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1 Einleitung
1.1 Einflihrung

Zwischen Viren und ihren Wirtsorganismen besteht ein dynamisches
Gleichgewicht, das durch Virusreplikation und antivirale Immunantwort des
Wirtsorganismus bestimmt wird. Vor allem Viren mit langer Replikationszeit und
Latenzbildung haben Mechanismen entwickelt, um in der Wirtszelle zu verbleiben
ohne von der Immunantwort des Wirtsorganismus erkannt und eliminiert zu
werden. Das Immunsystem dagegen ist bestrebt, Virusreplikation zu unterdriicken

und nach Moglichkeit virusinfizierte Zellen vollstandig zueliminieren.

Viren sind obligat intrazellulare Erreger und sind auf die parasitare Nutzung eines
intakten Zellstoffwechsels fur ihre Vermehrung und Verbreitung angewiesen.
Dadurch ist es in ihrem Interesse, das Uberleben der infizierten Wirtszelle fir die
Zeit der Virusreplikation zu gewahrleisten. Flr die antivirale Immunitat ist die

spezifische zytotoxische Immunantwort von zentraler Bedeutung.

Besonders bei den Viren der Herpesgruppe sind aufgrund langer
Replikationszeiten und der lebenslangen Persistenz Strategien der Immunevasion
wichtig. Verschiedenste Mechanismen der Immunevasion wurden in der Literatur
bereits  fur Viren, u.a. auch fur Herpesviren beschrieben. HCMV kodiert
beispielweise Oberflachenrezeptoren, die als ,falsche“ Andockstellen die Funktion
von NK — Zellen inhibieren (,decoy Rezeptoren®) [16, 51, 66]. Der Expression von
viral kodierten Fc—Rezeptoren in infizierten Zellen wird eine Schutzfunktion vor
dem Angriff durch Antikorper zugeschrieben. Die verminderte Expression von
Todesrezeptoren als ein Weg zur Inhibition von Apoptose wird diskutiert [36]. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Infektion mit HCMV (humanes

Zytomegalievirus) auf die rezeptorvermittelte Apoptose untersucht.

Dabei wurde zum einen der Einfluss auf die veranderte Expression der Apoptose
vermittelnden Oberflachenrezeptoren CD95, TNF-Rezeptor 1 und TNF—Rezeptor
2 untersucht, zum anderen der Einfluss der HCMV-Infektion auf die

Apoptosesensitivitat der infizierten Zellen erforscht.
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1.2 Apoptose

Synonyme: programmierter Zelltod, aktivierungsinduzierter Zelltod

Apoptose ist dem Griechischen entlehnt und beschreibt das Herabfallen der
Blatter von den Baumen. Galenus Galen beschrieb im zweiten Jahrhundert nach
Christus erstmals die Regression von larvalen und fetalen Strukturen wahrend der
Ontogense. Diese Beobachtung wurde aber erst 1842 von Carl Vogt wieder
aufgenommen, der beschrieb, dass Zellen wahrend der Ontogenese durch
.programmierten Zelltod” sterben konnen. [69] Im Jahr 1952 beschrieb der
Embryologe Glucksmann die Umwandlung embryonalen Gewebes, die er auf den
selektiven Untergang einzelner Zellen zurlUckfihrte. [5, 11, 18] Erst Kerr, Wyllie
und Currie pragten den Begriff der Apoptose fur ihre Beobachtungen an
toxinbehandelten Leberzellen, die bei ihrem Tod eine ahnliche Morphologie
zeigten wie untergehende Embryonalzellen. [30]

Im Gegensatz zur Nekrose, bei der es immer zu einer begleitenden
Entzindungsreaktion des Gewebes kommt, findet diese bei der Apoptose im

Sinne eines physiologisches Zelluntergangs nicht statt.

Die physiologische Bedeutung der Apoptose bei der Embryo- und Organogenese
besteht in der Gestaltung und in der Homoostase von Geweben. Sie ist unter
anderem fur die Beseitigung von alten, verletzten, mutierten und auch von
virusinfizierten Zellen im Organismus wichtig. Dazu kommen immunologische
Funktionen, z.B. bei der Selektion potenziell autoreaktiver Immunzellen bei der T-
Zellreifung im Thymus. [17, 27, 42] Auf dem Gipfel einer Immunreaktion wird ein
Uberschieen der Immunantwort durch Apoptose verhindert. [45] Diesen Vorgang
bezeichnet man als aktivierungsinduzierten Zelltod (Activation Induced Cell
Death). [12, 14, 48]

Apoptose ist auch an der Elimination virusinfizierter und maligne entarteter Zellen
durch zytotoxische T—Zellen beteiligt. Nach Prasentation viraler Antigene uber
MHC-I-Proteine und Erkennung durch spezifische zytotoxische T-Zellen werden
virusinfizierte Zellen u.a. durch Aktivierung der CD95-vermittelten Apoptose-
Signalkaskade eliminiert. [52]

Im Maussystem sind mehrere Mutanten im CD95 Apoptose-System bekannt. Sie

unterstreichen die Bedeutung fur das Immunsystem. Bei der Ipr—Mutation
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(Lymphproliferation) ist durch die Insertion eines Transposons in das zweite Intron
des CD95-Gens die Expression von CD95 unterdrickt. [1, 10, 70] Bei der Ipr®
wird die Signaltransduktion durch einen Aminosaurenaustausch in der
Todesdomane  verhindert. [38] Bei der gld—Mutation (generalized
Lymphproliferative Disease) ist dagegen der CD95 - Ligand betroffen. Ein
Aminosaureaustausch im Bereich von CD95L verhindert dessen Bindung. [60]
Auch beim Menschen sind diese Mutationen beschrieben worden. Sie fihren wie
bei den Mausen zur Ausbildung eines Autoimmun—lymphoproliferativen Syndroms
(ALPS).

1.2.1 Morphologische Veranderungen bei Apoptose

Apoptose ist durch eine charakteristische Abfolge morphologischer
Veranderungen gekennzeichnet (Abb.1), die teilweise in unseren Experimenten
zum Nachweis apoptotischer Zellen benutzt wurden. Apoptose fuhrt zum
Schrumpfen der Zelle und zur Kondensation des Chromatins, Veranderungen der
Zellmembran fuhren zu charakteristischen Ausstulpungen (Zeiose). Parallel dazu
wird eine Veranderung der Membransymmetrie (Blebbing) beobachtet, was zur
Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache flhrt. Diese
Veranderungen sind charakteristisch fur friihe Schritte der Apoptose. An den
Mitochondrien kommt es zu einer Veranderung des Membranpotentials der
mitochondralen Zellmembran, was Ausdruck des beginnenden Funktionsverlustes
ist. Die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien aktiviert
nachgeschaltete Effektorsysteme der Apoptose (Aposom Formation, Caspase 9-
Aktivierung).

Als spate Zeichen der Apoptose werden irreversible Vorgange bezeichnet, bei
denen die DNA durch spezifische Endonukleasen zwischen den Nukleosomen
gespalten wird (,point of no return®). Dies flhrt zu charakteristischen DNA-
Fragmenten mit einer Lange von 200 Basenpaaren oder ganzzahligen Vielfachen
davon. SchlieBlich werden membranumschlossene Sackchen abgeschnurt

(Blebbing), die dann als apoptotische Kérperchen bezeichnet werden.
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mitochondrial morphological membrane breakdown

intact membranes

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation (cell biebbing) fragmentation secondary necrosis

Abbildung 1: Nekrose vs. Apoptose (aus ,Apoptosis Slide Show — Understanding
Apoptosis, Cytotoxicity and Cell Proliferation” Roche Diagnostics)

Im Gegensatz dazu ist die Nekrose durch das Anschwellen der Zelle (Oncose,
hydropische Schwellung) charakterisiert. Dies fluhrt zu einer sehr frihen
Zerstorung der Zellmembran und damit zur Freisetzung von Zellinhalt in den
interzellularen Raum. Dadurch wird eine lokale Entzindungsreaktion in Gang
gesetzt, durch die eine zusatzliche Gewebsschadigung erfolgen kann. Diese
lokale Entzindungsreaktion ist charakteristisch flir Nekrosen, wird aber nicht bei
Apoptose gesehen. Die unterschiedlichen zellularen Veranderungen bei Apoptose
und Nekrose sind in Abbildung 1 zusammengefasst.
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1.2.2 Todesrezeptoren

Im Jahr 1982 wurde mit CD95 (Apo-1, fas) ein Oberflachenrezeptor beschrieben,
durch dessen Aktivierung Apoptose induziert werden kann [25, 44]. CD95 gehort
zur Familie der TNF-/NGF-Rezeptoren [2, 55]. Charakteristisch flr den
molekularen Aufbau dieser Rezeptorenfamilie sind zwei bis acht cystinreiche
Doméanen. CD95 ist ein differenziell glykolysiertes Transmembranprotein mit
einem Molekulargewicht von 42 bis 52 kDa, das auf den meisten Saugetierzellen
exprimiert wird [33].

Innerhalb  der  TNF-/NGF-Rezeptorfamilie bilden die  sogenannten
Todesrezeptoren eine Subfamilie. Apoptose—Rezeptoren mit Todesdoméane
(DeathDomain (DD)) sind in der Lage, apoptoseinduzierende Liganden zu binden
und uber die DD die intrazellulare Apoptose-Signalkaskade zu stimulieren. Die
Sensitivitat der Apoptose-Signalkaskade ist abhangig von Zelltyp und
Zelldifferenzierung [50].

Tabelle 1: Beispiele fur Apoptose-Rezeptoren und apoptoseinduzierende

Liganden

Rezeptor Ligand

CD95 CD95L
TRAIL-R1 - R4 TRAIL (APO-2L)
TNF-R I, TNF-R I TNF-a

Unter physiologischen Bedingungen konnen die Todesrezeptoren durch
Interaktion mit spezifischen, zellular gebundenen oder |6slichen Liganden aktiviert
werden, in vitro ist jedoch auch die Aktivierung durch agonistische, stimulierende
Antikdrper maglich. Auch die Liganden der Apoptoserezeptoren bilden eine
Familie, die sogenannte  TNF-Familie. @ CD95L, ein  glykolysiertes
Transmembranprotein mit einer Molekularmasse von 40 kDa, ist der Ligand fur
CD95. [59, 61] Im Gegensatz zu CD95 ist die Expression von CD95L auf aktivierte
T-, B- und NK—Zellen, sowie auf Zellen einiger nicht lymphoider Organe wie
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Hoden und die vordere Augenkammer beschrankt [19]. Aber auch die Expression
auf verschiedenen neoplastischen Zellen konnte gezeigt werden [21, 43, 58].

Die l6sliche Form des normalerweise membranstandigen Liganden entsteht durch
die Einwirkung von Metalloproteasen, die CD95L oberhalb der Zellmembran
spalten. [29, 37, 62]

1.2.3 Apoptose-Signalkaskade von CD95 (APO-1, Fas)

CD95-vermittelte Signalwege sind besonders gut untersucht und sollen
beispielhaft beschrieben werden.

Nach Bindung des Liganden (CD95-L) an den Rezeptor (CD95) kommt es zu einer
Trimerisierung und Aktivierung von CD95 [4]. CD95 — Dimere sind im Gegensatz
zu Multimeren nicht in der Lage, Apoptose auszuldsen. [13]

Die Multimerisierung der Apoptoserezeptoren flhrt zu raumlicher Nahe der
intrazellularen Rezeptoranteile und zur Bildung eines Signalkomplexes (Death
Inducing Signalling Complex, DISC) (Abb. 2). Dieser Komplex entsteht durch
Interaktion der Todesdomanen von trimerisietem CD95, Adaptermolekilen
(FADD/MORT1) und Procaspase 8 und induziert dessen proteolytische Spaltung
in aktive Caspase 8. Dies ist die erste Caspase (Initiator-Caspase) einer Caspase-
Signalkaskade, die als klassischer Apoptoseweg beschrieben wird (,common
pathway®). Caspasen sind Proteasen mit einem Cystein im aktiven Zentrum und
der Spezifitdt nach einem Aspartam zu spalten: Cystein—Aspartasen. Nach
Aktivierung der Caspase—8 werden untergeordnete Caspasen und schlieRlich
Effektor-Caspasen aktiviert (z.B. Caspase-3), die dann die zelluldren Substrate
spalten und zum Zelltod fuhren. Die Caspasen spalten zellulare Proteine, wie z. B.
Actin, d.h. Proteine des Zellgerustes. Ein weiterer irreversibler Schritt der
Apoptose ist der Verdau zellularer DNA durch zelludare Endonukleasen (z.B.
Caspase-aktivierten-DNAse / CAD) [6, 8]. Die Spaltung der DNA findet zwischen
den DNA-Schutzproteinen, den Nukleosomen, statt. Da Nukleosomen in
charakteristischen Abstéanden auf dem DNA-Strang aufsitzen, stellt sich die
zerschnittene DNA auf einem Elektrophorese-Gel in charakteristischer Weise, als
~,DNA-Leiter* dar [9, 15, 34, 35, 53].
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Klassischer
Apoptoseweg

,common pathway* \

Mitochondraler Apoptoseweg

Effektorcaspase —

Abbildung 2: Apoptose-Signalkaskade (aus ,Dt Arzteblatt 2000;97:A-1752-1759¢)

1.2.4 Apoptosehemmung

Sicherungen und Regulationsmoglichkeiten der Apoptoseaktivitat durch zellulare
und virale Proteine sind auf allen Ebenen der Apoptose — Signalkaskade bekannt.
Eine Hemmung der Apoptose durch =zellulare Proteine am Anfang der
Signalkaskade erfolgt z.B. durch FLIP (Flice inhibiting protein), bei spateren
Schritten durch Inhibitoren der Apoptose (IAPs), z.B. durch XIAP, IAP-1, IAP-2
oder auf der Ebene der Mitochondrien (Bcl-2-Familie). Einige transformierende
Viren sind in der Lage, virale FLIPs zu produzieren [64], die die Caspase-8

Aktivierung verhindern.

Eine wichtige Rolle in der Apoptoseregulation spielen die Proteine der Bcl-2-
Familie. Urspringlich wurden sie nach den Onkogenen bcl-2 benannt, die als
Folge einer Translokation in follikularen B—Lymphozyten Uberexprimiert werden.
[65] Bcl-2 stimuliert nicht wie andere Onkogene die Proliferation, sondern inhibiert
die Apoptose von Zellen. [23, 69] Bcl-2 besitzt eine Transmembrandomane am C—
Terminus, die zu einer Insertion in die aulere Mitochondrienmembran fiihrt und
damit das Membranpotential stabilisiert. [26, 32] Wird diese Domane deletiert,

dann verliert bcl-2 seine antiapoptotische Wirkung. [63]
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1.3 Die Herpesviren

Die Einteilung der humanen Herpesviren erfolgt nach biologischen Eigenschaften
wie Replikationsdauer, Zelltropismus, Latenzort und transformierenden
Eigenschaften. Als Gemeinsamkeit aller Herpesviren konnen strenge
Wirtstropismus, Latenz und Reaktivierung genannt werden. Nach diesen Kriterien
ergibt sich die Einteilung in drei Subfamilien, die sogenannten -, B- und y-
Herpesviridae.

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) ist als B-Herpesvirus durch hohe
Speziesspezifitat, fehlende Transformation und einen langen Replikationszyklus
(72 Stunden) gekennzeichnet. Ein spezifischer Ort der Latenz von HCMV ist nicht
bekannt. In vivo kdnnen jedoch fast alle Organe z.B. Haut, Milz, Speicheldruse,
Knochenmark, Gehirn, Plazenta, intestinale Schleimhaute, Alveolar- und

Bronchialepithel der Lunge, Pankreas und Nieren infiziert werden [3, 39]

1.3.1 Aufbau und Struktur der Herpesviren

Die Herpesviren sind ikosaedrische, umhdullte, doppelstrangige DNA-Viren mit
einer GroflRe von 180 — 350 nm. Die Hulle besteht aus einer Lipid—Doppelmembran
mit eingelagerten viralen Glykoproteinen. Das Tegmentum wird aus einer Matrix
aus globularen viralen Proteinen gebildet. Mit Core wird die genomassoziierte,

fibrillare Proteinmatrix benannt.

100 nm ’ . ‘)l)l) |un‘

a b -—
Abbildung 3:
Herpesvirus (CMV) mit Hulle Herpesvirus im Kern der Wirtszelle;

Hullenbildung an der Kernmembran
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Die Genexpression des Herpesvirus lasst sich in drei Phasen der Proteinsynthese

unterteilen: immediate-early (IE), early (E) und late (L). Die IE Produktion beginnt

unmittelbar nach der Infektion unabhangig von der Expression anderer CMV-
Genprodukte und fuhrt zur Transaktivierung von E—-Genprodukten. IE- und E-
Proteine werden zur Induktion spater CMV-Genprodukte (L-Proteine) bendtigt. In
der late—Phase werden strukturelle Komponenten der Virionen synthetisiert. In ihr
findet auch die DNA-Replikation statt. Die unterschiedlichen Phasen der HCMV-
Replikation kdénnen durch metabolische Inhibitoren in vitro untersucht werden
(Fensterversuch mit Cycloheximid (CHX) und Actinomycin D (AMD)).

Replikation von HCMV

IE - Gen E- Gen L - Gen
z z AMD
v v v
IE - mRNA E- mRNA L - mRNA
7 7 CHX
v / 4 / v
IE - Proteine E - Proteine L - Proteine

Abbildung 4: Zeitliche Expression von HCMV-mRNA und CMV-Proteinen

wahrend der Replikation

1.3.2 Pathogenese und Epidemiologie der HCMV-Infektionen

Eine Primarinfektion beim Gesunden verlauft in aller Regel asymptomatisch. Im
Rahmen der Primarinfektion koénnen sich aber auch mononukleoseartige
Krankheitsbilder, Hepatitis sowie fieberhafte, grippeartige Erkrankungen zeigen.
Zu schweren Erkrankungen kommt es allerdings gehauft bei nicht voll
Immunkompetenten wie z.B. Frihgeborenen, HIV-Infizierten im Stadium AIDS,
Transplantatempfangern oder Tumorpatienten nach Knochenmarktransplantation.
Hier kann es auch durch Reaktivierung zu schwersten generalisierten Infektionen

mit letalem Ausgang kommen. Eine besondere Gruppe von Risikopatienten sind
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Feten nach Primarinfektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft. Eine
Assoziation von  CMV-Infektion bei  Organtransplantierten mit der
TransplantatabstoRung wird ebenfalls diskutiert.

HCMV wird ausschlieRlich von Mensch zu Mensch Ubertragen. Die Ubertragung
erfolgt bei engem Kontakt durch Speichel, Schmierinfektion, Intimverkehr, iatrogen
durch Bluttransfusion oder Organtransplantation, aber auch tber die Muttermilch
und transplazentar. Wahrend in den Industriestaaten die Pravalenz beim
Erwachsenen 60-80 % betragt, liegt sie in den Entwicklungslandern nahezu bei
100 %. [20, 47, 54]. Dabei spielen die soziodkonomischen Unterschiede in der
Hygiene der Lander eine grol3e Rolle.

Trotz des gemeinsamen Serotyps gibt es eine gro3e Anzahl verschiedener
HCMV-Stamme. Dabei wird zwischen Patientenisolaten (Wildstdmmen) und

Laborstammen (z.B. AD169, Towne, Toledo) unterschieden.

1.3.3 Krankheitsbilder bei Immunsuprimierten

Bei Erstinfektion einer Schwangeren kommt es in bis zu 50% der Infektionen zur
intrauterinen Infektion. Zehn Prozent der intrauterin infizierten Kinder erkranken
schwer mit Zeichen der Hepatosplenomegalie, Hepatitis, Panzytopenie und
Mikrozephalie (cytomegalic inclusion disease, CID). Die Mortalitat betragt zehn
Prozent. In der Folge treten bei zehn Prozent der Infizierten neurologische
Spatschaden auf, die sich z.B. in mentaler Retardierung, Schwerhorigkeit,
Sehstorungen und psychomotorischen Entwicklungsstorungen aul3ern [46, 57].
Die neurologischen Stérungen sind im Gegensatz zu den Organmanifestationen in
der Regel nicht reversibel. Schwere postnatale CMV-Infektionen von
Friihgeborenen konnen auch postnatal durch Ubertragung mit Muttermilch
erfolgen. Bei der endogenen HCMV-Reaktivierung wahrend der Schwangerschaft
kommt es in der Regel nicht zur fetalen Infektion.

Die Art und Schwere der CMV - Erkrankung bei Transplantierten ist unter anderem
von der Art der Transplantation und vom Ausmaf® der Immunsuppression
abhangig. Bekannte CMV-Erkrankungen und Symptome bei Transplantierten sind:
Hepatitis, Colitis, Leukozytopenie, Thrombozytopenie und Fieber. Die geflrchteste
Komplikation der CMV-Infektion bei Knochenmarktransplantierten ist die CMV —

Pneumonie.



Einleitung 11

Die CMV-Erkrankung bei HIV-Infizierten kann sich als Enzephalitis, Hepatitis,
Gastroenteritis und Chorioretinitis manifestieren und betrifft fast ausschlielich
Patienten mit dem Vollbild AIDS. [28]

1.4 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte die Modulation apoptosevermittelnder
Oberflachenrezeptoren CD95, TNF-Rezeptor 1 und TNF-Rezeptor 2 durch
verschiedene HCMV-Stamme untersucht werden. Die Apoptosemodulation sollte
in unterschiedlichen Zellsystemen untersucht und verglichen werden. Im zweiten
Teil der Arbeit wurde untersucht, inwieweit die veranderte Expression von
Apoptose-Rezeptoren auch die Empfindlichkeit HCMV-infizierter Zellen flr
Apoptosesignale beeinflusst. Zusammenfassend  sollte die Bedeutung der
Apoptose-Modulation als Immunevasionsstrategie nach HCMV-Infektion gepruft

werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Beckman JS-21 Zentrifuge
Biofuge

Brutschranke

Eppendorf Tischzentrifuge
Heraeus Christ Kihlzentrifuge
Fluovert FS Invertmikroskop
Zahlmikroskop
Invertmikroskop

Sterile Banke
Tischzentrifugen

Vortex

2.2 Analysegerate

Durchflusszytometer FACScan

Confokales Lasermikroskop

2.3 Analysesoftware

CellQuest V2.8 for MacOS
WinMDI 2.8 for Windows 95

Prism

Beckman, Palo Alto, USA

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Nikon, Tokio, Japan
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Bachofer, Reutlingen

Becton & Dickinson

Zeiss

BD, Bioscience

Joseph Trotter, The Scripps Research

Institute
GraphPad
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2.4 \iren

AD 169 (Laborstamm)

TB40E (Endothelzell — adaptiert) freundlicherweise von Dr. C. Sinzger
(Tubingen) zur Verfugung gestellt

TB40F (Fibroblasten — adaptiert)

Towne (Laborstamm)

Toledo (Laborstamm)

Delta pp65 Pachter

2.5 Zellen

HFF (Human Foreskin Fibroblasts) Humane Vorhautfibroblasten (p10-14)
SMC (Smooth Muscle Cells) glatte Muskelzellen (p4-6)

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

2.6 Zellstimulantien, Apoptoseinduktoren

rekombinanter Tumornekrosefaktor o (TNF - o ) PAN

Tumornecrosisfactor related apoptosis inducing receptor (TRAIL)
Tebu (Heidelberg)

Anti — CD95 IgG3 Hybridom Uberstand
(Dr. Gudrun Strauss,

Universitatskinderklink Ulm)

2.7 Monoklonale Antikorper
anti - CD95 I1gG3 Hybridom Uberstand

(Dr. Gudrun Strauss,

Universitatskinderklink Ulm)

anti — TNF Rezeptor | Dianova (p75, mouse IgG1)
anti — TNF Rezeptor Il Dianova (p75, mouse IgG1)
anti — HLA Klasse | DAKO

Annexin-V (FITC) Alexis
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2.8 Weitere Verbrauchsmaterialien

Minimum Essential Medium (MEM) Gibco, NY, USA

FCS (fotales Kalberserum) Gibco, NY, USA
FACS-Rohrchen Falcon
Reaktionsgefale 1,5 und 2 mi Eppendorf, Hamburg
Sterilfilter Millipore und Nalgene
Zellkultur Plastikwaren Greiner, Nurtingen

NUNC, Wiesbaden

2.9 Kulturmedien, Puffer und Losungen

2.9.1 Zellkultur

Zellkulturmedium fur humane Vorhautfibroblasten (HFF):

MEM Minimum Essential Medium Gibco
2mM L-Glutamin Seromed
100 IU/ml Penicillin Seromed
0.1 mg/ml Streptomycinsulfat Seromed
1% nicht-essentielle Aminosauren (NEA) Seromed
10% FBS (1 Stunde bei 56°C hitzeinaktiviert) Gibco

Zellkulturmedium fur glatte Muskelzellen (SMC):

SmBM Smooth Muscle Cell Basal Medium

0.5ug/ml human recombinant Epidermal Growth Factor (hEGF)
1 ug/ml human recombinant Fibroblast Growth Factor (hFGF)
50 mg/ml Gentamycin, 50 ug/ml Amphothericin B (GA 1000)
5mg/ml  Insulin

10% FBS Fetal Bovine Serum
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Zellkulturmedium fur humane Umbilicalvenenendothelzellen (HUVEC)
EBM Endothelial Cell Basal Medium Clonetics
10pug/ml human recombinant Epidermal Growth Factor (hEGF)

1mg/ml  Hydrocortisone (HC)

3 mg/ml  Bovine Brain Extrakt (BBE)

50 mg/ml Gentamycin, 50 pg/ml Amphothericin B (GA 1000)

10% FBS

Kryomedium fiir Zellen:

50% Minimum Essential Medium
20% FBS

10% DMSO

Kryomedium fiir zellfreies Virus:
50% Medium

50% Sucrosephosphat (10% Sucrosephosphat in PBS)

PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.4:

5 mM MgCl,
9 mM CaCl,
136 mM NaCl
26 mM KCI

8 mM NazHPO4
1.5mM KH2P04

2.9.2 FACS-Messungen

FACS-Puffer

98 % steriles PBS

2 %FCS

0.02 % Natriumazit (NaNs) Sigma

FACS—-Blocking
10 % humanes IgG Lésung (Polyglobulin, Bayer) in FACS Puffer
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2.9.3 Annexin-Farbung

Binding-Puffer
140 mM  NacCl
2.5 mM CaCl,
10mM HEPES

pH 7.4

2.9.4 Sonstige Puffer und Losungen

Nicoletti-Farbelosung

250 pl Na—Citrat 0.05 %
250 pl Triton X 0.05 %
25yl Propidiumjodid (1mg/ml) Sigma
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3 Methoden

3.1 Zellkultivierung und Einfrieren von Zellen

3.1.1 Kultivierung humaner Vorhautfibroblasten (HFF, human foreskin

fibroblasts)

Monolayer—Kulturen von HFF wurden in CO; (5%) begasten Brutschranken bei

37°C in ihrem o0.g. Kulturmedium inkubiert.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von ca. 1 x 10°ml ausgesat und nach
Erreichen einer konfluenten Monolayerkultur (eine Woche nach Passagierung)
erneut passagiert. Nach Abnahme des Mediums wurde der Zellrasen mit 0,002 %
EDTA in PBS gewaschen, um die Ca®**-lonen zu binden und das Ablésen der
Zellen zu erleichtern.

Die Zellen wurden anschlieliend fur drei bis funf Minuten bei 37°C mit Trypsin
(0,025 %) / EDTA inkubiert und suspendiert.  AnschlieBend wurde der
Trypsinverdau durch Zugabe von Kulturmedium (10% FCS) abgestoppt und die
Zellen in Kulturmedium resuspendiert.

Es erfolgt eine erneute Aussaat mit einer Zelldichte von 1 x 10°/ml.

Eine Kontamination mit Mycoplasmen wurde mittels Mycoplasmen—PCR

(Stratagene, Cloning Systems, La Jolla CA) ausgeschlossen.
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3.1.2 Kultivierung von glatten Gefallmuskelzellen (SMC, smooth muscle

cells)

Monolayer—Kulturen von SMC wurden in CO;, (5%) begasten Brutschranken bei

37°C in ihrem o0.g. Kulturmedium inkubiert.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von ca. 1 x 10°/ml ausgesat und nach
Erreichen einer konfluenten Monolayerkultur (ein bis zwei Wochen nach
Passagierung) erneut passagiert. Das Kulturmedium, bestehend aus SmBM +
SmGM (Insulin, hFGF-B, GA1000, FBS, hEGF) wurde jeden zweiten Tag
gewechselt.

Nach Abnahme des Mediums wurde der Zellrasen mit 0,002 % EDTA in PBS
gewaschen, um die Ca’*-lonen zu binden und das Ablosen der Zellen zu
erleichtern.

Die Zellen wurden anschlieBend fur drei bis funf Minuten bei 37°C mit Trypsin
(0,025 %) / EDTA inkubiert und suspendiert.  AnschlieBend wurde der
Trypsinverdau durch Zugabe der dreifachen Menge von TNS abgestoppt und die
Zellen in Kulturmedium resuspendiert.

Es erfolgt eine erneute Aussaat mit einer Zelldichte von 1 x 10%/ml.

3.1.3 Kultivierung von humanen Umbilicalvenenendothelzellen (HUVEC,

human umbilical vein endothelial cells)

Monolayer—Kulturen von SMC wurden in CO, (5%) begasten Brutschranken bei

37°C in ihrem o0.g. Kulturmedium inkubiert.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von ca. 1 x 10°/ml ausgesat und nach
Erreichen einer konfluenten Monolayerkultur erneut passagiert. Das
Kulturmedium, bestehend aus EBM + EGMRBMV (hEGF, HC, GA1000, BBE, FBS)
wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

Nach Abnahme des Mediums wurde der Zellrasen mit 0,002 % EDTA in PBS
gewaschen, um die Ca®**-lonen zu binden und das Ablésen der Zellen zu

erleichtern.
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Die Zellen wurden anschlieliend fir drei bis finf Minuten bei 37°C mit Trypsin
(0,025 %) / EDTA inkubiert und suspendiert.  AnschlieBend wurde der
Trypsinverdau durch Zugabe der dreifachen Menge von TNS abgestoppt und die
Zellen in Kulturmedium resuspendiert.

Es erfolgt eine erneute Aussaat mit einer Zelldichte von 1 x 10%/ml.

Das Kulturmedium, bestehend aus EBM + EGMRMV (hEGF, HC, GA1000, BBE,

FBS) wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

3.1.4 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden nach Erreichen von Konfluenz in der Zellkulturflache nach o.g.
Protokoll abgelost.

Die Zellen wurden in Kryormedium (10% DMSO, 20% FCS) auf Eis resuspendiert
und langsam auf — 80°C gekunhlt. Anschliessend wurden die Proben aliquotiert in
flissigem Stickstoff kryokonserviert.

Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte zugig im Wasserbad (37°C).
AnschlieBend wurden die Zellen in einem neuen Kulturmedium in frische
KulturgefaBe ausgesat. Am nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel

durchgefuhrt, um die Reste des Kryomediums zu entfernen.

3.2 Viruskultivierung, Austitration und Infektion

3.2.1 Infektion

Zellfreie Infektion:

Am Tag vor der Infektion wurden die Zellen mit einem Faktor von 1:1,5 gesplittet.
Die HFF wurden fur jeden Versuch mit einem MOI von 2 mit dem jeweils
verwendeten Virus infiziert. Um eine gute Infektion zu erreichen, wurden die Zellen
zweimal mit 750 g fir 15 Minuten zentrifugiert. Nach zwei Stunden wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt, um nicht gebundene Viren zu entfernen und eine

gleichmafige Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten.
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3.2.2 Virusstock—Herstellung

Ausgangsmaterial fir die Herstellung von zellfreien HCMV-Virusstockldsungen
waren HFF (16x175 cm?). Die zellassoziierte Infektion dieser HFF erfolgte durch
Zugabe HCMV-infizierter HFF. Der Fortgang der Infektion wurde taglich mit dem
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Bereits am ersten Tag p.. wurden
zytopathische Effekte (CPE) im gesamten HFF-Zellrasen sichtbar. Nach ca. funf
Tagen wurde damit begonnen, infizierten Zelliberstand abzunehmen, Uber
mehrere Tage taglich zu sammeln und bei 4°C zu asservieren. Die kumulativen
Zellkulturiberstande von ca. funf aufeinanderfolgenden Tagen wurden zusammen
aufgearbeitet. Gesammelte Medien wurden durch Zentrifugation 20 Minuten bei
3.500 rpm in der Kihlzentrifuge von den zelluldren Uberresten befreit. Der
virushaltige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und gesammelt. Das sich in
dem nun zellfreien Medium befindende Virus wurde durch Ultrazentrifugation 60
Minuten bei 25.000 rpm in der Ultrazentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde mit
der Vakuumpumpe abgesaugt und das Pellet in Kryomedium (Succosephosphat
Puffer) resuspendiert und aliquotiert bei —80°C eingefroren.

Die  Konzentration infektdser Einheiten in  den  kryokonservierten
Virusstockldsungen wurde durch Titration in Zellkultur bestimmt. Aus diesen Viren
wurden Virusstocks fir AD169 (1,7 x 10’/ml), TB40E (1,5 x 107/ml), TB40F (1,5 x
10”/ml), Towne (2,5 x 10%/ml) und Toledo (4,4x 10°/ml) hergestellt.

3.2.3 Titerbestimmung der HCMV- Isolate

Zur Quantifizierung infektioser Einheiten in den HCMV-Virus-Stocklsungen wurde
eine  Verdunnungsreihe hergestellt (Titration) und nicht-infizierte HFF
(2x10*/Vertiefung) mit verschiedenen Verdiinnungsstufen des Virus unbekannter
Konzentration in 96-well-Titerplatten inkubiert (unverdiinnt, 107, 102, 1073, 10%).
Nach einer Zentrifugation von je 15 Minuten bei 2.000 rpm wurden die
Mikrotiterplatten fur 48 - 72 Stunden bei 37°C inkubiert.

Eine Detektion von HCMV-Early—Antigen (Antikdrper Clon CCH2) wurde nach 48
Stunden durchgeflnhrt.

Das Medium wurde per Vakuumpumpe entfernt, die Mikrotiterplatte mit Methanol

fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und mit Early—Antikorpern (Clone CCH2,
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1:100, 30 Minuten, Raumtemperatur) inkubiert. Nach mehrmaligen Waschen
wurden die infizierten Zellkulturen mit einem zweiten konjugierten Antikérper mit
anschlieender Immunperoxidasebehandlung mit AEC gefarbt (,Staining” nach
Gleaves et al., 1987).

Die Anzahl der infizierten Zellen wurde dann durch Auszahlen der Zellen mit
gefarbten Zellkernen unter Ausgrenzung von Farbeartefakten unter dem

Zahlmikroskop bestimmt.

3.3 DurchfluBzytometrie

3.3.1 Methodische Grundlagen

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie kann kumulativ an mehreren Tausend
Suspensionszellen Zellmorphologie und Fluoreszenzintensitat untersucht werden.
Verwendet wurde dazu ein FACScan Gerat der Firma Becton & Dickinson, sowie
ein daran angeschlossener Apple Macintosh Computer mit CellQuest Software zur
Darstellung und Analyse der gelieferten Daten.

Die Abklrzung FACS steht fur Fluorescence Analysing Cell Sorting.

= L5 L I
L ﬂ;‘!‘ =
1

Abbildung 4: Becton & Dickinson FACScan

Neben der Analyse der Intensitat und Art der Fluoreszenz liefert das FACS auch
Informationen Uber Grof3e und Granularitat der gemessenen Zellen.

Der Ablauf der Analyse ist wie folgt:
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Die fluoreszenzmarkierten Zellen werden in FACS-Puffer in Lésung gebracht und
in den Probenhalter gestellt. Das Gerat benutzt einen Unterdruck in Verbindung
mit einem unter Druck stehenden Transportsystem (Abb. 5), um die in der Losung
befindlichen Zellen an der Messeinheit vorbei zu transportieren.

Uber einen vorgeschalteten Trichter im Fliissigkeitsstrom werden die Zellen durch
Erhéhung der Flussgeschwindigkeit fur die Messung vereinzelt (focusiert) und vom
Messlaser mit einer spezifischen Wellenlange von 488 nm angeregt. Die dabei
entstehende Emmisionsstrahlung wird von spezifischen Messzellen gemessen.
(530 nm far FITC (griin) und 585 nm fur PE (rot))

Durch verschiedene Messzellen kénnen nun unterschiedliche Aspekte der

gemessenen Zellen bestimmt werden. Das Setup wird in folgendem Schaubild

dargestellt.
PerCP
TruRed FACScan - FACS Calibur
P! Examples are commonly used Nuorochromes
Argon L b
Laser T =
Reds13 * Cys Messzelle 2

. FITC
H ol Bliercn 12 907 light =catter
' : 3 = GFP
*‘ d\:\] 6614146 BP TO-PRO-3 ‘Granularity
I ) FMLE
633nm I P g | FE

133 ey, I 2 M | A
a GL0LF iy ﬂ] .E o3 —

—

2543 BF Pl
A 5 Messzelle 3 T BODIPY
@ : i A%
D=— e

D3P

53030 BP TOTO-1
VPLis dimmer than in the FACScan (650amLP)
Redfi13 e pxtrem ely poor wath the 670LF TO-PRO-1
Fluo-3
FACScan family ——
ATFARY IRt 3 to 4 Fluorescence Detectors —
“Size”, refractive :
index
Messzelle 1

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus eines FACS - Gerates

Messzelle 1 (dem Messlaser genau gegenuber) misst die Absorption des Lasers

(FSC = Forward Scatter). Mit der Absorption kann bestimmt werden, welchen
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Durchmesser die Zelle hat. Je groRer der Durchmesser, je starker die Absorption

d.h. Abschwachung des Lasers.

Messzelle 2 (um den Laser verteilt) misst die Streuung des eingestrahlten Lichtes
SSC = Sideward Scatter. Je mehr Partikel / Zellorganellen usw. sich in der Zelle
befinden, desto starker wird das Licht beim Durchtritt durch die Zelle gestreut, d.h.

die Streuung des Lichtes ist proportional zur Granularitat der Zelle.

Granularitat

HFF 48h nach Infektion mit HCMV
A = A =
—
10
o
= =z
i o &
T =| =z
c| &
®
—
o
FSC-Height R L Ea— e

Grofe GroRe

Abbildung 6: Darstellung von FSC gegenuber SSC mit erhdhter Granularitat
(SSC) nach HCMV Infektion

Eine zusatzliche Messzelle (Messzelle 3) misst spezifisch die vom aktivierten
Fluoreszenzfarbstoff ausgehende Lichtmenge. Mit dieser Messzelle wird die

Farbung der Zelle mit dem Farbstoff gemessen.

128

schwarz = Mock
blau = Probe

Linie = Background (BG)
Linie gestrichelt = Probe

Events

157 = To? 10+
FL2-Height

Fluoreszenzintensitat
Abbildung 7: Diagramm der Fluoreszenzintensitat
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Die gemessenen Daten werden vom FACScan auf den angeschlossenen Apple
Macintosh-Computer Ubertragen, wo sie in Echtzeit dargestellt und gespeichert
werden. Die Analyse und graphische Darstellung der Daten wurde mit dem
Programm WinMDI (Windows Multiple Document Interface for Flow Cytometry)

V2.8 von Joe Trotter (Scripps Research Institute, USA) vorgenommen.

3.3.2 Durchfuhrung der Zellpraparation zur Analyse von

Oberflachenantigenen

Durch Trypsin-Behandlung wurden die Zellen vereinzelt und in Suspension
gebracht. Durch zweifaches Waschen und Zentrifugieren fur zehn Minuten bei
1.200 rpm bei 4°C mit PBS wurden die Reste aus der Trypsinierungsreaktion
entfernt. Um eine unerwilnschte, unspezifische Bindung des Antikérpers zu
vermeiden, wurde fur 30 Minuten mit humanem IgG (Polyglobulin) bei 4°C
inkubiert. Nach zweifachem Waschen und Zentrifugieren mit FACS—Puffer wurden
die Zellen in FACS—Puffer resuspendiert und jeweils 100 yl auf die passende
Anzahl von FACS—Roéhrchen verteilt.

Nach Zugabe des ersten, nicht konjugierten Antikdrpers (monoklonal, Maus, 2 pl)
wurden die Rohrchen bei 4°C auf Eis fur 30 Minuten inkubiert. Um den
Primarantikérper zu entfernen, wurde danach zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen. Danach wurde der fluoreszenzmarkierte Sekundarantikdrper (anti-
mouse — PE, DAKO) zugegeben und fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Fir die
Messung des Background wurde die Probe nur mit dem Sekundarantikdrper
behandelt. Daran schlossen sich zwei Waschschritte mit FACS-Puffer an.

Zur Analyse wurde das Pellet mit 400 pl FACS-Puffer resuspendiert und die
Analyse durchgefuhrt.

Als Kontrolle der Expression wurde eine nicht—infizierte Probe nach o0.g. Schema

behandelt und in der Messreihe mit untersucht.
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3.3.3 Auswertung fur Oberflachenantigenbestimmung

Die Analyse der Rohdaten wurde an einem Windows NT Rechner unter der
Verwendung von WinMDI und MS Excel durchgefuhrt.

Uber die Statistikfunktion der WinMDI-Software wurden die Mediane der
gemessenen Fluoreszenzkurven bestimmt. Die prozentuale Anderung der
Fluoreszenzintensitat der HCMV-infizierten Zellen zur mock-infizierten Kontrolle

wurden wie folgt berechnet.

FI - Median (Probe),signal*

R . .
Fl = Fluoreszenzintensitat

schwarz = Mock
blau = Probe

Linie = Background (BG)
Linie gestrichelt = Probe

Everts

FSN = Fl signal/noise =
FI(Probe)/FI(BG)

e = 103 10+
FL2-Height

Abbildung 8: Auswertung der Fluoreszenzintensitaten

Es wurde also jeweils der Median der gemessenen Proben durch den Median der
Fluoreszenzintensitat der Eigenfluoreszenz (Backgroundprobe) geteilt. Um
anschliellend die Veranderung der Fluoreszenzintensitat unter dem Einfluss von
viraler Infektion zu erkennen, wurden die bestimmten Fluoreszenz—Signal to Noise

(FSN)—Ratios wieder zueinander in Verhaltnis gesetzt.

Die Anderungen der Fluoreszenzintensititen wurden als Séaulendiagramm
dargestellt.
Die Streubreite (range) wiederholter, unabhangiger Messungen wurde zusammen

mit dem Median berechnet.
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3.3.4 Durchfuhrung fiur Apoptosemessung

Nach Trypsinbehandlung wurden alle Zellen in Medium aufgenommen, mit PBS
gewaschen und jeweils zehn Minuten bei 1200 rpm bei 4°C abzentrifugiert und mit
2% Polyglobulin in Binding-Puffer fur 30 Minuten bei 4°C geblockt. Danach wurde

mit Binding-Puffer flir zehn Minuten bei 1.200 rpm gewaschen.

3.3.4.1 Annexin—FITC-Staining

2 yl Annexin V-FITC Antikérper wurde zugegeben und fir 30 Minuten im Dunkeln
bei 4°C inkubiert. Daran anschliefend wurde fur zehn Minuten bei 1.200 rpm
gewaschen.

Das Pellet wurde in Propidiumjodidfarbelésung (0.5 ug Prd/ml) resuspendiert und

innerhalb von zehn Minuten wurde mit der ersten Analyse begonnen.

3.34.2 Nicoletti-Farbung
Die Proben wurden fur 15 Minuten bei 2000 g pelletiert und in 500 pl Nicoletti—

Lésung resuspendiert. Die Proben wurden bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Proben mit dem Vortex sorgfaltig durchmischt und die
zweite Analyse durchgefuhrt.

Alle Zellen, die sich in einem frihen Stadium der Apoptose befinden, sind rein
Annexin-FITC positiv (FL1) und PJ negativ (FL2). Im Gegensatz dazu sind
nekrotische Zellen PJ-positiv (FL2) und Annexin-FITC negativ (FL1).

Im folgenden Dot-Blot wurde die Fluoreszenzintensitat 1 (grun) gegen die
Fluoreszenzintensitat 2 (rot) aufgetragen.

Mit der Statistikfunktion von WinMDI wurden dann Uber ein eingelegtes Raster die
Annexin—positiven Zellen identifiziert. Als Annexin-positiv wurden die Zellen

betrachtet, die eine Fluoreszenz groRer 10% auf der FL1-Height Skala hatten.

Spate Apoptose

103

102

FL2-Height

Frihe Apoptose

107 107 10t
FL1-Height

Abbildung 9: Dot — Blot Apoptosemessung
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3.34.3 Messung morphologischer Veranderungen
Zellen mit morphologischen Veranderungen als Zeichen der Apoptose werden
kleiner und kondensieren (shrinking). Sie wurden durch Bestimmung veranderter

FCS gegenuber SCC, also Grolde gegenlber Granularitat, detektiert (R1).

1023

- HFF in|Apoptose

SEC-Height

i _— Vitale HFF

0 1023
T FSC-Height

Debris

Abbildung 10: Nachweis morphologischer Veranderungen durch verandertes
Streulicht /FSC/SSC) in der DurchfluRzytometrie

3.34.4 Messung der DNA - Fragmentierung

Durch Inkubation mit Nicoletti-Farbelosung (hypotoner Pl Losung) werden Zellen
lysiert und Pl in DNA inkorporiert. In den so praparierten Kernen wurde dann der
Anteil an fragmentierter DNA, als spates Zeichen von Apoptose bestimmt. Die

DNA-Farbung wurde mit der Propidiumjodid - Farbelésung durchgefinhrt.

G1 - Peak
G2 - Peak
£ SubG1- l
Bereich,,

100 107 102 107 10
FL2-Height

Abbildung 11: DNA-Gehalt Histogramm Nicoletti — Messung ohne Zeichen der
Apoptose
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Bei der Messung im Durchflusszytometer wurden der G1- und der G2-Peak der
gemessenen DNA der Zellen erkannt. Der G1-Peak reprasentiert die Zellen mit
einfachem Chromosomensatz (n=2), wahrend der G2-Peak die Zellen mit
doppeltem Chromosomensatz (n=4) darstellt.

Zellen mit DNA-Fragmentation durch Apoptose zeigen einen verminderten DNA-
Gehalt, und zeichnen sich durch verminderte Fluoreszenz in der

DurchfluRzytometrie aus (sub G1-Bereich).

3.4 Statistik ,Wilcoxon-Test"

Der Wilcoxon-Test ist eine multiple Rangvarianzanalyse von abhangigen
Stichproben, die nicht normalverteilt zu sein brauchen.

Es lasst eine Aussage daruber zu, zwischen welchen gemittelten Messwerten ein
signifikanter Unterschied besteht.

Die Auswertung wurde mit dem Programm ,Prism“ der Firma GraphPad
durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse
4.1 Analyse der Apoptoserezeptoren CD95, TNF-R1 und TNF-R2

Auf humanen Vorhautfibroblasten (HFF) war CD95 (Abb. 12A) und TNF-R1 (Abb.
13A) konstitutionell exprimiert. TNF-R2 war auf mock-infizierten HFF nicht
nachweisbar (Abb. 14A). Als Kontrollantigen wurde die Expression von HLA-I
(Abb. 15A) bestimmt.

Die veranderte Expression des CD95—-Oberflachenrezeptors wurde 24, 48, 72 und
96 Stunden nach Infektion mit verschiedenen HCMV-Stammen untersucht. Bis 24
Stunden p.i. kam es zu keiner Veranderung der Expression. Die Expression von
CD95 auf HFF zeigt 48 Stunden bis 96 Stunden p.i. fur alle getesteten
Virusstamme eine verminderte Expression um ca. 50%. Nach Behandlung mit
UV-inaktivierten Varianten war eine sichere Modulation der Rezeptordichte
(>50%) nicht nachweisbar.

Die veranderte Expression von TNF—Rezeptor 1 wurde 24, 48, 72 und 96 Stunden
nach Infektion mit verschiedenen HCMV-Stammen untersucht. Bis 24 Stunden p.i.
kam es zu keiner Veranderung der Expression. Die Expression von TNF — R1 auf
HFF zeigt im Zeitraum von 48 Stunden bis 96 Stunden p.i. fur alle getesteten
Virusstamme eine verminderte Expression um ca. 50%. Nach Behandlung mit UV
— inaktivierten Varianten war eine Modulation der Rezeptordichte 72 Stunden p.i.
ebenfalls nachweisbar.

Die veranderte Expression von TNF—Rezeptor 2 wurde 24, 48, 72 und 96 Stunden
nach Infektion mit verschiedenen HCMV Stammen untersucht. 24 bis 48 Stunden
p.i. war die Expression von TNF — R2 nicht sicher nachweisbar. 72 Stunden und
96 Stunden p.i. konnte eine geringe Expression von TNF-R2 auf HFF gezeigt
werden. Nach Behandlung mit UV - inaktivierten Varianten war eine sichere
Modulation der Rezeptordichte (>50%) nicht nachweisbar. Nur 48 Stunden p.i. war
die Expression von TNF-R2 nach Inkubation mit UV-inaktiviertem AD169 CMV-
Stamm einmalig nachweisbar.

Als Kontrollantigen wurde die Expression von HLA-I 24, 48, 72 und 96 Stunden
nach Infektion mit verschiedenen HCMV Stammen untersucht. Dabei zeigte sich
die in der Literatur bereits beschriebene verminderte Expression um ca. 50% ab

48 Stunden p.i. fur alle untersuchten Virusstamme.
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Abb. 12: Expression von CD95 in HFF nach Infektion mit HCMV-Varianten.
Beispiel fur veranderte CD95-Expression dargestellt als Histogramm (72h p.i.) (A)
oder als Median der Fluoreszenzintensitat (B). Kumulative Darstellung veranderter
Fluoreszenzintensitat nach Infektion mit HCMV-Varianten im zeitlichen Verlauf (C).
Zeitpunkt 1 (24h p.i.), 2 (48h p.i.), 3 (72h p.i.) und 4 (96h p.i.) wurden in
mindestens 3 Experimenten unabhangig gestestet.
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Abb. 13: Expression von TNF—Rezeptor 1 in HFF nach Infektion mit HCMV-
Varianten. Beispiel fur veranderte TNF—Rezeptor-1- Expression dargestellt als
Histogramm (72h p.i.) (A) oder als Median der Fluoreszenzintensitat (B).
Kumulative Darstellung veranderter Fluoreszenzintensitat nach Infektion mit
HCMV-Varianten im zeitlichen Verlauf (C). Zeitpunkt 1 (24h p.i.), 2 (48h p.i.), 3
(72h p.i.) und 4 (96h p.i.) wurden in mindestens 3 Experimenten uabhangig

gestestet.
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Abb. 14: Expression von TNF—Rezeptor 2 in HFF nach Infektion mit HCMV-
Varianten. Beispiel fur veranderte TNF— Rezeptor2-Expression dargestellt als
Histogramm (72h p.i.) (A) oder als Median der Fluoreszenzintensitat (B).
Kumulative Darstellung veranderter Fluoreszenzintensitat nach Infektion mit
HCMV-Varianten im zeitlichen Verlauf (C). Zeitpunkt 1 (24h p.i.), 2 (48h p.i.), 3
(72h p.i.) und 4 (96h p.i.) wurden in mindestens 3 Experimenten unabhangig
gestestet.
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Abb. 15: Expression von HLA-I in HFF nach Infektion mit HCMV-Varianten.
Beispiel fur veranderte HLA-I Expression dargestellt als Histogramm (72h p.i.) (A)
oder als Median der Fluoreszenzintensitat (B). Kumulative Darstellung veranderter
Fluoreszenzintensitat nach Infektion mit HCMV-Varianten im zeitlichen Verlauf (C).
Zeitpunkt 1 (24h p.i.), 2 (48h p.i.), 3 (72h p.i.) und 4 (96h p.i.) wurden in
mindestens 3 Experimenten unabhangig gestestet.
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4.2 Analyse der Apoptosesensitivitédt nach Infektion mit HCMV
Vaanten

Als Zeichen von Apoptose wurden morphologische Veranderungen
(Zellschrumpfung), die Bindung von Annexin V und die DNA-Fragmentation im
DurchfluRzytometer bestimmt. Apoptose wurde durch Inkubation mit spezifischen
Apoptose-induzierenden Liganden (anti-CD95 AK, TNF-a, TRAIL) induziert.
Nicht-infizierte HFF (Mock) waren gegenuber Stimulation mit
apoptoseinduzierenden Liganden resistent (Abb. 16-24).

Bei der Induktion mit anti-CD95 war in mit AD169, TB40F und Towne infizierten
HFF eine erhdhte Apoptosesensitivitdt nachweisbar, TB40E und Toledo waren
weiterhin resistent gegenuber Apoptose (Abb. 16).

Dasselbe Profil fand sich auch bei der Stimulation mit TNF (Abb. 17) und TRAIL
(Abb. 18).

Im Anschluss wurde der Einflull verschiedener Infektionszeitpunkte auf die
Apoptose untersucht. 4 Stunden p.i war die spezifische Apoptose fur alle
untersuchten Parameter <10%. Bereits 24 Stunden p.i. mit AD169 war nach
Stimulation mit Apoptose-induzierenden Liganden Apoptose nachweisbar (Abb.
19-21). Nach Infektion mit TB40E und inaktivierten Virusstdmmen war zu keinem
Infektionszeitpunkt eine gesteigerte Apoptoseempfindlichkeit nachweisbar.

Die unterschiedliche Apoptose-Sensitivitat wurde zum Infektionszeitpunkt 48
Stunden p.i. in mindestens vier unabhangigen Experimenten untersucht und
statistisch durch Paarvergleich (Wilcoxon-Test) evaluiert (Abb. 22, 23, 24). Dabei
zeigte sich, dass Unterschiede der Apoptose-Sensitivitat nach Infektion mit AD169
durch Bestimmung der veranderten Morphologie und der Annexin V-Bindung stets
nachweisbar waren (p<0.05). Die Bestimmung der DNA-Fragmentation zeigte

signifikante Unterschiede nur nach Stimulation mit TNF (p<0,05).

Die veranderte Expression von CD95 und TNF-R1 durch HCMV wurde
anschlie3end in anderen Zellkultursystemen nach Infektion mit TB40E untersucht
(SMC, AEC, HCAEC, HUVEC). Der HCMV-Stamm TB40E wurde aufgrund des
breiten Zelltropismus gewahlt. Mit Hilfe durchflulzytometrischer Untersuchungen
wurde eine unterschiedliche Modulation apoptosevermittelnder Rezeptoren in
SMC, AEC, HCAEC und HUVEC nachgewiesen. Dabei fuhrt die HCMV-Infektion
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zu einer verminderten Expression von CD95 und einer geringgradig gesteigerten
Expression von TNF-R1 auf SMC.

Bei Endothelzellen (AEC, HCAEC und HUVEC) fuhrte die HCMV-Infektion eher zu
einer verstarkten Expression von CD95, wahrend die Expression von TNF-R1
nicht beeinflusst wurde (Tabelle 2).

Die Apoptosesensitivitat von HCAEC, AEC und SMC (Abb. 25) war nach Infektion
mit TB40E nahezu unverandert, wobei auch nach Infektion von HFF mit TB40E —
wie bereits gezeigt - keine gesteigerte Apoptosesensitivitdt nachweisbar war
(Tabelle 3). Konfluente HUVEC zeigen ohne Infektion im Gegensatz zu den
ubrigen Zellkultursystemen eine spontane Apoptose auch ohne Stimulation mit
apoptoseinduzierenden Liganden (Abb. 26). Die Infektion mit TB40E flhrt zu einer
Hemmung der Apoptose in HUVEC. Die zusatzliche Stimulation mit Apoptose-

induzierenden Liganden war ohne Einflu auf die Apoptose.
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EinfluB verschiedener HCMV Varianten auf die Apoptose Sensitivitat
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Abb. 16: Apoptose Sensitivitat von HFF 48 Stunden nach Infektion mit HCMV-
Varianten. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit anti CD95
IgG3 + Protein G (5ng/ml) fur 16 Stunden.
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Abb. 17: Apoptose Sensitivitat von HFF 48 Stunden nach Infektion mit HCMV-

Varianten. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit TNF (1000
U/ml) far 16 Stunden.
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Abb. 18: Apoptose Sensitivitat von HFF 48tunden nach Infektion mit HCMV

Varianten. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit TRAIL (100
ng/ml) fir 16 Stunden
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Apoptosesensitivitidt gegen uiber 3 verschiedenen Liganden 4, 24 und 48 h
nach Infektion
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Abb. 19: Morphologische Veranderungen von HFF nach Infektion mit AD169, TB40E
bzw. mit UV-inaktivierten Virusstdmmen in Abh&ngigkeit der Liganden und in
Abhangigkeit der Zeit p.i.. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit anti-
CD95 IgG3 + Protein G (5ng/ml), TNF (1000 U/ml) sowie TRAIL (100 ng/ml) fur 16
Stunden.

NN W
2 & =2
E I

N
g
B

2 g
SRS

spezifische Apoptose (%)

N
=
X

E 9 & 2 E 8 5 E 8 & E 8 v 2 E g2 & 2

2 3 £ 3 2 8 £ 3 2 &8 E % 2 &8 F 2 2 8 2 3

g ° = g ° F E = g ° F g ° =
Mock AD169 AD169 ia TB40E TB40E ia

Abb. 20: Annexin—V- Positivitat auf HFF nach Infektion mit AD169, TB40E bzw. mit UV-
inaktivierten Virusstammen in Abhangigkeit der Liganden und in Abhangigkeit der Zeit p.i..
Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit anti-CD95 IgG3 + Protein G
(5ng/ml), TNF (1000 U/ml) sowie TRAIL (100 ng/ml) fir 16 Stunden.
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Abb. 21: DNA - Fragmentierung bei HFF nach Infektion mit AD169, TB40E bzw. mit UV-
inaktivierten Virusstdmmen in Abhangigkeit der Liganden und in Abhangigkeit der Zeit p.i..
Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Stimulation mit anti-CD95 IgG3 + Protein G
(5ng/ml), TNF (1000 U/ml) sowie TRAIL (100 ng/ml) flr 16 Stunden.
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Abb. 22: Apoptosesensitivitat von HFF nach Infektion mit AD169, TB40E bzw. mit
UV-inaktivierten Virusstammen. Die Induktion der Apoptose erfolgte mit anti-CD95
IgG3 + Protein G (5ng/ml) fur 16 Stunden.
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Abb. 23: Apoptosesensitivitat von HFF nach Infektion mit AD169, TB40E bzw. mit
UV-inaktivierten Virusstammen. Die Induktion der Apoptose erfolgte mit TNF
(1000 U/ml) fir 16 Stunden.
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Abb. 24: Apoptosesensitivitat von HFF nach Infektion mit AD169, TB40E bzw. mit
UV-inaktivierten Virusstammen. Die Induktion der Apoptose erfolgte mit TNF
(1000 U/ml) far 16 Stunden.

* statistisch signifikant im Wilcoxon — Test (p<0.05)
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4.3 Ubersicht iiber Expression von Apoptoserezeptoren und
Sensitivitét fiir Apoptoseinduktion auf HFF, SMC, AEC,
HCAEC, HUVEC

Apoptose - Rezeptoren — Expression

CD95 TNF-R1 TNF-R2

Mock ++ + (-)
(alle Zellen)

HFF \ 277 \” (-)

SMC bl M (-)

AEC 0 g (-)

HCAEC A €«> (-)

HUVEC A €> (-)

Tabelle 2: Ubersicht tiber Expression von Apoptoserezeptoren auf HFF, SMC,
AEC, HCAEC, HUVEC

Eine Expressionsanderung von >50% wird durch drei Pfeile dargestellt, 30 — 49%
2 Pfeile, 10 — 29% durch einen Pfeil. Eine Veranderung <10% wird durch
waagerechte Pfeile dargestellt.

Apoptose - Sensitivitat

Anti - CD95 TNF-alpha TRAIL
Mock
(alle Zellen)
HFF €«> €« )
SMC €> €> €
AEC ) €> €«
HCAEC €> €> €«
HUVEC Spontane Apoptose ohne Stimulation

Tabelle 3: Ubersicht liber die Sensitivitat fiir Apoptoseinduktion auf HFF, SMC,
AEC, HCAEC, HUVEC

Eine Expressionsanderung von >30% wird durch drei Pfeile dargestellt, 20 - 29% 2
Pfeile, 10 — 19% durch einen Pfeil. Eine Veranderung <10% wird durch
waagerechte Pfeile dargestellt.
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Abb. 25: Apoptosesensitivitdt von SMC nach Infektion mit HCMV in Abhangigkeit
der Liganden 48h p.i.. Die Induktion der Apoptose erfolgte mit anti- CD95 IgG3 +
Protein G, TNF (1000 U/ml) sowie TRAIL (100 ng/ml).

Dargestellt sind die gemessenen Fluoreszenzintensitatsunterschiede.
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Abb. 26: Apoptosesensitivitat von HUVEC nach Infektion mit HCMV in
Abhangigkeit der Liganden 48h p.i.. Die Induktion der Apoptose erfolgte mit anti -
CD95 IgG3 + Protein G, TNF (1000 U/ml) sowie TRAIL (100 ng/ml).

Dargestellt sind die gemessenen Fluoreszenzintensitatsunterschiede.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe der DurchfluBzytometrie die
Veranderungen in der Expression Apoptose—induzierender Oberflachenrezeptoren
auf verschiedenen Zellen nach HCMV-Infektion zu analysieren und funktionelle
Veranderungen der Apoptose zu bestimmen.

Der in vivo-Modulation von Apoptosesignalwegen kann im Rahmen der
Immunevasion eine wichtige Rolle fur die Virusreplikation, Viruslatenz und
Viruselimination zukommen. In vitro scheint die Verhinderung von vorzeitigem
Zelltod in bestimmten Zelltypen (u.a. HUVEC) durch Eingriffe in die
Apoptosesignalwege eine Voraussetzung fur die funktionierende Virusreplikation

zu sein, was auch in dieser Studie bestatigt wurde.

Die Korrelation der quantitativen Expression von Apoptoserezeptoren mit
Apoptose-Sensitivitat wird in der Literatur unterschiedlich dargestellt und diskutiert
[36,50]. Gelegentlich, aber nicht immer war es moglich, eine Veranderung der
Expression von Todesrezeptoren mit einer veranderten Funktion der
rezeptorvermittelten Apoptosesignalwege zu korrelieren. Vermehrte Expression
von Todesrezeptoren durch proinflammatorische Zytokine korrelierte mit erhdhter
Apoptosesensitivitdt. Nach Infektion mit murinem CMV wurde eine Hochregulation
von CD95 in hamatopoetischen Zellen beobachtet, was mit einem beschleunigten
Zelltod nach Stimulation des CD95-abhangigen Signalweges einherging [22, 40].
Fibroblasten sind nach HCMV-Infektion sensitiviert fir TRAIL—abhangigen
Apoptose dies korreliert mit einer erhdhten TRAIL-Expression nach HCMV-
Infektion. [56]. Im Gegensatz dazu scheint eine hohe Expression von
Apoptoserezeptoren in Tumorzelllinien keine Voraussetzung fur eine intakte
Funktion von Apoptosesignalwegen zu sein. In manchen Zelllinien konnte gezeigt
werden, dass eine Resistenz fir rezeptorabhangige Apoptose trotz hoher
Expression von Todesrezeptoren bestehen kann. Im Unterschied dazu konnte
aber auch gezeigt werden, dass es trotz verminderter Expression von
Apoptoserezeptoren durch bestimmte Medikamente zur Apoptose kommt. [68]

In unseren Experimenten wurde nach HCMV-Infektion in HFF eine verminderte
Expression von CD95 und TNF-R1 gezeigt, TNF-R2 wurde nur auf infizierten

Zellen nachgewiesen, nicht jedoch auf nicht-infizierten HFF. Entgegen unseren
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Erwartungen war die veranderte Rezeptorexpression nach HCMV-Infektion in HFF
nicht mit einer Veranderung der rezeptorabhangigen—Apoptosesignalwge
verbunden. Wir konnten zeigen, dass

- die rezeptorabhangige Apoptose von verschiedenen HCMV-Stammen
unterschiedlich moduliert  wurde. Nach Infektion  mit  stark
fibroblastenadaptierten Laborstdammen (AD169, Town, TB40F) war die
Apoptoseempfindlichkeit nach Stimulation mit apoptoseinduzierenden
Liganden erhoht. Der Apoptose-resistente Phanotyp von HFF war dagegen
nach Infektion mit Wildvirusahnlichen Isolaten (TB40E, Toledo) unverandert
resistent.

- eine Sensitivierung fur Apoptose durch Stimulation mit allen untersuchten
Liganden nachweisbar war.

- die Empfindlichkeit der rezeptorabhangigen Apoptose nach Infektion mit
fibroblastenadaptierten Isolaten trotz verminderter Expression bestimmter
Apoptoserezeptoren verstarkt sein konnte.

Aus diesem Grund muss angenommen werden, dass intrazellulare

Veranderungen von Apoptosesignalwegen und weniger die veranderte Expression

von Oberflachenrezeptoren fur die veranderte Sensitivitat HCMV-infizierter HFF

entscheidend sind [41]. Die unterschiedliche Apoptosemodulation nach Infektion
mit fibroblastenadaptierten oder wildvirusahnlichen Isolaten kann durch
stammspezifische Mutationen viral kodierter Apoptoseinhibitoren (UL36, UL37)
bedingt sein, eine Genotypisierung erfolgte im Rahmen dieser Studie nicht.

Andererseits konnten auch Veranderungen zellularer Apoptoseinhibitoren nach

HCMV-Infektion nachgewiesen werde [41].

Stammspezifische Unterschiede in der Empfindlichkeit fur Apoptose konnten von

einer anderen Forschungsgruppe indirekt bestatigt werden. Es konnte gezeigt

werden, dass Zielzellen, die mit HCMV-Laborstammen infiziert worden waren,
sehr gut durch NK—Zellen eliminiert werden konnten, jedoch nicht nach Infektion
mit klinischen HCMV-Isolaten. [7] Bisher ist unklar, ob HCMV-Stamme mit
verstarkter Apoptose-Empfindlichkeit durch Selektion natlrlich vorkommender

HCMV-Varianten wahrend der Fibroblastenadaptation entstehen oder durch

Neumutationen in der Kultur.

In der Kultivierung von HUVEC beobachteten wir regelmalig den Untergang

konfluenter Zellen durch Apoptose, wenn die Zellen nicht rechtzeitig expandiert
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wurden. Wir wahlten dieses Zellmodell, um den Einfluss der HCMV-Infektion auf
die rezeptorunabhangige Apoptosesignalwege zu untersuchen. Dabei zeigte sich
eine deutliche Suppression der Apoptose von HUVEC durch die Infektion mit
HCMV. Aufgrund der Erkenntnisse in diesem Zellmodell kann angenommen
werden, dass die Suppression von Apoptose durch HCMV das Uberleben der
Wirtszelle (HUVEC) wahrend der HCMV-Replikation sicherstellt und einen
entscheidenden Faktor fir die ausreichende virale Replikation in bestimmten
Wirtszellen darstellt. [24]

Alle untersuchten HCMV-Stamme flhrten zur deutlichen Downregulation von
CD95 und TNF-R1. TNF-R2 war nur in HCMV-infizierten HFF nachweisbar. Im
Gegensatz zur Modulation der Apoptoseempfindlichkeit waren fur die Modulation
von Apoptose vermittelnden Rezeptoren keine Unterschiede zwischen HCMV-
Varianten nachweisbar. Es muss davon ausgegangen werden, dass dieser
Mechanismus bei der Adaptation von HCMYV in Fibroblasten nicht verandert wird.
Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die fibroblastenadaptierten
Laborstamme (AD169, Towne, TB40F) bei ihrer Adaptation in Zellkultur Immun —
escape — Mechanismen nicht mehr als Selektionsvorteil wirken. Der Verlust der
Apoptosehemmung bei Fibroblasten adaptierten Laborstammen kann durch diese
Hypothese erklart werden. Eine erhohte Apoptoseempfindlichkeit ist fur die
Replikation im Wirtsorganismus nicht sinnvoll. Dieser ausschlieBlich in
fibroblastenadaptierten Laborstammen nachweisbare Phanotyp kann auch fir die
Attenuierung durch Zellkulturpassage mit verantwortlich sein. Die verminderte
Expression von CD95 und TNF-R2 ist eine mdgliche Strategie zur Immunevasion,
die jedoch funktionell von untergeordneter Bedeutung ist. Anhand der hier
vorliegenden Daten kdnnen nur andere, z.B. intrazelludre Mechanismen daflr

verantwortlich sein, die bislang noch nicht abschlieRend geklart sind.

Aus dieser Arbeit leiten sich neue Fragestellungen ab, die in weiterfuhrenden
Studien untersucht werden sollten.

HCMV zeigt Latenz in verschiedenen Geweben des menschlichen Korpers [3, 39].
Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Attenuierungsvorgange,
vergleichbar denen in den verschiedenen Zellsystemen, auch in den infizierten

Zellen des menschlichen Korpers unterschiedlich ablaufen.



Diskussion 44

So kann es in manchen Zellen zu einer Attenuierung des Virus kommen, welche
durch die dann erhohte Apoptosesensitivitat leichter durch das Immunsystem
beseitigt werden. Auf der anderen Seite kann das Virus in Zellen mit geringer
ausgepragten Abwehrmechanismen einen wirkungsvollen Schutz gegen den
Angriff des Immunsystems aufbauen, um genlgend Zeit fir die virale Replikation
zu gewinnen (vgl. HUVEC). Weitere Studien sollen klaren, ob die beschriebenen
Organmanifestationen dadurch zu erklaren sind, dass unterschiedliche
Zellsysteme unterschiedliche Veranderungen am Virus verursachen. Es ist bisher
noch unklar, ob nach der Priméarinfektion und der darauf folgenden Latenzbildung
ein Pathogenitatsverlust durch Zellpassage auch in humanen Zellsystemen auftritt.
Es ist zu erforschen, inwieweit die hier gefundenen Veranderungen auch in vivo so
auftreten.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein deutlicher Unterschied der Apoptose-
Empfindlichkeit nach Infektion mit verschiedenen HCMV-Stdammen gesehen
werden. In weiteren Studien ware Uber eine Apoptose Phanotypisierung der
Isolate bei infizierten Patienten zu klaren, inwieweit die Modulation der Apoptose
durch unterschiedliche Virusvarianten fur die Schwere der HCMV - Erkrankung
relevant ist. Die erhdohte Apoptoseempfindlichkeit nach Infektion mit
fibroblastenadaptierten Laborstammen ist mdglicherweise ein Mechanismus der
Attenuierung. Daraus folgt, dass eine HCMV-Infektion mit einem Laborstamm
(AD169) im Vergleich zur Infektion mit Wildvirus oder Wildvirus-ahnlicheren HCMV
Stammen (TB40E, Toledo) von verminderter Virulenz ist. In weiteren Studien
sollten stammabhangige Unterschiede HCMV-kodierter Apoptoseinhibitoren auch
in Patientenisolaten bestimmt und auf unterschiedliche Pathogenitat untersucht
werden.

Die protrahierte in vitro-Passage in Zellkultur fuhrt haufig zur Abnahme der
Pathogenitat in vivo. Dies ist fur die Generierung von Impfviren bereits bekannt.
Mit EinfGhrung rekombinanter Techniken zur gezielten Attenuierung von HCMV —
Varianten ist es moglich, virale Gene der Apoptosehemmung zu eliminieren (KO-
Mutationen). Die Frage, ob dieser Mechanismus auch fur die Entwicklung eines

Impfstoffes fur HCMV benutzt werden kann, ist durch weitere Studien zu klaren.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe durchfluzytometrischer Methoden
die Veranderungen in der Expression Apoptose-spezifischer
Oberflachenrezeptoren (CD95 [apoptosevermittelnder Oberflachenrezeptor], TNF-
Rezeptor-1 [Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1], TNF-Rezeptor-2
[Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2]) nach Infektion mit humanem Zytomegalievirus
(HCMV) auf verschiedenen Zellen zu analysieren und funktionelle Veranderungen
in der Apoptose zu bestimmen.

Die Analyse der Expression von Oberflachenrezeptoren erfolgte 24, 48, 72 und 96
Stunden nach Infektion (p.i.) in jeweils mindestens 3 unabhangigen Experimenten.
Es konnte gezeigt werden, dass nach HCMV-Infektion eine verminderte
Expression von CD95 und TNF-Rezeptor 1 auftritt. TNF-Rezeptor 2 wurde nur auf
infizierten Zellen exprimiert. Bei der HCMV-Infektion in glatten Muskelzellen (SMC)
zeigte sich eine verminderte Expression von CD95, sowie eine leicht gesteigerte
Expression von TNF-Rezeptor 1. Bei Endothelzellen (artery endothelial cells
[AEC], human coronar artery endothelial cells [HCAEL , human umbilical vein
enothelial cells [HUVEL ) fihrte die HCMV-Infektion eher zu einer verstarkten
Expression von CD95, wahrend die Expression von TNF-Rezeptor 1 nicht
beeinflusst wurde.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die funktionellen Veranderungen durch HCMV-
Infektion untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei bei den Veranderungen in HFF
(humane Vorhautfibroblasten):

Wir konnten zeigen, dass die rezeptorabhangige Apoptose von verschiedenen
HCMV-Stammen unterschiedlich moduliert wurde. Nach Infektion mit stark
fibroblastenadaptierten Laborstammen (AD169, Town, TB40F) war die
Apoptoseempfindlichkeit nach Stimulation mit apoptoseinduzierenden Liganden
erhoht. Der apoptoseresistente Phanotyp von HFF war dagegen nach Infektion mit
wildvirusahnlichen Isolaten (TB40E, Toledo) unverandert resistent.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Sensitivierung fur Apoptose durch
Stimulation mit allen untersuchten Liganden nachweisbar war. Erstaunlicherweise
war die Empfindlichkeit der rezeptorabhangigen Apoptose nach Infektion mit
fibroblastenadaptierten Isolaten trotz verminderter Expression bestimmter

Apoptoserezeptoren verstarkt.



Zusammenfassung 46

Aus diesen Ergebnissen muss geschlossen werden, dass intrazellulare
Veranderungen von Apoptosesignalwegen und weniger die veranderte Expression
von Oberflachenrezeptoren fur die veranderte Sensitivitat HCMV-infizierter HFF
entscheidend sind. Es kann vermutet werden, dass die Unterschiede zwischen
fibroblastenadaptierten und wildvirusahnlichen Stammen durch Mutationen viraler
Apoptoseinhibitoren ausgelést werden. Bei HUVEC konnte in der Zellkultur
spontane Apoptose auch ohne Infektion gezeigt werden. In diesem Zellimodell
wurde der Einfluss der HCMV-Infektion auf rezeptorunabhangige
Apoptosesignalwege untersucht. Es fand sich eine verminderte Apoptose nach
HCMV-Infektion. Aufgrund der Erkenntnisse in diesem Zellmodell kann
angenommen werden, dass die Suppression von Apoptose durch HCMV das
Uberleben der Wirtszelle (HUVEC) wahrend der HCMV-Replikation sicherstellt
und einen entscheidenden Faktor fur die ausreichende virale Replikation in

bestimmten Wirtszellen darstellt.
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