durchgefiihrte Western Blot dargestellt.
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Abb. 12: IDO Protein Nachweis in IFNy-stimulierten HeLa-Zellen

Dargestellt ist der Nachweis des IDO-Proteins in verschieden stimulierten HeLa-Zellen. Zur
Durchfiihrung dieses Experimentes wurden die Zellen, wie unter 2.2.10 beschrieben,
stimuliert und eine Protein-Préparation hergestellt. Mittels einer SDS-PAGE erfolgte die
Auftrennung der Proteine (2.2.11), um im Anschluss den Transfer auf -eine
Nitrozellulosemembran durchzufiihren (2.2.12). Nach Behandlung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen die IDO (2.1.6) erfolgte die Detektion (2.2.14) mit Hilfe eines
Sekundérantikorpers (2.1.6).

Hier ist deutlich zu erkennen, dass die Stimulation der Zellen mit ansteigenden
Konzentrationen von IFNy zu einer Verstirkung der Proteinbanden fiihrt. Ebenso kann der
Abbildung entnommen werden, dass die Kostimulation mit TNFa zu einer Verstiarkung der
Banden und somit zu einer groBeren Menge des IDO-Proteins fiihrt. So ist zum Beispiel bei
einer alleinigen Stimulation der Zellen mit 125 U/ml IFNy noch keine IDO-Bande zu sehen,
bei einer Kostimulation mit 100 U/ml TNFa ist diese deutlich auszumachen. Auch die bei
Stimulation mit 250 U/ml IFNy vorhandene Bande kann durch Kostimulation mit TNFa
verstirkt werden. TNFa ohne Zusatz von IFNy ist wiederum nicht in der Lage, eine IDO-

Bande hervorzurufen.
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Als Kontrolle wurde nochmals das GAPDH-Protein der Glykolyse verwendet. Es sollte in
seiner Menge nicht durch Stimulationen mit IFNy oder TNFa beeinflusst werden, und die
Banden zeigen hier auch wie erwartet bei allen verschiedenen Ansdtzen ein nahezu
identisches Aussehen.

Ein letzter Schritt vor dem Beginn der Experimente zur HSV-2-Replikation war es jetzt,
nachzuweisen, ob die erhohte Proteinmenge auch durch eine erhohte Anzahl von IDO-
mRNA-Kopien bedingt ist. Zu diesem Zweck sollte diesmal keine RT-PCR benutzt werden,
bei der die mRNA-Quantitit allenfalls abgeschitzt werden kann, sondern die Anzahl der
mRNA-Kopien durch eine Real Time PCR (2.2.15) genau bestimmt werden.

Hierzu wurden, wie bei der RT-PCR, aus verschieden vorstimulierten Zellen zundchst die
cDNA-Erststrange synthetisiert (2.2.8) und amplifiziert (2.2.8). Je Sul der IDO-cDNA wurden
als Probe verwendet; zusitzlich wurden die Primer (2.1.5) in einer Endkonzentration von 300
nM und die Sonde in der Endkonzentration 200 nM eingesetzt. Zur genauen Bestimmung der
mRNA-Kopienanzahl wurde ein IDO-Plasmid in den Konzentrationen 5000, 500, 50 und 0
Kopien jeweils im Doppeltansatz als Standard verwendet. Als Kontrolle wurden fiir jede
Probe zusitzlich die Anzahl an Kopien der GAPDH-mRNA mittels der Real time PCR mit
Hilfe des GAPDH Tag-Man endogenous control kit bestimmt. Die Ergebnisse der Real Time
PCR sind in Abbildung 13 dargestellt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt hier in der

Anzahl der IDO-mRNA-Kopien bezogen auf die Anzahl der GAPDH-mRNA-Kopien.
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Abb. 13: Quantitative Bestimmung der IDO mRNA in IFNy-stimulierten HeLa-Zellen

Dargestellt ist das Ergebnis einer Real Time PCR zur quantitativen Bestimmung der IDO
mRNA in unterschiedlich stimulierten HeLa-Zellen. Die Stimulation erfolgte mit
verschiedenen Konzentrationen von IFNy mit oder ohne Kostimulation durch TNFa. Als
Kontrolle wurden unstimulierte Zellen untersucht. Die Prdparation der Zellen erfolgte wie
unter 2.2.7 beschrieben. Die Durchfiihrung der IDO Real Time PCR ist unter 2.2.17 erldutert.

In diesem Experiment konnte nun bestitigt werden, dass die erhohte Kynureninproduktion in
HeLa-Zellen nach IFNy-Stimulation durch eine erhohte Menge an IDO-Protein bedingt ist,
die wiederum auf eine Vermehrung der IDO-mRNA Kopien zuriickzufiihren ist.

Aus der dargestellten Real Time PCR ist klar zu erkennen, dass bei Stimulation der HeLa-

Zellen mit ansteigenden Konzentrationen IFNy auch die Anzahl der in den Zellen gebildeten



3. Ergebnisse 78

IDO-mRNA Molekiile steigt. Durch Kostimulation mit TNFa konnte die Anzahl der mRNA-
Kopien jeweils nochmals im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit [FNy gesteigert werden.
Die Stimulation mit TNFa ohne IFNy konnte wie erwartet keine erhéhte Transkription von

IDO-mRNA bewirken.

3.7 Induktion antiviraler Effekte gegen HSV-2 durch IFNy in HeLa-Zellen

Nachdem durch dieses Experiment eine induzierbare IDO-Aktivitit in den HeLa-Zellen
nachgewiesen worden war, konnten die Versuche zur HSV-2-Vermehrung und deren
mogliche Hemmung in diesen Zellen beginnen.

Um vom HSV-2 mdglichst groBe Mengen zu erhalten, wurden auch die HSV-2-Virusstimme
auf Lungenepithelkarzinomzellen angeziichtet und im Anschluss zu 40 Portionen a 1ml bei
-80°C eingefroren. Die Virusanzahl in den einzelnen Aliquots wurde erneut per Real Time
PCR bestimmt und lag bei ca. 0.5x10* Kopien/pl.

Fir die durchzufiithrenden Experimente wurden die HeLa-Zellen iiber drei Tage mit
verschiedenen Dosen IFNy vorstimuliert um dann mit HSV-2 in einer konstanten Verdiinnung
der Stammkultur infiziert zu werden. Um nachzuweisen, ob die moglichen antiviralen Effekte
durch einen Tryptophanabbau bedingt sind, wurde ein Teil der Einzelansdtze mit Tryptophan
im Uberschuss supplementiert. Ein Teil der Ansitze wurde ebenfalls mit einer konstanten
Konzentration von 100 U/ml TNFa kostimuliert, um eine mogliche Verstirkung eines
antiviralen Effekts zu untersuchen. Nach der Infektion wurden die Zellen noch iiber drei
weitere Tage inkubiert. Dann erfolgte die Préparation der Zellen (2.2.16) und die
anschlieBende Messung der Anzahl der Viruskopien mittels der Real Time PCR (2.2.16). Um
die Viruskopien in ihrer Anzahl genau zu bestimmen, bendtigten wir auch fiir das HSV-2
einen Standard. Zu diesem Zweck stellte uns PD Dr. Adams (Virologie der Heinrich-Heine-

Universitidt Diisseldorf) das Plasmid pSGHSV-2gb zur Verfiigung. Es wurde in den
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Kopienzahlen 5000, 500 50 und 0 im Doppeltansatz als Standard eingesetzt. Die Ergebnisse

aus sechs solcher Experimente sind in Abbildung 14 zu sehen.
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Abb.14: IFNy-induzierte Hemmung der HSV-2 Replikation in HeLa-Zellen

In diesen Experimenten wurden 3x 10 HeLa-Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten
ausgesit und mit unterschiedlichen Konzentrationen von IFNy stimuliert. Die Hilfte der
Einzelansidtze wurde jeweils am ersten und am dritten Tag des Versuchs mit 100 pg/ml
Tryptophan supplementiert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit erfolgte die Infektion der
Zellen mit einer konstanten Virusmenge. Nach erneuter Inkubation iiber 72 Stunden wurden
die Zellen mikroskopisch untersucht und die Virusmenge wie unter 2.2.16 beschrieben
bestimmt. Dargestellt sind die Werte aus sechs voneinander unabhédngig durchgefiihrten
Versuchen mit Standardabweichungen. Eine signifikante Reduktion des Viruswachstums (P
< 0,05) im Vergleich mit den unbehandelten Zellen ist mit einem schwarzen Kistchen
gekennzeichnet; ein signifikanter Unterschied des Viruswachstums im Vergleich zu den
allein mit TNFa behandelten Zellen ist durch einen schwarzen Stern markiert.

In dem Experiment wurde gezeigt, dass auch die HSV-2-Replikation durch IFNy-Stimulation
in HeLa-Zellen gehemmt werden konnte. Bei einer Konzentration von 250 U/ml IFNy konnte
das Viruswachstum nur kaum reduziert werden, erst bei einer Stimulation der Zellen mit 500
U/ml IFNy nahm die Virusvermehrung sogar um zwei Zehnerpotenzen ab. Dieses Ergebnis

deckt sich mit den Befunden aus Abbildung 11, denn dort konnte gezeigt werden, dass erst ab
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einer Stimulation der HeLa-Zellen mit 500 U/ml IFNy ein ausreichender Abbau des im
Kulturmedium vorhandenen Tryptophans erreicht werden konnte.

Im Gegensatz zum dem antiviralen Effekt des IFNy gegen HSV-1 in den HUVEC, konnte bei
dem hier gezeigten antiviralen Effekt gegen HSV-2 in den HeLa-Zellen der Tryptophanabbau
durch die IDO als Wirkmechanismus ausgemacht werden. Durch eine Supplementierung von
Tryptophan konnte ndmlich der durch HeLa Zellen vermittelte anti-HSV-2-Effekt vollstindig
antagonisiert werden.

In dem gezeigten Experiment wurde auch der verstirkende Effekt des TNFo auf den IFNy-
vermittelten antiviralen Effekt bestitigt. Bei Stimulation der HeLa-Zellen mit 125 U/ml IFNy
konnte noch kein Effekt auf die HSV-2-Replikation festgestellt werden. Erfolgte aber
zusétzlich die Kostimulation mit 100 U/ml TNFa, so konnte das Viruswachstum bereits um
eine Zehnerpotenz gesenkt werden. Durch die Kostimulation mit TNFa konnte des weiteren
bei einer Konzentration von 250 U/ml IFNy eine Hemmung der Virusreplikation um zwei
Zehnerpotenzen und bei einer Konzentration von 500 U/ml IFNy sogar um drei
Zehnerpotenzen erreicht werden, das entspricht ca. 99.9% Wachstumsverminderung.

Auch der durch TNFa verstirkte antivirale Effekt konnte durch Tryptophansupplementierung
vollstindig aufgehoben werden und ist somit ebenfalls als IDO-bedingt anzusehen.

TNFa konnte, wie zuvor bei den HBMEC, alleine keinen antiviralen Effekt auslosen.

Im Weiteren sollte noch tliberpriift werden, ob die beobachtete I[FNy-vermittelte Hemmung der
Virusreplikation nicht auch durch einen durch Tryptophanmangel ausgelosten cytotoxischen
Effekt erklart werden konnte. Zu diesem Zweck wurden zunichst HeLa-Zellen mit IFNy und
TNFa iiber drei Tage stimuliert und anschlieBend geerntet. Dann wurde die Anzahl an toten
Zellen mit der Trypanblauexklusionsmethode bestimmt. Hier konnte festgestellt werden, dass
die Anzahl der toten Zellen sowohl in verschieden stimulierten als auch unstimulierten Zellen
jeweils unter 5% lag. Im Folgenden sollte nun die Beeinflussung der Zellproliferation

untersucht werden. Erneut wurden gleiche Mengen HeLa-Zellen mit IFNy, TNFa und mit
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einer Kombination aus beiden Zytokinen iiber drei Tage inkubiert. Im Anschluss wurde die

Zellanzahl bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 zu sehen.

1000 -

100 =

Zellzahl x 10*
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Abb.15: Wirkung von IFNy und TNFa auf die Proliferation von HeL.a-Zellen
In diesem Versuch wurde die geerntete Zellzahl nach einer dreitdgigen Inkubation mit IFNy

(500 U/ml) und /oder TNFa (100 U/ml) bestimmt. Hier sind die Daten aus drei unabhidngigen
Experimenten mit Standardabweichung dargestellt.

Aus diesem Experiment ist zu entnehmen, dass eine Inkubation der Zellen mit 500 U/ml IFNy
bzw. IFNy/TNFa zu einer geringen Verminderung der Zellproliferation im Vergleich zu
unstimulierten Zellen fiihrt. TNFa alleine hat keinen Effekt auf die Zellproliferation.

Damit steht fest, dass die Verminderung der Zellvermehrung durch Tryptophanabbau
allenfalls einen geringen Teil zu dem beobachteten antiviralen Effekt beitrdgt, denn hier
betrug die Verminderung des Viruswachstums bei hochster Stimulation ungefdhr drei
Zehnerpotenzen, das heiflt eine Verminderung um den Faktor 1000. Die Zellproliferation ist

nur ca. um den Faktor 2 vermindert.
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4. Diskussion

Die vorgelegte Arbeit beschéftigt sich mit antiviralen Abwehrmechanismen in humanen
Zelllinien nach Stimulation mit diversen Cytokinen, insbesondere IFNy. Untersucht wurde
hier vor allem der antivirale Effektormechanismus durch eine Tryptophandepletion, welche
wiederum durch die Aktivitdt der Indolamin 2,3-Dioxygenase ausgeldst wird.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Pathogenen handelte es sich um das Herpes Simplex
Virus Typ I und Typ II. Deren Rolle als Krankheitserreger in der klinischen Praxis habe ich
bereits in der Einleitung dargestellt.

Bei den verwendeten Zelllinien wurde besonderes Gewicht auf Endothelzellen gelegt, es
wurden die antiviralen  Aktivititen von  Hirnendothelien @~ (HBMEC) und
Nabelschnurendothelien (HUVEC) untersucht. Im Folgenden mochte ich zunichst auf die
bisher bekannte Rolle von Endothelzellen in der Immunabwehr eingehen und die im Rahmen

dieser Arbeit entstanden Ergebnisse in die bisherigen Erkenntnisse einordnen.

4.1. Rolle der HBMEC bei Infektionen des ZNS

In dieser Arbeit wurden Hirnendothelien verwendet, um deren mdgliche Rolle bei der
Abwehr einer Infektion des Zentralnervensystems mit dem Herpes Simplex Virus Typ I zu
untersuchen. Die wichtige Rolle der Endothelzellen bei der Infektion des ZNS ist in vielen
Studien belegt worden. So konnte eine Mitwirkung dieser Zellen bei der Abwehr von
bakteriellen, parasitiren und viralen Infektionserregern nachgewiesen werden (Huang et al.,
2001). In diesem Zusammenhang spielen sie eine Rolle in Gerinnungsprozessen (Esmon et
al., 2004), sie dienen als Zielzellen fiir verschiedene Pathogene, sind an der Rekrutierung von
Leukocyten beteiligt und vermitteln antibakterielle und antiparasitire Effekte. Zusétzlich

existieren Hinweise auf eine antivirale Aktivitdt der Hirnendothelien (Kraus et al., 2004).
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Die Reaktion von verschiedenen Endothelzelllinien auf einen Kontakt mit dem in dieser
Arbeit verwendeten Herpes Simplex Virus Typ I konnte bereits in einigen Untersuchungen
ndher bestimmt werden. So konnten Chirathaworn et al. im Jahr 2004 zeigen, daB3 eine
humane Endothelzelllinie als Reaktion auf eine Infektion mit dem HSV 1 eine
Hochregulierung von Lipoproteinrezeptoren zeigt. Eine Verdnderung der Expression von
Oberflichenantigenen in humanen Endothelzellen aus dermaler und cerebraler Herkunft
konnte ebenfalls in verschiedenen Studien belegt werden (Brankin et al., 1995; Larcher et al.,
2001). Auch in vivo-Studien belegen die wichtige Rolle von cerebralen Endothelien bei
viralen Infektionen. So konnten Boivin et al. im Jahr 2002 eine weitreichende immunlogische
Antwort in Hirnendothelien von HSV Typ Il-infizierten Méusen nachweisen.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse belegen, dafl das Herpes Simplex Virus
Typ I in der Lage ist, HBMEC zu infizieren und sich in diesen zu replizieren. AuBlerdem
konnte eine drastische Reduktion dieser Virusreplikation nach Stimulation der Zellen mit
I[FNy  nachgewiesen werden. Als wursdchlicher Mechanismus dieser Reduktion der
Virusreplikation konnte die durch die IDO vermittelte Tryptophandepletion verantwortlich
gemacht werden. Die wichtige Rolle der IDO in der Abwehr von verschiedenen Pathogenen
konnte in den vergangen Jahren mehrfach belegt werden (Hayashi et al., 2001; Rottenberg et
al., 2000; Pfefferkorn et al., 1984). Auch in unserer Arbeitsgruppe konnten wir die
antibakteriellen Effekte gegen mehrere verschiedene bakterielle Erreger und die
antiparasitiren Effekte der IDO-Aktivitdit nachweisen (MacKenzie et al., 1998, 1999b;
Déaubener et al., 1993). Neben anderen Zelllinien wurden schlielich in unserer Arbeitsgruppe
auch die antibakteriellen und antiparasitiren Potentiale der HBMEC untersucht. Hierbei
konnte eine IDO-vermittelte antibakterielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus gefunden
werden (Schroten et al., 2001). Auch ein durch Tryptophanabbau vermittelter antiparasitirer
Effekt gegen den Parasiten Toxoplasma Gondii konnte in den HBMEC nachgewiesen werden

(Déubener et al., 2001).
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Das Konzept der IDO-vermittelten Tryptophandepletion als antiviraler Effektormechanismus
ist hingegen noch recht neu und bisher wenig erforscht. Bodaghi et al. waren 1999 die Ersten,
die diesen Mechanismus fiir die antivirale Aktivitit von Retinoblastomzellen gegen das
Cytomegalievirus verantwortlich machten. Seitdem gab es auf diesem Gebiet jedoch wenige
weitere Ergebnisse. Unsere Arbeitsgruppe beschéftigte sich deshalb mit den potentiellen
antiviralen Effekten gegen das Herpes Simplex Virus Typ I, die durch IDO-Aktivitit in
verschiedenen Zellen vorliegen konnten. Zu diesem Zweck wurde zundchst eine humane
Glioblastomzelllinie auf mogliche Effekte dieser Art untersucht, da sie als gutes Beispiel fiir
die Zielzellen des HSV Typ I im Rahmen einer Meningoenzephalitis diente. In diesen
Untersuchungen konnte erstmals eine IDO-vermittelte antivirale Aktivitit gegen das Herpes
Simplex Virus Typ I nachgewiesen werden (Adams et al., 2004). Nach diesen Ergebnissen
untersuchte ich in meiner experimentellen Arbeit, ob sich ein &hnlicher Effekt auch in
Hirnendothelien feststellen lieB. Wie im Ergebnisteil demonstriert, konnte eine solche
Wirkweise auch in den Endothelien festgestellt werden. Dieser Effekt konnte in vivo eine
dhnlich wichtige Rolle spielen, wie ein antiviraler Effekt in Gliazellen. Eventuell ist die
antivirale Aktivitit in den Endothelien sogar von groflerer Bedeutung, denn potentielle virale
Pathogene miissen, um eine ZNS-Infektion zu verursachen, zunédchst die Blut-Hirn-Schranke
passieren und kommen somit zundchst in Kontakt mit den Hirnendothelien. Der antivirale
Wirkmechanismus dieser Zellen konnte die Viren jedoch in vivo an einer Invasion des ZNS
hindern und somit auch das klinische Bild der Meningoenzephalitis verhindern. Auch wenn
die Tryptophandepletion durch die Hirnendothelien nicht ausreichen sollte, um die Viren an
einer Invasion des ZNS zu hindern, so konnte sie doch mit der Tryptophandegradation durch
andere IDO-positive Zellen innerhalb des ZNS zusammenwirken. Wie zuvor erwédhnt konnte
von unserer Arbeitsgruppe ndmlich auch eine IDO-Aktivitit in Glioblastomzellen bewiesen
werden, was flir eine dhnliche Aktivitdt von Astrozyten in vivo spricht. Guillemin et al.

konnte zudem im Jahr 2005 eine IDO-Aktivitit von humanen Astrozyten, Mikroglia und
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Neuronen nachweisen. Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, daf3 all diese IDO-
positiven Zellen im Falle einer Infektion den Tryptophangehalt des Hirngewebes in
Konjugation drastisch senken konnen, was eine fiir Bakterien, Parasiten und Viren negative
Umgebung schaffen wiirde. Die IDO-Aktivitdt der Hirnendothelien kdnnte hierbei die Rolle
eines ,,Torwdchters® spielen, da sie als wichtiger Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke den
Tryptophaneinflul ins Hirnparenchym drosseln konnten, wohingegen die anderen IDO-
positiven Zellen innerhalb des Hirngewebes die Konzentration an vorhandenem Tryptophan
weiter reduzieren. In vivo konnten all diese Effekte zusammenwirken und damit einen

wichtigen Schutzmechanismus gegen Infektionen des ZNS mit multiplen Erregern darstellen.

Nachdem die antiviralen Effekte in den Hirnendothelien ausreichend untersucht waren,
konzentrierte ich mich im Anschlufl darauf, auch andere Endothelzelllinien auf mogliche
antivirale Effekte zu untersuchen. Die hierbei gefundenen Ergebnisse mochte ich im Weiteren

diskutieren.

4.2. Antivirale Effekte in HUVEC

In dieser Arbeit wurden als weitere Endothelzellen die HUVEC auf antivirale Effekte
untersucht. Diese unterscheiden sich jedoch in einigen wesentlichen Punkten von den zuvor
untersuchten HBMEC. Als Erstes ist natiirlich der andere Ursprungsort der Zellen zu nennen.
Die HBMEC stammen aus Hirngefd3en, die HUVEC hingegen aus Nabelschnurgefdfen. Eine
Gemeinsamkeit der beiden Zelllinien besteht jedoch darin, daBl sie beide an wichtigen
Schrankenfunktionen beteiligt sind. So stellen die HBMEC einen wichtigen Teil der Blut-
Hirn-Schranke dar, die HUVEC hingegen regeln als Bestandteil der Nabelschnurgefdle den
Stoffaustausch zwischen Mutter und Fetus. Allerdings liegen noch weitere Unterschiede

zwischen den beiden Endothelzelllinien vor. So handelt es sich bei den HBMEC um
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Mikroendothelien, bei den HUVEC um Makroendothelien. Zudem wurden die HBMEC als
immortalisierte Zellen verwendet, in den Experimenten mit HUVEC wurde mit nativen Zellen
gearbeitet. Aus diesem Grund mussten zudem bei der Kultivierung der HUVEC andere
Bedingungen eingehalten werden. Im Besonderen ist hier zu nennen, dall das Kulturmedium
der HUVEC zusitzlich mit einem Wachstumsfaktor (ECGS) und Heparin versetzt war, um
fiir diese Zellen ndtige Wachstumsbedingungen zu schaffen.

In dieser Arbeit konnte dann schlieBlich auch ein anderes Verhalten der HUVEC im Bezug
auf Aktivitit der IDO und antivirale Wirkungen festgestellt werden. Im Ergebnisteil konnte
demonstriert werden, da3 die HUVEC zwar in der Lage sind, nach Stimulation mit IFNy
Tryptophan zu Kynurenin abzubauen, allerdings ist diese Reaktion deutlich schwicher
ausgeprigt als in den HBMEC. Erst eine maximale Stimulation mit IFNy konnte einen Abbau
des im normalen Kulturmedium vorhandenen Tryptophan bewirken. Dementsprechend anders
stellt sich auch die antivirale Aktivitit der HUVEC gegen HSV Typ I dar. Erst bei einer
maximalen Stimulation mit IFNy konnte eine Reduktion des Viruswachstums um ca. 90%
erreicht werden. Bei niedrigeren Stimulationsdosen zeigte sich kein nennenswerter antiviraler
Effekt. Einen weiteren wichtigen Punkt stellt die Tatsache dar, daBl eine
Tryptophansupplementation der Kulturansétze hier, im Gegensatz zu den Ergebnissen mit den
HBMEC, nicht in der Lage war, eine vollstindige Antagonisierung des antiviralen Effektes zu
erreichen. Die Virusreplikation wurde in Ansdtzen mit Zugabe von Tryptophan fast ebenso
stark eingeschriankt, wie in den unsupplementierten Tests. Daraus kann gefolgert werden, daf3
im Falle der HUVEC zwar ein antiviraler Effekt nach IFNy-Stimulation vorliegt, dieser
jedoch zumindest in groen Teilen nicht durch einen Tryptophanabbau durch die IDO zu
erklédren ist. In den HUVEC scheint ein anderer antiviraler Effektormechanismus zum Tragen
zu kommen. Um welchen es sich dabei handelt, muB} in der Zukunft noch gekléart werden.

Hierfiir gibt es einige Moglichkeiten, die ich bereits in der Einleitung dieser Arbeit vorgestellt
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habe. Zu nennen sind zum Beispiel die Proteinkinase R (s. 1.5.1.), die OAS und die RNase L
(s. 1.5.2.) die ADARI (s. 1.5.3.) oder die iNOS (1.5.5).

In der bisherigen Literatur sind allerdings wenige Hinweise darauf zu finden, welcher
Mechanismus hier eine Rolle spielen konnte. Allerdings konnten bereits antibakterielle
Effekte der HUVEC nach Stimulation mit [IFNy und TNFa auf intrazelluldre Pseudomonas
aeruginosa nachgewiesen werden (De Assis et al., 2000). Diese antibakterielle Aktivitit
konnte durch die Bildung von Superoxid und Wasserstoffperoxid erkldrt werden. Ein genauer
antiviraler Effektormechanismus in HUVEC nach IFNy-Stimulation wurde jedoch noch nicht
beschrieben und muf} in weiteren Forschungen genauer bestimmt werden. Hierbei konnte es
hilfreich sein, zu untersuchen, ob sich der antivirale Effekt auch nach Stimulation mit anderen
Cytokinen, wie zum Beispiel Typ-I-Interferonen, auslosen 146t und ob es mdglich ist, den
[FNy-vermittelten Effekt durch Costimulation mit anderen Cytokinen, wie zum Beispiel
TNFa oder IL-1P zu verstdrken oder abzuschwichen.

Zudem gilt es noch zu kldren, welcher der zuvor genannten Unterschiede zwischen den
HUVEC und den HBMEC fiir ihr unterschiedliches antivirales Verhalten verantwortlich zu
machen ist. Natiirlich ist es moglich, dal die unterschiedliche Herkunft als Ursache zu
nennen ist, da damit natiirlich auch eine andere Funktionalitdt der verschiedenen Zelllinien
einhergeht, die ein anderes Verhalten bei einer viralen Infektion gut erklart. Unwahrscheinlich
erscheint es nach neueren Ergebnissen in unserer Arbeitsgruppe jedoch, dafl der Unterschied
zwischen den immortalisierten HBMEC und den nativen HUVEC fiir ihr unterschiedliches
Verhalten verantwortlich zu machen ist. In nativen HBMEC konnte ndmlich auch eine IDO-
Aktivitat nach Stimulation mit IFNy festgestellt werden. Diese nativen HBMEC miissen nun
noch abschlieBend auf ihr antivirales Potential untersucht werden.

Einen interessanten Erklarungsversuch fiir die schwache IDO-Aktivitdt der HUVEC und das
unterschiedliche Verhalten nach Virusinfektion gegeniiber den HBMEC stellen die

unterschiedlichen Kulturbedingungen dar. Wie oben erwéhnt wurden die HUVEC mit Zusatz
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von ECGS und Heparin kultiviert. 1995 konnten Ddubener et al. bereits nachweisen, daf3
Heparin in der Lage ist, die Aktivitdt der IDO nach Stimulation einer Glioblastomzelllinie mit
IFNy deutlich einzuschrinken. Zudem konnte in der genannten Arbeit gezeigt werden, dal3
auch ein bekannter, IDO-vermittelter, antiparasitdrer Effekt gegen Toxoplasmen durch
Heparineinfluf zu behindern war.

Zwar wurden die Experimente zur IDO-Aktivitdt und zum antiviralen Verhalten der HUVEC
aufgrund dieser Erkenntnisse in heparinfreiem Medium durchgefiihrt, es ist allerdings
moglich, daB bereits die Vorkultur in heparinhaltigem Medium die HUVEC in Bezug auf
IDO-Aktivitdt bzw. IFNy-Reaktivitdt nachhaltig beeinflusst hat.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, daf3 in dieser Arbeit eine antivirale Aktivitit gegen HSV
Typ I in HUVEC festgestellt werden konnte, da3 sich diese jedoch insofern von der
antiviralen Aktivitidt in HBMEC unterscheidet, als daf sie nicht durch einen IDO-vermittelten
Tryptophanabbau zu erkldren ist. Der genaue Wirkmechanismus mufl in weiteren Studien

geklart werden.

4.3. Costimulation mit TNFao und IL-1§

Nachdem die IDO-Aktivierung nach einer Stimulation mit IFNy in HBMEC und der daraus
resultierende antivirale Effekt in dieser Arbeit demonstriert werden konnte, ging es im
Folgenden darum, zu priifen, ob andere Cytokine in der Lage waren, diese
interferonvermittelten Effekte zu beeinflussen. Zunichst lag ein Schwerpunkt darin, zu
untersuchen, ob eine Costimulation der Zellen mit TNFa in der Lage sein konnte, die IDO-
Aktivitdt zu beeinflussen. Sollte dies der Fall sein, so sollte im Anschlufl untersucht werden,
ob sich diese mogliche Beeinflussung der IDO-Aktivitdt auch auf das antivirale Verhalten der

Zellen auswirkt.
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Ein Synergismus von IFNy und TNFa ist in der Literatur im Bezug auf viele verschiedene
Effekte bereits mehrfach vorbeschrieben. So wirken diese beiden Cytokine synergistisch bei
einer Aktivierung von polymorphkernigen Neutrophilen zur Wachstumshemmung von
Candida albicans mit (Djeu et al., 1986). Auch in der Beeinflussung von NK-Zellen wirken
beide Cytokine in Konjugation (Degliantoni et al., 1985). Carlin et al. beschrieben bereits
1987 den synergistischen Effekt von IFNy und TNFa auf die IDO-Aktivitidt in humanen
mononuclearen Zellen des peripheren Blutes.

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde die costimulatorische Wirkung von TNFa auf den
IFNy-Effekt bereits untersucht. So konnte zum Beispiel eine Verstirkung der
interferoninduzierten IDO-Aktivitdit durch TNFo in humanen Glioblastomzellen
nachgewiesen werden (Dédubener et al., 1996). Hier konnte zudem gezeigt werden, da} die
Verstirkung der IDO-Aktivitit durch TNFa ebenfalls in der Lage war, den
interferonvermittelten, antiparasitiren Effekt gegen Toxoplasma gondii zu steigern. Ahnliche
Untersuchungen wurden auch fiir die in dieser Arbeit hauptséchlich verwendeten HBMEC
durchgefiihrt. Auch hier konnte bereits gezeigt werden, dal eine Costimulation mit TNFa in
dieser Zelllinie ebenfalls in der Lage ist, die IDO-Aktivitidt und sowohl die resultierenden
antiparasitiren Effekte gegen Toxoplasma gondii (Daubener et al., 2001) als auch die
antibakteriellen Effekte gegen Staphylococcus aureus (Schroten et al., 2001) zu verstérken.

In meiner Arbeit konnte ich die Verstiarkung der IDO-Aktivitét durch TNFa in HBMEC noch
einmal belegen und zusitzlich zeigen, dal auch der interferonvermittelte, antivirale Effekt
gegen HSV Typ I durch eine Costimulation mit TNFa deutlich gesteigert werden kann. Diese
verstirkende Wirkung des TNFa auf antivirale Effekte konnte spiter zudem auch bei dem
IDO-vermittelten, antiviralen Effekt gegen HSV Typ II in HeLa-Zellen nachgewiesen
werden, worauf ich im Verlauf noch genauer eingehen werde.

Robinson et al. konnten 2003 zeigen, dal eine neue Gamma-Aktivierungssequenz (GAS-3)

fiir die durch IFNy und TNFa ausgeloste IDO-Transkription verantwortlich ist.
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Nachdem der costimulatorische Effekt von TNFa auf die interferonvermittelte IDO-Aktivitat
in HBMEC nachgewiesen war, sollte nun untersucht werden, ob auch das Cytokin IL-1p in
der Lage war, einen dhnlichen Einflul zu nehmen. Allerdings war in diesem Zusammenhang
fraglich, ob dieses Cytokin die IDO-Aktivitit ebenfalls verstirken oder vielleicht sogar
abschwichen wiirde. Babcock et al. konnten im Jahr 2000 nachweisen, da3 sowohl IL-1 als
auch TNFa in der Lage waren, die IDO-Transkription in interferonstimulierten HeLa-Zellen
zu steigern. 2006 zeigten Shirey et al., da3 die Costimulation von HeLa-Zellen mit IFNy und
TNFa bzw. IFNy und IL-1p jeweils in der Lage war, die Expression von IFNy-Rezeptoren auf
der Zelloberflache zu erhohen und daB3 sie auf diesem Wege zu einer Verstiarkung der IDO-
Induktion fiihrt. Allerdings konnten Hucke et al. im Jahr 2004 zeigen, da3 eine Costimulation
der uroepithelialen Zelllinie RT4 mit IFNy und IL-1p die IDO-Aktivitéit in den untersuchten
Zellen im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit IFNy deutlich absenkt. Durch diese
Absenkung der IDO-Aktivitdt nach IL-1B-Costimulation konnte auch der zuvor beobachtete
antibakterielle Effekt, den die Zellen nach alleiniger Interferonstimulation gegen
Staphylococcus aureus zeigten, unterbunden werden. In der zitierten Arbeit wurde davon
ausgegangen, dall eine Verstarkung der NO-Produktion durch eine Aktivierung der iNOS bei
der Costimulation mit IL-1B zu einem vergroferten proteasomalen Abbau der IDO fiihrt.
Zusitzlich wurde zuvor schon eine direkte Hemmung der IDO durch NO beschrieben
(Thomas et al., 1994). In meiner Arbeit konnte jedoch fiir die HBMEC gezeigt werden, dal3
sie sowohl nach alleiniger IFNy-Stimulation als auch bei Costimulation mit TNFo bzw. IL-1§
keine INOS-mRNA transkribierten. Daraus ldsst sich auch erkldren, dal3 ich eine deutlich
Steigerung der IDO-Aktivitidt nach Costimulation mit IL-1B beobachten konnte, die sogar
noch stirker ausfiel, als die Verstirkung, die bei Costimulation mit TNFa nachgewiesen
wurde. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen in den Endothelzellen HBMEC und den
uroepithelialen Zellen RT4 scheint durch unterschiedliche Muster in der Aktivierung der

iNOS erklérlich. In RT4 fiihrte eine Costimulation mit IL-1 zu einer Steigerung der iNOS-
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Aktivitdt und einer daraus folgenden Einschrinkung der IDO-Aktivitit. In den HBMEC
wurde die iNOS jedoch bei dieser Costimulation nicht verstirkt, so dafl die IDO-Aktivitit in
dieser Zelllinie nicht eingeschrinkt sondern vielmehr vergrofert werden konnte. Da in
humanen Zellen eine iNOS-Aktivierung mit anschlieBender NO-Produktion nach IFNy-
Stimulation eher die Ausnahme als die Regel ist, kann man davon ausgehen, daf3 die hier
gezeigte Verstarkung der IDO-Aktivitit nach Costimulation mit IL-1f ein besseres Modell fiir
die in vivo vorliegenden Bedingungen darstellt. Im Anschlu3 konnte in dieser Arbeit auch
demonstriert werden, daB3 der gezeigte costimulatorische Effekt des IL-1B auf die IDO-
Aktivitdit in HBMEC auch in der Lage war, den interferonvermittelten antiviralen Effekt
gegen HSV Typ I zu potenzieren. Die Forschungen auf dem Gebiet der Auswirkungen von
anderen Cytokinen auf die interferonvermittelte IDO-Aktivitdt sind jedoch noch lange nicht
abgeschlossen. So konnten zum Beispiel MacKenzie et al. bereits 1999(a) zeigen, daB3 die
Cytokine IL-4, IL-10 und TGFp einen inhibitorischen Effekt auf die IDO-Aktivitdt ausiiben.
Bei der Vielzahl an bekannten Cytokinen stehen allerdings noch weitere Studien beziiglich

deren Einfluf} auf die interferoninduzierte IDO-Aktivierung aus.

4.4. Antivirale Effekte gegen HSV Typ 11

Ein weiterer wichtiger Schritt in dieser Arbeit war es, die antiviralen Effekte, die nach IDO-
Induktion nun in mehreren Zelltypen gegen HSV Typ I nachgewiesen werden konnten, auch
im Bezug auf ihr Potential gegen andere Viren zu testen. Zu diesem Zweck wurde das Herpes
Simplex Virus Typ II gewéhlt, das mit dem HSV Typ I eng verwandt ist. Da dieses Virus
klinisch haufig genitale Infektionen verursacht, wurde als Modell fiir eine solche Situation die
Infektion von HeLa-Zellen, die sich von einem Cervixkarzinom ableiten, mit diesem Virus
gewihlt. Die HeLa-Zellen zeigten nach IFNy-Stimulation eine ausreichende, wenn auch recht

geringe IDO-Aktivitdt und konnten in folgenden Experimenten auch die HSV Typ II-
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Replikation nach IFNy-Stimulation deutlich verringern. Dieser antivirale Effekt konnte durch
Tryptophansupplementierung vollstindig antagonisiert werden, wodurch wiederum die IDO-
Aktivitét als Ursache dieser antiviralen Wirkweise belegt werden konnte.

Diese Ergebnisse stellen einen bedeutenden Schritt bei der weiteren Erforschung des
antiviralen Potentials der IDO dar, denn bisher ist dies in der Literatur nur im Bezug auf zwei
verschiedene Viren beschrieben. Bodaghi et al. beschrieben 1999 in ihrer von mir bereits
mehrfach zitierten Arbeit den antiviralen Effekt der IDO-Aktivitit gegen das
Cytomegalievirus in Retinoblastomzellen. Unsere Arbeitsgruppe konnte diesen Effekt gegen
HSV Typ I in Glioblastom- und Endothelzellen und nun erstmals auch gegen HSV Typ II in
HeLa-Zellen zeigen. Allerdings bezogen sich all diese Ergebnisse auf DNA-Viren aus der
Familie der Herpesviridae, so daB3 noch nicht abschlieend geklart war, ob es sich bei dem
beschriebenen Effekt um einen generellen, antiviralen Wirkmechanismus handelt, oder ob
dieser nur gegen eine spezielle Virusfamilie wirksam war. Im Jahr 2005 konnten Obojes et al.
in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe erstmals die Wirksamkeit des IDO-vermittelten
Tryptophanabbaus gegen die Replikation des Masernvirus in epithelialen und endothelialen
Zellen nachweisen. Die Arbeit ist deshalb von besonderer Bedeutung, weil hier erstmals die
antivirale IDO-Aktivitdt gegen ein Virus, welches nicht aus der Familie der Herpesviridae
stammt, nachgewiesen werden konnte. Bei dem Masernvirus handelt es sich zudem, im
Gegensatz zu den bisher untersuchten Viren, um ein RNA-Virus. Somit legen die hier
gewonnen Ergebnisse die Vermutung nahe, da3 durch die Induktion der IDO eine antivirale
Aktivitdt gegen viele verschiedene Viren erreicht werden kann. Dieses Feld bietet somit noch
viel Raum fiir weitere Forschungen, da noch viele Viren auf ihre Empfindlichkeit gegen den
IDO-vermittelten Tryptophanabbau untersucht werden miissen. Ein erster Schritt konnte es
sein, die von Bodaghi erreichten Ergebnisse gegen CMV in Retinoblastomzellen auch in
HBMEC zu untersuchen, da Lathey et al. bereits 1989 nachweisen konnten, daB3 diese Zellen

permissiv fiir eine Infektion mit dem Cytomegalievirus sind.
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AuBlerdem muf3 in der Zukunft noch untersucht werden, tiber welchen Mechanismus sich die
Tryptophandepletion negativ auf die Virusreplikation auswirkt. Diese Frage mochte ich im

weiteren Verlauf diskutieren.

4.5. Mogliche Interaktionen zwischen Tryptophanabbau und Virusreplikation

Die antibakterielle und die antiparasitire Wirkungsweise der IDO konnen tiber den Abbau der
essentiellen Aminosdure Tryptophan erkldart werden. Bakterien, wie zum Beispiel
Streptokokken, und Parasiten, wie zum Beispiel Toxoplasma gondii, benodtigen diese
Aminoséure fiir die Vermehrung. Folglich kann nach Abbau der Aminosdure kein weiteres
Wachstum dieser Erreger mehr erfolgen. Fraglich war allerdings, wie die Wirtszellen den
Tryptophanmangel iiberleben, da diese Aminosédure auch fiir ihr Fortbestehen erforderlich ist
und sie eigentlich von dem Tryptophanabbau in &hnlichem MaRe beeinflusst werden miissten
wie die Pathogene. Flohr et al. schlugen im Jahr 1992 ein Erklarungsmodell fiir diese Frage
vor. Durch IFNy wird nédmlich auch die Expression und Aktivierung der Tryptophan tRNA-
Synthase ausgelost. Diese konnte als ein Reservoir an Tryptophan fiir die Proteinsynthese der
Wirtszellen dienen, welches den Bakterien und Parasiten nicht zur Verfligung steht.

Dieses Modell kann allerdings den hemmenden Effekt der Tryptophandepletion auf die
Virusreplikation nicht erkldren, denn Viren nutzen fiir die Replikation den
Proteinbiosyntheseapparat der infizierten Wirtszelle. Somit steht ihnen auch das
intrazelluldre, an tRNA gebundene Tryptophan fiir ihre Replikation zur Verfiigung. Trotzdem
gibt es eine Reihe an Erkldrungsansitzen flir den antiviralen Effekt der IDO-vermittelten
Tryptophandepletion. Zum einen ist es moglich, dal3 virale Proteine deutlich mehr Tryptophan
bendtigen als Proteine der Wirtszelle. In diesem Fall ist es nachvollziehbar, dafl der
Tryptophanabbau die Virusreplikation deutlich stirker einschrankt als die Zellproliferation.

Fiir diese These spricht die Tatsache, daBl Tryptophan in humanen Proteinen nicht im
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UbermalB vorkommt. In einigen wichtigen humanen Proteinen, wie zum Beispiel dem Insulin,
fehlt es sogar vollstindig. Im Gegensatz dazu enthalten alle HSV Typ I Proteine Tryptophan,
was ebenfalls die Anfilligkeit des Virus auf Tryptophanmangel erkldren kann. Auch fiir die
Proteinsynthese anderer Viren ist Tryptophan von Bedeutung. So enthdlt zum Beispiel das
Protein gp41 des Humanen Immunodefizienz Virus Typ I (HIV) eine tryptophanreiche
Region, die die Bildung von Helices in der Proteinsekundérstruktur verursacht (Schibli et al.,
2001).

Aber es gibt noch weitere mogliche Ursachen fiir den antiviralen Effekt des
Tryptophanabbaus. So kénnte ein Mangel dieser Aminosiure oder ein UberfluB an ihren
Abbauprodukten ein intrazelluldres ,,Gefahrensignal“ darstellen, welches den Metabolismus
der Wirtszelle beeinflusst. Diese These des Tryptophanstoffwechsels als intrazelluldres Signal
wurde bereits von Munn et al. mehrfach vorgestellt (Munn et al., 1998; 1999). Allerdings ist
genaueres liber diesen moglichen Signalweg bisher nicht bekannt. Terness et al. beschrieben
2002 jedoch, dal} sich Abbauprodukte des Tryptophan entlang des Kynureninpfades, wie zum
Beispiel Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin und 3-Hydroxyanthranilic Acid, auf das
Zellwachstum auswirken. Es wire ebenfalls vorstellbar, dafl sich diese Mediatoren auch auf
das Viruswachstum auswirken.

Einen weiteren Erkldrungsansatz fiir die antiviralen IDO-Effekte bieten die Ergebnisse von
van Wissen et al. aus dem Jahr 2002. Sie konnten zeigen, dal die IDO-vermittelte
Tryptophandepletion zu einer Stabilisierung von verschiedenen intrazelluliren mRNAs fiihrt.
So konnte es moglich sein, dal IFNy einen antiviralen Mechanismus in Gang setzt, der
allerdings selbstindig nicht in der Lage ist, die Virusreplikation einzuschrinken. Einige
Beispiel fiir mogliche Mechanismen dieser Art habe ich bereits in der Einleitung dieser Arbeit
dargestellt (s. 1.5.). Eine IDO-vermittelte mRNA-Stabilisierung kdnnte diesen Mechanismus

ausreichend verstérken, so dal3 er im Anschlul} sein antivirales Potential entfalten kann.
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All diese Erklarungsmodelle oder auch eine Kombination hieraus konnten die Ursache fiir den
antiviralen Effekt der IDO-vermittelten Tryptophandegradation darstellen. Allerdings miissen
diese Hypothesen in zukiinftigen Experimenten noch auf ihre Giiltigkeit iiberpriift werden, um
den in dieser Arbeit beschriebenen, antiviralen Effekt besser zu verstehen.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die mdgliche Ubertragung der in vitro-Ergebnisse auf die

Situation in vivo. Darauf mochte ich nun noch kurz eingehen.

4.6. Mogliche antivirale Effekte der IDO in vivo

Eine Ubertragung der in vitro gewonnen Daten zur antiviralen IDO-AKktivitit auf die Situation
in vivo stellt eine groBBe Herausforderung dar. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, daf3
Herpesviren in der Lage sind, die Synthese von interferonregulierten Proteinen zu stimulieren
(Nicholl et al., 2000), sie andererseits jedoch auch iiber die Moglichkeit verfiigen,
korpereigene, antivirale Mechanismen zu umgehen. Zum Beispiel konnte von Cassady et al.
2002 beschrieben werden, dal Herpesviren die Wirkungen der Proteinase R (s. 1.5.1.)
umgehen konnen. Ob die Viren in vivo auch Moglichkeiten besitzen, um die antivirale
Wirkung der IDO abzuschwéchen, mufl noch untersucht werden.

Fiir die Situation in vivo konnte jedoch eine verstiarkte IDO-Aktivitdt in Folge von IFNy-
EinfluB} in Patienten festgestellt werden. Dieser Anstieg der IDO-Aktivitét konnte sowohl im
Rahmen einer Infektionserkrankung (Heyes et al., 1992) als auch bei Patienten, die eine
Therapie mit IFNy erhielten (Byrne et al., 1986) nachgewiesen werden. Allerdings hat der
IDO-vermittelte Tryptophanabbau auch eine immunregulatorische Komponente, die von mir
bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben wurde (s. 1.6.4.). Sowohl Munn et al.
(1998, 1999) als auch Hwu et al. (2000) konnten den inhibitorischen Effekt der IDO auf die
T-Zell-Aktivierung und Proliferation zeigen. Auch durch die IDO-Aktivitdt in HeLa-Zellen

konnte eine Hemmung von T-Zellen erreicht werden (Logan et al., 2002). Ergebnisse aus
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unserer Arbeitsgruppe belegen ebenfalls den IDO-vermittelten, antiproliferativen Effekt auf
T-Zellen. Dieser konnte von uns auch durch mesenchymale Stammzellen ausgelost werden
(Meisel et al., 2004). Auch die in dieser Arbeit verwendeten HBMEC konnten gleiche IDO-
vermittelte Effekte auf T-Zellen auslosen.

Diese hemmende Wirkung der IDO-Aktivierung auf T-Zellen konnte in vivo eine negative
Wirkung auf die antivirale Verteidigung haben, da T-Zellen hierbei eine wichtige Rolle
spielen. Ob die Hemmung der Virusreplikation oder die Hemmung von T-Zellen in vivo die
groBBere Rolle spielt, muBl noch herausgefunden werden. Allerdings ist auch ein regulativer
Kreislauf zwischen beiden Wirkungen vorstellbar. Eine virale Erkrankung wiirde zunichst zu
einer Einwanderung von T-Zellen in das Gebiet der Infektion fiihren. Hier erfolgten deren
Aktivierung und die Produktion von Cytokinen wie IFNy. Durch IFNy-Wirkung konnten
nun in dem infizierten Gewebe eine IDO-Induktion und eine damit verbundene
Tryptophandegradation einsetzen. Dies wirkt sich zunichst antiviral gegen die Pathogene aus.
Um jedoch einen tibermaBigen Tryptophanmangel im Gewebe zu verhindern, der sich auch
negativ auf die Wirtszellen auswirken wiirde, bewirkt der Tryptophanabbau ebenfalls eine
Hemmung der T-Zellen, wodurch eine iiberschieBende Produktion von IFNy, welche durch
weitere IDO-Aktivierung dem Gewebe sdmtliches Tryptophan entziehen wiirde, verhindert
werden konnte. Dieses Modell stellt eine Moglichkeit fiir das Zusammenspiel der antiviralen
und der immunregulatorischen Komponente dar. Ob sich dieses Modell in vivo nachweisen
lasst, mul3 noch erforscht werden.

Die Untersuchungen von Karupiah et al. aus dem Jahr 1998 konnten fiir eine Rolle der IDO
bei der antiviralen Wirkung gegen das Influenza Virus in vivo im murinen System sprechen.
Hier lie sich ndmlich in Méusen, die iNOS-defizient waren, durch IFNy-Behandlung ein
starker antiviraler Effekt gegen eine Infektion mit dem Influenzavirus feststellen. Dieses
Ergebnis spricht allein noch nicht unbedingt dafiir, daB eine IDO-Aktivierung fiir diesen

antiviralen Effekt verantwortlich war, da auch eine Vielzahl von anderen,
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interferonvermittelten, antiviralen Effektormechanismen bekannt sind (s. 1.5.). Allerdings
konnte der hier beschriebene Effekt in der Gegenwart von NO vollstindig geblockt werden.
Wie von mir bereits zuvor angefiihrt, ist NO als ein potenter Hemmer der IDO-Aktivitdt
vorbeschrieben, womit die Ergebnisse dieser Veroffentlichung moglicherweise erstmals einen

IDO-vermittelten, antiviralen Effekt in vivo beschreiben.

4.7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte die Induktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase durch Interferon y in
verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden. Ein besonderer Schwerpunkt lag hierbei auf
Endothelzellen. Diese IDO-Aktivitit konnte in Hirnendothelien zudem als potenter,
antiviraler Effektormechanismus gegen das Herpes Simplex Virus Typ I identifiziert werden.
In Nabelschnurendothelien konnte ebenfalls eine antivirale Wirkung nach IFNy-Stimulation
beschrieben werden, die sich aber allenfalls zum Teil durch eine IDO-Induktion erkliren l4sst.
Hier scheint ein anderer, antiviraler Mechanismus bedeutender zu sein, der noch in weiteren
Forschungen bestimmt werden muf3. Zudem konnte in dieser Arbeit auch die Rolle der IDO-
Induktion bei der Abwehr von Infektionen mit dem Herpes Virus Typ II in HeLa-Zellen
nachgewiesen werden. Weiterhin leistet die Arbeit einen Beitrag zur Kldrung der genauen
Regulierung der IDO-Induktion. In den verwendeten Endothelzellen waren die Cytokine
TNFa wund IL-1PB in der Lage sowohl die Aktivitdit der IDO als auch ihre antivirale
Wirkungsweise zu potenzieren.

Fiir eine Ubertragung der hier in vitro erlangten Ergebnisse auf die Situation in vivo sprechen
wichtige Hinweise, allerdings miissen zukiinftige Arbeiten die Rolle der IDO bei der

antiviralen Abwehr in vivo noch genau kliren.
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Endothelzellvermittelte antivirale Aktivitit:
Rolle der Indolamin 2,3-Dioxygenase

Abstract

Die vorgelegte Arbeit beschéftigt sich mit in vitro-Modellen fiir virale Infektionen in Endothelien. Ein
Schwerpunkt liegt auf mikrovaskuldren Hirnendothelien (HBMEC) und Nabelschnurendothelien
(HUVEC). In beiden Zelllinien wurde die Aktivitét des tryptophanabbauenden Enzyms Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO) nach Stimulation mit Interferon y untersucht. Es konnte sowohl in HBMEC als
auch in HUVEC eine Aktivitit des Enzyms festgestellt werden, wobei diese in den HBMEC deutlich
starker ausgepragt war.

Des Weiteren wurde die Wirkung des IDO-vermittelten Tryptophanabbaus auf die Replikation von
Viren in den entsprechenden Zellen untersucht. In dieser Arbeit wurde als Modell das Herpes Simplex
Virus Typ I verwendet.

Die Ergebnisse der Arbeit kdnnen zeigen, daf in interferonstimulierten HBMEC die Replikation des
Virus deutlich eingeschrankt ist. Dieser antivirale Effekt konnte auf den IDO-vermittelten
Tryptophanabbau zuriickgefiihrt werden.

Auch in interferonstimulierten HUVEC wird die Replikation des HSV Typ I gehemmt, allerdings
deutlich schwicher als in den HBMEC wund auBerdem spielt hier der IDO-vermittelte
Tryptophanabbau nur eine untergeordnete Rolle. Die dominanten antiviralen Effektormechanismen in
HUVEC miissen in der Zukunft noch identifiziert werden.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die Koregulation der IDO Aktivitdt durch andere Cytokine
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dall sowohl das Cytokin IL-1p als auch das Cytokin TNFa in
der Lage waren, die durch Interferon y induzierte IDO-Aktivitdt zu verstdrken, obwohl sie allein keine
IDO-Aktivitdt induzieren konnten. Auch der IDO-vermittelte, antivirale Effekt konnte durch
Kostimulation mit diesen Cytokinen gesteigert werden.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die antivirale Wirkung des IDO-vermittelten Tryptophanabbaus
gegen das Herpes Simplex Virus Typ II untersucht. Zum Modell einer genitalen Infektion wurden in
diesem Teil der Arbeit HeLa-Zellen verwendet. Auch gegen dieses Virus konnte in den Zellen eine
IDO-vermittelte antivirale Aktivitdt festgestellt werden, die ebenfalls durch Kostimulation mit dem
Cytokin TNFa noch gesteigert werden konnte.

Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, da3 die Aktivitdt der IDO in Endothelzellen
nicht nur, wie bereits bekannt, antibakterielle und antiparasitire Effekte vermittelt, sondern auch eine

wichtige Rolle in der antiviralen Abwehr spielt.






