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1 EINLEITUNG

1.1 Das Masernvirus
1.1.1 Aktualitat des Masernvirus

Seit dem 01. Marz 2020 gilt das Gesetz fir den Schutz vor Masern und zur Starkung
der Impfpravention®. Kinder missen nun ab dem vollendeten ersten Lebensjahr bei
Eintritt in den Kindergarten, einer Kindertagespflegeeinrichtung oder die Schule einen
Nachweis Uber die von der standigen Impfkommission (STIKO) jeweils empfohlenen
Masernimpfung erbringen. Ebenso gilt eine Impfpflicht fir Angestellte in medizinischen
und Gemeinschaftseinrichtungen?. Ursachlich war ein Anstieg der Infektionsrate auf-
grund mangelnder Impfquoten. Fur das Jahr 2018 wurden 544 Maserninfektionen an
das Robert Koch Institut Gibermittelt und fir 2019 insgesamt 515 Infektionen3. Um eine
Herdenimmunitat zu erreichen und so auch Menschen zu schiitzen, die aufgrund einer
Immunschwéche oder eines zu geringen Alters nicht geimpft werden kdnnen, wird eine
zweifach durchgefihrt Impfung bei Gber 95 % der Bevolkerung benotigt*. Moglich ware
bei einer solchen Impfquote auch eine vollstandige Elimination der Masernkrankheit.
Dies ist ein erklartes Ziel der Weltgesundheitsorganisation (WHQO)®>. Unter den im Jahr
2017 eingeschulten Kindern waren etwa 93 % zweifach gegen Masern geimpft, jedoch
Kinder bis zu einem Alter von 24 Monaten nur zu 64,6 %°%, obwohl es sich hierbei laut
STIKO um das empfohlene Alter fuir den Erhalt der zweiten Schutzimpfung handelt’.
Das Masernschutzgesetz greift hier ein, um eine Reduktion der Erkrankungen sowie
langfristig eine Elimination des Virus in Deutschland zu erreichen. Erste Erfolge habe
sich bereits gezeigt, so sank die Zahl der tbermittelten Infektionen im Jahr 2020 be-
reits auf 762.

Weltweit infizierten sich nach Statistik der WHO im Jahr 2020 etwa 7,5 Millionen Men-
schen mit dem Masernvirus, circa 60.700 unter ihnen mit Todesfolge®. Besonders im
Kindesalter handelt es sich bei der Masernvirusinfektion um eine der haufigsten Infek-
tionskrankheiten weltweit®. Auch wenn die Erkrankung nur in unter 1 % einen letalen
Verlauf zeigt, kommt es in industrialisierten Landern bei etwa 10 % der Patienten zu
Komplikationen wie einer Otitis media mit eventueller Horschadigung oder einer Kera-
titis, welche in sudlichen Landern eine der haufigsten Ursachen fir Blindheit im Kin-
desalter darstellt’®. In Entwicklungslandern treten aufgrund des schlechten Ernah-
rungszustandes und des damit einhergehenden schlechten Immunstatus Komplikatio-

nen bei bis zu 80 % der an Masern erkrankten Patienten auf.
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Die haufigste Ursache fir einen letalen Ausgang der Masernerkrankung ist eine op-
portunistische Infektion aufgrund der durch das Masernvirus (MV) ausgelésten Immun-
suppression!. Die Ursache dieser Immunsuppression ist bis dato nicht vollstandig ver-

standen.

1.1.2 Aufbau des Masernvirus

Das Masernvirus ist ein behdlltes, negativ strangiges RNA-Virus. Der Durchmesser
betragt etwa 120 nm. Es z&hlt zu der Familie der Paramyxoviridae. Das einzige Re-
servoir ist der Mensch, auch wenn Primaten unter experimentellen Bedingungen mit
Wildtypstammen infiziert werden kénnen'?.

Die genomische Ribonukleinsaure (RNA) kodiert 6 Strukturproteine. Das Phospho (P)-
und das Large (L)-Protein bilden zusammen die RNA-Polymerase. Der fur des P-Pro-
tein kodierende Bereich beinhaltet zwei Uberlappende, offene Lesefenster fur zwei wei-
tere Proteine, das V- und C-Protein. Diese sind keine Strukturproteine, jedoch an der
durch das Masernvirus vermittelten Immunsuppression beteiligt'*. Das Fusions (F)-
und das Hamagglutininprotein (H) fihren zur Verschmelzung der viralen und humanen
Zellmembran. Sie werden daher auf der Virusoberflache exprimiert. Die Regulation der
Transkription erfolgt Uber das Matrixprotein (M) und Uber das Nukleosidprotein (N).
Das M-Protein ist ebenso flr die Freisetzung neuer Viren essenziell und das N-Protein
fur die Enkapsierung (siehe Abbildung 1)*4.

Envelope

H (Haemagglutinin)
F (Fusion)

M (Matrix)

Lipid Membrane
Nucleocapsid

N (Nucleoprotein)
P (Phosphoprotein)
L (Large protein)

RNA

Abb. 1: Schematische Darstellung der Genom und Kapsid Organisation des Masernvi-

rus4
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1.1.3 Invasion, Dissemination und Transmission des Masernvirus

Die Invasion der menschlichen Wirtszelle kann generell Uber die beiden Rezeptoren
CD150, auch SLAM (signaling lymphocyte activation molecule) genannt oder Nectin-
4 erfolgen. Der Rezeptor CD150 wird unter anderem auf dendritischen Zellen (DC),
hamatopoetischen Stammzellen, Makrophagen sowie T- und B-Lymphozyten expri-
miert. Die Infektion des menschlichen Wirts erfolgt aerogen, indem das Virus im obe-
ren respiratorischen Trakt an den CD150-Rezeptor von DC im mukoziliaren Epithel
bindet und inokuliert wird. Ebenso werden im unteren Respirationstrakt Makrophagen
und DC infiziert, welche sich intraalveolar oder in der alveolaren Membran befinden?.
Das H-Protein bindet dabei an den Rezeptor der Zielzelle, was eine Aktivierung des F-
Proteins bewirkt. Mehrere Anderungen der Konformitat des P-Proteins fiihren zu einer
Verschmelzung der Zell- und Virenmembran, sodass eine Pore gebildet wird, Uber
welche das virale Ribonukleokapsid (RNP) in die Wirtszelle gelangt?®. Virale RNA wird
nun zu Boten-RNA (mMRNA) transkribiert und mittels Translation werden virale Proteine
gebildet. H- und F-Proteine werden in die auf3ere Wirtsmembran eingebaut und dienen
der Zell-Fusion. Die weitere Dissemination des Masernvirus erfolgt nun entweder tber
Transmission des RNP durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder tber die Bildung neuer
Viren, indem virale Proteine an die Zelloberflache gelangen und N-Protein vermittelt
enkapsiert werden (siehe Abbildung 2).

Nectin-4 ist der epitheliale Rezeptor fir das Masernvirus. Er ist auf der basolateralen
Seite der Epithelzellen exprimiert und spielt daher fir die weitere virale Dissemination
eine entscheidende Rolle. Infizierte epitheliale Zellen geben das Virus tber Zell-Zell-
Kontakte an Nectin-4 positive Zellen weiter. Ebenso kdnnen CD150 positive Zellen
zirkulieren und weiter entferntes epitheliale Gewebe infizieren. So kann sich das Virus
auf andere Organe ausbreiten, in seltenen Fallen auch auf Neuronen, Astrozyten oder
Oligodendrozyten.

Die virale Infektion fuhrt im respiratorischen Epithel zu einer Schadigung der zellularen
Integritat. Dies induziert Husten und damit die Freisetzung von viralen Partikeln in
Form von Aerosolen.

Impfstamme wie der Edmonstonstamm (ED) kbnnen neben CD150 und Nectin-4 auch
Uber den Rezeptor CD46 an Zellen binden. CD46 ist auf allen kernhaltigen Zellen vor-

handen?’.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Invasion und Transmission des Masernvirus?'®
(A) Das Virus bindet Uber das H-Protein an die Wirtszellen (1) und fusioniert F-Protein vermit-

telt (2). Die genetische Information gelangt in das Zytoplasma (3) und wird in mRNA transkri-
biert (4). Durch Translation entstehen virale Proteine (5), welche an die Zelloberflache trans-
portiert werden (6). Auch die Replikation von positiv-strangiger RNA erfolgt im Zytoplasma (7)
und dient als Vorlage fir die Synthese negativ-strangiger RNA (8). Virale Proteine lagern sich
an der Zelloberflache an und fiihren entweder zum Ausknospen von neuen Viren (9) oder zur
Zell-Zell-Fusion (10).

1.1.4 Die Masernerkrankung

Im Prodromalstadium der Masernerkrankung zeigen sich erkaltungsahnliche Symp-
tome wie Husten und Niesen. Dies fordert die Transmission des Masernvirus. Nach
einer Inkubationszeit von etwa 9 - 19 Tagen treten Konjunktivitis und Rhinitis auf. Kop-
lik'sche Flecken an der Mundschleimhaut sind in diesem Stadium pathognomonisch,
diese préasentieren sich als hellrote, punktférmige Areale mit einem weil3en Zentrum.
Eine Infektiositat besteht etwa vier Tage vor bis vier Tage nach dem Beginn des cha-
rakteristischen Hautausschlages. Dieser zeigt sich einige Tage nach dem Auftreten
der Koplik‘'schen Flecken und zeigt sich typischerweise als makulopapultses Exan-
them, welches von retroaurikular Gber den Kérperstamm zieht und von hohem Fieber
begleitet wird. Gleichzeitig entwickelt sich die erworbene Immunantwort, welche das
Virus eliminiert und eine lebenslangen Immunitat erzeugt.

Komplikationen, wie die akute und subakute Masernenzephalitis treten zwei Wochen
beziehungsweise 1 - 7 Monate nach Erkrankung auf und verlaufen in 20 - 85% der

7
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Falle letal, da nur eine symptomatische Therapie moglich ist. Hierbei handelt es sich
um eine Entztindung des Hirnparenchyms, welche haufig mit der Symptomtriade ho-
hes Fieber, Kopfschmerzen und Bewusstseinseintribung einhergeht. Da diese Symp-
tome auch bei einer systemischen Infektion auftreten, wird die Masernenzephalitis
haufig verspatet diagnostiziert. Die akute Masernenzephalitis tritt meist auf wéhrend
der Hautausschlag noch besteht, und ist eine direkte Invasion mit Replikation des Ma-
sernvirus in den Zellen des Zentralennervensystems®®.

Die subakute Masernenzephalitis ist bis dato nicht vollstandig verstanden, man geht
jedoch von einer Infektion des Zentralennervensystems aufgrund einer molekularen
Mimikry aus. Hierbei reagieren Antikdrper mit einem Myelinprotein und fihren zu einer
sterilen Infektion des Zentralennervensystems.

Die Einschlusskdrperchen Enzephalitis (MIBE) ist eine Spatkomplikation, an welcher
in der Regel nur immunsupprimierte Patienten innerhalb eines Jahres nach Masernin-
fektion erkranken. Der typische Hautausschlag tritt aufgrund der beeintrachtigten T-
Zell-Funktion nicht oder nur vermindert auf. Das Virus persistiert jedoch im Korper und
Virenantikdrper kdnnen mit zunehmendem Krankheitsprozess im Liquor mit steigender
Konzentration nachgewiesen werden. Der direkte Virusnachweis tber Virus RNA ge-
lingt mittels Hirnbiopsie. Die Letalitat liegt bei 75 %2°.

Eine Spatkomplikation ist die Subakut Sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), eine
,Slow-virus infection“ die nach 1 - 10 Jahren auftritt und wahrscheinlich aufgrund in-
trathekaler Viruspersistenz zu einer demyelinisierenden, generalisierten Gehirnent-

zUindung fuhrt. Der Ausgang der SSPE ist immer letal'°.

1.2 Das Immunsystem

Ubiquitare Pathogene wie Bakterien, Viren und Pilze bilden eine tagliche Herausfor-
derung fur den menschlichen Organismus. Uber Jahrtausende hat die Evolution zur
Entwicklung des komplexen Immunsystems geftihrt, welches den menschlichen Orga-
nismus vor Infektionen schitzt und bestehende Infektionen bekampft. Verschiedene
Mechanismen, wie die unspezifische Immunabwehr, schiitzen sofort beim Kontakt mit
Krankheitserregern oder eliminieren gezielt bekannte Pathogene, eine Aufgabe der
erworbenen Immunitat. Das Immunsystem ist lernfahig und gegeniber dem eigenen

Organismus tolerant.
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1.2.1 Die unspezifische Immunabwehr

Die unspezifische beziehungsweise angeborene Immunabwehr beginnt bereits mit
Eintreten des Erregers in den Organismus und ist damit die erste Immunantwort des
menschlichen Korpers. Ein vorheriger Kontakt mit dem Erreger muss nicht bestanden
haben. Fremde Zellen werden erkannt, bekampft und die angeborene Immunantwort
aktiviert, um eine schnelle und effektive Kontrolle der Infektion zu erreichen. Die Er-
kennung nicht korpereigener Zellen oder Proteine erfolgt Gber konservierte Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMP). Diese haben sich evolutionar bewahrt, da sie
spezifisch bei Krankheitserregern vorkommen. Sie werden von mustererkennenden
Rezeptoren (PRR) erkannt, welche sich in oder auf der Oberflache von Immunzellen
befinden?!.

Das angeborene Immunsystem kann in drei Klassen eingeteilt werden. Mechanische
und physiologische Barrieren, zellulare Bestandteile und die humorale Immunantwort.
Mechanische Barrieren wie die Haut oder physiologische wie die Magensaure oder
Speichelenzyme hindern Krankheitserreger am Eindringen in den menschlichen Kér-
per??. Zellulare Bestandteile der unspezifischen Immunabwehr sind zum Beispiel Mak-
rophagen, natirliche Killerzellen und Granulozyten. Diese zirkulieren im Blut und kon-
nen in das Gewebe einwandern. Dort werden Krankheitserreger durch Phagozytose
eliminiert und weitere Immunzellen durch das Ausschitten von Zytokinen angelockt.
Die humorale Immunantwort besteht aus Plasmaproteinen. Darunter sind Interleukine,
welche Immunzellen zur Ausreifung, Aktivierung oder Teilung bringen. Ebenfalls der
humoralen, unspezifische Abwehr zugehorig ist das Komplementsystem. Etwa 30
Plasmaproteine sind beteiligt und kdnnen tber drei verschiedene Kaskaden aktiviert
werden. Das Resultat ist der sogenannte ,Membranangriffskomplex”. Dieser bildet
eine Pore in der anzugreifenden Zelle, stort die Zellintegritat und fuhrt damit zur Lyse
der Zelle. Weitere Funktionen des Komplementsystems sind Opsonisierung und Ver-

starkung der Immunantwort?3 24,

1.2.2 Die spezifische Immunabwehr

Die Aufgabe der spezifischen Immunabwehr ist es, Erreger zu erkennen und gezielt
und effektiv zu eliminieren. Beteiligt sind hieran T- und B-Lymphozyten, welche im
Knochenmark gebildet werden. B-Lymphozyten verbleiben zun&chst im Knochenmark

um dort heranzureifen und werden anschlieend in die Blutbahn freigesetzt. T-
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Lymphozyten migrieren tber die Blutbahn in den Thymus und bilden Oberflachenre-
zeptoren aus. Uber negative Selektion werden alle T-Lymphozyten eliminiert, die auf
korpereigene Proteine reagieren.

B-Lymphozyten wandern in sekundar lymphatische Organe und werden durch Kontakt
mit Antigenen aktiviert, indem sie diese Antigene aufnehmen, prozessieren und tber
MHC-I1I Molekule (Haupthistokompatibilitatskomplexmolekul) prasentieren. Diese wer-
den von T-Helferzellen erkannt, welche die B-Lymphozyten mit Hilfe von Zytokinen
vollstandig aktivieren. Nun erfolgt eine starke Proliferation. Die aktivierten B-Lympho-
zyten differenzieren zu Plasmazellen, die Antikdrper sezernieren. Einzelne aktivierte
B-Lymphozyten werden zu Gedéachtniszellen. Diese stehen bei erneutem Kontakt mit
dem gleichen Erreger fur eine prompte Immunantwort bereit, indem sie wesentlich
schneller Antikorper produzieren.

T-Lymphozyten kénnen als CD4 positive T-Helferzellen mit professionellen antigen-
prasentierenden Zellen (APC) kommunizieren und B-Lymphozyten aktivieren. Die CD8
positiven zytotoxischen T-Lymphozyten hingegen erkennen infizierte Koérperzellen
Uber die Présentation von Antigenen an MHC-I Molekilen und fahren zu ihrer

Apoptose.

1.2.3 Humane dendritische Zellen

Bei humanen DC handelt es sich um professionelle, antigenprasentierende Zellen, die
Pathogene aufnehmen, prozessieren und Uber MHC Molekile prasentieren. Sie ent-
stehen im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen. Bereits hier erfolgt die
Differenzierung zu myeloiden und lymphoiden Vorlauferzellen. Aus myeloiden Vorlau-
ferzellen entwickeln sich Monozyten, welche zu undifferenzierten myeloiden DC wer-
den. Weitere DC, die aus myeloiden Vorlauferzellen entstehen, sind interstitielle und
Langerhans Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliel3lich aus Monozyten
differenzierte DC verwendet.

Plasmazytoide DC sind undifferenzierte DC, welche aus lymphoiden Vorlauferzellen
entstehen. Die verschiedenen Untergruppen der DC sind auf unterschiedliche Patho-
gene spezialisiert, so kann das Immunsystem auf verschiedenste Pathogene spezi-
fisch reagieren?®,

Es bestehen verschiedene Aktivierungsgrade der DC, die von der jeweiligen Aufgabe
der Zelle abh&ngig sind. Unreife DC sind in peripheren Geweben lokalisiert und weisen

Oberflachenmolekile auf, die auf die Erkennung und Aufnahme von Pathogenen

10
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spezialisiert sind. Wahrend der Prozessierung der Pathogene erfolgt die Differenzie-
rung der DC. Es andert sich unter anderem das Chemokinrezeptorrepertoire. Diese
Veranderung fuhrt zu einer Migration der DC aus dem peripheren Gewebe in die T-
Zellareale des lokalen, drainierenden Lymphknotens. Nun dient die Mehrzahl der
Oberflachenmolekile zur Prasentation der Antigene und zur Aktivierung der Immun-
zellen im lymphatischen Gewebe, neue Antigene kdnnen nicht mehr aufgenommen
werden. Chemokine und inflammatorische Zytokine, wie die Interleukine (IL) 6,8,12
und 18, werden produziert. Ebenso zeigen sich morphologische Veréanderungen, die
Zellen besitzen nun die charakteristischen dendritischen Fortsatze. So stellen DC die
Briicke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem dar?®.

Durch die DC-Ausreifung nimmt die Expression typischer Oberflaichenmarker wie
CD1la oder CD150 zu, der fur Monozyten charakteristische Marker CD14 nimmt ab.
Uber den CD150-Rezeptor kénnen die unreifen DC mit dem MV infiziert werden.
Impfstamme des MV kdnnen zusatzlich durch den CD46-Rezeptor in die Wirtszelle
eindringen'’. CD46 ist auf allen kernhaltigen humanen Zellen vorhanden, da dieser
Rezeptor der Interaktion mit dem Komplementsystem dient. Eine erfolgreiche Infektion
von DC konnte sowohl durch Wildtypviren wie Wildtyp-Fleckenstein (WTF), als auch
durch Impfstamme wie ED nachgewiesen werden?®,

Fur die Verwendung bei in vitro Experimenten missen DC aus Vorlauferzellen mittels
Ausreifung gewonnen werden, da sie im peripheren Blut nur in sehr geringer Konzent-
ration zu finden sind und daher schwer isoliert werden kdnnen. Fir diese Arbeit wurden
DC aus Monozyten des peripheren Blutes (PBMC) differenziert, welche aus dem Blut
von Blutspendern isoliert wurden. Unter Zugabe von IL-4 und Granulozyten-Makropha-
gen-Kolonie-stimulierenden-Faktor (GM-CSF) wurden die gewonnenen Monozyten fur
6 Tage inkubiert. Nun handelt es sich um unreife DC, welche die typische Morphologie
und spezifische Oberflachenmolekiile aufweisen?’. Werden proinflammatorische Zyto-
kine in die Kultur gegeben, hier Lipopolysaccharid (LPS), reifen die DC aus. Eine In-

fektion dieser durch das MV ist nun méglich.

1.2.4 THP-1-Zelllinie

Die THP-1-Zelllinie wurde aus dem peripheren Blut eines 1-jahrigen Patienten gewon-
nen, welcher an einer monozytaren Leukamie erkrankt war. Daher ahnelt sowohl die
Funktion als auch die Morphologie dem der primédren Monozyten und Makrophagen.

Die Zelllinie wird in Experimenten haufig verwendet, um die humane Immunantwort zu
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untersuchen?®, Eine Exposition der THP-1-Zellen mit 4-Methoxyamphetamin (PMA) fir
72 h fUhrt zu einer Differenzierung eines Makrophagen ahnlichen Phanotyps sowie zu
einer Induktion der Expression von CD14 Rezeptoren. Nun entspricht auch die Antwort
mit IL-1a und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) dem von PBMC?°. Oberflachenmarker
von Makrophagen bilden sich vermehrt, wenn im Anschluss eine Inkubation fiir 24 h in
einem Nahrmedium ohne PMA erfolgt. Die so behandelten THP-1-Zellen kdnnen nun
mit dem Masernvirus infiziert werdenC. Die Simulation einer Infektion mittels Stimula-
tion durch LPS ist ebenfalls moglich. Bereits nach einer Stunde Inkubationszeit zeigt
sich eine verstarkte Aktivitat der Zellen durch eine veranderte Chemokin- und Zytokin-
Antwort. Die Reaktion der THP-1-Zelllinie auf die Stimulation mit LPS zeigt sich sehr
ahnlich zur der von aus PBMC gewonnenen Makrophagen und kann daher als Zell-

modell verwendet werden3t,

1.2.5 Der STING Signalweg

Der STING (Stimulator of Interferone Genes) Signalweg dient der Erkennung von nicht
korpereigenen Strukturen und der nachfolgenden Aktivierung des angeborenen Im-
munsystems. Damit ist er Teil der angeborenen Immunantwort. Fremde intrazellulare
Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Ribonukleinsdure wird von cGAS (zyklische
GMP-AMP Synthase) erkannt, welches daraufhin zyklisches GMP-AMP (cGAMP) aus
ATP (Adenosintriphosphat) und GTP (Guanosintriphosphat) synthetisiert. Dieses bin-
det an STING und induziert die Dimerisierung und Translokation des vorher am endo-
plasmatischen Retikulum (ER) standigen Proteins. An den perinuklearen Mikrosomen
bildet sich ein Komplex aus STING und der TANK-Binding-Kinase 1 (TBK1), der
STING-TBK-1-Komplex, welcher den Interferon-Regulationsfaktor 3 (IRF3) phospho-
ryliert und damit aktiviert. Dieser Transkriptionsfaktor migriert nun in den Zellkern und
fuhrt zu einer Expression der Typ-I-Interferone (siehe Abbildung 3). Die bekanntesten

Vertreter sind Interferon-a und -B (IFN-a/p).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des cGAS-STING-Signalweges?!

Virale, intrazellulare DNA bindet an cGAS, welches nun aktiviert ist und aus ATP und GTP
cGAMP synthetisiert. Das am ER gebundene Protein STING wird durch Induktion von cGAMP
dimerisiert. Nun kann es zu den perinuklearen Mikrosomen migrieren und bildet mit TBK-1 den
STING-TBK-1-Komplex. Dieser aktiviert den Transkriptionsfaktor IRF3, welcher nun in den
Zellkern transloziert und die Expression von IFN-a und - auslost.

1.2.6 Funktion von IFN-f3

Das Glykoprotein IFN- zahlt zu den Typ-I-Interferonen. Fast jede humane Zelle kann
bei Kontakt mit Pathogenen als Antwort auf die Stimulation von PRR IFN-B bilden32.
Dieses bindet an Interferon-a/B-Rezeptoren und fuhrt zur Induktion von Interferon-sti-
mulierten Genen (ISG). Uber verschiedene Mechanismen fiihren diese nun zur Hem-
mung der viralen Replikation. Auch in angrenzenden Zellen kann ein antiviraler Effekt
gezeigt werden, der eine Infektion der Zelle verhindert. Dartiber hinaus fihrt IFN-3
auch zur Ausdifferenzierung von DC und zur Reifung von B-Lymphozyten zu Plasma-
zellen. Damit hat es eine wichtige immunregulatorische Wirkung. Auch eine direkte
antibakterielle Wirkung konnte gezeigt werden, da das Wachstum des Bakteriums ge-
hemmt wird33.

Fast jedes Virus hat Mechanismen entwickelt, die IFN-a/B Kaskade zu beeinflussen
und damit die Expression von ISG zu verhindern oder zu vermindern34. Hieran zeigt
sich die entscheidende Rolle der ISG und damit auch des STING/Interferon-Signal-

wegs an der Inhibierung einer viralen Infektion.
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1.3 Ziel der Arbeit

Studien an Makakengewebe zeigten keine beziehungsweise nur eine gering gestei-
gerte Typ-I-Interferonantwort auf eine MV-Infektion im Vergleich zu nicht infizierten
Zellen®®. An anderen RNA-Viren, wie dem Influenza-A Virus, konnte festgestellt wer-
den, dass der STING-Signalweg durch das Virus selbst direkt beeinflusst und unter-
brochen wird3®. Dies wirft die Frage auf, ob auch das MV die Synthese von STING
negativ beeinflusst und damit die antivirale Wirkung der Interferone vermindert.

Die vorliegende Arbeit soll den Einfluss einer Masernvirus-Infektion sowohl mit den
Viruswildtypen WTF und Berlin (Ber), als auch dem Impfstamm ED auf die STING-
Produktion untersuchen. Hierzu werden aus Spenderblut extrahierte und zu humanen
DC ausdifferenzierte Zellen mit den Masernstammen bzw. mit einer Kontrollprapara-
tion ohne infektiose Partikel infiziert und anschlieRend mittels Reverser-Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) hinsichtlich der Auspragung der STING-Expres-
sion untersucht.

Ebenso wird die Zelllinie THP-1 infiziert und mittels Western Blot (WB) die STING-
Translation sowie mittels antikdrperbasiertem Nachweisverfahren (ELISA) die IFN-B-

Ausschuttung untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Biologische Materialien

Das Spenderblut zur Gewinnung der humanen DC wird von der Blutbank des Deut-
schen Roten Kreuzes in Mannheim zur Verfigung gestellt. Die THP-1 Zellen werden
Uber die Cell line Service GmbH bezogen. Die Virusstamme ED und WTF werden
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Schneider-Schaulies aus dem Institut fur Virologie
und Immunbiologie in Wirzburg und der Wildtypstamm Ber von Frau Prof. Dr. Annette
Mankertz vom Referenzzentrum fir Masern, Mumps, Roteln des Robert-Koch Instituts
in Berlin zur Verfigung gestellt. Die Vero- und VerohSLAM-Zellen werden von Sigma-
Aldrich bezogen. Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie der Niere von griinen Meer-
katzen. Die VerohSLAM-Zellen besitzen den CD150-Oberflachenrezeptor zur Auf-

nahme von MV.

2.1.2 Antikorper (AK)

Name Verdinnung Hersteller

Immunfluoreszenz-Farbung (IF)

ED-F: rabbit (rb) 1/100 Molecular Probes
ED-H: mouse (ms) 1/10 Molecular Probes
ED-P: ms 1/200 Molecular Probes
Sekundéare AK:

Anti-ms-594 1/1000 Molecular Probes
Anti-rb-594 1/1000 Molecular Probes

Durchflusszytometrie (FACS)

CD14 (human(hu)-FITC): ms 1/50 Miltenyi Biotec

CD1a (hu-PE): ms 1/100 BD Biosciences
mslgG2a: ms-FITC 1/500 BD Biosciences

mslgG1l: ms-PE 1/200 Santa Cruz Biotechnology
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Western Blot

MV-F: rb 1/200
MV-P: ms 1/1000
STING: rb 1/1000
Aktin: ms 1/10000
Sekundéare AK:

Anti-rb-HRP 1/3000
Anti-ms-HRP 1/3000

2.1.3 Chemikalien

Agarose

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolbau

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS Flow

FACS Rinse

Fetales Kalberserum (FKS)
GeneRuler 1kb (#SM0311)

GM-CSF

H20

Humanes IL-4

Ladepuffer PCR (#B70248)

LPS

Lymphozytenseparationsmedium (LSM)
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)
PMA (PK-CA577-1544-5)

RPMI-1640

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

CD14 Microbeads

Bioss

abcam

abcam
Sigma-Aldrich

DAKO
DAKO

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
BD Biosciences

BD Biosciences

Thermo Scientific

Fermentas
Miltenyi Biotec
Millipore Q
Miltenyi Biotec
BioLabs
Sigma-Aldrich
PromoCell
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PromoCell
Sigma-Aldrich

Miltenyi Biotec
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Cryos

EppendorfgefalRe (1,5 und 2 ml)
FACS Kivetten
MACS-Separationssaulen
Mikroreaktionsgefalie
Petrischalen Nunc
Pipettenspitzen

Stickstoff

Zellkulturflaschen CELLSTAR
Zellkulturplatten

2.1.5 Kits

Cytofix/Cytoperm Kit

DuoSet ELISA Human IFN-B (DY814-05)
RNeasy Kit #74104

RT-PCR Kit #210210

2.1.6 Gerate

Viruszucht und Zellkultur

Sicherheitswerkbank Hera Safe
Inkubator Function Line
RNA-PCR

PCR-Reader

Nanophotometer P330
Gelelektrophorese Block
Blotkammer

Zelllysat Praparation

Zentrifuge Biofuge Stratos
Tischzentrifuge Mikro 22R
Mikroskop Labovert FS

Mikroskop DM LS

Greiner Bio-One
Eppendorf
Falcon

Miltenyi Biotec
Eppendorf
Thermo Scientific
Eppendorf
Broser

Freiner Bio-One

ThermoScientific

BD

R&D Systems
QIAGEN
QIAGEN

Heraeus Instruments

Heraeus Instruments

Biometra
IMPLEN
BioRad
BioRad

Heraeus Instruments

Hettich Zentrifugen
Leica

Leica
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Neubauer Zahlkammer

Western Blot
Gelelektrophorese Block
Generator

Blotkammer

Generator

Kamera

ELISA

Plattenleser

Mini Trans Blot
Model 200/2.0
Fastblot B34
Power Pac 1000
ECL Chemocam

Spark 10 M

Immunfluoreszenzfarbung

Deckglaschen
Objekttrager
Mikroskop
Kamera
Kamera
Mikroskop
Blende

Micro Cover glasses
50 Microscope Slides
DM RB

Orca flash 4.0 LT
DFC 420

DM 2500

EL-6000

2.1.7 Software und Computerprogramme

Flow Jo

Graph Pad Prism
Image J

Cell Quest Pro
Microsoft Excel

2.1.8 Puffer

Flow Jo LLC
Graph Pad Software

Open source Programm

BD Biosciences

Microsoft Corporation

Radioimmunprazipitationspuffer (RIPA) (5x)

Tris HCI pH 7,4
NaCl

Natriumdesoxycholat

Brand

BioRad
BioRad
Biometra
BioRad
INTAS

Tecan

VWR

R. Langenbrinck
Leica
Hamamatsu
Leica

Leica

Leica

100 mM
1.5M
5%
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Triton X-100
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Laemmli Puffer (5x)
Bromphenolblau
Glycerin

SDS

Tris HCI pH 6,8
Mercaptoethanol

Trenngel

Aqua dest.

30 % Acrylamidldsung

Tris pH 8,8

SDS 10 %

Ammoniumpersulfat (APS) 10 %
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sammelgel

Aqua dest.

30 % Acrylamidldsung
Tris pH 6,8

SDS 10 %

APS 10 %

TEMED

Towbin Puffer
Tris base
Glycin
Methanol

Agua dest.

TBST Puffer pH 7,5 (10x)
Tris HCI pH8

5%
0,5%

14,4 mg
479,6 mM
19,8 mM
1M
0,358 mM

15,8 mi
12,8 ml
10 ml
400 pl
400 pl
40 pl

6,8 ml
1,7 ml
1,25 mi
100 pl
100 pl
10 pl

3,039
14,04 g
200 ml

auf 1 | auffillen

100 mM
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NacCl 15M
Tween-20 0,5%
Aqua dest. Auf 1 | auffullen

Gelelektrophorese Puffer pH 8,3 (10x)

Tris 250 mM

Glycin 1,92 M

SDS 10 % 10 g/l

Aqua dest. auf 1 | auffullen

Blockpuffer

Tween-20 0,2%
Magermilchpuffer 5%
Aqua dest. auf 1 | auffullen

2.2 Methoden
2.2.1 Zellgewinnung und Zellkultur der DC

Extraktion von PBMC aus humanem Blut

Um PBMC aus humanem Spenderblut zu gewinnen, werden in zwolf 50 ml Réhrchen
je 10 ml LSM vorgelegt. Das Blut (circa 200 ml) wird mit Versene (PBS + 0,5 mM
EDTA) auf 360 ml aufgefullt. Davon werden je 30 ml Uber das LSM geschichtet. Nun
wird bei 300 *g fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Hierdurch werden die unterschiedli-
chen Blutbestandteile der Dichte nach getrennt. Die untere Fraktion enthalt die Eryth-
rozyten, die Interphase die Leukozyten und Thrombozyten und die obere Fraktion das
Blutplasma. Die Interphase, auch Buffy Coat genannt, wird abgenommen und mit PBS
auf 50 ml aufgefullt. Nun wird mit 300 *g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und die Zellen in 4 ml PBS (ohne Ca?/ohne Mg) aufgenommen. Es wird
erneut fiir 10 min bei 300 *g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Vorgang
wird so oft wiederholt, bis der Uberstand klar ist. Nun wird die Zellzahl mittels Z&ahlung

in der Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.
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Selektion CD14-positiver Zellen (Monozyten)

In die Zellsuspension wird je 107 Zellen 80 pul MACS-Puffer und 20 ul CD14 Magnetic
Beads zugegeben. Die Magnetic Beads binden selektiv CD14-Zellen, welche nun mit-
tels Magnetsaule aus einer Zellsuspension selektiert werden kénnen. Die Lésung wird
fur 15 min auf Eis inkubiert. Zur Vorbereitung werden die MS-S&ulen mit je 500 pl
MACS-Puffer gespult. Die Zellsuspension wird mit MACS-Puffer gewaschen und bei
300 *g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Je 1,5 x 108 Zellen wer-
den in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen und auf eine MS-Saule, welche sich in ei-
nem Magneten befindet, gegeben. Die an Magnetic Beats gebundenen CD14-positi-
ven Zellen verbleiben in der Saule, die tbrigen Zellen laufen hindurch und werden
verworfen. Nun wird die Saule dreimal mit 500 ul MACS-Puffer gewaschen, anschlie-
Rend aus dem Magnet genommen und in ein neues R6hrchen gegeben. 1 ml MACS-
Puffer wird nun zum Waschen auf die S&ule gegeben. Die selektierten Zellen werden

in 4 ml MACS-Puffer gepoolt und gezabhilt.

Differenzierung zu dendritischen Zellen und Zellkultur

Die CD14-positiven Zellen werden in der gewunschten Konzentration in RPMI-1640,
angereichert mit IL-4 und GM-CSF (je 50 U/ml), sowie 10 % FKS und Penicillin/Strep-
tomycin aufgenommen und in 3 ml Medium je Loch in 6-Loch-Platten ausgesat. An
Tag 2 oder 3 und an Tag 5 erfolgt ein Mediumwechsel. Dafur wird aus jeder Vertiefung
1 ml Medium entnommen und bei 300 *g fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das entstandene Zellpellet wird in 1 ml frischem Kulturmedium (RPMI-
1640, 10 % FKS, IL-4 und GM-CSF je 150 U/ml) resuspendiert und in das ursprtngli-
che Well zuriickgegeben. Die Differenzierung der DC wird mittels FACS-Analyse der
Oberflachenmarker CD14 und CD1a an Tag O und Tag 6 Uberprift (siehe Abbildung
4).
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Abb. 4: FACS-Analyse der unreifen DC an Tag 0 und Tag 6 mit Immunfluoreszenzfér-
bung der Oberflachenmarker CD14 und CDla

2.2.2 Zelldifferenzierung und Kultur der THP-1-Zellen

Die THP-1-Zellen werden mit einer Dichte von 1 x 10° pro Vertiefung in einer 96-Loch-

Platte mit 220 ng/ml PMA und 200 pl vorgewarmten Medium je Loch ausgesat. Das

Medium besteht aus THP-Medium mit 10 % FKS und Penicillin/Streptomycin. An Tag

3 werden die THP-1-Zellen dreimal mit 150 pl vorgewarmten Medium ohne PMA ge-

waschen. An Tag 4 erfolgt die Infektion nach Punkt 2.2.5. jeweils in Triplikaten. Das

Virus wird in einem Verhaltnis von 5, 0,5 und 0,05 pro Zelle hinzugegeben. Dies ist die
Multiplizitéat der Infektion (moi). Die Stimulation mit Poly i:C, LPS und 2°‘3’°cGAMP wird
2 Stunden nach Infektion durchgefihrt.
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2.2.3 Virusanzucht

Zum Anzuchten des Impfstammes Edmonston werden Vero-Zellen verwendet. Hierbei
handelt es sich um eine Nierenzelllinie der griinen Meereskatze, welche Fibroblasten
ahnelt und fur die Virusanzucht etabliert ist. Zum Anzlchten der Wildtypstamme WTF
und Berlin werden VerohSLAM-Zellen verwendet, da diese den CD150-Rezeptor ex-
primieren. Es werden 10 groRRe Kulturflaschen mit je etwa 2 x 10* Zellen mit einer moi
von 0,01 und Zellmedium ohne FKS fir eine Stunde bei 37 °C infiziert. Anschlie3end
wird das Infektionsmedium verworfen und die Zellen mit FKS-haltigem Medium bei 37°
kultiviert. Nach etwa 2 - 3 Tagen ist ein deutlicher zytopathischer Effekt (CPE) als
Nachweis einer Infektion zu sehen. Nun wird das Medium verworfen, auf jede Zellkul-
turflasche 3 ml PBS gegeben und diese bei -20 °C eingefroren. Schwimmen bereits
viele Zellen ab, wird das Medium bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) fir 5 min
zentrifugiert und das Zellpellet mit einer angemessenen Menge PBS ebenfalls bei -20
°C eingefroren. Um die Viren zu gewinnen, werden die Flaschen langsam auf Eis auf-
getaut und die Zellen mit einem Zellschaber geldst. Diese werden in vorgekuhlten 50
ml Tubes gepoolt, durchmischt und fiir 15 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wird aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Virustitration

Der Virustiter wurde nach der TCIDso (Tissue Culture Infectious Dose) bestimmt. Dies
ist die Verduinnung des Virusstocks, welche ausreicht, um 50 % aller Zellen in einer
Zellkultur zu infizieren. Die entsprechenden Zellen (hier Vero/VerohSLAM) werden ei-
nen Tag zuvor mit 1 x 10* Zellen je Well ausgesat. Eine Verdiinnungsreihe des Vi-
russtocks bis 1077 wird angesetzt. Hierzu werden in 7 Mikroreaktionsgefaften 900 ul
Medium vorgelegt und in das erste 100 ul Virussuspension zugegeben. Dieses wird
durchmischt und daraus 100 pl entnommen und zu dem zweiten Mikroreaktionsgefar
gegeben. Dies wird wiederholt, bis die Verdinnungsreihe vollstandig ist. Das Medium
auf den Zellen wird abgenommen und jeweils 100 pl Virussuspension pro Well dazu-
gegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nun wird die Virussuspension verworfen und
durch Medium mit 1 % FKS ersetzt. An Tag 3 und 5 wird der CPE mikroskopisch kon-
trolliert. Die Anzahl der Wells, in welchen sich eine Infektion zeigt, wird herangezogen,

um anschlie3end mit der Formel nach Spearman und Karber die TCIDso zu bestimmen.
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2.2.5 Infektion

An Tag 6 sind die DC ausgereift und kénnen infiziert werden. THP-Zellen kénnen be-
reits an Tag 4 der Differenzierung infiziert werden. Nachdem die Zellzahl unter Zuhil-
fenahme einer Neubauerzahlkammer bestimmt wurde, wird die gewinschte Anzahl in
10 ml Medium ohne FKS resuspendiert. Das Virus wird nun in einer moi von 0,5 je DC
zugegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Das positive Kontrollmedium enthalt LPS
in der Konzentration 1 pg/ml. Bei den Ansatzen mit einer Virusinfektion erfolgt nun ein
Mediumwechsel (RPMI-1640, 10 % FKS, IL-4/GM-CSF je 50 U/ml) und die Zellen wer-
den mit 1,5 x 10° Zellen je Well ausgesat und 24 h lang inkubiert. Zunachst erfolgte
der Infektionsnachweis mittels Immunfluoreszenzfarbung 24 h nach Infektion (siehe
Abbildung 5), parallel hierzu erfolgte je nach Versuchsaufbau der Infektionsnachweis
mittels WB oder RT-PCR.

A B

Abb. 5: Immunfluoreszenzfarbung des Masern-F-Proteins sowie des Zellkerns in huma-
nen DC 24 h nach Infektion mit ED (A) oder einer Mock-Praparation (B) zum Nachweis
einer erfolgreichen Infektion

2.26 PCR

RNA Préparation

Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde, wird die Zellsuspension fir 5 min bei 300 *g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Bei tiber 5 x 107 Zellen wird 600 pl RLT-
Puffer® zugegeben, sonst 350 pl. Die Losung wird mindestens flinfmal durch eine 20-
gauge Nadel aspiriert, um die Zellen zu lysieren. 350 ul Ethanol werden zugegeben
und bis zu 700 pl je Saule aufgetragen. Fur 15 s wird bei 8000 *g zentrifugiert und der

Durchfluss verworfen. Nun werden erst 700 pul RW1-Puffer® auf die Saule gegeben
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und fur 15 s bei 8000 *g zentrifugiert und anschlieBend mit 500 pl RPE-Puffer® fiir 2
min bei 8000 *g zentrifugiert. Die S&ule wird nun in ein Sammeltube Uberfuhrt. 50 pl
RNAse freies Wasser wird direkt auf die Membran der Saule aufgetragen und fir 1
min bei 8000 *g zentrifugiert. Die Konzentration der gewonnen RNA wird nun photo-

metrisch bestimmt und die RNA bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Reverse Transkription — Polymerasekettenreaktion

Mithilfe der RNA-abhangigen DNA-Polymerase kann einstréangige RNA in komplemen-
tare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Die gewonnene cDNA wird nun unter Zuhil-
fenahme von Oligonukleotid-Primern amplifiziert.

Je Reaktionstube werden 300 ng RNA zugegeben. Mit RNAse freiem Wasser wird die
Fullungsmenge auf 35 ul aufgeflillt. Es werden 10 ul Reaktionspuffer, 2 ul Enzyme, 2
ul Basen, 0,5 ul Vorwarts- und 0,5 pl Rickwartsprimer hinzugegeben. In einem Cycler
wird das unten aufgefuihrte Programm durchgefihrt. Die Annealing Temperaturen va-
riieren je nach verwendetem Primer: STING 53 °C/ Aktin 60 °C/ MV-L 68 °C/ IFN-
53,5 °C.

Primer Sequenzen
Die Primer wurden unter Zuhilfenahme einer Software von Thermo Fisher Scientific

GmbH, Ulm, Deutschland konstruiert und von diesem Unternehmen angefertigt.

Vorwartsprimer Ruckwartsprimer Produktlange Anneal-
ing
Aktin ~ TGACCCAGATCATGTTTGAGA ACTCCATGCCCAGGAAGGA 456 bp 60 °C
MV-L  TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGAAACAGCTATGAC 604 bp 68 °C
STING CGCCTCATTGCCTACCAG GCTGCCCACAGTAACCTC 108 bp 53 °C
IFN-B  GAAAGGGA- TGGAGAAGCACAACAG- 207 bp 53,5 °C
GAAGTGAAAGTGG GAG

Cycler Programm

1 50°C 30:00 min
2 95 °C 15:00 min
3 94 °C 01:00 min
4  53/53,5/60/68 °C 00:30 min
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5 72 °C 01:30 min (Schritt 3 - 5: 35 Zyklen)
6 72°C 10:00 min
7 4°C o0

Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient dazu, geladene Molekile in einem elektrischen Feld der
Grol3e nach aufzutrennen. Die Molekile werden anschlielend im Vergleich zu einem
Marker mit bekannter Grol3e unter ultraviolettem Licht (UV) sichtbar gemacht.

Fur das Giel3en des Agarosegels wird zu 200 ml TAE Puffer die gewlinschte Konzent-
ration Agarose zugegeben (hier 2 %). Die Losung wird fir circa 2 min unter wiederhol-
tem Schwenken erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gel6st hat und die Flussigkeit
klar ist. Nach etwa 10-minatigem Abkuhlen wird 5 pl Ethidiumbromid zu je 100 mil Gel
gegeben. Das Gel wird in die gewtnschte Form geschittet und fur etwa eine Stunde
auspolymerisiert. Die nachzuweisende DNA wird im Verhaltnis 6:1 mit einem Ladepuf-
fer gemischt. Hiervon werden 15 pl je Tasche aufgetragen und 10 pl je Tasche des
gewunschten Markers hinzugefigt, um die Anzahl der Basenpaare zu identifizieren.
Fur circa 60 min wird eine Spannung von 90 V angelegt. Anschlie3end wird das Gel

unter UV-Licht in der GelDoc fotografiert.

2.2.7 Western Blot

Mittels Western Blot kénnen Proteine und Proteinfragmente dargestellt, ihrer GroRRe

nach aufgetrennt und quantifiziert werden.

Proteingewinnung

Je 5 x 108 Zellen werden in 1 ml Lysepuffer lysiert, gut gemischt, fuir 45 s geschuittelt
und fr 45 min auf Eis inkubiert. Um die Zelltrimmer zu pelletieren, wird fir 20 min bei
4 °C und 13.000 *g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und 100 pl Aliquots
aus je 80 pl Lysat und 20 ul Lammli-Puffer hergestellt. Die Aliquots werden bei 95 °C

fur 5 min gekocht und kénnen nun bei -80 °C gelagert werden.

Gelelektrophorese
Um das Gel zu giel3en, wird mit dem Trenngel begonnen. Dieses wird bis 1 cm unter
den Kamm eingefullt. Nachdem dieses auspolymerisiert ist, wird das Sammelgel ein-

gefiillt und der Kamm eingesteckt. Uber Nacht polymerisiert dieses aus und kann nun
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mit 35 pl Lysat pro Tasche beladen werden. Eine Spannung von 80 V wird angelegt
und die Kammer mit Gelelektrophoresepuffer befillt. Sobald die Proben das Trenngel
erreicht haben, wird die Spannung auf 110 V erhoht. Das fertige Gel wird nun auf eine
PVDF-Membran geblottet, um die aufgetrennten Proteine auf die PVDF-Membran zu
Ubertragen. Hierzu wird die PVDF-Membran fur 30 s in Ethanol und anschlieRend flr
15 min in Blotpuffer aquilibriert. Nun wird das Gel auf die Membran und zwischen je 3
Blattern Whatmanpapier gelegt und mit Towbinpuffer gut befeuchtet. Bei 60 mA wird
fur 60 min geblottet. Die Membran wird nun mit Blockpuffer fir 20 min bei Raumtem-
peratur (RT) blockiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nachdem die
Membran mit TBST gewaschen wurde, kann sie mit Antikdrpern fur je 1 h bei RT oder
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert werden. Zwischen jedem Farbeschritt wird dreimal fur je
10 min mit TBST gewaschen. Die fertige Membran wird nun mit ECL-Prime™ entwi-
ckelt. Hierzu wird Losung A und B im Verhaltnis 1:1 gemischt. Jede Membran wird mit
250 pl der Losung fur 5 min im Dunkeln inkubiert und kann anschliel3end fotografiert

werden.

2.2.8 ELISA

Die IFN-B Konzentration in den Uberstanden der Zellkulturen wird mit Hilfe des RD-
Kits ,DuoSet ELISA Human IFN-3“ bestimmt. Wobei die beiliegende Gebrauchsanwei-
sung befolgt wird und alle Antikdrper, Standards und Substrate nach Angaben des
Herstellers hergestellt und aliquotiert werden.

Uber Nacht wird der Coating Puffer bei RT inkubiert. Hierzu wird der Human IFN-8
Capture Antibody 1:120 mit dem ELISA Plate-Coating Puffer verdinnt und je Well 100
pl aufgetragen. Am néchsten Tag wird jedes Well dreimal mit 400 pl Waschpuffer
(Wash Buffer Concentrate 1:25 in destilliertem Wasser geldst) gewaschen. Zum Blo-
ckieren der unbesetzten Bindungsstellen wird 300 pl Reagent Diluent pro Well fir 1 h
bei RT inkubiert. Anschliel3end wird erneut dreimal gewaschen. Es werden 100ul Stan-
dard beziehungsweise Probenmaterial in doppelter Ausfihrung je Well verwendet und
fur 2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen werden 100 ul Detection Antibody
je Well pipettiert und fiir 2 h inkubiert. Erneut wird dreimal gewaschen und 100 pl Strep-
tavidin-HRP hinzugefugt und bei Dunkelheit fir 20 min inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen werden 100 pl Substrate Solution je Well ebenfalls in Dunkelheit fir 20 min
bei RT inkubiert. Nun wird die Reaktion mit 50 pl Stop Solution je Well unterbrochen

und umgehend die Absorption der Proben bei 450 nm in einem ELISA-Lesegerat
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ausgelesen. Mit den so bestimmten optischen Dichten kdnnen nun anhand der Stan-
dardverdinnung die Probenkonzentration errechnet werden. Hierzu wurde die Soft-

ware Excel genutzt.

2.2.9 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Vorbereitung wird je Kammer 100 pl Lysin fr 10 min bei RT inkubiert und mit PBS
gewaschen. Je Kammer werden 5 x 10* DC in 250 pl Kulturmedium resuspendiert und
fur 30 — 45 min bei 37 °C inkubiert bis diese wieder die charakteristische Morphologie
aufweisen. Nun wird mit PBS gewaschen und fur 20 min bei 4 °C mit PFA fixiert. Zum
Permeabilisieren wird das BD Cytofix/Cytoperm Kit verwendet. Fir 20 min werden die
Zellen bei 4 °C mit BD perm permeabilisert. Jeder Antikorper wird fir 60 min inkubiert.
Dazwischen wird je dreimal mit BD wash&perm gewaschen. DAPI wird mit 1 pl/ml fur
10 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlie3end wird dreimal mit BD wash&perm

und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und eingedeckt.

2.2.10 FACS-Farbung

Die Durchflusszytometrie dient zur Bestimmung verschiedener optischer Eigenschaf-
ten einer Zelle. Mittels Vorwartsstreulicht kann die Grof3e der Zellen bestimmt werden
und mittels Seitwartsstreulicht die Granularitat, die Grof3e und Struktur des Zellkerns
sowie die innere Komplexitét. Die relevante Zellpopulation kann separat ausgewahlt
und weiter analysiert werden. Erfolgt eine Immunfluoreszenzfarbung der Zellen, kann
die Intensitat dieser Farbung beurteilt werden. Hier wurden verschiedene Rezeptoren
angefarbt, um die Ausdifferenzierung der DC zu beurteilen.

Je Farbung werden 5 x 10° Zellen benotigt. Diese werden mit 500 pl FACS Puffer bei
1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die gewiinschten Anti-
korper werden mit dem Zellpellet in Losung genommen, fur 30 min bei 4 °C inkubiert
und anschlieBend erneut mit 500 ul FACS Puffer gewaschen. Nun werden die Proben
im FACS gemessen und mittels FlowJo evaluiert. Die Auswertung der Messwerte er-

folgt mittels Microsoft Excel und Graph pad Prism.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Zytopathischer Effekt als Nachweis einer Infektion

Der zytopathische Effekt (CPE) ist eine charakteristische, degenerative Veranderung
der Zellmorphologie sowie des Zellverbandes®’. Er dient als Nachweis einer erfolgten
Infektion. Hierzu werden DC am Tag 6 der Differenzierung und THP-Zellen mit den
Virusstammen fur 1 h bei einer moi von 0,5 inkubiert. AnschlieRend wurde der Virus-
stock ausgewaschen und die Zellen weiter bebritet. Nach 2, 6 und 24 h wurden die
Zellen unter dem Mikroskop gesichtet.

Viren, die die Zellmorphologie der infizierten Zellen degenerativ verandern, [6sen einen
CPE aus. Er entsteht durch Zytolyse, durch Bildung von Einschlusskorperchen oder
wie bei einer MV-Infektion durch die Verschmelzung zu Synzytien®’. Der CPE zeigt
sich bei den verwendeten Virusstammen ED, WTF und Ber bereits 24 h nach Infektion
und ist mikroskopisch gut sichtbar. Dies ist beweisend fiir eine erfolgte Infektion (siehe
Abbildung 6).

Wie erwartet, ist in der uninfizierten Kontrolle kein CPE zu sehen (fiir DC nicht abge-
bildet).

DC
(A)
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Abb. 6: Durchlichtmikroskopbilder von DC und THP-Zellen 24 h nach Infektion mit ED
(A) und Ber (B) mit einer moi von 0,5, sowie von uninfizierten THP-Zellen (C)

3.2 STING Modulation von humanen DC durch das MV

3.2.1 Modulation der RNA-Expression von STING 24 h p.l. durch MV

In dem folgenden Experiment wurden DC von 4 verschiedenen Blutspendern gewon-
nen und am 6. Tag der Differenzierung mit Wildtyp- und Impfmasernstammen infiziert.
Parallel dazu wurden Zellen mit einer Praparation ohne infektiose Partikel als Negativ-
kontrolle oder mit LPS behandelt. Das bakterielle Lipopolysaccharid ist einer der
Hauptbestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien und stellt einen starken Sti-
mulus fuir das humane Immunsystem dar. Daher wurde es als Positivkontrolle gewabhilt.
Es wird vom Toll-like Receptor-4 (TLR-4), welcher von jeder DC exprimiert wird38, er-
kannt und fihrt eine Inflammation herbei®°.

Die RNA-Extraktion erfolgte 24 Stunden post infectionem (p.l.). Mithilfe einer Reverse-
Transkriptase-PCR wurde die Expression von STING auf mRNA-Ebene untersucht.
Als Infektionskontrolle fand virusspezifische mRNA des Masern L-Proteins und als La-
dekontrolle fand 3-Aktin Anwendung.

Bei B-Aktin handelt es sich um ein Strukturprotein, welches in jeder DC in etwa gleicher
Konzentration vorkommt und daher als Referenz flr das Expressionslevel geeignet ist.
Die B-Aktin Bande stellt sich wie erwartet homogen dar und wurde zur Normalisierung
der Banddichte herangezogen.

Bereits 24 h nach Infektion konnte mittels RT-PCR bei allen verwendeten Virusstam-

men mMRNA des L-Proteins nachgewiesen werden (siehe Abb. 7). Erwartungsgemaf
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war kein Nachweis der mRNA des viralen Gens in den mit uninfektioser Praparation

beziehungsweise LPS behandelten Zellen zu finden.

Aktin Masern STING

ool NN

UninfLPS ED Ber WTF Uninf LPS ED Ber WTF Uninf LPS ED Ber WTF

Abb. 7: RT-PCR Produkte der Gene B-Aktin, MV-L und STING von vier Blutspendern
Dargestellt sind jeweils die 4 bzw. 5 Ansatze: uninfektiése Kontrolle, LPS-Stimulation und In-
fektion mit den Virusstammen ED, Ber und WTF.

Bei allen vier Blutspendern kann eine Verminderung der STING-Expression nach Be-
handlung mit LPS nachgewiesen werden. Nach Infektion mit dem Impfstamm ED zei-
gen Spender 2 und 3 eine Reduktion und Spender 1 und 4 eine Induktion der STING-
Expression gegenuber der uninfizierten Kontrolle. Nach Infektion mit dem Wildtyp Ber
reagieren Spender 1 und 4 mit einer Induktion, Spender 3 mit einer Reduktion und
Spender 2 ohne Veranderung in ihrer STING-Expression. Eine Varianz in der Grund-

expression von STING kann fir die vier Blutspender gezeigt werden.
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Abb. 8: Banddichte der mittels RT-PCR ermittelten STING-Expression zu B-Aktin nor-
malisiert und Uber die vier Spender gemittelt

Die uninfizierte Kontrolle wurde hierbei als Referenzwert herangezogen. Eine ANOVA-Analyse
(Varianzanalyse) zeigt keine Signifikanz dieser Ergebnisse.

Die gemittelten Banddichten zeigen wie in Abbildung 8 dargestellt eine deutliche Stan-
dardabweichung fur die STING-Expression nach Infektion mit ED und Ber. Da die In-
fektion mit WTF nur mit den DC eines Blutspenders durchgefuhrt wurde, ergibt sich

hierfir keine Standardabweichung.

3.2.2 Abnehmende STING-Transkription und -Translation tiber 2, 6 und 24 h p.I.

Um auch eine Information tber die Entwicklung der STING-Expression im zeitlichen
Zusammenhang mit der Infektion zu gewinnen, wurden RNA-Proben fur eine RT-PCR
zu den Zeitpunkten 2, 6 und 24 h p.I. gewonnen. Fir diese wurden erneut (3-Aktin, das
MV-L Protein sowie STING mittels RT-PCR amplifiziert (vergleiche Abbildung 9). Hier
zeigen sich erste Amplifikate des MV-L Genomabschnittes bereits zwei Stunden nach
der Infektion mit dem Impfstamm ED. Die Expression steigt tiber die Zeit kontinuierlich
an. Auch bei den Wildtypstammen lasst sich eine Infektion nachweisen, diese ist je-
doch bei Ber nicht Uber die Zeit zunehmend. Bei WTF zeigt sich eine MV-L Bande

erstmalig nach Ablauf von 24 Stunden.
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Aktin Masern STING
2h -~ - - - . -
6 N -
24 h e - . ' - e
Uninf LPS ED Ber WTF Uninf LPS ED Ber WTF Uninf LPS ED Ber WTF

Abb. 9: RT-PCR Produkte von B-Aktin, des Masern-L Proteins sowie STING bei 2, 6 und
24 h p.l. fur die Ansatze uninfiziert, LPS stimuliert und infiziert mit ED, Ber oder WTF

Die Expression von STING bei Infektion mit Wildtyp-Masernstdmmen zeigt sowohl
nach zwei Stunden als auch nach Ablauf von sechs Stunden noch keine deutliche
Anderung gegeniiber der uninfizierten Kontrolle (siehe Abbildung 10). Der Edmonston-
Stamm fiihrt nach 2 h zu einer etwa 1,5-fach erhéhten Menge an STING-mRNA, wel-
che sich dann wieder reduziert. Nach Ablauf von 24 h zeigt sich nun eine deutliche
Reduktion fur die Viren Ber und WTF, fur ED nur ein leichter Rlickgang gegeniber der
Kontrolle.

Eine Abnahme des STING-Amplifikats nach Stimulation mit LPS ist erst nach 24 h zu
beobachten.

Werden nun die Banddichten der STING-mRNA mit denen der entsprechenden 3-Ak-
tin-mRNA normalisiert, kénnen die Banddichtewerte trotz unterschiedlicher Zellzahl
pro Entnahmezeitpunkt miteinander verglichen werden. Als Referenz wurde jeweils die
uninfizierte Kontrolle herangezogen. Nun zeigt sich eine Reduktion im Vergleich zur
uninfizierten Kontrolle bei allen verwendeten Virusstammen nach 24 h. Ebenso wird
eine Reduktion nach Stimulation mit LPS nachgewiesen. 2 h nach Infektion ist ein
leichter Anstieg fur die Anséatze mit LPS und ED zu finden. Nach 6 h Iasst sich jedoch
wieder in allen Ansatzen eine Expression, die fast der uninfizierten Kontrolle entspricht,

darstellen.
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Abb. 10: Gegeniiber B-Aktin normalisierte STING Banddichte der RT-PCR nach Entnah-
mezeitpunkt fur die Ansétze uninfiziert, LPS, ED, Ber und WTF
Die uninfizierte Kontrolle wurde hierbei als Referenzwert gewabhilt.

Zu den oben genannten Zeitpunkten wurden ebenfalls Zelllysate aus derselben Zell-
kultur von den Ansatzen uninfiziert sowie mit ED, WTF und Ber infiziert gewonnen.

34



Ergebnisse

Anschlieffend wurde ein Western Blot durchgefuhrt und das Protein STING, (B-Aktin
und das Masern L-Protein dargestellt.

Wird nun die Translation des STING-Proteins im zeitlichen Verlauf dargestellt (verglei-
che Abbildung 11), wird fur jeden untersuchten Virusstamm zu jedem Zeitpunkt eine
Reduktion gegenuber der uninfizierten Kontrolle sichtbar. Der Virusstamm WTF zeigt
eine kontinuierliche Reduktion. Die Virusstdmme ED und Ber flihren zur starksten Re-
duktion 6 Stunden nach Infektion und einen erneuten leichten Anstieg einen Tag nach

Infektion.
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Abb. 11: Banddichte der Darstellung des STING-Proteins mittels Western Blot fur die
Anséatze ED, WTF und Ber jeweils 2 h, 6 h und 24 h p.l. im Vergleich zur uninfizierten
Kontrolle

3.3 Reduktion der STING- und der IFN-B-Konzentration durch Infektion von THP-1
Zellen durch das MV

3.3.1 Reduktion der STING-Expression von THP-1 Zellen 24 Stunden nach Infek-
tion mit dem MV

Eine Vergleichbarkeit der Blutspender war aufgrund der variablen Grundlevel der
STING-Expression erschwert. Daher wurden folgende Experimente mit der etablierten
Zelllinie THP-1, einer humanen Monozytenzelllinie, wiederholt.

Fir die Infektion wurden die Zellen fur eine Stunde mit einem Virusstock mit einer moi
von 0,5 inkubiert, anschlieend gewaschen und weiterhin bebrutet. Auch wurde eine
uninfizierte Kontrolle und eine mit 2°'3’cGAMP, einem STING-Agonist, stimulierte Zell-
kohorte bebrutet. Nach 2, 6 und 24 h wurde die RNA gewonnen und mittels RT-PCR

untersucht.
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Abb. 12: RT-PCR Amplifikate fur THP-1 Zellen 2,6 und 24h p.I.
Dargestellt sind die Ansatze uninfiziert als Kontrolle, stimuliert mit cGAMP sowie die
Infektionsansatze mit den Virusstammen ED, WTF und Ber.

Ein guter Nachweis der Infektion kann sowohl fiir ED, also auch fir WTF bereits ab 2
Stunden p.l. abgebildet werden (vergleiche Abbildung 12). Eine Reduktion ist hier fir
den 24 h Wert bei WTF zu sehen. Fur den Ber-Virusstamm wird eine sehr schwache
Bande lediglich nach 2 h sichtbar. Die B-Aktinbande ist fur alle Zeitpunkte homogen
darstellbar und zeigt damit ein geichmalRiiges Einsetzen des Zelllysats. Die STING-
Expression ist nur schwach kontrastiert und sollte daher erst anhand der zu B-Aktin

normalisierten Banddichten beurteilt werden.
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Abb. 13: Dargestellt sind die Banddichten der STING-Banden einer RT-PCR der Ansétze
uninfiziert, cGAMP und mit ED, WTF oder Ber infiziert fir die Zeitpunkte 2, 6 und 24 h
p.l. normalisiert gegenuber B-Aktin

Als Referenz wurde die uninfizierte Kontrolle herangezogen.

Wie bereits bei den von Blutspendern gewonnenen DC, zeigt sich 24 h p.l. ein
Rickgang der STING-Expression fir alle Virusstamme gegentber der uninfizierten
Kontrolle. Fir die Zeitpunkte 2 h und 6 h p.l. ist keine deutliche Veranderung
gegenuber der uninfizierten Kontrolle darstellbar. Die hier verwendete Stimulation mit
cGAMP fiihrt zu keinem Zeitpunkt zu einer relevante Anderung der STING-
Amplifikation (siehe Abbildung 13).
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3.3.2 Reduktion des STING-Proteins in einer WB-Kinetik mit 2, 6 und 24 h p.I.

Um auch eine Information tber die Translation zu bekommen, wurde der vorherige
Versuch unter gleichen Bedingungen erneut durchgefiihrt. Es wurden zu den
Zeitpunkten 2, 6 und 24 h p.l. Zelllysate gewonnen, um einen Western Blot
durchzufiihren und das Protein STING darzustellen (siehe Abbildung 14).

Fur das Impfvirus Edmonston zeigt sich eine kontinuierliche Reduktion der STING-
Proteinmenge. Zu jedem untersuchten Zeitpunkt nach Infektion liegt die STING-
Proteinmenge niedriger als im Vergleich zu der Proteinmenge der uninfizierten

Kontrolle.

Fur den Virusstamm WTF liegen ebenfalls alle gemessenen Proteinmengen unterhalb
der Kontrolle, jedoch zeigt sich der 24 h-Wert gegenuber dem 6 h-Wert auf das Niveau
des 2 h-Wertes erhght.

Ein erneutes Wiederansteigen nach 24 Stunden ist ebenfalls fur das Ber-Virus
nachweisbar. Hier ist der 2 h-Wert sogar dem Kontrollwert gegentber erhdht, der 24

h-Wert liegt wieder unterhalb der uninfizierten Kontrolle.

Hiermit kann erneut bei allen Viren eine Reduktion des STING-Proteins 24 h nach

Infektion ermittelt werden.
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Abb. 14: Banddichten des Western Blots fur das Proteins STING nach Infektion mit
ED, WTF und Ber in Referenz zu der uninfizierten Kontrolle
Dargestellt sind die Zeitpunkte 2, 6 und 24 h p. I..
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3.3.3 Signifikante Reduktion der IFN-B Konzentration nach Infektion und Stimula-
tion von THP-1-Zellen

Eine antivirale Hemmung erfolgt durch die kdrpereigenen Immunantwort, wenn der
STING-Signalweg aktiviert wird und infolgedessen die Stimulation von Interferonen
auslost. Um zu untersuchen, ob die bisher nachgewiesene Reduktion der STING Ant-
wort auch eine Reduktion der Interferonausschuittung zur Folge hat, wurden THP-1-
Zellen in Triplikaten mit den drei verschiedenen Virusstammen und titrierender moi
infiziert. Es wurden die moi 5, 0,5 und 0,05 verwendet. Zwei Stunden nach der Infektion
wurden die Zellen mit den Stimulanzien LPS oder 2‘3’cGAMP behandelt. 24 h p. 1.
wurden die Uberstande abgenommen und ein IFN-B-ELISA durchgefiihrt (vergleiche
Abbildung 15).
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Abb. 15: IFN-B Konzentration im THP-1-Zellkulturmodell nach Infektion mit ansteigender
moi

Darstellung des Durchschnitts der Triplikate der IFN-B Konzentrationen der THP-1 Zellen. Es
wurde die Infektion mit ansteigender moi (0,05, 0,5 und 5) durchgefiihrt und die Zellen 2 h p.
I. mit den Stimulantien LPS oder 2‘3'cGAMP behandelt. 24 h p. I. wurden die Uberstande in
Triplikaten zur Durchfiihrung des ELISA gewonnen.

Es zeigt sich wie erwartet ein deutlicher Anstieg der IFN-B Konzentration in den mit
2'3'cGAMP stimulierten THP-1-Zellen. Wie oben beschrieben fungiert 2°3'cGAMP als

Aktivator des STING-Signalweges. Dies fuhrt zu einem Anstieg der Interferone und
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somit auch von IFN-B. Die Stimulation mit LPS oder die alleinige Infektion unabhéngig
der moi fiihrt nach 24 h noch nicht zu einem Anstieg der IFN-B Konzentration im Uber-
stand.

Vergleicht man nun die mit 2°3°’cGAMP stimulierten Zellen mit den Zellen, welche infi-
ziert und stimuliert wurden, kann ein hemmender Einfluss auf die durch 2‘3’cGAMP
stimulierte IFN-B Ausschittung gesehen werden. Eine ANOVA-Analyse berechnet,
dass die IFN-B Konzentrationen hoch signifikant reduziert sind. Die moi scheint keinen

direkten Einfluss auf das Ausmalf} der IFN-B Reduktion zu bewirken.

3.3.4 Die LPS induzierte TNF-a-Sekretion wird durch eine Maserninfektion nicht
beeinflusst

Um die Spezifitdt der Hemmung zu untersuchen, wurden die THP-1-Zellen mit LPS
stimuliert und TNF-a mittels ELISA gemessen. TNF-a ist ein inflammatorisches Zyto-
kin, welches vorrangig von aktivierten Makrophagen und T-Lymphozyten ausgeschit-
tet wird.

Hierflr wurden erneut THP-1 Zellen mit den drei verschiedenen Masernviren in titrie-
renden moi infiziert und gegebenenfalls stimuliert. Die Konzentration an TNF-a im
Uberstand wurden nach 24 h mittels ELISA detektiert. Das Experiment erfolgte in Tripli-
katen. Hier zeigt sich (vergleiche Abbildung 16), dass auch nach Infektion und/oder
Stimulation die THP-1-Zellen TNF-a ausschitten. Eine signifikante Reduktion der
TNF-a Antwort nach Infektion und Stimulation zeigt sich gegentuber der alleinigen Sti-

mulation mittels LPS nicht.
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Abb. 16: TNF-a Konzentration im THP-1-Zellkulturmodell nach Infektion und Stimulation
mit LPS oder cGAMP mit ansteigender moi

Darstellung des Durchschnitts der Triplikate der TNF-a Konzentrationen im Uberstand der
THP-1-Zellkultur. Es wurde die Infektion mit ansteigender moi (0,05, 0,5 und 5) durchgefiihrt
und die Zellen 2 h p. I. mit den Stimulantien LPS oder 2°3’°cGAMP behandelt. 24 h p. |. wurden
die Uberstande in Triplikaten zur Durchfiihrung des ELISA gewonnen.
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4 DISKUSSION

4.1 Deutlichere Reduktion der STING-Expression durch Wildtypstamme

Die STING-Expression von DC zeigt sich fur den Impfstamm ED unter 3.2.2 zun&chst
nach 2 h auf das circa 1,5-fache ansteigend, dann aber zu den Zeitpunkten 6 h und 24
h p. i. kontinuierlich sinkend. Zum letzten gemessenen Zeitpunkt ist die STING-Ex-
pression gegenuber der uninfizierten Kontrolle reduziert. Zu jedem Zeitpunkt ist die
Expression von STING nach Infektion mit einem Wildtyp-Masernstamm geringer aus-
gepragt als im Vergleich zu einer Infektion mit dem Impfstamm. Dies bestatigen voran-
gehende Studien. Die Interferonantwort auf eine Infektion mit Wildtyp-Masernstammen
gegenuber der Infektion mit dem attenuierten Impfstamm ED ist um das 10- bis 80-
fache reduziert*® 41, Dies konnte auf zwei Mutationen im Masern V-Protein zurlickge-
fuhrt werden. Es kommt zum einen zu einer Suppression der Promotoraktivitat von
IFN-B und zum anderen zu einer reduzierten Dimerisierung des Transkriptionsfaktors
IRF-3%2,

Jedoch zeigten auch einzelne Wildtyp-Masernstdmme eine erhdhte Induktion von IFN-
B, welche dem Niveau des Edmonstonstammes entsprach. Dies konnte bei Wild-
typstammen, welche defektive interferierende RNA (di-RNA) bilden*!, beobachtet wer-
den. Hierbei handelt es sich um Virusreplikate, die durch einen Fehler in der Replika-
tion eine Mutation aufweisen*3. Sie entstehen beispielsweise bei einer hohen Passa-
gezahl oder erhdhter moi, daher sind sie vorranging in Impfstammen zu finden. Di-
RNAs induzieren unabh&ngig vom Virusstamm die Induktion von Interferonen, indem
sie mit der RNA-Helikase interagieren*4. Eine Studie zeigte eine @hnliche Induktion der
IFN-B Antwort durch attenuierte und Wildtypstamme, wenn bei keinem der verwende-
ten Masernstamme di-RNA nachweisbar war4’. Bisher liegen keine Daten vor, ob di-
RNA in den hier eingesetzten Masernstammen vorkommen, dies sollte weiter unter-
sucht werden.

Betrachtet man nun die Translation von STING mittels Western Blot Analyse zeigt sich
bei jedem eingesetzten Virus bereits nach zwei Stunden eine Reduktion der Protein-
menge, ohne dass sich dies in einer Reduktion der mMRNA-Menge in der PCR wider-
spiegelt. Bisher sind keine Daten in der Literatur vorhanden, die den Einfluss von Ma-

sernviren sowohl auf Transkription als auch Translation des STING-Proteins
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beschreiben. Allerdings ergibt eine Literaturrecherche ahnliche Ergebnisse, wenn die
Translation und Transkription von IFN-B nach einer Maserninfektion betrachtet wird.
Hier konnte gezeigt werden, dass die Anderung der nachgewiesenen Proteinmenge
nicht mit einer Anderung auf mMRNA-Ebene korreliert*. Dies kénnte auch auf eine ein-
geschréankte Sensitivitat der gewéhlten Methode oder auf den autokrinen und parakri-
nen Verbrauch von IFN-B zurlickzuftihren sein. Denn IFN-B bindet an Interferonrezep-
toren, um diese zu aktivieren4®,

Auch fur ISG konnte eine Diskrepanz zwischen mRNA und Proteinnachweis gezeigt
werden?’, jedoch sollten weitere Untersuchungen folgen, um zu untersuchen, ob hier
ein vergleichbarer Mechanismus vorliegt. Auch sollte die STING-Translation und -
Transkription Uber kirzere Zeitpunkte verglichen werden, um hier einen eventuellen

Zusammenhang und friheste Veranderungen feststellen zu kdnnen.

4.2 Reduktion der STING-Antwort nach 24 h im THP-1-Zellmodell

Die THP-1-Zellen stellen ein gutes Zellmodell dar, um den Einfluss einer Masernvirus-
infektion zu untersuchen. In der PCR zeigt sich vergleichbar zu den humanen dendri-
tischen Zellen eine Reduktion der STING-mRNA nach Infektion. Dies lasst sich am
deutlichsten nach Ablauf von 24 h nachweisen. Ebenfalls ist hier die Reduktion fur die
Wildtypstamme ausgepragter als fur den Impfstamm. Dies bestétigt, dass auch die
STING-Produktion und deren Beeinflussung durch das MV im THP-1-Zellmodell mit
humanen dendritischen Zellen vergleichbar ist.

Betrachtet man die Translation des Proteins STING, kann ein relevanter Anstieg der
STING-Expression Uber das Niveau der uninfizierten Kontrolle fur keinen Virusstamm
und zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Es zeigt sich sogar eine Reduktion,
welche fir die Wildtypstamme zum Zeitpunkt 6 h p. i. am deutlichsten ausgepragt ist.
Eine Induktion der Interferonantwort, durch eine vermehrte Transkription von STING
ist somit ausgeschlossen. In der Literatur ist jedoch eine Induktion der Typ | Interfe-
ronantwort durch attenuierte Masernstamme sowohl innerhalb von zwei Stunden?4, als
auch fir 24 und 48 h nach Infektion zu finden’. Die fehlende Induktion durch die Wild-
typstamme ist auch auf Proteinebene sowohl 24 als auch 48 h nach Infektion beschrie-
ben*” und kann moglicherweise auf die Beeinflussung des IRF3- und damit des
STING-Signalweges zurtickgefiihrt werden** 48, Daten beztglich der STING-Induktion
sind jedoch in der Literatur nicht zu finden.
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Daher legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass an der Induktion der Interfe-
ronantwort durch attenuierte Virusstamme ein weiterer Signalweg beteiligt ist, bezie-
hungsweise nicht alleinig durch eine Stimulation von STING ausgel6st wird. Jedoch
kann eine Fehlbestimmung aufgrund einer zu geringen Sensitivitat der Methode oder
eine Verminderung des STING-Proteins aufgrund eines autokrinen und parakrinen

Verbrauchs nicht sicher ausgeschlossen werden.

4.3 Nicht titrierbare Inhibition der Interferoninduktion

Des Weiteren wurde das im cGAS-STING-Signalweg nachfolgende Protein Interferon-
B, mittels ELISA untersucht. Es zeigt sich keine Induktion 24 h nach Infektion, eine
Stimulation mittels cGAMP wird jedoch durch die Infektion sowohl mit dem attenuierten
als auch den Wildtypstammen Ber und WTF signifikant reduziert. Dieser Effekt tritt
bereits mit einer moi von 0,05 auf. Eine Titrierbarkeit dieses Effekts ist nicht gegeben.
Eine Induktion der Interferonantwort ist nur fir attenuierte Impfstamme, beziehungs-
weise fir Masernstamme, welche diRNA aufweisen, in der Literatur bekannt** 47, Eine
Induktion von IFN-B wird bereits nach 2 Stunden beschrieben44. Wie schnell dieser
Wert wieder auf sein Ausgangsniveau zurickkehrt und ob das bereits nach 24 h mdg-
lich ist, ist bisher unklar. Zur weiteren Interpretation der Daten sollte Gberpruft werden,
ob diRNA in den verwendeten Stdmmen vorhanden ist und ob zu einem friiheren Zeit-
punkt Interferon-B nachgewiesen werden kann, beziehungsweise tUber welchen Zeit-
raum sich dieser Wert zuriickbildet.

Die Induktion der Interferonantwort mittels 2‘3’°cGAMP ist bei mit Masernviren infizier-
ten Zellen weniger stark ausgepragt als in der uninfizierten Kontrolle. Dies legt nahe,
dass der Ansatzpunkt der Suppression der Interferonantwort durch Masernviren im
CGAS-STING-Signalweg liegt. Bereits in der Literatur beschrieben ist eine Beeinflus-
sung von IRF3 durch das Masernvirus, allerdings im Rahmen einer Stimulation durch
einen Impfstamm. Dies fuhrt zu einer Induktion der Interferonantwort*4 48,

Die Reduktion der Interferonantwort zeigt sich in der vorliegenden Arbeit bereits bei
einer moi von 0,05, ist aber nicht titrierbar. Dies ware zu erwarten, wenn eine anstei-
gende moi zu einem parallel ansteigenden Prozentsatz an infizierten Zellen fihren
wurde und der Anteil an uninfizierten Zellen, welche adaquat Interferon produzieren,
dementsprechend sinkt. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein

Schwellenwert an Viruslast existiert, dessen Uberschreiten zu einem vollstandigen
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Ausschopfen der virusvermittelten Immunsuppression fuhrt. Um diese Theorien weiter
zu verfolgen, sollte das Spektrum der eingesetzten moi erweitert, sowie der Prozent-
satz der infizierten Zellen ermittelt werden. Betrachtet man nun die Konzentration an
TNF-a im Uberstand, zeigt sich, dass die alleinige Stimulation mit LPS zu &hnlichen
Werten fuhrt wie die Stimulation und Infektion. Die Reduktion der IFN-B Antwort durch
das MV ist also zum einen spezifisch flir den STING Signalweg und zum anderen nicht

auf einen Zelluntergang zurickzufuhren.
4.4 Erstbeschreibung einer Reduktion der STING Expression durch LPS

Lipopolysaccharid wurde in einem Experiment als Kontrolle fiir die Stimulation von
STING verwendet. LPS ist membranstandig in gramnegativen Bakterien und bindet
nach Lyse des Bakteriums an den TLR-4 humaner Zellen. Ein friiher Signalweg fuhrt
zu einer Induktion von NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells), einem Transkriptionsfaktor flr Zytokine und Adhasionsmolekile des Immun-
systems. Eine spate Antwort fihrt zu einer Aktivierung von IRF3 und damit zu einer
Induktion von IFN-B*°. LPS oder der Kontakt zu anderem pathogenem Material fiihrt
damit zu einem Ausreifen der DC und zu einem Wandern von der Peripherie in lym-
phatische Organe. Dass sich die Expression verschiedener, an der Immunreaktion be-
teiligter Proteine nach Kontakt zu LPS andert, konnte bereits durch mehrere Studien
nachgewiesen werden3®. Eine Reduktion der STING-Expression, wie sie sich konse-
guent bei allen Blutspendern in dieser Arbeit zeigte, wurde bisher in der Literatur noch
nicht beschrieben.

Eine schnelle Induktion der Aktivitat von IRF3 direkt nach Stimulation mit LPS ist aber
beschrieben. Der Hochstwert der Aktivitat trat etwa zwei Stunden nach Stimulation auf,
nach Ablauf von vier Stunden war die Aktivitdt auf das Ausgangsniveau zurlckge-
kehrt>°. Da IRF3 durch den STING-TBK-1 Komplex phosphoryliert und damit aktiviert
wird?!, kann diskutiert werden, ob die erhthte Aktivitat von IRF3 aus einer erhdhten
Aktivitdt von STING resultiert. Das Maximum der STING-Aktivierung ware damit be-
reits zwei Stunden nach Stimulation mit LPS erreicht. Der Zeitpunkt der Messung mit
24 h nach Stimulation kann also zu spéat sein, um einen Anstieg des STING-Proteins
zu sehen. Eventuell wurde daher nach 24 h eine Reduktion des STING-Proteins nach-
gewiesen, da die erh6hte vorangegangene Aktivitat zu einem vermehrten Verbrauch
fuhrte. Die Ergebnisse des Experiments unter 3.2.2 legen dies nahe. Hier zeigt sich

ein Anstieg des STING-Proteins nach 2 h auf das circa 1,75-fache des
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Ausgangswertes durch die Stimulation mit LPS, nach 6 h ist wieder etwa der Aus-
gangswert erreicht und nach 24 h ein deutlich erniedrigter Wert, wie er auch zuvor
unter 3.2.1 nachgewiesen werden konnte.

Da LPS nicht als geeigneter Stimulator fur eine zuverlassige positive Kontrolle geeig-
net ist, wurde in den weiteren Experimenten 2‘3‘'cGAMP verwendet. 2‘3’°cGAMP ist ein
sekundarer Botenstoff, welcher STING direkt bindet und dessen Aktivierung und
Translokation bewirkt®!. Diese Kaskade endet in einer Induktion der Interferon Typ |
Antwort®2, wie das Experiment unter 3.3.3 bestétigt. Es wurde wiederholt im Uberstand
der THP-1-Zellen nach Stimulation mit 2°3°cGAMP mittels ELISA eine signifikant er-

hohte Konzentration an IFN-B nachgewiesen.

4.5 Single Nukleotide Polymorphismen von STING und deren Auswirkung

Es sind vier Single Nukleotide Polymorphismen (SNP) fur den STING-kodierenden
Genomabschnitt bekannt®3, welche in unterschiedlichen Kombinationen in der Bevol-
kerung verteilt sind. Der SNP R71H-G230A-R293Q (HAQ) ist bei 20,4 % der Bevdlke-
rung weltweit nachweisbar. Er fihrt zu einem verminderten Ansprechen auf die Stimu-
lierung durch zyklische Dinukleotide®> (CDN) und damit verbunden zu einer tiber 90 %
verminderten Fahigkeit IFN-B zu stimulieren®. Ist die HAQ-Variante homozygot vor-
handen, geht sie mit einer verminderten basalen Expression von STING einher®6. Die
verschiedenen STING-Varianten der Bevolkerung kdnnten so die unterschiedliche
STING-Grundexpression bei verschiedenen Blutspendern erklaren und damit méglich-

erweise auch die individuellen Reaktionen der Spender auf das Masernvirus.

4.6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass 2 h nach
Infektion von humanen DC die STING-Proteinmenge reduziert ist, ohne dass eine Re-
duktion der mRNA-Menge auftritt. Dies ist in der Literatur noch nicht beschrieben.
Eventuell ist dies auf einen erhdhten autokrinen und parakrinen Verbrauch zuriickzu-
fuhren. Dieser Effekt ist in der Literatur fir IFN-B zu finden.

Eine Induktion von IFN-B nach Infektionen mit MV-Viren ist bekannt. Im THP-1-Zell-

modell ist jedoch sowohl fur die Translation als auch fir die Transkription des Proteins
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STING durchgehend eine Reduktion zu finden, sodass die Induktion der IFN- Antwort
eventuell durch einen anderen Signalweg zustande kommt.

Eine Reduktion der IFN-B-Antwort nach Stimulation mittels 2‘3'-cGAMP und Infektion
gegenuber der alleinigen Infektion zeigt sich unabh&ngig von der eingesetzten moi und
ist nicht titrierbar. Eine mdgliche Erklarung ware ein Schwellenwert an Viruslast, der
zu einem vollstéandigen Ausschoépfen der virusvermittelten Immunsuppression fuhrt.
Dies sollte in weiteren Experimenten unter Verwendung noch niedrigerer moi-Werte

Uberpruft werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund:

Im Mérz 2020 trat das Gesetz fur den Schutz vor Masern und zur Starkung der Impf-
pravention in Deutschland in Kraft. Ursachlich war ein Anstieg der Infektionsrate auf-
grund mangelnder Impfquoten. In den Jahren 2018 und 2019 wurden in Deutschland
544 beziehungsweise 515 Maserninfektionen gemeldet. Weltweit waren es nach Sta-
tistik der WHO im Jahr 2020 etwa 7,5 Millionen Menschen mit dem Masernvirus, circa
60.700 unter ihnen mit Todesfolge. Besonders im Kindesalter handelt es sich bei der
Masernvirusinfektion um eine der haufigsten Infektionskrankheiten weltweit. Auch
wenn die Erkrankung nur in unter 1 % einen letalen Verlauf zeigt, kommt es in indust-
rialisierten Landern bei etwa 10 % der Patienten zu Komplikationen wie einer Otitis
media. Die haufigste Ursache flur einen letalen Ausgang der Masernerkrankung ist eine
opportunistische Infektion aufgrund der durch das MV ausgeldsten Immunsuppres-
sion. Die Ursache dieser Immunsuppression ist bis dato nicht vollstandig verstanden.
Ein moglicher Angriffspunkt fir das MV ist ein Protein der angeborenen Immunantwort,
STING. Es erkennt fremde intrazellulare DNA und RNA. Uber den STING-Signalweg
wird der Interferon-Regulationsfaktor 3 aktiviert, welcher zu einer gesteigerten Expres-
sion der Typ-I Interferone fuhrt. Zu ihnen zahlt IFN-B, welches die virale Replikation
hemmt und die Ausreifung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen fordert.

Zielsetzung:

An anderen RNA-Viren, wie dem Influenza-A Virus, konnte gezeigt werden, dass der
STING-Signalweg durch das Virus selbst direkt beeinflusst und unterbrochen wird. Die
vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss einer MV-Infektion auf die STING-Produk-
tion und damit einen moglichen Mechanismus der Immunsuppression.

Methodik:

Es wurden humane dendritische Zellen, sowie THP-1-Zellen als Zellmodell verwendet.
Diese wurden mit den Wildtypstammen WTF und Ber, sowie dem attenuierten Impf-
stamm ED infiziert. Als positiv-Kontrolle diente 2°3’°cGAMP. Zunachst wurde die Tran-
skription von STING nach erfolgter MV-Infektion mittels PCR untersucht, in weiteren
Experimenten auch die Translation mittels WB und die IFN-B Konzentration mit Hilfe
eines ELISA.

Ergebnis:

Zunachst wurden von vier verschiedenen Blutspendern DC gewonnen und infiziert.
Hier zeigt sich, dass die RNA-Expression von STING 24 h nach Infektion mit dem
Impfstamm erniedrigt, mit den beiden Wildtypstammen erhéht ist. Durchgehend lasst
sich eine Reduktion von STING nach Stimulation mit LPS nachweisen. Ebenso kon-
sistent ist ein Infektionsnachweis bei allen verwendeten MV-Stammen maglich.

Bei einem weiteren Blutspender wurden die gewonnenen DC 2, 6 und 24 h nach In-
fektion mittels PCR und WB untersucht. Hier zeigt sich nach 2 h die STING-Expression
zunachst bei allen verwendeten MV-Stdmmen erhdht. Nach 6 h sinkt dann die Expres-
sion, bis sie nach 24 h im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle bei allen MV-Stammen
reduziert ist.

Am ehesten sind diese unterschiedlichen Ergebnisse durch eine variable Grundex-
pression von STING bei den Blutspendern zu erklaren, sodass die THP-1-Zelllinie flr
die weiteren Experimente herangezogen wurde.
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Auch bei den THP-1-Zellen lasst sich bereits nach Ablauf von zwei Stunden die Infek-
tion nachweisen. Nach Ablauf von 24 h nach Infektion lasst sich sowohl mittels PCR
als auch mittels WB eine Reduktion von STING gegenuber der uninfizierten Kontrolle
darstellen. Bei dem Impfstamm ED ist die STING-Proteinmenge tber die Zeit kontinu-
ierlich abnehmend, bei den Wildtypstammen ist die ausgepréagteste Reduktion nach 6
h zu messen.

Die IFN-B Konzentration wird ebenfalls fir 24 h p. I. bestimmt. Fur die Infektion wurden
die moi 0,05, 0,5 und 5 gewahlt. Nach Infektion mit dem MV steigt die IFN-B Konzent-
ration nicht relevant an. Vergleicht man die mit 2°'3’cGAMP stimulierte Kontrolle mit
THP-1-Zellen die stimuliert und infiziert sind, zeigt sich durchgehend eine signifikante
Reduktion. Dieser Effekt ist jedoch nicht durch steigende moi titrierbar.

Ausblick:

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich eine Reduktion der STING-Proteinmenge 2 h nach
Infektion von humanen DC, ohne dass sich eine Reduktion der mRNA-Menge zeigt.
Dies ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Eventuell ist dies auf einen erhéhten
autokrinen und parakrinen Verbrauch zurickzufuhren. Dieser Effekt ist in der Literatur
fur IFN-B zu finden.

Eine Induktion von IFN-B nach Infektionen mit MV-Viren ist bekannt. Im THP-1-Zell-
modell ist jedoch sowohl fur die Translation als auch fir die Transkription des Proteins
STING durchgehend eine Reduktion zu finden, sodass die Induktion der IFN- Antwort
eventuell durch einen anderen Signalweg zustande kommt.

Eine Reduktion der IFN-B-Antwort nach Stimulation mittels 2‘3'-cGAMP und Infektion
gegenuber der alleinigen Infektion zeigt sich unabhangig von der eingesetzten moi und
ist nicht titrierbar. Eine mdogliche Erklarung ware ein Schwellenwert an Viruslast, der
zu einem vollstandigen Ausschoépfen der virusvermittelten Immunsuppression fuhrt.
Dies konnte in weiteren Experimenten mittels noch niedrigeren moi-Werten tberpruft
werden.

Ebenbfalls wurde bisher erstmalig nachgewiesen, dass LPS zu einer Reduktion von
STING 24 h nach Stimulation von humanen DC fihrt. Dies ist eventuell durch einen
erhohten Verbrauch von STING bei einer sehr frihen Stimulation zu erklaren. Dies
sollte in weiteren Experimenten mit friheren Messpunkten weiter untersucht werden.
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