Struktur und Wirkung von Interferonen
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Einleitung

Die Interferone lassen sich begrifflich und geschichtlich auf Untersuchungen
zur ,,viralen Interferenz* zuriickfiithren, die ca. 1955 von A. Isaacs und J. Lin-
denmann durchgefiithrt wurden. Virale Interferenz ist eine frithe Beobachtung
in der virologischen Forschung; sie besagt, daB in vielen Virus-Wirtssyste-
men, Zellkultur oder Organismen, eine primire Infektion mit Virus A eine
nachfolgende Infektion mit Virus A oder nicht verwandtem Virus B, C, D
hemmt. Dieser Hemmung konnen verschiedene Ursachen zugrunde liegen;
Virus A kann z.B. den Oberflichenrezeptor fiir homologes oder heterologes
Virus inaktivieren und somit den ersten Schritt der Virus-Zellbeziehung, die
Adsorption des Virus an die Zellmembran, blockieren oder Virus A kann de-
fekte interferierende Partikel bilden, welche selbst nicht mehr zur Replikation
befihigt sind, aber die Replikation des homologen Wildtypvirus hemmen. In
ihrem klassischen Experiment demonstrierten Isaac und Lindenmann eine
weitere Form der Interferenz, die sich auf einen 16slichen Faktor im Kultur-
iiberstand virus-infizierter Zellen zuriickfiithren lieB3 [45). Sie infizierten Hiih-
nereimembranen mit inaktiviertem Influenzavirus und inkubierten diese fiir
wenige Stunden bei 37°C. Danach iibertrugen sie den Kulturiiberstand auf
frische Hithnereimembranen, inkubierten diese fiir mehrere Stunden in dem
Uberstand und infizierten sie anschlieBend mit aktivem Influenzavirus. Sie
beobachteten, daB in so vorbehandelten Membranen die Virusvermehrung er-
heblich vermindert war. Eine solche Hemmung wurde nicht gefunden, wenn
die Inkubation in Uberstinden von Membranen erfolgte, die nicht mit Virus
behandelt waren. Isaac und Lindenmann schlossen aus diesen Befunden, da3
Virus, in diesem Fall auch inaktives Virus, in infizierten Zellen die Bildung
eines Faktors induziert, der sezerniert wird und in uninfizierten Zellen eine
Resistenz gegen eine nachfolgende Virusinfektion bewirkt, d.h., mit Virusver-
mehrung interferiert. Folgerichtig wurde dieser Faktor Interferon benannt.
Nachfolgende Untersuchungen etablierten schnell einige grundlegende Ei-
genschaften des Interferons

a) Interferon ist ein Protein,

b) Interferon hat keine Virusspezifitit, d. h., durch Virus A induziertes Inter-

feron hemmte Virus B, C, D und umgekehrt,
¢) Interferon ist artspezifisch, z. B., von Hiihnerzellen produziertes Interferon
hat keine Schutzwirkung auf menschliche Zellen.
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Hieraus folgte, dal} das eigentliche Ziel des Interferons nicht das Virus selbst
ist, sondern die Zelle, die durch Interferon in eine Abwehrbereitschaft gegen
Virusinfektion versetzt wird. '

Diese Basiskriterien eines Interferons -~ Protein, nicht virusspezifisch, aber
artspezifisch - gelten heute noch, aber sind nachfolgend durch einige Zusatz-
kriterien erginzt worden: Die antivirale Wirkung darf nicht auf Zelltoxizitéit
zuriickzufithren sein, die Ausprigung der antiviralen Aktivitit erfordert RNA
und Proteinsynthese, Interferone kénnen das Zellwachstum hemmen und In-
terferone konnen ihre eigene Produktion positiv und negativ beeinflussen
(priming, blocking).

Historisch gesehen folgte der Erstbeschreibung des Interferons eine Peri-
ode von fast zwei Jahrzehnten, in denen die Interferonforschung nur zo-
gernde Fortschritte machte. Diese relative Stagnation 148t sich riickblickend
damit erkldren, daB keine effizienten Methoden zur Interferonproduktion
und Reinigung gefunden wurden und somit kein hinreichend definiertes Ma-
terial fiir die Forschung zur Verfiigung stand. Diese Situation hat sich im ver-
gangenen Jahrzehnt grundlegend geédndert. Die Interferone - es gibt nicht ein
Interferon, wie urspriinglich angenommen, sondern eine ganze Gruppe - und
ihre Gene sind im Detail beschrieben worden; Interferone lassen sich gen-
technisch in praktisch unbegrenzten Mengen herstellen und durch moderne
Methoden der Proteinreinigung als Reinsubstanzen darstellen. Fiir die for-
schungs- und anwendungsrelevanten Interferontypen stehen monoklonale
Antikorper bzw. spezifische Antiseren zur Verfiigung, die fiir Reinigung,
quantitative Bestimmung und Wirkungsbeschreibung eingesetzt werden kon-
nen. Der gegenwirtig begrenzende Faktor bei der therapeutischen Anwen-
dung der Interferone ist nicht ihre Verfiigbarkeit, sondern das noch begrenzte
Wissen um ihre Aktivititen und deren Mechanismen.

Kilassifizierung, Biochemie und Genetik der Interferone [54]

Die bislang charakterisierten Interferone lassen sich anhand einer Anzahl von
Kriterien eindeutig in drei Klassen einteilen: Interferon-o (IFN-a), Interfe-
ron-f (IFN-B) und Interferon-y (IFN-y). Die wesentlichen Kriterien der histo-
rischen Einteilung waren Antigenitit, typische Produzentenzellen, typische
Induzenten und biochemischen FEigenschaften wie Stabilitit gegeniiber
Sadurebehandlung und Detergenzien. Die typischen Produzentenzellen fiihr-
ten auch zu der historisch gebriduchlichen Einteilung in Leukocyteninterferon
(IFN-o), Fibroblasteninterferon (IFN-B) und Immuninterferon (IFN-y). Wie
spater ausgefiihrt werden wird, stimmt dieses Konzept einer typischen Produ-
zentenzelle nur sehr bedingt und diese Bezeichnungen sind daher eher irre-
fithrend. Das Prinzip der Einteilung in die drei Klassen hat jedoch seine
Rechtfertigung durch die molekularbiologische Charakterisierung der Inter-
ferone erhalten, welche aufgrund vollig anderer Kriterien - i.e., die DNA-
Sequenzen - die Dreiteilung in IFN-q, -B, und -y bestitigte (Tabelle 1). In den
folgenden Abschnitten sollen die Protein- und Genstruktur der Interferone
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Tabelle 1. Einteilung der Interferone

Interferontyp o B v
Anzahl der Interferone 15 1 1
Molekulargewicht ca. 19000d ca. 24000d ca. 45000d (Dimer)
Chromosom 9 9 12
Rezeptortyp I I 11
Induzenten - Viren - Viren - T-Zell-Mitogene
- bakterielle - bakterielle - Antigene
Produkte Produkte
- Synthetische - Synthetische
. Induzenten Induzenten
Produzentenzelle - Leukocyten - Leukocyten - T-Zellen
- Fibroblasten - Fibroblasten
- andere? - andere?

beschrieben werden. Diese Beschreibung beschrinkt sich im wesentlichen auf
das Interferonsystem des Menschen. In ihren grundlegenden Aussagen gilt
sie jedoch auch fiir andere bislang charakterisierte Spezies, z. B. Maus, Ratte,
Rind.

Interferon-o

Das IFN-a ist der komplexeste Interferontyp, da er im Gegensatz zu den an-
deren nicht aus einer Spezies besteht, sondern aus einer Gruppe engverwand-
ter Proteine. Dieser Befund ergab sich zuerst aus der Reinigung des IFN-o
aus induzierten Leukozytenkulturen mittels hochauflésender chromatogra-
phischer Methoden und Bestimmung der Amino-terminalen Proteinsequen-
zen der aufgetrennten Subtypen. Er wurde wenig spiter durch molekularbio-
logische Analysen bestitigt, die zu der Identifizierung verschiedener IFN-a-
Gene fiihrten. Diese Gene weisen Unterschiede in ihrer Basensequenz auf,
die zu einer unterschiedlichen Aminosiduresequenz der korrespondierenden
Proteine fithren. Es handelt sich somit bei den Subtypen des IFN-a nicht um
sekundire Modifikationen eines einheitlichen Ausgangsproteins, sondern um
unabhingige Produkte einer Gruppe verwandter Gene. Bislang sind ca. 15
Gene identifiziert worden, die fiir funktionelle Proteine kodieren kénnten.
Weiterhin wurden einige ,,Pseudogene” des IFN-a gefunden. Dies sind sol-
che Gene, deren Sequenz durch Mutation wie Einbringung eines Stopkodons
im Leserahmen bzw. Verschiebung des Leserahmens durch Insertion/Dele-
tion von Basen so verdndert wurde, daB3 die korrespondierende mRNA nicht
mehr fiir ein funktionelles Protein kodiert.

Die Aminosiuresequenzen der IFN-o weisen untereinander ein hohes Maf3
an Homologien auf. Das biologisch aktive, sezernierte Protein besteht primir
aus 165 bis 166 Aminosduren. Von diesen sind ca. 50% identisch in den ver-
schiedenen Subtypen und viele der Sequenzunterschiede an den anderen Po-
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sitionen sind konservative Mutationen, d.h., eine basische, aliphatische etc.
Aminosdure wurde gegen eine andere gleicher biochemischen Eigenschaften
ausgetauscht. Die Region zwischen Aminosidure 110-155 weist eine im Ver-
gleich zum Restprotein besonders hohe Homologie (75%) auf und es gibt
Hinweise, daf in diesem Bereich die Rezeptorbindungsstelle lokalisiert ist.
Da die dreidimensionale Struktur des IFN bislang jedoch nicht erarbeitet
wurde, sind solche Funktionszuweisungen einzelner Sequenzabschnitte noch
hypothetisch. Alle IFN-a haben Cysteine an homologen Positionen (1, 29, 99,
139), wobei Disulfidbriicken zwischen Aminosduren 29-139 und Aminoséiu-
ren 1-99 vorliegen. Die Bindung 29-139 ist essentiell fiir die biologische Ak-
tivitdt des IFN-a, wihrend Cys 1 und 99 durch gezielte Mutagenese entfernt
werden konnten, ohne dafB} ein Aktivititsverlust im antiviralen Assay auftrat.
Das Molekulargewicht der IFN-a betrégt ca. 18-19 kd. Es gibt Hinweise, da3
einige Subtypen als Glykoproteine vorliegen, die Mehrzahl der IFN hat je-
doch keine Kohlehydratseitenketten.

Wie erwédhnt, wurden bislang ca. 15 funktionelle IFN-a-Gene identifiziert.
Es ist jedoch nicht nachgewiesen, daB3 alle Gene auch expremiert werden
bzw. es gibt konkrete Befunde, daB} in den bislang analysierten Zellsystemen
einige Subtypen (a 1, a 2, a 4) weit stirker vertreten sind als andere. Hieraus
ergibt sich die Frage nach der biologischen Bedeutung dieser Vielzahl von
IFN-a-Subtypen. Ein Vergleich des Aktivititsspektrums reiner IFN-a-Subty-
pen ergab, dal3 prinzipiell alle IFN-o in den drei Assaysystemen (antiviral,
antiproliferativ, Aktivierung von ,,natural killer* (NK)-Zellen) eine Aktivitit
aufwiesen. Sie unterschieden sich jedoch in den relativen Aktivititen, d.h.,
einige waren stiarker antiviral aber weniger antiproliferativ etc. Es ist spiter
ein Subtyp beschrieben worden, der praktisch keine Aktivitit im NK-Assay
aufweist [63]. Diese relativen Unterschiede scheinen jedoch insgesamt zuwe-
nig ausgeprigt, um auf eine unterschiedliche biologische Funktion hinzuwei-
sen. Moglicherweise ist unser Verstindnis der biologischen Aktivititen von
Interferon in dieser Hinsicht noch zu beschrinkt und andere Fragestellungen
konnten signifikantere Unterschiede der relativen Aktivititen aufweisen. Die
Frage nach der Bedeutung der verschiedenen IFN-o wird noch dadurch in-
teressanter, daf3 auch in anderen Spezies (Maus, Ratte, Rind) eine Multigen-
familie gefunden wurde, molekular-phylogenetische Analysen aber darauf
schlieBen lassen, daB3 diese Gen-Multiplikationen in Maus und Mensch unab-
hingig voneinander erfolgt sind. Die Entwicklung verschiedener Subtypen
konnte daher ein wichtiger Faktor fiir die physiologische Bedeutung des IFN-
o sein.

Im Gegensatz zu IFN-f und IFN-y ist humanes IFN-a nur eingeschrinkt
artspezifisch, erhebliche antivirale Aktivitit wird auch auf Maus- und Rind-
zellen gefunden. Fiir den Subtyp IFN-o, wurden kiirzlich 3 Aminosédurereste
identifiziert, deren experimentelle Verdnderung durch gerichtete Mutagenese
zu einer mehr als hundertfachen Zunahme der antiviralen Aktivitit auf Maus-
zellen fiihrte [87]. Interessanterweise liegen diese Aminosiduren in dem Be-
reich, der als mogliche Rezeptorbindungsstelle beschrieben wurde. Hieraus
ist zu folgern, daBB die Artspezifitit der Interferone allein auf die sterische
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Spezifitat der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zuriickzufiihren ist, die Me-
chanismen der intrazelluldren Aktivitit in den verschiedenen Spezies jedoch
identisch sind.

Interferon-f§

Zur Klasse des IFN-p gehort nach gegenwirtigem Kenntnisstand ein Protein
und das korrespondierende Gen. Mehrfach beschriebene weitere IFN-B beim
Menschen bzw. der Maus sind in keinem Fall biochemisch und molekular-
biologisch eindeutig charakterisiert worden, lediglich beim Rind wurden drei
verschiedene IFN-B-Gene nachgewiesen. Ein kiirzlich beschriebenes IFN-B,,
dessen Verwandtschaft zum klassischen IFN-B jedoch fragwiirdig ist, wird am
Ende dieses Abschnitts kurz diskutiert werden.

Die sezernierte Form des IFN-§ ist ein Protein bestehend aus 166 Amino-
sduren. Das theoretische Molekulargewicht hieraus wire ca. 20 kd, daf3 wirk-
liche Molekulargewicht des natiirlichen IFN- liegt jedoch bei ca. 25 kd, da
das Protein durch Glykosilierung modifiziert wird. Sequenz- und Zuckerana-
lysen weisen auf eine N-glykosidische Modifikation hin, wobei die wahr-
scheinlichste Anheftungsstelle dieser Seitenkette an Position 80 der Amino-
sduresequenz liegt (Asn80-Glu81Thr82). Diese Zuckerseitenketten sind nicht
notwendig fiir die biologische Aktivitit des Proteins in vitro, da ihre enzyma-
tische Entfernung bzw. ihre primdre Abwesenheit in rekombinanten IFN-$
aus E. coli nicht zu einem Aktivitdtsverlust fithren. IFN-B hat 3 Cysteinreste
(Position 17, 31, 141) mit einer essentiellen Disulfidbriicke zwischen Position
31-141. Disulfidbriicken zwischen Cystein 17 und einem der anderen Cy-
steine fithren zu inaktivem IFN-B. Aus diesem Grunde ist in manchen rekom-
binanten IFN-f das Cystein 17 durch ein Serin ersetzt worden, ohne daB sich
Anderungen in der biologischen Aktivitit ergeben haben [57). IFN-B wirkt
ausschlieBlich auf Primatenzellen, wie es die klassische IFN-Definition for-
dert.

Sequenzvergleiche von IFN-f und IFN-a belegen ein signifikantes Mal} an
Homologie; an ca. 30% der Positionen der Proteinprimirsequenz sind identi-
sche Aminosdurereste. Diese hohe Homologie legt nahe, da IFN-B und
IFN-o phylogenetisch aus einem gemeinsamen Urgen entstanden sind. Die
beiden IFN-Klassen weisen weitere prinzipielle Gemeinsamkeiten auf. Ihre
Gene sind gekoppelt in einem Gencluster auf Chromosom 9 (Chromosom 4
bei der Maus) lokalisiert. Direkte DNA-Analysen von klonierten, iiberlap-
penden Chromosomabschnitten, Segregationsanalysen an somatischen Zell-
hybriden und RFLP-Analyse (RFLP = restriction fragment length polymor-
phism) belegen eine enge Nachbarschaft dieser Gene auf dem Chromosom
[62]. Weder das IFN-B-Gen noch die IFN-a-Gene enthalten Introns, was fiir
Eukaryontengene ungewohnlich ist und die Vorstellung eines gemeinsamen
Urgens erhirtet. IFN-f und IFN-o weisen auch in ihren biologischen Eigen-
schaften eine hohe Ahnlichkeit auf. Sie binden an den gleichen Zellrezeptor
mit dhnlicher Affinitit und haben ein identisches Aktivititsspektrum. Die
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oben gestellte Frage nach der biologischen Bedeutung der verschiedenen
IFN-o Subtypen 146t sich hier fiir IFN-o und IFN-B wiederholen.

In den letzten Jahren ist ein weiteres Protein isoliert und molekularbiolo-
gisch charakterisiert worden, welches u.a. auch als IFN-B, bezeichnet wurde
[90]. Diese Bezeichnung rithrt daher, daB das Protein in einigen Zellkulturen
mit IFN-B coinduziert wird und nach Ergebnissen einiger Arbeitsgruppen
eine antivirale Aktivitit besitzt, die durch ein Antiserum gegen klassisches
IFN-B von Fibroblasten neutralisierbar ist. Diese Befunde werden aber z.Z.
noch kontrovers diskutiert. Sequenzanalysen des IFN-B, lassen keine Homo-
logie zu IFN-B oder IFN-a erkennen, so dal eine phylogenetische Verwandt-
schaft zu diesen Interferonen nicht besteht. Die funktionelle Verwandtschaft
mub noch bestitigt werden. Neben der diskutierten antiviralen Aktivitit wird
dem IFN-B, eine antiproliferative Aktivitit zugesprochen, die es mit klassi-
schen Interferonen teilen wiirde. Die primire Aktivitit dieser Substanz
scheint jedoch eine Stimulation der B-Zellaktivierung/Differenzierung und
eine Hepatozyten-stimulierende Aktivitdt zu sein [31, 92]. Dementsprechend
ist es in der Literatur auch als B-cell stimulating factor-2 (BSF-2), hybridoma-
plasmocytoma-growth-factor (HPGF) und als hepatozyte-stimulating-factor
(HSF) beschrieben worden. Als Konsensus wurde Interleukin 6 (IL 6) einge-
fiithrt (Tabelle 2).

Tabelle 2. Eigenschaften von Interferon-f,/Interleukin 6

Name: IFN-8-2/IL 6/BSF-2/HPGF/HSF/26kd protein
Struktur: 222 Aminosiuren

23-27 kd Molekulargewicht, abhingig von Glycosilierung
Gen: organisiert in Introns/Exons

lokalisiert auf Chromosom 7
keine Sequenzhomologie zu anderen Interferonen

Rezeptor: nicht identisch mit IFN-B- oder IFN-a-Rezeptor, keine Kompeti-
tion mit Interferonen

Induzenten: TNF, IL 1, PDGF, IFN-§,, Virus, dsRNA, Cycloheximid

Produzentenzellen: Fibroblasten, Epithelzellen, Hepatocyten, T-Zellen, Monocyten,
Makrophagen

Aktivitdten: a) z.Z. akzeptiert

- Wachstums-/Differenzierungsfaktor fiir B-Zellen
- Wachstumsfaktor fiir Knochenmarkzellen
- Stimulierung von Hepatocyten (Mediator der ,,acute-phase
protein response*)
b) z.Z. kontrovers
- antiviral
- Induction der 2’,5'-Oligoadenylatsynthetase
- antiproliferation auf Fibroblasten
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Interferon-y [86]

Auch die dritte Interferonklasse wird durch nur ein Protein und ein Gen dar-
gestellt. Das native IFN-y ist ein Protein von ca. 45 kd, welches sich unter
denaturierenden Bedingungen in zwei Untereinheiten von ca. 20 kd und 25
kd aufldsen 148t. Protein- und DNA-Daten belegen eindeutig, daB diese zwei
Untereinheiten eine identische Aminosduresequenz besitzen. Unterschiede im
Molekulargewicht oder Untereinheiten entstehen durch Glycosilierung, wo-
bei zwei potentielle Positionen fiir eine N-glycosidische Modifizierung aus
der Aminosiuresequenz ableitbar sind (Asn 28 und Asn 100). Die 20 kd-Un-
tereinheit ist an Position 28 glykosiliert, wihrend die 25 kd-Untereinheit an
beiden Positionen Seitenketten trigt. Die sezernierten Untereinheiten beste-
hen primir aus 143 Aminosdureresten. Sekundir kann der C-Terminus des
Proteins um einige Aminoséuren verkiirzt werden, ohne daf} sich die biologi-
sche Aktivitit vermindert. Ahnliches ist fiir IFN-a beschrieben worden, wel-
ches physiologisch mehrfach als ein um 10 Aminosduren am C-terminus ver-
kiirztes Protein isoliert wurde. Das IFN-y hat zwei Cysteine, bildet jedoch
keine Disulfidbriicke aus.’

Interferon-y ist nach einer Reihe von Kriterien eindeutig von IFN-a und
IFN-p abzugrenzen. Die Proteinsequenz weist keinerlei Homologie zu den
anderen Interferonen auf, d.h., IFN-y hat sich phylogenetisch unabhingig
von der IFN-a/p-Gruppe entwickelt. Das Gen des IFN-y ist auf Chromosom
12 lokalisiert. Abweichend von IFN-o/P weist es die fiir eukaryontische Gene
typische Organisation in Introns und Exons auf. Physikochemisch unterschei-
det sich IFN-y durch seine Siurelabilitit und eine gréBere Empfindlichkeit
gegeniiber Hitzebehandlung und Detergentien von IFN-a/f. Jedoch auch
hinsichtlich seiner Biologie ist IFN-y abgrenzbar. Es bindet an einen anderen
Zelloberflichenrezeptor, hat ein teilweise abweichendes Aktivititspektrum
(z.B. Induktion von MHC-class 2 Antigenen) und wird wahrscheinlich aus-
schlieBlich von einem Zelltyp (T-Lymphozyten) gebildet. Historisch wird
IFN-y als Interferon-Typll von den anderen, als Interferon-Typl bezeichne-
ten Klassen abgegrenzt.

Interferoninduktion und Induzenten

Wenn Interferone ausschlieBlich antivirale Eigenschaften hitten, so wire im
Prinzip ihre dauernde Bildung im Organismus wiinschenswert, um das allge-
genwirtige Risiko einer Virusinfektion zu vermindern. Interferone haben je-
doch eine Vielzahl von Wirkungen auf Zellmetabolismus, Wachstum und
Differenzierung; und ihre dauernde Anwesenheit (in fiir uns nachweisbaren
Mengen!) erscheint daher fiir den Organismus unerwiinscht. Dementspre-
chend sind alle Interferone induzierbare Proteine, die auf Genaktivierung
durch spezifische Induzenten hin gebildet werden. Der gesunde Organismus
bildet kein nachweisbares Interferon bzw. der Nachweis von Interferonen in
der Zirkulation deutet auf einen pathologischen Zustand hin. Dies soll nicht
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im Gegensatz zu einigen neueren Hinweisen stehen, daB3 im Rahmen einer
physiologischen Wachstumskontrolle eine autokrine Interferonproduktion
eine wichtige Regulationsfunktion ausiibt oder das Makrophagen des Perito-
neums auch in Abwesenheit von Virus Interferon sezernieren [4, 66]. Auch
diese quantitativ geringe, auch ,physiologisch® genannte Interferonproduk-
tion erfolgt wahrscheinlich nicht konstitutiv, sondern auf Induktion hin, wo-
bei im letzteren Fall das normalerweise allgegenwirtige bakterielle LPS die
Rolle eines solchen ,,Dauerinduzenten® ausiiben kénnte.

Virale Interferoninduzenten [75]

Unter der Annahme, daB3 Interferone endogene antivirale Substanzen sind,
sollten Viren selbst potente Interferoninduzenten sein. Dies gilt in der Tat fiir
viele Viren der verschiedensten Gruppen. Die Stirke dieser Interferonpro-
duktion variiert stark in Abhingigkeit von Virus- und Zellsystem; es scheint
jedoch eine Extrapolation vorliegender Daten dahingehend gerechtfertigt zu
sein, daf} im geeigneten Zellsystem alle Viren Interferoninduzenten sein kén-
nen. Es ist daher umso iiberraschender, daB die virale Struktur, welche als
Induzent wirkt, noch immer nicht eindeutig beschrieben werden konnte. Es
gibt jedoch einen starken Kandidaten, welcher in einer Vielzahl von Fillen
diese Rolle ausiiben konnte: doppelstringige RNA (dsRNA). Diese Substanz
ist im Organismus wie in der Zellkultur als Induzent von IFN-a und IFN-B nach-
gewiesen worden, wobei die Herkunft der dsRNA fiir deren Induktionspoten-
tial unerheblich ist. Induzenten sind die genomische dsRNA animaler Viren
(z.B. Reovirus), dsSRNA-Plasmide aus Hefen oder synthetische RNA, deren
gebriauchlichste Form in der Interferonforschung das polyl: polyC ist, ein
Doppelstrang bestehend aus je einem homopolymeren poly-Cytidyl- und ei-
nem poly-Inosylsdure-Strang. Bedeutsam fiir die Interferoninduktion ist die
Linge (50 bp) und Stabilitit der dsRNA. Doppelstringige DNA bzw.
DNA:RNA Heteroduplexe haben keine Aktivitit. Vermutete in-vivo-Indu-
zenten sind die dsRNA-Intermediate, die im Replikationszyklus einzelstrin-
giger RNA-Viren auftreten. Hinweise fiir diese Annahme ergeben sich aus
Versuchen mit inaktivierten RNA-Viren bzw. ts (= temperature-sensitive)-
Mutanten, z.B., NewCastle Disease Virus, Sindbisvirus, Reovirus oder ,,de-
fective interfering particles” (DI) des VSV. Letztere liegen im Gegensatz zum
Wildtyp-VSYV als partiell dssRNA im Genom vor und sind durchweg bessere
Interferoninduzenten als der einzelstringige Wildtyp. Insgesamt ist die Kor-
relation von Interferoninduktion und dem Vorliegen von dsRNA aber bei
weitem nicht perfekt und die Beteiligung anderer Viruskomponenten z. B. vi-
raler Proteine an der Induktion erscheint wahrscheinlich. Vollig offen ist die
Frage der Interferoninduktion durch DNA-Viren wie z. B. Herpesviren, Pox-
virus, Papovaviren. Auch hier wird die Bildung von dsRNA durch symmetri-
sche Transkription von beiden DNA-Stringen postuliert, jedoch sind solche
Produkte bisher nicht eindeutig nachgewiesen. Im Falle des Adenovirus Typ
12 wurde kiirzlich gezeigt, dal die Expression des viralen E1B Gens in primé-
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ren menschlichen Zellkulturen das IFN-B-Gen aktiviert. Umgekehrt wurde im
Falle des Hepatitis B-Virus gezeigt, dal ein definiertes virales Gen, welches
fiir das ,core’Antigen kodiert, die Induzierbarkeit des IFN-B-Gens durch
dsRNA herabsetzt.

Nicht-virale-Induzenten [75]

Der Begriff ,,nicht-viral“ deutet bereits an, daB die Mehrzahl der verbleiben-
den Induzenten nicht positiv zu klassifizieren ist. Von physiologischer Bedeu-
tung ist moglicherweise die Induktion von Interferon in Leukozyten durch
bakterielle Lipopolysaccharide, da sie zu einer stindigen Interferonproduk-
tion im Organismus fiihren konnte. Synthetische Induzenten auBler den
dsRNAs sind das Tiloron und einigen Acridinderivate. Die Induktion des
IFN-y erfolgt im Rahmen einer Aktivierung der T-Lymphozyten, die Klon-
spezifisch durch das entsprechende Antigen und unspezifisch durch T-Zell-
mitogene wie Phytohdmagglutinin oder Concanavalin A erfolgen kann.

Mechanismen der Interferonfunktion [12]

Die Regulation der Genexpression, fiir welche die Interferoninduktion nur

ein Einzelbeispiel ist, kann prinzipiell auf verschiedenen Ebenen erfolgen;

deren wesentlichsten sind:

a) Transkriptionsaktivitit des Gens,

b) Stabilitit der mRNA,

¢) Translationskontrolle oder

d) die Modifikation und Sekretion des ,,de novo* synthetisierten oder priexi-
stierenden Proteins.

Fiir die Interferonexpression scheinen die zwei ersteren die entscheidenen
Regulationsebenen zu sein. Im nicht-induzierten Zustand ist keine Transkrip-
tionsaktivitédt der Interferongene nachweisbar. Innerhalb eines variablen, aber
relativ kurzen Zeitraums nach Induktion steigt die Transkriptionsaktivitit an
und die IFN mRNA akkumuliert im Zytoplasma. Die Hohe und Dauer der
mRNA Akkumulation korreliert mit der extrazellulir me3baren IFN-Produk-
tion, so daB3 translationelle und posttranslationelle Regulation von geringer
Bedeutung zu sein scheinen. Wie die Wechselwirkung von Induzent und Zelle
in Genaktivierung umgesetzt wird ist nicht bekannt, man geht jedoch davon
aus, daB der Induzent in die Zelle aufgenommen wird und hier das Signal fiir
die Expression der Interferongene erzeugt. Welches Interferon induziert wird,
hingt sowohl vom Induzenten wie vom Zelltyp ab. Klassische Induzenten der
experimentellen Interferonforschung sind die Paramyxoviren NewCastle Di-
sease Virus (NDV) und Sendai Virus sowie die synthetische dsRNA polyl:po-
lyC. Induziert man Kulturen von Namalva Zellen (eine humane, lymphobla-
stoide Linie) mit NDV, erhélt man ein Gemisch aus ca. 85% IFN-o und 15%
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IFN-B; behandelt man Fibroblastenkulturen mit dem gleichen Induzenten, so
ist der Anteil an IFN-§ erheblich héher. Werden Fibroblastenkulturen mit
dsRNA induziert, so wird ausschlieBlich IFN-B synthetisiert. In vielen Fillen
werden IFN-a und IFN- ko-induziert, was auf einen fdhnlichen Induktions-
mechanismus hinweist. Diese Hypothese ist durch molekularbiologische Ana-
lyse der Interferoninduktion bestitigt worden. Sequenzbestimmungen an ge-
nomischen Klonen verschiedener IFN-a-Gene und des IFN-B-Gens haben
gezeigt, dal die Sequenzhomologien zwischen IFN-a und IFN-B nicht auf
die kodierenden Genbereiche beschrinkt sind, sondern sich auch auf die 5’-
Promotorregionen erstrecken. Diese Promotorregionen enthalten die regula-
torischen Elemente der Interferongene, d.h., jene DNA-Bereiche, die in spe-
zifischer Wechselwirkung mit Aktivator- und Repressorproteinen der Gen-
aktivitit stehen. Sequenzhomologien in diesem Bereich deuten auf verwandte
Regulationsmechanismen hin. Die regulatorischen Promotorbereiche des
IFN-B-Genes sind detailliert analysiert worden. Die hierzu angewandten
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experimentellen Strategien sind u.a. die Isolierung des Promotorbereichs und
anschlieBende Modifizierung der Sequenz durch Deletion bestimmter Berei-
che, Insertion einer ,,zufilligen“ Fremd-DNA und der gezielte Austausch ein-
zelner Basen durch in-vitro-Mutagenese. Derartig modifizierte Promotor-
Gen-Konstrukte werden dann in Zellen zurtickgefiihrt und ihre Aktivitit an-
hand der IFN-Produktion oder der mRNA-Menge bestimmt. Diese Arbeiten
haben einen Bereich von ca. 110 Basenpaaren im Promotor der IFN-a/p-
Gene identifiziert, welcher fiir die geregelte Expression des Interferongens
essentiell ist. Wird dieser Sequenzabschnitt in den 5’-Bereich eines Fremd-
gens insertiert, z.B. des Globins, so wird dieses Gen wie ein Interferongen
expremiert, d. h. es wird durch Virus oder dsRNA induzierbar. Feinanalysen
haben innerhalb dieses Sequenzabschnittes Subregionen identifiziert, die fiir
positive oder negative Kontrolle notwendig sind [32, 50]. In einem einfachen,
experimentell schon teilweise belegten Modell geht man davon aus, daB im
negativen Kontrollbereich der nicht-induzierten Zelle ein Repressorprotein
bindet, welches das Gen fiir den die RNA-Polymerase enthaltenden Tran-
skriptionskomplex blockiert. Nach Induktion binden Aktivatorproteine an die
positiven Kontrollbereiche, 16sen den Repressor und 6ffnen dem Transkrip-
tionskomplex den Weg zum Strukturgen. Diese Aktivatorproteine miifiten di-
rekt oder indirekt mit dem Induzenten wechselwirken, um als Boten der In-
duktion zu fungieren.

Die Stirke der Interferoninduktion 14Bt sich positiv modulieren durch das
,priming“ und die Superinduktion. Unter ,,priming“ versteht man Vorbe-
handlung der Zelikultur mit geringen Mengen von Interferon vor der eigent-
lichen Induktion mit z. B. Virus. Dieses ,,priming* fiihrt zu einer erheblichen
Steigerung der IFN-Produktion. Die mechanistische Grundlage ist bislang
nicht aufgeklirt, die biologische Bedeutung ist jedoch einleuchtend. Eine Vi-
rus-infizierte Zelle wird hiufig Interferon sezernieren, bevor Virus freigesetzt
wird. Fiir benachbarte Zellen hieBe dies, daB sie durch dieses IFN ein ,,pri-
ming“ erfahren und bei nachfolgender Infektion verstirkt IFN bilden; Inter-
feron wirkt hier als ein ,,Autokatalysator*.

Die normale Interferoninduktion ist selbstbegrenzend, auch bei stédndiger
Gegenwart des Induzenten ist die Genaktivitit nur transient erhoht. Fiihrt
man jedoch die IFN-Induktion in Gegenwart eines Inhibitors der Proteinsyn-
these durch (z.B. Cycloheximid), so wird die Genexpression verstirkt und
verlingert und erheblich gréoBere Mengen an IFN-mRNA akkumulieren in
dem Zytoplasma. Diese RNA wird nach Entfernen des Inhibitors in eine ent-
sprechend gr6Bere Menge Protein translatiert. Diese ,,Superinduktion® hat
wahrscheinlich zwei mechanistische Grundlagen; einerseits wird die Stabilitit
der mRNA erhoht, andererseits wird die Transkriptionsaktivitit des Gens
verstirkt [20}. Beide Effekte lassen sich damit erkldren, daB3 bei Hemmung der
Proteinbiosynthese zwei kurzlebige Repressoren der Interferonexpression
entfernt werden, im ersteren Fall eine nukleolytische Aktivitdt, im zweiteren
ein Repressor der Interferongentranskription. Sowohl ,,priming“ wie auch
Superinduktion werden bei der Produktion von natiirlichem Interferon aus
Zellkulturen angewandt.
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Interferonproduktion

In diesem Abschnitt miiBten zwei Themenkomplexe diskutiert werden;

a) die natiirliche Interferonproduktion im Organismus, insbesondere im Ver-
lauf viraler und bakterieller Infektionen und

b) die Interferonproduktion in Zellkulturen, deren wesentlicher Zweck die
Herstellung von Interferon fiir Klinik und Forschung ist.

Ich méchte mich hier im wesentlichen auf den zweiten Aspekt beschrinken
und werde auf ersteren Gesichtspunkt im Rahmen der antiviralen und anti-
proliferativen Aktivitit zuriickkommen.

Zu der Interferonproduktion in vivo liegen eine Vielzahl Untersuchungen
vor, in denen Interferon in den verschiedensten Kompartimenten des Orga-
nismus nach Induktion mit natiirlichen oder synthetischen Induzenten nach-
gewiesen wurde. Wie zu erwarten, sind im Verlaufe vieler viraler Infektionen
Interferone nachweisbar, wobei Stirke und Lokalisierung der Interferonant-
wort nur teilweise mit Ort und AusmaB der Virusinfektion korreliert sind. Die
relevante Frage nach den natiirlichen Produzentenzellen in vivo ist jedoch
noch weitgehend unbeantwortet und wird wohl auch fiir verschiedene Virus-
typen unterschiedlich beantwortet werden miissen. Eine Zusammenstellung
aller Arbeiten zur Interferonproduktion im Organismus findet sich bei W. E.
Stewart. Neuere Untersuchungen zu diesem Thema liegen kaum vor, obwohl
sie zu unserem Verstindnis der physiologischen Bedeutung des Interferonsy-
stems erheblich beitragen kénnten.

Ich méchte mich jetzt der ,,technischen* Herstellung von Interferon in Zell-
kulturen bzw. Mikroorganismen zuwenden. Das hier gewonnene Interferon
14Bt sich prinzipiell in natiirliches Interferon und rekombinantes Interferon
einteilen - natiirlich, wenn das Interferon das Produkt eines unmodifizierten
Gens ist, wie es normalerweise im Genom vorliegt, rekombinant, wenn das
Gen bzw. eine Kopie des Gens isoliert und nachfolgend in einer heterologen
Zelle, zumeist in E. coli, exprimiert wurde. Natiirliches und rekombinantes
Interferon kénnen Unterschiede aufweisen, die weiter unten diskutiert wer-
den.

Zur Produktion von natiirlichem Interferon werden solche Zellen verwen-
det, die in groBen Mengen kultivierbar und gute IFN-Produzenten sind. Drei
Kultursysteme werden im wesentlichen benutzt:

1. Leukozyten aus Spenderblut

2. die Namalva-Zelle, eine von einem Burkitt-Lymphom abgeleitete lympho-
blastoide Linie und

3. diploide Fibroblastenkulturen.

Leukozyteninterferon (LeIFN-«)

Das Verfahren zur Herstellung von Leukozyteninterferon wurde entwickelt
von K. Kantell. Historisch war es das erste Interferonpriparat, welches in
klinischen Versuchen eingesetzt wurde. Bei diesem Verfahren werden Leuko-



Struktur und Wirkung von Interferonen 13

zyten aus Spenderblut isoliert und in Kultur genommen. Die Interferonin-
duktion erfolgt durch Infektion mit Sendaivirus (Paramyxovirus) nach vor-
hergehendem ,,priming* mit exogenem Interferon. Dieses Induktionsproto-
koll ist nicht spezifisch fiir einen Typ des IFN-a, sondern induziert eine
Gruppe von IFN-a. Leukozyteninterferon ist somit ein Mischpriparat von
letzlich unbestimmter Zusammensetzung aus verschiedenen IFN-a-Subtypen,
welches u. U. zusitzlich zu den Interferonen noch weitere Lymphokine und
Monokine enthélt. Es ist vorstellbar, daB diese ,,biologische* Vielfalt des Leu-
kozyteninterferon bei manchen Anwendungen dessen Wirksamkeit im Ver-
gleich zu IFN-a-Monopriparaten, wie sie iiber gentechnische Produktions-
techniken erzeugt werden, erhoht, obwohl eindeutige Beweise hierfiir noch
erbracht werden miissen.

Lymphoblastoides Interferon (LyIFN-a)

Zur Produktion werden Namalva-Zellkulturen eingesetzt, die mit Sendaivirus
oder NDV induziert werden. Auch hier erhélt man eine Anzahl von IFN-
a-Subtypen dhnlich dem Leukozytenpriparat plus einem variablen Anteil an
IFN-B. LyIFN-a ist daher wie Leukozyteninterferon ein Mischpriiparat von
nur teilweise definierter Zusammensetzung,

Natiirliches IFN-

Zur Produktion von natiirlichem IFN- werden Fibroblastenkulturen einge-
setzt. Die Induktion erfolgt mit dsSRNA nach dem Superinduktionsproto-
koll. Bei diesem Verfahren wird in Fibroblasten ausschlieBlich IFN-B indu-
ziert, d.h., hinsichtlich des Interferonanteils ist Fibroblasteninterferon ein
Monopriparat. Hinsichtlich anderer Kontaminationen mit aktiven Substan-
zen miissen dhnliche Einschrinkungen wie bei den anderen natiirlichen Inter-
feronen gemacht werden.

Rekombinante Interferone

Als Alternative zu Gewinnung von Interferonen aus ihren natiirlichen Produ-
zentenzellen wird heute weitgehend rekombinantes Interferon aus gentech-
nisch modifizierten Mikroorganismen oder Zellinien fiir die klinische For-
schung hergestelit. Das Prinzip dieser Methode ist die Isolierung oder ,,de
novo* Synthese der DNA-Sequenz, die fiir das gewiinschte Protein kodiert
und ihr Einbau in das Genom eines Fremdorganismus, z.B. des Bakteriums
E. coli, der Hefe Saccharomyces oder in Sdugerzellen wie der CHO-Linie
(Chinese hamster ovary). Vorteile der gentechnischen Herstellung sind:

a) Mikroorganismen sind leichter zu manipulieren und kultivieren als Séu-

gerzellen,
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b) das Gen wird seiner natiirlichen, im Falle der Interferone sehr stringenten
Kontrolle entzogen und unter die Kontrolle eines expressionsaktiven bak-
teriellen oder viralen Promotors gesetzt und

¢) man kann das Gen und somit die Struktur des Proteins gezielt veridn-
dern.

Uber gingige Verfahren sind inzwischen IFN-B, IFN-y und mehrere Subty-

pen des IFN-a kloniert und produziert worden. Natiirliche und rekombinante

Interferone haben zumeist eine identische Primirstruktur (= Aminoséaurese-

quenz). Einige sekundire Unterschiede und ihre potentiellen Konsequenzen

sollen kurz diskutiert werden. Natiirliches IFN-p und IFN-y und méglicher-
weise Subtypen des IFN-a werden als Glykoproteine sezerniert. Diese Modi-
fikation wird von Bakterienzellen nicht durchgefiihrt und das so produzierte

Interferon ist daher nicht glykosiert. Es gibt bislang keinen Hinweis, daB3 hier-

durch das biologische Aktivitdtsspektrum des Proteins modifiziert wird, es

sind jedoch Unterschiede in der biologischen Stabilitit, der Pharmakokinetik
und Antigenitit denkbar. Als Alternative zur Expression in Bakterien kénnen
klonierte Gene unter der Kontrolle eines Fremdpromotors in Zellinien exprie-
miert werden, im Falle der humanen Interferone z.B. in den heterologen

CHO-Zellen. In diesem System werden alle Modifikationen durchgefiihrt

und das rekombinante Produkt ist mit dem natiirlichen Interferon identisch.

Natiirliches Interferon wird - wie alle Glykoproteine - in der ,,precursor*-
Form mit N-terminalem Signalpeptid synthetisiert. Dieses Signalpeptid wird
wihrend des Sekretionsprozesses proteolytisch abgespalten. Rekombinante,
in Bakterien expremierte Gene, enthalten diese Signalsequenz nicht und das
Protein akkumuliert als partiell denaturiertes Produkt in intrazelluldren Gra-
nula [64]. Neben der Reinigung muf} eine Renaturierung durchgefiihrt wer-
den, um biologisch aktives Protein zu erhalten. Wenn die Effizienz dieses
Schrittes nicht 100% ist, kann das Endpriparat u. U. noch denaturiertes Pro-
tein enthalten. Hierdurch bedingte antigene Eigenschaften kénnten wiahrend
einer lingerfristigen Therapie zur Antikdrperbildung fiihren.

Eines der besonderen Probleme bei der Produktion in E. coli ist neben der
Renaturierung die Ausbildung der Disulfidbriicken in der korrekten, nativen
Konfiguration, wenn mehrere Isomere mdoglich sind. Im Falle eines rekombi-
nanten IFN-p hat man dieses Problem umgangen, indem man ein nicht-essen-
tielles Cystein (Cys17) durch Mutagenese in ein Serin umwandelte, so daB die
zwei verbleibenden Cysteine nur noch die native Disulfidbriicke ausbilden
konnen.

AnschlieBend sei fiir den Fall des IFN-a noch einmal darauf hingewiesen,
daB rekombinantes IFN-o im Gegensatz zur natiirlichen Situation ein Mono-
priparat ist, im allgemeinen der Subtyp o,. Dieser Subtyp weist in Zellkultu-
ren alle Aktivititen auf, die fiir z.B. Le IFN-o berichtet wurden. Ob hieraus
allerdings eine 100%-Ubereinstimmung der Aktivititen fiir die wesentlich
komplexere Situation im Organismus folgt, kann beim gegenwirtig limitierten
Kenntnisstand dieser Aktivititen nur angenommen werden.

Zum AbschluB dieses Abschnitts zur Biochemie der Interferone méochte ich
noch eine kurze Darstellung zu ihrer spezifischen Aktivitit geben. Die bio-
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logische Aktivitdt wird gingigerweise in einem Virus-Reduktionsassay be-
stimmt und dabei in Vergleich zu einem Standardpraparat von bekannter Ak-
tivitdt gesetzt. Die Aktivititsangabe erfolgt in IU (IU = international unit),
wobei eine Einheit die Interferonaktivitit ist, die eine 50%-Reduktion der Vi-
rusausbeute bewirkt. Die spezifische Aktivitdt von natiirlichem reinen IFN-a
und IFN-B in diesem Assay betrdgt ca. 10® IU pro mg Protein. Bei einem
angeniherten Molekulargewicht von 20000 dalton entspricht somit eine Akti-
vitdt von 1 IU pro Milliliter einer Interferonkonzentration von 2.5x 10~ "> M
bzw. 5x 10~ '? g (entsprechend 5 pg) pro Milliliter [67].

Die biologischen Aktivititen von Interferon

Interferon in der urspriinglichen Definition war ein endogenes antivirales
Protein. Diese Definition muf3 heute in zwei Richtungen erweitert werden:
a) Es gibt nicht ein Interferon, sondern z.Z. drei Interferonklassen mit min-
destens 15-20 Einzeltypen, und
b) Interferone sind auch antiviral, haben aber eine Vielzahl anderer Aktiviti-
ten.
Das Aktivitidtsspektrum der Interferone 146t sich in drei Aktivitidtsgruppen
einteilen (Abb. 2):
1. Die antivirale Aktivitit
2. Die antiproliferative Aktivitit
3. Die immunregulatorische Aktivitit
von denen die ersten zwei hier besprochen werden. Diese Einteilung erfolgt
primir aus Griinden der Darstellung, sie soll nicht beinhalten, daf3 es sich um
mechanistisch génzlich abgrenzbare Aktivititskomplexe handelt. Insbeson-
dere hinsichtlich der antiviralen und antiproliferativen Aktivitit gibt es deut-
liche Hinweise auf iiberlappende Mechanismen. Bei den komplexeren Aktivi-
tidten, wie der antitumoralen Wirkung der Interferone im Organismus, muf
mit Sicherheit davon ausgegangen werden, da3 diese eine Funktion mehrerer
Basisaktivitdten sind. Auch die antivirale Wirkung im Organismus hat neben
der intrazelluliren antiviralen Aktivitit, deren Ziel das replizierende Virus ist,
eine immunologische Komponente, deren Ziel die Virus-infizierte Zelle ist.
Unsere Vorstellung von der physiologischen Rolle der Interferone ist durch
neue Befunde erweitert worden, die eine ,,spontane” Interferonproduktion in
proliferierenden Zellkulturen nachweisen und Interferone in den Rahmen ei-
ner endogenen Wachstumskontrolle riicken.

Voraussetzungen der biologischen Aktivitiiten

In ihrer prinzipiellen Wirkungsweise weisen die Interferone weitgehende Par-
allelen mit Peptidhormonen und Wachstumsfaktoren auf. Ihre primére
Wechselwirkung mit der Zelle ist die Bindung an einen spezifischen Rezeptor
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Abb. 2. Das biologische Wirkungsspektrum der Interferone

auf der Zelloberfldche [93]. Diese Bindung 16st eine Signalibermittlung zum
Zellkern aus und bewirkt die Aktivierung einer Gruppe von Genen [28, 69].
Die ,,de novo* Synthese der entsprechenden Proteine fithrt zu den Veréande-
rungen im Phinotyp der Zelle, die mit o.g. Aktivitidten verbunden sind. Die
Wirkung der Interferone erfordert also eine aktive RNA- und Proteinsynthe-
se. Die Aktivierung spezifischer Gene laBt sich bereits wenige Minuten nach
Bindung des Interferons an den Rezeptor nachweisen. Nach ca. 1 h akkumu-
lieren die entsprechenden Transkripte im Zytoplasma und werden transla-
tiert. Die Mechanismen dieser spezifischen Genaktivierung durch Interferon
beruhen sowohl auf einer Erh6hung der Transkriptionsaktivitit der entspre-
chenden Gene als auch auf einer vermehrten Stabilitit der induzierten
mRNA. Die Genaktivierung ist transient und fillt auch in stindiger Gegen-
wart von Interferon wieder ab. Wieviele Gene durch Interferon direkt akti-
viert werden ist noch unbekannt, die Tabelle 3 gibt einen ungefihren Uber-
blick. IFN-o./p einerseits und IFN-y andererseits zeigen ein teilweise abwei-
chendes Aktivititsprofil. So werden z.B. die MHC class II Antigene primir
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Tabelle 3. Interferon-induzierte Gene (nach M. Revel, J. Chebath, 1986)

Bezeichnung RNA Protein Funktion Interferon
2-5A Synthetase 3,6 100,67 dsRNA-aktivierte ap>y

1,8 48 Translationshemmung

1,6 40
dsRNA-stimulierte ? 60-70 dsRNA-aktivierte af>y
Proteinkinase Translationshemmung
Cs6 2,0 56 ?
pIfi 29 42 ? op

58
1-8 Genfamilie 0,8 ? ? af>y
G-16 1,0 13 ? af
Thymosin B4 0,8 5,25 Induktion der terminalen
Transferase in B-Lymphocyten
HLA-A,B,C 1,8 44 MHC Klasse 1 y>op
B2-Mikroglobulin 0,9 14 MHC Klasse 1 y>af
HLA-DR « 1,3 34 MHC Klasse 2 y>a
HLA-DR B 29
MT-11a 0,5 7 Metallothionin afy
GBP 4,0 67 GTP/GDP-Bindungs Protein
MX (Maus) 3,5 72 antiviral gegen of
Influenzavirus

durch IFN-y induziert, wihrend das Maus-Mx-Gen ausschlieBlich durch
IFN Typ 1 induziert wird. Dies gilt auch fiir das menschliche Mx-homologe
Protein [89].

Es sind Beispiele einer negativen Genregulation durch Interferon beschrie-
ben worden, z.B. das Proto-Onkogen c-myc. Im Gegensatz zur hier aufge-
fiuhrten Genaktivierung scheint diese Genrepression jedoch ein sekundires
Ereignis zu sein, d.h., es wird nicht durch Interferonbindung per se vermittelt,
sondern durch ein sekundér gebildetes Protein [23, 24, 48].

Die antivirale Aktivitdit der Zelle [27, 46]

Die antivirale Aktivitit des Interferons 148t sich durch zwei Eigenschaften
grundlegend von der antiviralen Aktivitit der spezifischen Immunantwort des
Organismus abgrenzen: 1. Interferon ist nicht virusspezifisch, aber 2. IFN ist
artspezifisch.

Die ,,negativ* Eigenschaft — nicht virusspezifisch - hat ihre Ursache darin,
daf} das Ziel der Interferonwirkung niemals das freie Virus, sondern die Zelle
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ist. Diese wird durch Interferon dahingehend modifiziert, daB die Vermehrung
eines infizierenden Virus blockiert wird. Die Artspezifitdt hat ihre Grundlage
in der Spezifitit der Interferon-Rezeptor-Wechselwirkung. Aufgrund der un-
terschiedlichen Konfiguration erkennt der humane Interferonrezeptor z.B.
ein IFN der Maus wesentlich schlechter (und umgekehrt). Die intrazelluldren
Mechanismen der antiviralen Aktivitit scheinen bei den verschiedenen Spe-
zies identisch zu sein.

Die Induktion des antiviralen Zustands der Zelle erfordert RNA- und Pro-
teinsynthese. Zwischen IFN-Behandlung und optimaler Induktion der antivi-
ralen Aktivitit liegen ca. 8 bis 12 Stunden. Hieraus ergibt sich, daB3 bei lyti-
schen Viren mit kurzem Replikationszyklus die Interferonbehandlung der Vi-
rusinfektion zeitlich um mehrere Stunden vorausgehen muf3, um einen Schutz
zu bewirken. Bei Viren mit lingeren Replikationszyklen, bei nicht-lytischen
oder chronischen Infektionen gilt diese Bedingung nicht. Der virale Replika-
tionszyklus 148t sich typischerweise in eine Anzahl von Einzelschritten unter-
teilen. In seinen Details unterscheidet sich dieser Zyklus natiirlich erheblich
zwischen den einzelnen Virusgruppen, da z. B. ein negativ-strangiges Rhabdo-
virus (VSV) eine andere Replikationsstrategie verfolgt als ein doppelstringi-
ges DNA-Virus (z. B. Herpes, SV40) oder ein chronisch infizierendes Retrovi-
rus. Es gibt jedoch einige prinzipielle Schritte, die allen Viren zu eigen sind.
In Tabelle 4 sind die Schritte eines typischen Replikationszyklus aufgefiihrt.
Jeder dieser Schritte ist ein potentielles Ziel fiir eine antivirale Aktivitit und
parallel zu diesen Replikationsstadien sind Viren aufgefiihrt, deren Vermeh-
rung an dem betreffenden Punkt durch Interferon gehemmt wird. Die Dar-
stellung demonstriert, daB die Hemmung nicht an nur einem Punkt des Zy-
klus ansetzt, sondern daB3 verschiedene Hemmpunkte entlang des ganzen Zy-
klus identifiziert worden sind. Dies soll am Beispiel einiger Viren diskutiert
werden [77].

Vesicular Stomatitis virus (VSV)

VSV gehort zur Gruppe der Rhabdoviren. Sein Genom ist eine einzelstrin-

gige RNA negativer Polaritit, welche fiir fiinf Virusproteine kodiert. VSV ist

stark hemmbar durch Interferon und wird daher im IFN-Assays hiufig als

Indikatorvirus eingesetzt. Fiir dieses relativ unkomplizierte Virus sind vier

voneinander abgrenzbare Hemmpunkte identifiziert worden.

1. Das Virus bindet an einen Rezeptor an der Zelloberfliche und wird in die
Zelle durch Endocytose aufgenommen. Untersuchungen mit markierten
Viruspartikeln demonstrieren, dafl diese Aufnahme durch Vorbehandlung
mit Interferon reduziert wird.

2. Das aufgenommene Genom wird durch eine im Kapsid mitgefiihrte virale
RNA-Polymerase transkribiert. Diese primire Transkription ist in IFN-be-
handelten Zellen erheblich verringert.
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Tabelle4. Primire Hemmpunkte der viralen Replikation durch Interferon

Replikationsphase gehemmt bei

Adsorption

Penetration VSV

uncoating HSV, SV40

primire Transkription VSV

Translation EMC, VSV, Reovirus, SV40
Vacciniavirus u.a.

Genomreplikation

Reifung/Freisetzung Retroviren, VSV, HSV

3. Durch primire oder sekundére Transkription synthetisierte mRNA wird in
virale Proteine translatiert und diese Synthese viraler Proteine scheint im
Falle des VSV der quantitativ bedeutendste Hemmpunkt zu sein. Ein
Grund fiir die geringe Translationseffizienz der viralen mRNA in IFN-
behandelten Zellen wird in der verringerten Methylierung ihrer 5’-cap-
Struktur gesehen, eine Beobachtung, die auer bei VSV auch bei verschie-
denen anderen Viren gemacht wurde.

4. Eines der fiinf Proteine des VSV ist ein Glykoprotein, welches in der dul3e-
ren Lipidhiille des Virions vorliegt und essentiell fiir die Infektidsitidt des
Viruspartikels ist. In IFN-behandelten Mausfibroblasten (L929-Zellen) ist
die Glykosilierung des Proteins reduziert, und als Folge wird von diesen
Zellen nicht-infektioses Virus freigesetzt [29, 56, 5] (Tabelle 4).

Simian Virus-40 (SV40)

SV40 ist ein dsDNA-Virus aus der Gruppe der Papovaviren. SV-40 durchliuft
einen lytischen Replikationszyklus in Affenzellen, dem natiirlichen Wirt des
Virus. Nicht-permissive Nagerzellen werden durch SV40 transformiert, bilden
jedoch keinen Nachkommenvirus. SV40 gehort zu den am héufigsten charak-
terisierten Viren; das Genom kodiert fiir zwei regulatorische frithe Proteine
(large (T) und small (t) tumor antigens) und drei spéte Strukturproteine. Das
virale Genom ist in der transformierten Zelle in das Wirtsgenom eingebaut;
unter diesen Bedingungen werden nur die frithen viralen Gene expremiert.
SV40 hat einen vergleichsweise langen lytischen Replikationszyklus (>24 h).
Die Wirkung von Interferon auf SV40 konnte daher unter zwei verschiedenen
Versuchsbedingungen untersucht werden,
a) IFN-Behandlung ging der Virusinfektion zeitlich voraus, oder
b) IFN-Behandlung erfolgte nach Infektion, d.h., nach Beginn der viralen
Genexpression und DNA-Replikation.
ad a) In den Interferon-vorbehandelten Zellen erfolgen die ersten Schritte des
Replikationszyklus normal, das sind: Adsorption, Penetration, Transport zum
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Zellkern. Es wird jedoch signifikant weniger RNA der frithen Genen synthe-
tisiert, gefolgt von einer entsprechenden Verringerung an T- und t- Antigen.
Eine verstiarkte Degradation der infizierenden viralen DNA in IFN-behandel-
ten Zellen konnte als Ursache ausgeschlossen werden. Wird das zur DNA-
Replikation notwendige T-Antigen in ,trans“ bereitgestellt, so verlduft die
Replikation auch in behandelten Zellen normal. Eine Hemmung der Tran-
skription ,,per se* ist wenig wahrscheinlich, da reine virale DNA, in die Zel-
len durch Transfektion eingebracht, in IFN-behandelten und Kontroll-Zellen
die gleiche Transkriptionsaktivitit hat. Nach den gegenwértigen Vorstellun-
gen wird in IFN-behandelten Zellen ein Schritt des ,,uncoating* von SV40,
d.h. die Entfernung des Kapsids vom viralen Genom nicht durchgefiihrt und
der zelluldre Transkriptionskomplex kann daher an der viralen DNA nicht
initiieren [9].

ad b) Ein véllig anderes Bild ergibt sich, wenn Interferon zu Zellkulturen
gegeben wird, die schon replizierendes Virus enthalten. Unter diesen Bedin-
gungen ist der unter a) eingegrenzte friihe Hemmpunkt schon iiberschritten,
dennoch wird eine Reduktion der Virusmehrung durch Interferon erreicht.
Diese wird durch eine Translationskontrolle bewirkt, die mit hoher Selektivi-
tit die Synthese viraler Proteine unterdriickt. Da T-Antigen fiir virale DNA-
Replikation benétigt wird, wird diese sekundir auch gehemmt. Virale RNA-
Synthese und RNA-Reifung (Splicing, Poly-Adenylierung) verlaufen in IFN-
behandelten Zellen normal und die Stabilitéit der viralen RNA ist unverdn-
dert. Die Hemmung der SV40-spezifischen Proteinsynthese ist ein Idealbei-
spiel fiir eine selektive, virusgerichtete Translationskontrolle durch Interfe-
ron. Sie funktioniert nur in intakten Zellen; stellt man sich aus SV40-infizier-
ten, IFN-behandelten Zellen zellfreie Translationssysteme her, so wird diese
Selektivitit nicht mehr beobachtet. Der Mechanismus dieser Translationskon-
trolle ist nicht erfaB3t.

Neben dem Zeitpunkt der IFN-Behandlung wird die Hemmbarkeit von
SV40 durch den genetischen Kontext des Virusgenoms modifiziert. Ist die vi-
rale DNA in das zellulire Genom eingebaut, so hat Interferon keinen Effekt
auf virale Transkription und Translation, obwohl iiber-infizierendes SV40-Vi-
rus in der gleichen Zelle hemmbar ist. Einen dhnlichen Schutz erreicht man
durch Einbau der SV40 DNA in das Genom eines IFN-resistenten Adenovi-
rus; in solchen Hybridviren ist die SV40-Genexpression gegen IFN-Behand-
lung resistent.

Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV1)

HSV1 ist ein lytisches DNA Virus aus der Herpesgruppe. Sein Genom hat
eine GroBe von ca. 150 Kilobasen und kodiert fiir 50-80 virale Gene. Die
Gene werden nach dem Zeitpunkt ihrer Expression im Replikationszyklus in
drei Klassen eingeteilt - ,,immediate early” (ie), ,,early” und ,late“. Proteine
der ,,ie“ Gene sind Aktivatoren/Regulatoren der beiden spiteren Gengrup-
pen, ,early“ Gene kodieren fiir Funktionen der Virusreplikation und ,late
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Gene hauptséchlich fiir Strukturproteine des Virions. Die Analyse der viralen
Replikation in Makrophagen und Fibroblasten zeigte eine Hemmung der
Genexpression aller drei Gengruppen durch Interferon. Virusaufnahme und
Transport der DNA zum Zellkern waren identisch in Kontroll- und IFN-
behandelten Kulturen. Die virale DNA-Replikation war jedoch stark redu-
ziert als Folge der gehemmten ,,ie“ und ,,early“ Expression. Als wahrscheinli-
cher Hemmpunkt konnte die Transkription der ,,ie“ Gene identifiziert wer-
den, die nach Interferonbehandlung signifikant reduziert war. Das sich ab-
zeichnende Bild dhnelt dem bei SV40 und deutet auf einen moglichen gene-
rellen Hemmechanismus fiir solche DNA-Viren, die im Kern der Wirtszelle
replizieren [81, 21, 22, 58].

Neben dieser ,,friihen* Hemmung wurde ein weiterer Zielpunkt der antivi-
ralen Aktivitit spit im Zyklus des HSV1 beschrieben, der analog zu dem Be-
fund mit VSV zu einer verminderten Synthese eines bestimmten Virusglyko-
proteins fithrte und somit zu einer Hemmung der Virusreifung und Freiset-
zung [13].

Eine spidte Hemmung jenseits viraler Nukleinsiure- und Proteinsynthese ist
fiir die Gruppe der Retroviren in chronisch-infizierten Zellen beschrieben
worden. Wegen des inhaltlichen Zusammenhangs von Retroviren mit zelluld-
rer Transformation und Onkogenen ist diese Hemmung in dem Kapitel iiber
Interferon und Onkogene dargestellt.

DsRNA-aktivierte antivirale Mechanismen

Im Vorhergehenden wurde die antivirale Aktivitit aus der Perspektive der
viralen Replikation betrachtet mit der Fragestellung, welche Virusfunktion
durch IFN-Behandlung beeinfluBt wird. Im Folgenden soll die Perspektive
verdndert werden in Richtung auf die Frage, welche IFN-regulierten, zelluli-
ren Faktoren diese Virushemmung bewirken. Ich werde die Diskussion dieser
Frage auf die Hemmung der viralen Translation durch Interferon beschriin-
ken, da nur zu diesem Punkt experimentell hinreichend abgesicherte Modelle
existieren. In diesem Zusammenhang wird die doppelstringige RNA
(dsRNA) wieder eine zentrale Rolle einnehmen, wie schon zuvor bei der
IFN-Induktion.

Das 2-5A-System [47]

Die Proteinbiosynthese in zellfreien Extrakten aus IFN-behandelten Zellen
ist hemmbar durch dsRNA in der Gegenwart von ATP. Als ein Mediator
dieser Hemmung wurde ein Adenyl-oligonukleotid der allgemeinen Formel
pPP(A2°p),A(2’, 5°)-Oligoadenylat (im Folgenden abgekiirzt als 2-5A) identi-
fiziert. Die Linge dieses 2-5A betrégt 1 bis 15 Nukleotide, wobei die physio-
logisch dominierenden Spezies die Dimere bis Tetramere sind. Das Trimer ist
die kleinst inhibitorische Form des 2-5A. Gebildet wird das 2-5A durch das
IFN-induzierte Enzym Oligoadenylatsynthetase (2-5A-Synthetase). Dieses
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Enzym ist innerhalb weniger Stunden nach IFN-Behandlung in der Zelle
nachweisbar, ist jedoch primédr inaktiv. Die Aktivierung erfolgt durch
dsRNA, welche in direkte Wechselwirkung mit der 2-5A-Synthetase treten
muB. Das Substrat der Reaktion ist ATP, das Produkt die verschiedenen For-
men des 2-5A und Pyrrophosphat.

Es sind verschiedene Formen der humanen 2-5A-Synthetase nachgewiesen
worden von 40-, 46-, 67- und 100 kd Molekulargewicht [14]. Die Gene der
beiden kleinen Formen sind identifiziert und sequenziert worden. Antikdrper
gegen die 40 kd- und 46 kd-Form kreuzreagieren mit den groBen Spezies, so
daB auf erhebliche Homologien geschlossen werden kann. Die vier Formen
der 2-5A-Synthetase sind moglicherweise auf verschiedene Zellkomparte-
mente verteilt; sie unterscheiden sich in den zur Aktivierung notwendigen
Konzentrationen von dsRNA. Hinweise auf funktionelle Unterschiede gibt es
bisher nicht. Das Produkt der Synthesereaktion, das 2-5A, bindet spezifisch
an ein zelluldres Protein. Dieses Protein von ca. 80 kd wurde als eine zumeist
konstitutiv expremierte Endoribonuklease identifiziert, die aber wie die Syn-
thetase primér inaktiv ist. Die Aktivierung erfolgt durch Bindung von 2-5A an
diese Nuklease. Die aktivierte Nuklease spaltet einzelstringige RNA am 3’
der Sequenzen UA, UG oder UU, sie zeigt in vitro keine Selektivitit fiir virale
RNAs. Die Bindung von 2-5A an das Protein ist reversibel, nach Dissoziation
des Liganden geht die Nuklease wieder in den inaktiven ,,Normalzustand“
uiber. Das 2-5A in Zellextrakten hat eine biologische Halbwertzeit in der Gro-
Benordnung weniger Minuten, die Inaktivierung erfolgt zum einen iiber Ab-
spaltung der 5’-Phosphatgruppen durch unspezifische Phosphatasen, zum an-
deren durch eine spezifische 2°,5’-Phosphodiesterase. Die 5’-monophosphory-
lierten bzw. dephosphorylierten Formen des 2-5A binden zwar noch an die
Nuklease, aktivieren diese jedoch nicht mehr und kénnen wegen der Bin-
dungskompetition als physiologische Antagonisten der aktiven 5°-Tri- und
Diphosphat-Formen angesehen werden.

Wie lassen sich nun diese Einzelkomponenten zu einer IFN-induzierten
Translationskontrolle zusammenstellen, die eine selektive Hemmung viraler
Proteinsynthese ausiibt? In der IFN-behandelten Zelle ist die 2-5A-Synthe-
tase um das 10-100fache der Kontrollzellen erhoht, sie ist jedoch primér
inaktiv, da der Aktivator dsRNA fehlt. Die dsRNA wird erst gebildet, wenn
Virus die Zelle infiziert und dort repliziert. Da die 2-5A-abhiingige Nuklease
jedoch keine Spezifitit fiir virale RNA aufweist, sollte ein aktiviertes 2-5A-
System via erhohter RNA-Degradation zu einer generellen Hemmung der
Proteinsynthese fiithren. Diese wird auch beobachtet, wenn 2-5A selbst durch
experimentelle Manipulation in Zellen eingebracht wird. Im Falle einer Vi-
rusinfektion mit wenigen infektiosen Partikeln pro Zelle 148t sich jedoch eine
selektive Hemmung viraler Proteinsynthese nachweisen. Dieser scheinbare
Widerspruch wird mit der Hypothese einer ,localized activation* der 2-5A-
abhingigen Nuklease erklirt. Die zur Aktivierung der Synthetase notwendige
dsRNA wird durch die partiell doppelstringige Form replizierender und
transkribierender RNA-Viren bereitgestellt. An diesem Synthetase-dsRNA-
Komplex wird 2-5A gebildet. Wegen der geringen biologischen Stabilitit des
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2-5A kommt es aber nur in der Nahe dieses Komplexes zu einem Anstieg der
2-5A-Konzentration, der zur Aktivierung der Nuklease ausreicht. Aktivierte
Nuklease ist somit auch auf die Nachbarschaft aktivierter Synthetase be-
schrinkt und wird deshalb nur in diesem Bereich RNA abbauen. Zu dieser
priferentiell abgebauten RNA sollte mit einiger Wahrscheinlichkeit der ein-
zelstriangige Anteil der viralen RNA sein, z.B. naszierende mRNA, die noch
mit dem Virusgenom verbunden ist. Fiir dieses Modell gibt es einige experi-
mentelle Belege. Es ist gezeigt worden, daB3 in Extrakten von IFN-behandel-
ten Zellen ein partiell doppelstringiges RNA Hybrid (z. B. eine mRNA, die
durch Hybridisierung mit synthetischem polyU am 3’Ende in eine partiell
doppelstriangige Form iiberfiihrt wurde) deutlich weniger stabil ist als die rein
einzelstringige (ss) Form [61]. Eine selektive Degradation viraler mRNA
wurde bei der in vitro Transkription an Reoviruscapsiden in Extrakten von
IFN-behandelten Zellen gefunden. Diese Degradation war durch Antagoni-
sten des 2-5A hemmbear, ein Indiz fiir eine kausale Rolle des 2-5A-Systems
(1.

2-5A wurde auch in IFN-behandelten Zellen nach Infektion mit DNA-
Viren (HSV-1, Vaccinavirus, SV40) gefunden. Dies ist ein Hinweis, da3 auch
in diesen Infektionen dsRNA gebildet wird, z. B. durch iiberlappende Tran-
skripte von komplementiren DNA-Abschnitten. Im Falle dieser Viren wird
das Bild jedoch weiter kompliziert, da neben authentischem, aktiven 2-5A
auch in hohen Konzentrationen 2-5A-dhnliche Oligonukleotide gefunden
wurden, die zwar mit authentischem 2-5A um Bindung an die Nuklease kom-
petieren konnen, diese aber nicht aktivieren. Sie bewirken somit eine kompe-
tetive Hemmung des 2-5A-Systems. Chemisch sind diese Antagonisten des
2-5A bislang nur unvollkommen charakterisiert. Man konnte sie als eine vi-
rale Verteidigungsstrategie gegen einen zellulidren, antiviralen Mechanismus
betrachten [42, 71].

Es gibt Hinweise auf eine Bedeutung des 2-5A-Systems auBerhalb der anti-
viralen Mechanismen. Eine ErhGhung der 2-5A-Synthetase und Nuklease
wurde in wachstumsgehemmten und differenzierenden Zellkulturen gemes-
sen, desgleichen wurde unter diesen Bedingungen 2-5A in der Zelle nachge-
wiesen. Die Rolle eines zelluliren Aktivators der Synthetase kann durch
nicht-prozessierte nRNA (hnRNA) im Nukleus iibernommen werden. Im re-
generierenden Lebergewebe der Maus wurden deutlich geringere Synthetase-
aktivititen gemessen als im normalen Lebergewebe, desgleichen verinderte
sich die Synthetaseaktivitit in Oviduktzellen des Huhns umgekehrt zur Ostro-
gen-abhéngigen Zellstimulation [25]. Diese reziproke Korrelation von Synthe-
taseaktivitiat und Zellwachstum kénnte auf eine Rolle in der Wachstumskon-
trolle hindeuten.

Das 2-5A-System ist sicherlich nur eine Komponente einer multifaktoriel-
len antiviralen und antiproliferativen Aktivitit von Interferon und es wire
unzulissig vereinfachend, die Vielzahl der biologischen Aktivititen des Inter-
ferons primér mit diesem System erkldren zu wollen. Die vorhandenen Be-
funde stiitzen dessen Rolle als einen Mechanismus in der Abwehr einer An-
zahl von RNA-Viren, alle weiteren Funktionen aber sind momentan noch hy-
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pothetisch und miifiten experimental belegt werden. Die Bestimmung der 2-
5A-Synthetaseaktivitdt jedoch ist ein spezifischer und sensitiver Marker fiir
eine vorhergehende ,,produktive” Interaktion von Interferon und Zelle und
als solcher fiir viele Fragestellungen auch in der klinischen Forschung aussa-
gekriftig.

Die dsRNA-aktivierte Proteinkinase (d&sRNA-PK) [47]

Die IFN-induzierte Proteinkinase ist die zweite Komponente der dsRNA-ab-
héngigen Translationskontrolle. Die PK wird durch Interferon induziert, ist
aber wie die 2-5A-Synthetase primir inaktiv und wird wie diese durch
dsRNA in der Gegenwart von ATP aktiviert. Die aktivierte Proteinkinase
phosphoryliert a) sich selbst und b) die kleine Untereinheit (o) des Initia-
tionsfaktors 2 der Proteinsynthese eIF-2a. Die physiologische Relevanz der
Autophosphorylierung ist ungeklirt, die Phosphorylierung von elF-2a jedoch
ist ein bekanntes Regulationsprinzip, wie es z. B. auch bei der Himin-abhin-
gigen Translationskontrolle der Globinsynthese in Retikulocyten gefunden
wird. Initiationsfaktor eIF-2a bildet mit GTP und Met-tRNA den ,,terndren*
Komplex, der Basis ist fiir einen frithen Schritt der Translationsinitiation,
nimlich die Anlagerung freier mRNA an die kleine (48s) ribosomale Unter-
einheit. Im weiteren Verlauf 16st sich der eIF-2/GTP-Komplex unter Hydro-
lyse des GTP zu GDP und die grofie ribosomale Untereinheit bindet an die
48s Einheit unter Bildung des 80s Initiationskomplexes, von dem die Elonga-
tion, d.h. die eigentliche Synthese des Proteins, startet. Um eIF-2 in die Initia-
tions-aktive Form zuriickzufiihren, mu3 das gebundene GDP gegen GTP
ausgetauscht werden. Dieser Austausch wird durch ein weiteres Protein be-
wirkt, das der begrenzende Faktor in dieser Reaktionskette ist. Phosphorylie-
rung des elF-2a durch die dSRNA-PK hemmt diese GDP/GTP-Austauschre-
aktion durch irreversible Bindung des Austauschfaktors an den eIF-2/GDP-
Komplex. Die Folge ist eine Akkumulation von eIFN, als inaktiver elF-2/
GDP-Komplex und als Konsequenz eine Hemmung der Proteinsynthese auf
der Stufe der Initiation.

Ahnlich dem 2-5A-System fehlt auch der PK-vermittelten Hemmung pri-
mir eine Selektivitit fiir virale mRNA, so dafl auch ihre Aktivierung eine
generelle Hemmung der Proteinsynthese zur Folge haben solite. Kiirzlich
sind aber auch hier Daten fiir einen ,,localized activation“-Mechanismus vor-
gelegt worden. Selektive Phosphorylierung von elF-2a in Iniationskomplexen
mit naszierender mRNA von Reovirus-Transkriptionskomplexen fiihrte zu ei-
ner bevorzugten Anhidufung von inaktiven elF-2 in 48s-Iniationskomplexen
mit viraler mRNA, wéhrend die Initiation mit zellulirer mRNA im gleichen
System nicht gehemmt war.

Insgesamt ist die Rolle der dsSRNA-PK in der antiviralen Aktivitit weniger
belegt als die des 2-5A-Systems, jedoch sind auch hier Modelle einer Infek-
tion mit RNA-Viren gute Kandidaten, und eine Phosphorylierung von PK
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und elF-2a in IFN-behandelten, Reovirus oder VSV infizierten Zellen ist wie-
derholt gezeigt worden.

Wie beim 2-5A-System, so auch im Falle der PK scheinen DNA-Viren Stra-
tegien entwickelt zu haben, um diese Hemmung zu umgehen. Dies wurde fiir
Vaccinia und Adenovirus berichtet. Fiir beide Viren ist gezeigt worden, daB
Uberinfektionen mit VSV in IFN-behandelten Zellen die normalerweise be-
obachtete Hemmung des VSV aufheben und diese Reversion der Virushem-
mung mit einer Reduktion der PK-Aktivitit verbunden ist. Im Falle von Ade-
novirus konnte die virale Funktion, welche die PK blockiert, identifiziert wer-
den. Es handelt sich um die VAI-RNA, eine ca. 160 Basen groBe RNA, die
hauptsidchlich spit im Replikationszyklus synthetisiert wird. VAI-RNA blok-
kiert die Aktivierung vor PK durch dsRNA in vitro und in vivo und eliminiert
somit diesen dsRNA-aktivierten antiviralen Mechanismus. VAI-RNA bildet
einen direkten Komplex mit der PK und unterbindet méglicherweise so die
Bindung von dsRNA, ohne jedoch selbst die PK zu aktivieren. Adenoviren,
aus deren Genom das VAI-Gen deletiert wurde, bewirkten keine Hemmung
der PK [26, 88, 49, 70].

Andere antivirale Aktivititen, wie z.B. verringerte Methylierung der 5°-
Cap-Struktur von mRNA, verringerte Glycosilierung viraler Proteine bzw.
Hemmung des ,,uncoating” oder der Transkription sind beschrieben worden.
Da jedoch in keinem dieser Fille die zelluliren Komponenten dieser Aktivi-
titen identifiziert worden sind, konnen sie hier nicht hinsichtlich ihres Me-
chanismus diskutiert werden.

Antivirale Aktivitdt im Tiermodell [35)

Die Untersuchungen zur antiviralen Aktivitit von Interferon im Tiermodell

lassen sich in zwei grundlegende Fragestellungen untergliedern:

a) Bewirkt exogenes Interferon einen Schutz in experimentellen Virusinfek-
tionen, und

b) wird wihrend experimenteller Infektionen endogenes Interferon gebildet,
und hat dieses endogene Interferon eine Bedeutung fiir den Verlauf der
Infektion.

Die erste Frage ist in vielen Modellen verschiedener Tierspezies positiv be-
antwortet worden und in Anbetracht der gegenwirtigen klinischen Anwen-
dung des Interferons bei Virusinfektionen von eher historischem Interesse
[44]. Ich mdchte mich hier der zweiten Frage zuwenden, in der es um die
physiologische Relevanz des Interferons geht und méchte diese am Beispiel
einiger Mausmodelle versuchen zu beantworten.

Das Mx-Modell

Ingeziichtete Mausestdmme unterscheiden sich in ihrer Resistenz gegen Or-
thomyxoviren; resistent sind z. B. Mduse des A2G-Stammes, susceptibel sind
Balb/c-Miuse. Diese Unterschiede wurden in intracerebralen, intranasalen
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und intraperitonealen Infektionsmodellen gefunden und deuten somit im
Falle der A2G-Maus auf eine systemische Resistenz hin. Die Unterschiede
wurden nicht mit Stimmen des Influenzavirus gefunden, die vergleichsweise
schlechte IFN-Induzenten waren, waren aber sehr ausgeprigt bei ,,gut indu-
zierten“ Virusstimmen. Ein neutralisierendes Antiserum gegen IFN-o/f
durchbrach die Abwehr resistenter A2G-Miuse, wihrend aber andererseits
suszeptible Balb/c-Miuse durch exogenes Interferon nicht resistent wurden;
Unterschiede in der Interferoninduktion per se schieden somit aus. Makro-
phagen, Hepatocyten oder Fibroblasten von A2G-Méusen, jedoch nicht von
Balb/c, waren in Kultur durch Behandlung mit Interferon gegen Influenzavi-
rus schiitzbar. Mit Picorna-, Rhabdo- oder Herpes-Viren wurden diese Unter-
schiede nicht beobachtet. Insgesamt sprachen diese Befunde fiir einen zellu-
laren, IFN-induzierten, antiviralen Mechanismus mit hoher Spezifitit fiir Or-
thomyxoviren in A2G-Miusen und dessen Abwesenheit in Balb/c¢-Tieren [38,
39].

In einer Serie von Experimenten wie Einkreuzung des Resistenzlocus (ge-
nannt: Mx) in den genetischen Hintergrund vor Balb/c, Identifizierung des
Mx-Proteins durch monoklonale Antikorper, Klonierung der Mx-cDNA bzw.
des Mx-Gen und dessen Expression in Mx-negativen Rezipienten ist dieser
antivirale Mechanismus inzwischen weitgehend aufgeklirt [80]. Resistenz
wird bewirkt durch ein Protein (Mx-Protein), das durch IFN-a/, aber nicht
durch IFN-y, induziert wird. Das Mx-Protein ist im Nukleus lokalisiert, wo
auch die Replikation von Influenzavirus erfolgt. In Mx-positiven Kernen ist
die Replikation dieser Viren unterdriickt. Die Biochemie dieser Hemmung ist
noch nicht vollstindig verstanden, die bisherigen Daten sprechen fiir eine Re-
duktion der primiren Transkription von Influenzavirus [53].

Das HSV1-Modell

Auch bei diesem Modell war der Ausgangspunkt die Frage nach der physio-
logischen Grundlage einer genetisch determinierten Resistenz verschiedener
ingeziichteter Mausstimme, in diesem Falle gegen Herpes simplex Virus Typ
1 (HSV1). In suszeptiblen DBA/2 oder Balb/c Mausen nimmt eine intraperi-
toneale Infektion mit wenigen infektiosen Viruspartikeln einen letalen Ver-
lauf, wiahrend resistente C57 BL/6 Miuse eine Infektion mit 100-1000fach
hoheren Virusdosis iiberleben. Es wurde gezeigt, daf} in diesem Modell die
Interferonproduktion, oder exakter, die Kinetik der Interferonproduktion
von entscheidender Bedeutung fiir den Infektionsverlauf ist und daB3 Perito-
nealmakrophagen hier eine wichtige Rolle spielen. Diese Makrophagenpopu-
lation ist ein Zielpunkt des Virus, in der primire Infektion und Replikation
ablaufen. Gleichzeitig induziert HSV1 Interferon, welches von den Makro-
phagen sezerniert wird. Der weitere Verlauf der Infektion kann als das Ergeb-
nis eines Wettlaufs zwischen Interferonproduktion und Virusreplikation be-
trachtet werden. In resistenten C57BL/6-Maiusen ist innerhalb weniger Stun-
den nach Infektion Interferon im Peritoneum nachweisbar. Dieses friihe In-
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terferon kann in den Peritonealzellen eine antivirale Aktivitat induzieren und
diese somit vor sekundérer Virusinfektion schiitzen - die Virusinfektion bleibt
infolgedessen weitgehend auf die primér infizierten Zellen beschrénkt. In sus-
zeptiblen DBA/2-Méusen erfolgt die IFN-Produktion weniger schnell und
weniger stark. Das Nachkommenvirus der Primirinfektion erreicht somit
seine Zielzellen vor dem Interferon und kann eine nichste Replikationsrunde
beginnen, die letztlich zur lethalen Virdmie fiihrt. Eine Injektion von exoge-
nem Interferon in suszeptible Méuse zum Zeitpunkt der Infektion gibt diesen
den Phinotyp der resistenten Tiere, wihrend umgekehrt resistente Méuse
durch Injektion eines IFN-o/B-Antiserums suszeptibel fiir HSV1 werden. Im
Gegensatz zum Mx-Modell ist in diesem HSV1-Modell nicht ein IFN-indu-
zierter, antiviraler Mechanismus, sondern die Interferonproduktion per se der
kritische Faktor der determinierten Resistenz. Aus diesem Modell 148t sich
ein SchluB ableiten, der wahrscheinlich generelle Bedeutung fiir die Rolle des
IFN-Systems hat. Interferonproduktion ist ein frither Abwehrmechanismus
des Organismus, der innerhalb weniger Stunden nach Infektion aktiviert
wird. Strategisches Ziel dieses Abwehrmechanismus ist wahrscheinlich nicht
so sehr die Elimination einer Virusinfektion, sondern deren lokale Begren-
zung und Verzdgerung bis zum Einsetzen anderer, spezifischer Abwehrreak-
tionen des Immunsystems [91].

Neutralisierendes Antiserum gegen IFN-o/p ist in einer Reihe von Maus-
Virus-Modellen eingesetzt worden, um die Rolle der endogenen IFN-Produk-
tion zu untersuchen, z. B. bei EMCV, Polyomavirus, Moloney Sarcoma Virus
und Coronavirus. In einer Anzahl dieser Experimente wurden durch Injek-
tion des Antiserums die Symptome der Infektion verstirkt, es wurden genera-
lisierte Virdmien beobachtet und eine Erhdhung der Mortalititsrate festge-
stellt [35]. In ihrer Gesamtheit demonstrieren diese Daten eine signifikante
Beteiligung der Interferone an der Abwehr viraler Infektionen im Organis-
mus.

Mechanismen der antiviralen Aktivitit im Tiermodell

In den vorangehenden Kapiteln wurden am Beispiel einiger Viren bzw. der
dsRNA-aktivierten Enzymsysteme die antiviralen Mechanismen dargestellt,
die in der infizierten, IFN-behandelten Zelie ablaufen und deren Angriffs-
punkt das replizierende Virus selbst ist. Diese Darstellung impliziert natiir-
lich, da diese Mechanismen auch bei der antiviralen Aktivitit des Interfe-
rons im Organismus eine Rolle spielen. Diese Annahme ist gerechtfertigt,
aber nicht eindeutig bewiesen, da vergleichbare biochemische Untersuchun-
gen im Tier nicht durchzufiihren sind. Es gibt indirekte Hinweise in Einzel-
beispielen, wie z. B. die Rolle des Mx-Gens in der Resistenz gegen Influenza-
virus oder der Nachweis von 2-5A in Virus-infizierten Organen der Maus [41].
Zusitzlich zu diesen ,,direkten“ Mechanismen gibt es aber mit Sicherheit im
Organismus weitere Funktionen der unspezifischen und spezifischen Abwehr,
die durch Interferon aktiviert werden und zur antiviralen Aktivitit beitragen,
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z.B. Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen oder cytotoxische T-Zellen.
Das Ziel dieser Mechanismen wire also nicht das Virus per se, sondern die
infizierte Zelle.

Es ist gezeigt worden, daB} systemische Behandlung mit IFN-o Rhesusaffen
gegen intradermale Infektion mit Vacciniavirus schiitzt, primédre Hautfibro-
blasten und Nierenzellen jedoch durch IFN-o nicht schiitzbar waren. Dies
kann als ein Hinweis fiir eine indirekte antivirale Aktivitit von Interferon in
diesem Infektionsmodell gelten [73]. Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte
den Effekt von immunosupressiven Therapeutika auf die Aktivitit von Inter-
feron bei VSV- und Pseudorabies-Infektionen in der Ratte. Cyclosporin A,
Azothioprim und Prednisolon hatten keinen Einfluf3 auf den IFN-vermittel-
ten Schutz, wihrend Cyclophosphamid diesen Schutz partiell aufhob [74]. In
vitro wurde gezeigt, dal} Interferon die Suszeptibilitit von LCMV (Lympho-
cytires Choriomeningitis Virus)- oder Vacciniavirus-infizierten Fibroblasten
gegen cytotoxische T-Zellen erhohte [9]. Wahrscheinlicher Mechanismus ist
die verstirkte MHC Klasse 1-Expression durch Interferon, durch welche die
Virus-infizierten Zellen zu einem besseren Ziel der zytolytischen Aktivitét
werden.

Synergismus

Das komplexe Bild der antiviralen Aktivitdt von Interferon miiite noch er-
weitert werden durch die Einbeziehung anderer Cytokine bzw. Kombination
von IFN-o/p mit IFN-y. Ich habe bei der Beschreibung der Interferone er-
wihnt, daB IFN-a/B einerseits und IFN-y andererseits ein teilweise unter-
schiedliches Aktivititsspektrum haben. Ubereinstimmend hiermit ist mehr-
fach gefunden worden, daB8 sich bei kombinierter Behandlung mit IFN-o
oder IFN-B und IFN-y die antiviralen bzw. antiproliferativen Aktivititen po-
tenzieren [19]. Dieser synergistische Effekt ist ein Hinweis auf verschiedene
Wirkungsmechanismen. Desgleichen 148t sich die antivirale Aktivitit von In-
terferon in Zellkulturen durch geringe Mengen von Tumor-Nekrose Faktor
(TNF) synergistisch steigern. Da moglicherweise alle diese Cytokine in vivo
unter den Bedingungen einer Virusinfektion gebildet werden, konnte dieser in
Zellkulturen beobachtete Synergismus von biologischer und therapeutischer
Relevanz sein.

Die antiproliferative Aktivitiit

Die Erstbeschreibung einer Wachstumshemmung durch Interferon in Kultu-
ren von Mausfibroblasten erfolgte schon kurz nach dessen Entdeckung als
antivirale Substanz. Wegen der méglichen Kontamination der verwendeten
Interferonpriparationen mit anderen Proteinen erfuhr diese Aktivitit des In-
terferons jedoch nur eine geringe Akzeptanz. Erst der Nachweis einer Wachs-
tumshemmung durch biochemisch reines bzw. rekombinantes Interferon vor
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Abb. 3. Die Phasen des Zellteilungszyklus

ca. 10 Jahren fiihrt zur Anerkennung der antiproliferativen Aktivitit als eine
intrinsische Eigenschaft von Interferon. De facto sind Interferone heute die
am weitesten charakterisierten ,,negativen“ Wachstumsfaktoren, obwohl un-
ser Verstindnis dieser antiproliferativen Wirkung noch weniger entwickelt ist
als das der antiviralen Wirkung. Antiproliferativ wirken Interferone aller drei
Typen; frithere Berichte, wonach IFN-y in dieser Hinsicht eine hohere spezi-
fische Aktivitit aufweist als IFN-a/p haben sich nicht als generelles Phiino-
men bestitigt. Wie beim antiviralen, so auch beim antiproliferativen Effekt
fiihrt Kombination von IFN-o/f mit IFN-y zu einer synergistischen Wir-
kung. Die Wachstumshemmung durch Interferone ist reversibel, fiir IFN-y
wurde in Einzelfillen eine zytotoxische Wirkung berichtet, es ist jedoch nicht
bewiesen, daf} diese mechanistisch mit der zytostatischen Wirkung verbunden
ist (Abb. 3).

Interferon und Zellzyklus [79]

Als Einstieg in die Analyse der antiviralen Mechanismen sind die Wirkungen
von Interferon auf die Replikationszyklen verschiedener Viren beschrieben
worden. Auch im Falle der antiproliferativen Aktivitit war eine mehrfach
versuchte experimentelle Anndherung an ihre Mechanismen die Beschrei-
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bung der Effekte von Interferon auf die verschiedenen Phasen des zelluldren
Replikationszyklus. Ich mochte einige dieser Arbeiten aus zwei Perspektiven
diskutieren:
a) Wirkung von Interferon auf die Stimulierung von wachstumsarretierten
Zellen, und
b) Wirkung von Interferon auf proliferierende Zellkulturen.
ad a) Das typische System dieser Arbeiten sind primire Fibroblastenkulturen
von Balb/c- oder Swiss3T3-Méusen. Diese Zellen zeigen normales Wachs-
tumsverhalten, d.h., sie brauchen exogene Wachstumsfaktoren (zumeist
durch Serum bereitgestellt, aber durch definierte Wachstumsfaktoren ersetz-
bar), sie brauchen eine feste Oberfldche zur Anheftung (anchorage-dependen-
ce) und sie stellen das Wachstum bei Konfluenz des Zellrasens ein (density
dependent growth inhibition). In wachsenden Kulturen sind die Zellen stati-
stisch iiber die verschiedenen Zyklusphasen (G,-S-G,-M) verteilt. Durch Ma-
nipulation der Kulturbedingungen, typischerweise Reduktion der Serumkon-
zentration oder Uberwachsen des Zellrasens, 14Bt sich die gesamte Population
in dem Wachstum-inaktiven Go/G,-Zustand arretieren. Der experimentell in-
teressante Aspekt dieses Systems ist die Moglichkeit, durch Zugabe von
Wachstumsfaktoren/Serum eine Gy/G;-arretierte Kultur synchron in Rich-
tung S-Phase/Replikationszyklus zu bewegen und somit die Physiologie des
Ubergangs vom inaktiven zum aktiven Wachstumszustand zu analysieren.
Die hierbei wesentlichen Wachstumsfaktoren sind z.B. PDGF, EGF, IGF,
Insulin. Funktionell lassen sie sich untergliedern in Kompetenzfaktoren
(PDGF) und Progressionsfaktoren (EGT, IGF, u.a.). Kompetenzfaktoren be-
wirken eine Pra-Aktivierung der inaktiven Zellen, sind aber allein nicht aus-
reichend, um den G,/G, nach S-Ubergang zu induzieren. Dieser erfolgt in-
nerhalb von ca. 10-20 Stunden nach gleichzeitiger oder sukzessiver Behand-
lung mit Kompetenz- und Progressionsfaktoren. PDGF induziert eine Anzahl
von ,,Kompetenzgenen*, zu denen u.a. die Proto-Onkogene c-myc und c-fos
gehoren.

Die Wirkung von Interferon-o/B auf den G,/G,-S-Ubergang ist einge-
hend untersucht worden. Behandlung mit Interferon vor der Stimulation mit
PDGF verringert den Anteil der Zellen, die diesen Ubergang durchlaufen.
Diese Hemmung korreliert mit verringerter c-myc- und c-fos-Expression. Es
erfolgt jedoch keine generelle Hemmung der biologischen Wirkung von
PDGF, da z. B. die PDGF-aktivierte Glucoseaufnahme durch Interferon nicht
reduziert wird. Die Hemmung der PDGF-Wirkung durch Interferon erfolgt
daher nicht auf der Ebene des PDGF-Rezeptors, sondern an einem nachfol-
genden Schritt. Fiir c-myc wurde gezeigt, daB dessen Hemmung durch ein
IFN-induziertes Protein vermittelt wird. Neben c-myc und c-fos wird auch
die PDGF bzw. Serum vermittelte Induktion der Ornithindecarboxylase und
Poly(ADP-Ribose)-Synthetase durch Interferon reduziert, die beide eine
Funktion fiir die DNA-Replikation haben. Zusammenfassend beweisen diese
Daten eine Hemmung der PDGF-abhingigen ,,Kompetenzinduktion* durch
Interferon [23, 24].
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Ahnliche Ergebnisse wurden an primdren Endothelzellkulturen vom Rind
erhalten. In diesem System wurde weiterhin durch IFN-Behandlung zu ver-
schiedenen Zeiten nach PDGF-Stimulierung der EinfluB von Interferon auf
die Progressionsphase untersucht. Bestimmung der DNA-Synthese in der S-
Phase ergab, daB auch in der Progressionsphase die Wachstumsstimulation
durch Interferon noch hemmbar ist, was auf einen weiteren Hemmpunkt jen-
seits der ,,Kompetenzinduktion“ schlieBen 1i6t. Durch Erh6hung der Wachs-
tumsfaktorkonzentration bzw. Zugabe mehrerer Wachstumsfaktoren war die
anti-mitogene Wirkung von Interferon teilweise reversibel [43].

ad b) In aktiv-wachsenden Kulturen sind die Zellen statistisch iiber die ver-
schiedenen Zyklusphasen verteilt. Dieser Zustand ist typisch fiir normale Zel-
len in der Gegenwart von Wachstumsfaktoren und insbesondere fiir Kulturen
transformierter Zellen, da diese hdufig wegen einer autokrinen Produktion
von Wachstumsfaktoren nur eine geringe Abhingigkeit von exogener Wachs-
tumsstimulation aufweisen. Interferonbehandlung fithrte auch hier zur
Wachstumshemmung, wobei Grad der Hemmung und notwendige IFN-
Menge eine ganz erhebliche Bandbreite aufweisen. Spezielle Effekte auf eine
bestimmte Zellphase wurden primir nicht beobachtet. Berichtet wurden Ver-
lingerung von G, S+ G,-Phase oder auch Mitose. In einigen Systemen kam
es letztlich zur Arretierung des Zellwachstums in einer Phase, wobei diese
nicht unbedingt in G,/G, erfolgte, sondern z.B. im Falle einer Glioma-Linie
auch in der S-Phase [23, 24, 55].

Generelle Unterschiede zwischen normalen und transformierten Zellen
hinsichtlich ihrer Sensivitit zu Interferon bestehen nicht.

Wirkung auf Zellphysiologie und -morphologie [83]

Der Zellteilungszyklus 148t sich in zwei Subzyklen zerlegen: Die Replikation
des Genoms in der S-Phase und dessen Aufteilung in der M-Phase einerseits
und die Verdopplung der Zellmasse (Membranen, Organellen, Zytoplasma)
andererseits. Diese Wachstums- und Verteilungszyklen laufen normalerweise
koordiniert ab. Die antiproliferative Wirkung von Interferon duBert sich zu-
erst in einer gegeniiber unbehandelten Zellkulturen verminderten Teilungs-
rate und einer parallelen Reduktion der DNA-Synthese. Protein- und RNA-
Synthese konnen fiir einen gewissen Zeitraum noch normal verlaufen, so daf3
eine IFN-Behandlung zu einer Zunahme des Zellvolumens und der Zell-
masse fiilhren kann [72]. Sekundir werden auch diese Synthesen reduziert.
Von der Hemmung der DNA-Replikation nimmt man an, daB sie in einem
kausalen Zusammenhang zur Proliferationshemmung steht. Biochemische
Analyse dieser Hemmung ergaben ein komplexes, nur teilweise verstandenes
Bild. Interferonbehandlung bewirkt keine Hemmung der DNA-Synthese ,,per
se“, da die Sytheserate, gemessen als Einbau von Nukleotiden in DNA-Frag-
mente (Okazaki-Fragmente), nur unwesentlich verdndert ist. Verringert hinge-
gen ist der Einbau dieser Fragmente in stabile, hochmolekulare DNA und
eine wahrscheinliche Erkliarung ist eine erhdhte ,turnover” Rate dieser neu-
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gebildeten DNA. Dieser verstirkte ,,turnover” kénnte verschiedene Ursachen

haben; es konnte erh6hte Nukleasenaktivitit sein, es konnte aber auch ein

Ungleichgewicht zwischen DNA-Synthese und Synthese von Kernproteinen,

z.B. Histonen, sein, welche fiir die Chromatisierung und somit Stabilisierung

»de novo“ synthetisierter DNA essentiell sind [17].

In diesem Zusammenhang sind zwei andere Beobachtungen interessant:

1. Bei akuten Infektionen mit Retroviren verlaufen virale RNA und ¢cDNA-
Synthese in Kontroll- und IFN-behandelten Zellen gleich ab, in letzteren
ist jedoch die Integration viraler DNA in das Zellgenom reduziert. Diese
Integration der viralen DNA in die Wirts-DNA ist der entscheidende
Schritt bei der Etablierung einer chronischen Infektion und Transforma-
tion.

2. Bei Transfektionen mit reiner DNA vermindert Interferon die Zahl der
stabil transfektierten Zellen, d.h., diejenigen Zellen, welche die Fremd-
DNA in das Zellgenom einbauen und expremieren. Es wiire vorstellbar,
daB die antivirale Wirkung bei akuten Retrovirusinfektionen, die Hem-
mung einer ,,artifiziellen” Transfektion und die Hemmung der zelluliren
DNA-Replikation auf den gleichen Mechanismus zuriickzufiihren sind.

In Interferon-behandelten Daudi-Zellen nahm die Zahl der Membranrezep-
toren fiir Transferrin und Insulin innerhalb von 24 Stunden erheblich ab [8,
65} Im Falle des Insulinrezeptors wurde diese Abnahme nur in IFN-sensiti-
ven Daudi-Zellen, jedoch nicht in IFN-resistenten Subklonen gemessen.
Beide Effekte konnten mit der Wachstumsbehandlung in einem kausalen Zu-
sammenhang stehen, sind aber sicherlich nicht die priméren Schritte einer
solchen Hemmung.

Interferon-y erhoht in menschlichen Zellen die Aktivitit der Indolamin-
2,3-Dioxygenase, ein Enzym, welches den Abbau der Aminosiure Trypto-
phan einleitet. Die Induktion erfolgt innerhalb von 12-18 Stunden nach In-
terferonzugabe. Interferon-a/f induziert diese Aktivitit nicht. In Interferon-y
behandelten Zellen nahm die Konzentration von Tryptophan im Medium
stark ab. Die parallel dazu beobachtete Hemmung des Zellwachstums lieB
sich in einigen Linien durch wiederholte Zugabe von Tryptophan partiell auf-
heben. Maglicherweise 1483t sich also im Falle des Interferon-y die komplexe
antiproliferative Aktivitit teilweise auf vergleichsweise ,,banale“ Mechanis-
men wie verstirkte Degradation einer essentiellen Aminosiure zuriickfithren
[82].

AbschlieBend noch einige Beobachtungen zu morphologischen Veriinde-
rungen und Anderungen in der cytoplasmatischen Membran von IFN-behan-
delten Zellen. Beobachtet wurde eine verstirkte Assoziation von Aktinfila-
menten mit der cytoplasmatischen Membran sowie eine erhéhte Tubulin- und
Fibronektinproduktion. Die Reorganisation der Aktinfilamente im Bereich
der Cytoplasmamembran steht moglicherweise im Zusammenhang mit einer
ebenfalls beobachteten Erh6hung der Membranrigiditit und einer damit ver-
bundenen Verringerung der lateralen Diffusion von Proteinkomplexen in der
Membran.
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Interferone als physiologische Wachstumsinhibitoren [51]

Die Vielzahl der experimentellen Beobachtungen, die hier in einem kleinen
Ausschnitt dargestellt wurden, belegt jenseits jedes Zweifels eine intrinsische
antiproliferative Aktivitit von Interferon. Sie beantwortet jedoch nicht die
Frage, ob diese Aktivitit eine wiinschenswerte und biologisch wichtige Eigen-
schaft ist oder der Ausfluf eines ,jiiberschieBenden® antiviralen Mechanis-
mus. Wire Wachstumsregulation eine physiologische Eigenschaft von Inter-
feron, so sollte in normalen Zellkulturen, d.h., nicht Virus-infiziert oder an-
dersweitig induziert, Interferon direkt oder indirekt nachweisbar sein. Einige
neuere Arbeiten, die einen indirekten Nachweis einer physiologischen Inter-
feronproduktion fithren, mochte ich hier anfiihren.

1. Die Hemmung der PDGF-induzierten Kompetenzgene (c-fos, c-myc u.a.)

~durch exogen zugefiihrtes Interferon ist beschrieben worden (s. 2.6.1). In
dem gleichen System, d.h., G;/Gy-arretierte Balb/c-Fibroblasten, wurde
kiirzlich gefunden, dall PDGF-Behandlung selbst zu einer Aktivierung des
IFN-Systems fithrt. RNA-Analysen demonstrieren eine Induktion des
IFN-§ und der 2-5A-Synthetase. Maximale Induktion erfolgte ca. 12 h
nach PDGF-Behandlung, d.h. zu einem Zeitpunkt, an dem die Induktion
der Kompetenzgene ihr Maximum weit iiberschritten und die Kultur den
G,-S-Ubergang durchlaufen hatte [94]. Andere Arbeitsgruppen fanden ei-
nen Aktivititspeak der 2-5A-Synthetase in der spiten S-Phase.

2. Tumor Nekrose Faktor (TNF) wirkt auf normale menschliche Fibrobla-
sten als Wachstumsfaktor. Behandlung solcher Fibroblastenkulturen mit
TNF und einem IFN-B-neutralisierenden Antiserum stimulierte diese mito-
gene Aktivitit erheblich iiber das hinaus, was mit TNF alleine gefunden
wurde. RNA-Analysen demonstrierten die Induktion von 2-5A-Synthetase
und IFN-8 durch TNF. Die Steigerung der mitogenen Aktivitit war bei 1%
stiarker ausgeprégt als bei 10% Serum. TNF-Behandlung induzierte in den
Fibroblasten eine antivirale Aktivitit.

3. Letzteres wurde auch fiir primdre Mausmakrophagen berichtet, die mit
»colony stimulating factor 1 (CSF-1) stimuliert wurden. CSF1 ist ein fir
Makrophagen spezifischer Wachstums- und Differenzierungsfaktor, der
dhnlich dem PDGEF die Gruppe der Kompetenzgene aktiviert [68, 59].

Aus diesen unabhingig gewonnenen Daten 148t sich eine physiologische

Wachstumsregulation durch endogenes Interferon postulieren. Wachstums-

faktoren verschiedenster Zellspezifitit wiirden in ihren Zielzellen primir die

» Wachstumsgene“ aktivieren, aber zeitlich verzégert auch im geringen Um-

fang die Bildung von Interferon induzieren. Diese IFN-Produktion erfolgt zu

spit, um im initiierten Zyklus noch eine Hemmung zu bewirken. Das Interfe-
ron kénnte jedoch durch seine antiproliferative Aktivitit die Schwelle fiir den
nichsten G,/S-Ubergang heraufsetzen, wobei das AusmaB der resultierenden

Proliferationshemmung von dem quantitativen Verhiltnis Interferon zu

Wachstumsfaktoren bestimmt wiirde bzw. im Organismus Interferon synergi-

stisch mit weiteren, noch zu beschreibenden Wachstumsinhibitoren wechsel-

wirken kénnte.
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Interferone und Differenzierung

Das letzte Beispiel einer IFN-Produktion in CSF1-stimulierten Makrophagen
ist von weiterem Interesse wegen des mdglichen Zusammenhangs von Inter-
feron mit der Differenzierung himopoetischer Zellen. Interferone, insbeson-
dere Interferon-y, sind bekannte Makrophagen-aktivierende Faktoren, und
diese Aktivierung entspricht funktionell einer Enddifferenzierung. Ein ande-
res Beispiel ist die Induktion von IFN- in differenzierenden Friend-Leuk-
dmie-Zellen. Diese Zellen lassen sich durch definierte Substanzen, z. B. Dime-
thylsulfoxid (DMSO), in Richtung auf Erythrozyten differenzieren. Diese
Differenzierung ist verbunden mit einer Wachstumshemmung und u. a. einer
Induktion der 2-5A-Synthetase. Beides wird durch ein neutralisierendes Anti-
serum gegen IFN-B deutlich vermindert [30]. Exogenes Interferon kann die
DMSO-induzierte Differenzierung verstirken. Ein dhnlicher Effekt wurde
auf der humanen Erythroleukdmie-Zellinie K562 gefunden. Die humanen
Leukimielinien HL-60 und U,ys; lassen sich durch DMSO oder Retinolsidure
entlang der Monocytenlinie differenzieren. Auch hier verstirken IFN-o und
IFN-B diese induzierte Differenzierung, sind hier jedoch selbst nicht (HL-60)
oder nur schwach (Uys;) differenzierend. Interferon-y allein induziert zu ei-
nem gewissen Ausmal} die Differenzierung beider Linien [37, 60].

Diese Ergebnisse zeigen Interferone als Differenzierungsfaktoren bzw. po-
sitive Modulatoren von Differenzierungsprozessen, die durch andere Fakto-
ren ausgeldst werden. Interferone konnen aber auch als negative Modulation
einer Differenzierung nicht-himopoetischer Zellen auftreten. Dies ist u.a. ge-
zeigt worden fiir die Insulin-induzierte Differenzierung von Maus-3T3-Fi-
broblasten zu Adipocyten, die durch IFN-o./B und auch durch Tumor Ne-
krose Faktor hemmbar ist [37]. Ob diese Wirkungen eine ,,erwiinschte* phy-
siologische Aktivitit von Interferon sind, ist derzeit wie bei der antiprolifera-
tiven Aktivitit noch offen. Indirekt 148t sich jedoch schlieBen, daB die Anwe-
senheit von Interferon in frithen Entwicklungsstadien des Embryos ,,uner-
wiinscht® ist. Zellinien aus embryonalen Karzinomen, d.h. aus undifferen-
zierten Stammzellen, kénnen weder zur Interferonproduktion induziert wer-
den noch induziert exogenes Interferon eine antivirale oder antiproliferative
Aktivitit in diesen Zellen. Gleiches wurde in Geweben aus friihen Mausem-
bryos gefunden, die mit NDV zur Interferonproduktion induziert wurden. Die
Fihigkeit zur Interferonbildung lieB sich frithestens am Tag 8 der Embryoge-
nese nachweisen, primir in dem Trophoblasten und nachfolgend in den an-
deren embryonalen Geweben mit Ausnahme des embryonalen Ectoderms.
Das sich daraus ableitende Embryogewebe erlangte die Fihigkeit zur NDV-
induzierten Interferonproduktion am Tag 13 der Entwicklung [3, 11].

Werden undifferenzierte Embryonalzellen in Kultur zur Differenzierung
induziert, z. B. durch Behandlung mit Retinolsdure, so erlangen sie innerhalb
weniger Tage die Fihigkeit, auf exogenes Interferon eine antivirale Aktivitét
auszubilden. Biochemische Analysen ergaben, daB undifferenzierte Embryo-
zellen iiber einen funktionsfihigen Interferonrezeptor verfiigen, da die
dsRNA-aktivierte Proteinkinase und 2-5A-Synthetase induzierbar waren. Un-
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differenzierte Zellen hatten jedoch nur sehr geringe Aktivititen der 2-5A-ab-
hingigen Nuklease und somit auch nach Induktion der 2-5A-Synthetase
durch Interferone und deren Aktivierung durch dsRNA kein funktionsfahiges
2-5A-System. Der Gehalt an Nuklease stieg wihrend der Differenzierung
durch Retinolsdure parallel zur Induzierbarkeit der antiviralen Aktivitit
durch Interferon. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der beschriebe-
nen Rolle des 2-5A-Systems als antiviralen Mechanismus, sollte aber nicht so
interpretiert werden, da3 die Induzierbarkeit der antiviralen und antiprolife-
rativen Aktivitidt in differenzierten Embryonalzellen ausschlieBlich an das
2-5A-System gebunden ist. Neben der 2-5A-abhédngigen Nuklease gibt es mit
Sicherheit noch weitere intrazellulire Komponenten, die fiir eine Interferon-
antwort essentiell sind und deren Expression differenzierungsabhingig re-
guliert wird [52].

Auch Zellinien aus humanen Embryonalkarzinomen sind hinsichtlich des
Interferonsystems analysiert worden und die publizierten Ergebnisse sind
analog zu denen mit miuslichen Zellinien, d.h. diese Zellen hatten weder die
Fihigkeit zur Interferonproduktion noch zur Antwort auf exogenes Interfe-
ron [76].

In Primérkulturen von Hamsterembryonen wurde nach Induktion mit
NDV ein Interferontyp gefunden, welcher sich biochemisch und funktionell
von dem ,,adulten” Interferon unterscheiden lieB. Dieses ,,embryonale* Inter-
feron hatte eine antivirale und antiproliferative Aktivitit wie der ,,adulte“
Typ, hemmt aber im Gegensatz zu letzterem nicht die Adipozytendifferenzie-
rung. Méglicherweise gibt es also enwicklungsspezifische Interferone, die in
ihren Eigenschaften von den bekannten Interferontypen abweichen und da-
her mit den besonderen Bedingungen der frithen Embryogenese kompatibel
sind [34].

Die antitumorale Aktivitdt im Tiermodell |2, 36]

Fiir diese komplexe biologische Aktivitit von Interferonen sollen abschlie-
Bend Beispiele fiir eine antitumoralen Wirkung in Tiermodellen beschrieben
werden. Das Versuchstier ist in allen Fillen die Maus, die vorgestellten Tu-
more sind viralen Ursprungs, es ist in diesen Modellen jedoch ausgeschlos-
sen, daf3 die antitumorale Aktivitit primir eine antivirale Wirkung des Inter-
feron ist.

Tumore von Adenovirus-transformierten Zellen

Humane Adenoviren transformieren nicht-permissive Nagerzellen in Kultu-
ren und verursachen Tumore bei Miusen, Ratten, Hamstern etc. Transforma-
tion von Zellen in Kultur ist eine allgemeine Eigenschaft dieser Adenoviren,
die transformierten Zelien zeigen aber erhebliche Unterschiede in ihrer Tu-
morigenitéit in der syngenen Maus und zwar abhéngig vom Adenovirus Sub-
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typ, der zur Tranformation eingesetzt wurde. Adenovirus 5-transformierte
Zellen sind z. B. wenig tumorigen, wihrend Adenovirus 12-transformierte Zel-
len nach Injektion in die Maus zu Tumoren auswachsen. Ein entsprechendes
Ergebnis erhdlt man bei Infektion von Nagern mit den entsprechenden Ade-
noviren. Die virale Funktion, die fiir Transformation/Tumorigenitét essentiell
ist wurde identifiziert, es sind die Produkte der frithen E1A- und E1B-
Gene.

Die Transformation von Mauszellen durch Adenovirus 12 reduziert die Ex-
pression der MHC Klasse 1-Antigene (H-2K, -D, -L), die Hemmung der Ex-
pression der H-2 ,heavy chain* ist auf mRNA-Ebene nachweisbar. Die Ex-
pression des P,-Mikroglobulins wird nicht gehemmt. Der nicht-tumorigene
Adenovirus 5 bewirkt nach Transformation keine Repression der H-2-Expres-
sion. Da MHC Klasse 1-Antigene essentiell fiir die Erkennung Virus-transfor-
mierter Zellen durch zytotoxische T-Lymphocyten sind, beruht die Tumorige-
nitdt von Adenovirus 12 wahrscheinlich darauf, daB durch ihn transformierte
Zellen wegen der fehlenden H-2-Antigene der zelluldiren Immunitit im Orga-
nismus entgehen.

Interferone aller drei Typen stimulieren die Expression von MHC Klasse
1-Antigenen. Adenovirus 12-transformierte Mauszellen wurden mit IFN-o/B
oder IFN-y behandelt und in Tiere injiziert. Die Tumorigenitit wurde mit der
von unbehandelten, transformierten Zellen verglichen. Interferonbehandlung
vor Injektion verstiarkte die H-2-Expression und erniedrigte Tumorwachstum
im Organismus und erhohte die Uberlebensrate der Tiere. Das gleiche wurde
beobachtet, wenn unbehandelte, transformierte Zellen injiziert und die Tiere
nachfolgend mit Interferon behandelt wurden; nach initialem Tumorwachs-
tum wurde spéter eine z.T. vollstindige Remission beobachtet.

Die Ergebnisse werden dahingehend diskutiert, daB durch IFN-stimulierte
MHC-Expression die Adenovirus 12-transformierten Zellen sensitiv fiir zyto-
toxische T-Lymphocyten werden und dadurch ihr tumorigenes Potential ver-
lieren, obwohl im Falle der Behandlung von Tieren mit Interferon auch an-
dere antitumorale Mechanismen, wie z. B. die Aktivierung von Makrophagen
in Betracht kommen koénnte [40] (Abb. 4). ’

Das ,, Friend Erythroleukdmiezellen” Modell

Die Friend-Leukdmiezellen (FLZ) sind Vorldufer der roten Blutzellen der
Maus. Sie sind chronisch infiziert mit einem Retrovirus (Friend Leukemia
Virus) und bilden in syngenen Miusen Tumore, die je nach Injektion (i.p.,
s.c.) als Aszites oder solide Tumore auswachsen. Normale FLZ sprechen in
Kultur auf Interferon an, d.h., Interferone bewirken sowohl eine antivirale
Aktivitdt gegen infizierendes Virus wie auch eine Wachstumshemmung. Es
wurden IFN-a/B-resistente Sublinien von FLZ isoliert, die zwar noch einen
IFN-Rezeptor besitzen, jedoch nach einer Reihe von Kriterien nicht auf In-
terferon reagieren, z. B. sie waren nicht antiviral, nicht Wachstums-gehemmt,
es wurde keine Induktion der 2-5A-Synthetase oder Stimulation der MHC
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Abb. 4. Mogliche Mechanismen der Hemmung von Tumoren durch Interferon

Klasse 1-Expression nach IFN-a/B-Behandlung beobachtet. Der molekulare
Defekt in der Interferonantwort ist nicht definiert worden.
Interferon-sensitive FLZ und der -resistente Subklon wurden in einem
Maus-Tumormodell verglichen hinsichtlich der Wirkung von IFN-Therapie
auf Tumorwachstum und Uberlebensrate. Wiederholte Behandlung mit IFN-
a/B nach Injektion der Tumorzellen fiihrte zu einer dramatischen (ca.
100fach) Abnahme der FLZ im Peritoneum innerhalb von zwei bis vier Ta-
gen. Die Behandlung mit Interferon vor Injektion von Tumorzellen war weit
weniger wirksam. Bei subkutanen Tumoren war lokale Injektion von Interfe-
ron wirkungsvoller als i.p. Applikation. Sowohl hinsichtlich der Reduktion
der Tumorzellen im Peritoneum wie auch hinsichtlich der Uberlebensrate
wurden zwischen IFN-sensitiven und -resistenten FLZ keine Unterschiede
gemessen. Der resistente Phinotyp war stabil bei wiederholter Passage im
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Tier, d.h., es erfolgte im Organismus keine Selektion auf den IFN-sensitiven
Phinotyp.

Ein qualitativ gleiches Ergebnis erhielt man, wenn statt der FLZ die Lym-
phomlinie L,,;o verwendet wurde. Hiervon gibt es eine Sublinie, die keinen
Rezeptor fiir IFN-a/p expremiert und infolgedessen auf Interferon nicht rea-
giert. Der resistente Subklon und die sensitive Ausgangslinie wurden in einem
i.p. Modell gleichermafien durch Interferon gehemmt.

Es stellt sich natiirlich die Frage nach dem Mechanismus der antitumo-
ralen Aktivitit. Die gleiche Sensitivitit normaler und- resistenter Zellen auf
IFN im Tier sprechen eindeutig gegen eine direkte zytostatische oder zytoto-
xische Wirkung. Zytotoxische T-Lymphozyten oder Makrophagen als Basis
der antitumoralen Wirkung sind wenig wahrscheinlich, da weder Bestrahlung
der Miuse noch Behandlung mit einem anti-Lymphozytenserum oder Silika-
Partikeln die Wirkung aufgehoben und FLZ auBerdem schlechte ,targets* fiir
NK-Zellen sind. Desgleichen sprechen ,,adoptive transfer Experimente ge-
gen eine Zell-vermittelte Zytotoxizitit noch lieB sich in der Peritonealfliissig-
keit nach IFN-Behandlung ein extrazelluldrer zytotoxischer Faktor nachwei-
sen. Lokale Applikation von Interferonen bei subkutanen Tumoren fiihrten
zu einer Nekrose, ohne daB eine Infiltration mit Leukozyten erfolgte. Obwohl
die antitumorale Wirkung in diesem Modell eindeutig indirekter Natur ist,
148t sie sich durch keines der gingigen Erkldrungsschemata erfassen und bis-
lang nicht erkannte Aktivitiiten von Interferon, die eventuell erst in Kombina-
tion mit weiteren Cytokinen auftreten, miissen hier postuliert werden [35].

Zusammenfassung

Dieses Kapitel ist der Versuch, einen Uberblick iiber den gegenwirtigen
Stand der Interferonforschung zu geben, als Grundlage fiir nachfolgende Ka-
pitel, in denen spezifischere Fragestellungen abgehandelt werden. Beschrie-
ben wurden einerseits die Interferone ,,per se*, d.h., die Biochemie und Mo-
lekularbiologie ihrer Struktur und Induktion und andererseits zwei ihrer we-
sentlichen biologischen Aktivititen - die antivirale und die antiproliferative
Wirkung. Sowohl die Breite dieses Forschungsgebietes wie auch der z.T.
noch sehr fragmentarische Kenntnisstand machen eine inhaltliche Zusam-
menfassung dieses Kapitels schwierig. Stattdessen mochte ich versuchen, ei-
nige Fragestellungen fiir zukiinftige Grundlagenforschung in diesen verschie-
denen Gebieten zu entwickeln.

Die Beschreibung der Interferone ,,per se* ist am weitesten fortgeschritten,
so daB hier wohl wenig grundlegend neue Erkenntnisse zu erwarten sind.
Hiervon ausgenommen ist die Beschreibung der drei-dimensionalen Struktur
der Interferone. Sehr viel unklarer ist allerdings der Wissensstand betreff der
IFN-Induktion. Hier hat sich unser Verstindnis von der Molekularbiologie
des Induktionsvorgangs auf Ebene der DNA in den letzten Jahren wesentlich
erweitert, es fehlt allerdings noch vollstindig die Verbindung zwischen den
biologischen Induzenten, z. B. Virus, dsRNA, LPS, und der eigentlichen Gen-
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regulation. Hierin beinhaltet ist die Frage nach der differentiellen Induktion
von IFN-a und IFN-B bzw. den verschiedenen IFN-a-Subtypen, die sowohl
vom Induzenten wie vom Zelltyp bestimmt wird wie auch die Frage nach den
IFN-produzierenden Geweben in vivo.

Die Beschreibung der IFN-Rezeptoren ist zu diesem Zeitpunkt noch un-
vollstindig und der Weg der Signaliibertragung vom Rezeptor zum Zellkern
ist unbekannt. Eine Anzahl IFN-induzierter Gene sind identifiziert worden
und die Untersuchungen zum Mechanismus ihrer Induktion auf DNA-Ebene
haben erhebliche Fortschritte gemacht. Bei der Mehrzahl der IFN-induzier-
ten Gene muB allerdings die physiologische Bedeutung des entsprechenden
Proteins fiir die IFN-Wirkung noch aufgekliart werden.

Hinsichtlich der biologischen Aktividten von Interferon darf man wohl an-
nehmen, daB die wesentlichen Aktivititskomplexe, d.h. antiviral, antiprolife-
rativ, immunregulatorisch, auf der Ebene ihrer Biologie erfaB3t sind. Sehr frag-
mentarisch ist jedoch das Wissen von den Mechanismen dieser Aktivitdten
und im Falle der antiproliferativen und differenzierungsmodulierenden Akti-
vitit muf} die Frage der physiologischen Bedeutung noch beantwortet wer-
den. Mit der Aufklirung der dsRNA-aktivierten Translationskontrolle (2-5A-
System, Proteinkinase-Pathway) ist ein antiviraler Mechanismus molekular
charakterisiert worden. Gleichzeitig hat man jedoch erkannt, dal3 auch die
antivirale Aktivitit der Zelle eine Anzahl weiterer Mechanismen umfassen
muB, deren Wirkungsweisen noch kaum verstanden sind; und mit einer ziem-
lichen Wahrscheinlichkeit sind gerade die Wirkungen von Interferon gegen
klinisch relevante Viren, z.B. HSV, HBV, HPV, HIV, von den dsRNA-akti-
vierten Mechanismen unabhingig. Auch die Frage der relativen Bedeutung
der direkten, zelluldren antiviralen Aktivitit im Gegensatz zu der indirekten,
immunregulatorischen Aktivitit bedarf der Aufkldrung, da sie von Bedeutung
fiir die therapeutische Anwendung der Interferone sein sollte.

Hinsichtlich der antiproliferativen Aktivitit von Interferon sind einzelne,
u. U. relevante Einzelbeobachtungen gemacht worden und das Fehlen eines
Gesamtkonzepts ist wohl eher eine Reflektion des begrenzten Wissenstandes
auf dem Gebiet der Zellwachstumskontrolle an sich. Von groem Interesse
sind die Beobachtungen zur IFN-Induktion durch Wachstumsfaktoren, die
der bislang konkreteste Hinweis auf eine Rolle von Interferon als endogene
Wachstumsinhibitoren sind. Was zur Unterstiitzung dieser Hypothese aller-
dings noch fehlt sind experimentelle Belege fiir eine entsprechende IFN-Pro-
duktion in vivo in proliferierenden Geweben.

AbschlieBend sei noch ein Fragenkomplex erwihnt, der in diesem Kapitel
nur kurz angesprochen wurde, aber mit Sicherheit in Zukunft gréBeres Inter-
esse erfahren wird; die Wechselwirkung von Interferon mit anderen Cytoki-
nen. Experimentell nachgewiesen sind synergistische Beziehungen zwischen
IFN-o/p und IFN-y einerseits und der Interferone mit Tumor Nekrose Fak-
tor andererseits. Diese Synergismen wurden fiir alle wesentlichen Aktivitits-
bereiche gefunden. Da diese Cytokine in vivo unter den gleichen Bedingun-
gen (z.B. Virusinfektion), gebildet werden konnen, sollten diese Wechselwir-
kungen eine physiologische und ggf. auch therapeutische Relevanz haben.
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