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2. Materialien und Methoden

21. Abkiirzungen

BSA Bovine serum albumine (Rinderserum-Albumin)
cpe Zytopathischer Effekt

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

FKS Fotales Kalberserum

g relative Erdbeschleunigung

HRV-14 Humanes Rhinovirus Typ 14

ICAM-1:1gG Hybrid-Immunglobulin vom IgG-Typ mit 2 extrazellularen

ICAM-1-Anteilen anstelle der Fab-Teile

IE Internationale Einheiten
lgG Immunglobulin G

kD Kilodalton

MEM Minimal Essential Medium
M molar

ml Milliliter



MW
NBF
OPD
p.i.
PAGE
PBS
p.f.u.
pNPP
PPO
SDS
TEMED
Tris
rpm
w/v

w/w

Ml
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multiplicity of infection (Multiplizitat der Infektion)
Molecular Weight (Molekulargewicht)

neutral gepuffertes Formaldehyd
ortho-Phenylendiamin x 2 HCI

post infectionem (nach der Infektion)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzlésung

Plaque forming unit (infektidse Einheit)
para-Nitrophenylphosphat
2,5-Diphenyloxazol

Sodiumdodecylsulfate (Natrium-Lauryl-Sulfat)
N,N,N,N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan
Umdrehungen pro Minute

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

Mikroliter
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2.2, Verwendete Medien

Eagle's Minimal
Essential Medium
(MEM)

Dulbecco’s modi-
fiziertes Eagle's
Medium (DMEM)

Eagle's Overlay

Medium

Eagle's Zellkulturmedium mit Earle's Salzen und
L-Glutamin (Gibco BRL):

Zugabe von folgenden Zusatzen zu 500 ml MEM (je-
weils von Gibco BRL):

5 ml MEM Non Essential Amino Acids
5 ml Antibiotic-Antimycotic

0,5 ml Gentamycin (= 1 ml/l)

30 ml 1 M HEPES-Puffer (=20 mM)
5,85 ml 7,5% NayCO3 (=0,085%)

Eagle's Zellkulturmedium mit L-Glutamin und 4,5 g Glu-
kose/l (Gibco BRL):

Zugabe von folgenden Zusatzen zu 500 ml MEM (je-
weils von Gibco BRL):

5 ml Na-Pyruvat (100 mM)

5 ml Antibiotic-Antimycotic

0,5 ml Gentamycin (= 1 ml/l)

Eagle's Zellkulturmedium fur Plaque Test
(=1,3x konzentriert) (Gibco BRL):

Eagle's MEM-Pulver fur 5 Liter

ad 3750 ml Aqua bidest.
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pH-Wert einstellen 7,0-7,4

Spinner-Medium Zellkulturmedium fir Suspensionszellen mit Zusatzen
(jeweils von Gibco BRL):

Spinner-Medium Pulver flr 5 Liter (670,02 g)
0,5 g Streptomycin

0,5 ml Penicillin 1 Mio. IE

10 g Na,CO3

ad 5000 ml Aqua bidest.

pH-Wert einstellen 7,0-7,4
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2.3. Verwendete Losungen, Puffer und Seren

Actinomycin-

Stammldsung

Agar-Losung

Antibiotic-

Antimycotic

Cacodylat-Puffer

DOC

EDTA

ERL 4206

10 mg Actinomycin D (Boehringer)
[6sen in 7,3 ml Ethanol

ad 10 ml mit Aqua bidest.

0,8% (Gew./Vol.) Lésung:

0,8 g Agar (Difco Laboratories)

ad 100 ml Aqua bidest.

von Gibco BRL:

10000 IE Penicillin

10000 pg Streptomycin

25 pg Fungizone

ad 1 ml PBS

3,21 g Na-Cacodylat (Serva)

204,5 mg NaCl

ad 100 ml Aqua bidest., pH 7.2
Natrium-Desoxycholat (Sigma Chemie)
Ethylendiamintetraessigsaure (Merck):
0,93 g ad 1000 ml PBS ohne Ca*" und Mg**

Vinylcyclohexendioxid (Serva)



Farbeldsung far
ELISA

Farbepuffer fur
ELISA

FKS

Gentamycin

HEPES-Puffer

Imidazol-Puffer

Kaninchenserum

Losung

Karnovsky-Fixans
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40 mg ortho-Phenylendiamin x HCI (Merck)
ad 100 ml Farbepuffer

3,65 g Zitronensaure x H,O

5,93 g Na;HPO4 x 2H,0

ad 500 ml Aqua bidest.

fotales Kalberserum (Gibco BRL)

von Gibco BRL:

50 ug Gentamycinsulfat

ad 1 ml Aqua bidest.

1 M HEPES
(N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansaure) (Gibco
BRL)

68,1 mg Imidazol (Serva)

876 mg NaCl

8,3 mg CaCl,

19 mg MgCl,

ad 100 ml Aqua bidest., pH 7.2
20%ige Losung:

20 ml Kaninchenserum (Gibco BRL)
ad 100 ml PBS

Losung A: 2 g Paraformaldehyd

in 25 ml Aqua bidest.



Na,COs-Puffer

NaN3-Losung

Neutralrot-Losung

NP 40

PBS
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auf 60-70° C erhitzen,

2-3 Tr. 1 N NaOH nach Abkuhlen
Lésung B: 1,5 g Cacodylat

in 24,5 ml Aqua bidest.

0,5 ml 25% Glutaraldehyd

25 mg CaCl,

Lésung A und B mischen, auf pH-Wert von 7,2 einstel-

len

7,5 g Na,COs; (Gibco BRL)

in 100 ml Aqua bidest.

20 mg NaN3 (Merck):

ad 100 ml PBS (= 0,02%ige LAsung)
0,1 g Neutralrot (Merck):

ad 400 ml PBS

Nonidet P40 (Sigma Chemie)
Phosphate Buffered Saline:
Reagenzien von Merck

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g NazHPO4 x 2 H,0O

0,2 g KoHPO,

0,1 g MgCl, x 6 H.O
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0,1 g CaCl; x 2 H,O
ad 1000 ml Aqua bidest.

pH-Wert einstellen 7,0-7,2

PEG 8000 Polyethylenglykol Molgew. 8000 g/mol (Sigma Chemie)
pNPP-Puffer 1 M Diethanolamin (Merck)
0.5 mM MgCl, (Merck)
pH-Wert einstellen 9.8
R-Puffer 10 mM Tris-HCI Puffer (Serva)
0,2 M MgCl; (Merck)
10% Gew./Vol. Glycerin (Merck)
pH-Wert einstellen 7,0-7,2
Sucrose-Lésung 5% bzw. 20%ige (Gew./Vol.) Lésung:
5 g bzw. 20 g RNAse-freie Sucrose (Schwarz/Mann)
ad 100 ml R-Puffer
TCA Trichloressigsaure:
1 kg TCA (Merck) I6sen in 454 ml Aqua bidest.
=100% (Gew./Vol.) Lésung

TWEEN-20 TWEEN-20 (Aldrich-Chemie)
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2.4, Zellen

2.41. HeLa-Zellen

HelLa-Wis-Zellen (Stamm Wisconsin) wurden von Prof. Dr. R. Rueckert (Madison,
Wisconsin, USA) zur Verfugung gestellt und stellen eine permanente Zellinie aus ei-
nem humanen Cervix-Karzinom dar. Sie verfugen Uber den Virusrezeptor ICAM-1 und
sind mit HRV-14 infizierbar. HeLa-Wis-Zellen wurden als Einschichtkultur in Plastik-
Zellkulturflaschen (175 cm?) (Costar) angeziichtet (Zeichhardt, 1991; Barnert et al.,
1992). Das Wachstumsmedium bestand aus sterilem Eagle's Minimum Essential Me-
dium (MEM; Gibco BRL), pH 7,0-7,2 mit obigen Zusatzen (s. 2.2) und 5% (Vol./Vol.)
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FKS) (Gibco BRL). Die Kulturflaschen wurden
mit einem Invert-Lichtmikroskop (Leitz) auf ihre Zelldichte untersucht. Alle 2 bis 3 Ta-
ge wurden die konfluenten Zellen einer Kulturflasche in neuem Medium auf 3 neue
Flaschen verteilt. Nach Absaugen des Wachstumsmediums wurden die Zellen mit 10
ml EDTA 2-3 min bei 37°C inkubiert, wodurch sich die Haftung der Zellen an den Bo-
den verminderte, sie sich jedoch noch nicht vollig l16sten. Die EDTA-L6sung wurde bis
auf 1-2 Tropfen abgesaugt und die Zellen durch Schlage mit der Hand an die Kultur-
flasche gelost. Die Zellsuspension wurde mit 10 ml vorgewarmtem Eagle's MEM mit
5% (Vol./ Vol.) FKS versetzt und in je 3 ml auf 3 Kulturflaschen mit je 75 ml Eagle’s
MEM mit 5% (Vol./Vol.) FKS verteilt. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 37°C.

2.4.2. BHK-Zellen

BHK21-Zellen (Baby Hamster Kidney Zellen, American Type Culture Collection,
ATCC, CCL10) wurden als Einschichtkultur in Plastik-Zellkulturflaschen (175 cm?)

(Costar) angezlchtet. Sie verfigen nicht Uber den zellularen Virusrezeptor ICAM-1
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und sind daher nicht fur HRV-14 empfanglich. Das Wachstumsmedium bestand aus
sterilem Dulbecco’s modifiziertem Eagle's Medium (DMEM; Gibco BRL), pH 7,0-7,2
mit obigen Zusatzen (s. 2.2) und 5% (Vol./Vol.) hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum
(FKS) (Gibco BRL). Die Kulturflaschen wurden mit einem Invert-Lichtmikroskop (Leitz)
auf ihre Zelldichte untersucht. Alle 2 bis 3 Tage wurden die konfluenten Zellen einer
Kulturflasche in neuem Medium auf 3 neue Flaschen verteilt. Nach Absaugen des
Wachstumsmediums wurden die Zellen mit 5 ml Trypsin-Versen 1 min bei 37°C inku-
biert. AnschlieRend wurde die Losung bis auf 1-2 Tropfen abgesaugt und die Zellen
durch Klopfen abgeldst. Die Zellsuspension wurde mit 10 ml vorgewarmtem Eagle's
DMEM mit 5% (Vol./ Vol.) FKS versetzt und in je 3 ml auf 3 Kulturflaschen mit je 75 ml
Eagle’s DMEM mit 5% (Vol./Vol.) FKS verteilt. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei
37°C.

2.43. BHK-ICAM-1-Zellen

BHK21-Zellen, die mit ICAM-1 transfiziert waren (BHK-ICAM-1-Zellen, zur Verfigung
gestellt von Dr. Langner, Behring-Werke), wurden wie BHK-Zellen angeziichtet. Zu-
satzlich enthielt das Wachstumsmedium noch 0,5 uM Methotrexat (MTX) und 0,4
mg/ml Geneticin (G418) (Zettimeissl et al., 1990).

2.4.3.1. Transfektion von BHK-Zellen mit ICAM-1

BHK21-Zellen wurden mit einem Vektorkonstrukt transfiziert, um ICAM-1 an ihrer Zell-
oberflache zu exprimieren. Dieses Vektorkonstrukt nH3M-ICAM-1 enthielt das
ICAM-1-Gen mit seinen 5 extrazellularen Domanen, die Transmembranregion und das
zytoplasmatische Ende (Seed et al., 1987, Langner, unveroffentliche Ergebnisse). Um
eine stabile Transfektion von BHK-Zellen, die ICAM-1 an ihrer Oberflache exprimier-

ten, zu erhalten, wurde eine Kotransfektion von ntH3M-ICAM-1 mit den Plasmiden
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pSV2dhfr und pPRMH140 (neo") mit Hilfe der Kalziumphosphat-Methode durchgefiihrt.
Das Plasmid pSV2dhfr fuhrt zur Expression von Dihydrofolat-Reduktase, die zur de
novo-Synthese von Purinen bendtigt wird und abhangig von Methotrexat (MTX) ist.
Die zweite Selektion bestand in der Bildung einer Resistenz gegen Geneticin, die
durch das Plasmid pRMH140 (neo') verursacht wurde. Transfizierte BHK-Zellen wur-
den durch ein Medium, das Methotrexat und Geneticin enthielt, doppelt selektiert. Die
Expression vom ICAM-1 an der Zelloberflache wurde mit monoklonalem Anti-ICAM-1
in einem ELISA kontrolliert (s. 2.11).

2.5. Propagierung von HRV-14 und Coxsackievirus A21

Fur die Versuche wurde mit Humanem Rhinovirus Typ 14 (HRV-14) gearbeitet, dass

von Prof. R. Rueckert (Madison, Wisconsin, USA) zur Verfugung gestellt wurde.

Zur Virusherstellung wurden HelLa-Wis-Zellen von 2%/5 Zellkulturflaschen (175 cm? pro
Flasche, =16 ml Zellsuspension) als Suspensionskultur in ein 500 ml Spinnergefal®
(Dreihals-Gefald mit Schraubverschlissen und beweglich aufgehangtem magneti-
schen Ruhrkloppel, Techne) mit 500 ml vorgewarmtem Spinner-Medium und 5%
(Vol./Vol.) FKS Uberfuhrt (Otto et al., 1985). Nach 2 Tagen Inkubation bei 37°C im
Dunkeln und unter stetigem Ruhren auf einem Magnetrihrer erfolgte die Sedimen-
tation der Zellen, das Absaugen des Mediums und das Aufflillen mit vorgewarmtem
Spinner-Medium und 5% (Vol./Vol.) FKS auf das doppelte Volumen. Diese Prozedur
wurde alle 2 Tage durchgeflhrt, bis ein Volumen von 6 Litern in 4 Spinnergefalen
erreicht war. Nach dem Absetzen der Zellen und dem Absaugen des Mediums wurden
die Zellsuspensionen 8 min bei 900 rpm und 4°C (Christ Cryofuge, Heraeus) zentri-
fugiert. Das Zellsediment wurde in 100 ml Spinner-Medium resuspendiert. Mit einer
Teilmenge der Suspension wurde anschliellend in einer Neubauer Zahlkammer (Leitz)
mikroskopisch die Zellzahl bestimmt und auf das Gesamtvolumen hochgerechnet. Die
Zellsuspension wurde in einem 500 ml Spinnergefal® mit 300 ml Spinner-Medium ver-
setzt und mit 0,5% (Vol./Vol.) 1 M HEPES-Puffer versetzt. Dann erfolgte die Infektion
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der Zellen mit HRV-14 mit einer m.o.i. (Infektionsdosis) von 10 p.f.u./ Zelle. Nach 30
min wurde 5% (Vol./Vol.) FKS zugegeben und die Suspension 24 Stunden bei 33°C,
der optimalen Reproduktionstemperatur von HRV-14, unter standigem Ruhren inku-
biert. Die Zellsuspension wurde nach Beobachtung eines kompletten zytopathischen

Effekts (cpe) bei -20°C eingefroren.

Zur radioaktiven Markierung der viralen RNA wurden Zellen als Suspensionskultur in
Spinnergefalten, wie beschrieben, angeziichtet. Nach einer Zentrifugation bei 8 min
bei 900 rpm und 4°C (Christ Cryofuge, Heraeus) wurde die Zellsuspension in 300 ml
Spinner-Medium resuspendiert und in ein 500 ml Spinnergefal® Gberfuhrt. Nach der
Infektion der Zellen mit HRV-14 mit einer m.o.i. (Infektionsdosis) von 10 p.f.u./ Zelle
wurde nach 30 min 5% (Vol./Vol.) FKS zugesetzt. Nach 3 Stunden erfolgte die Zugabe
von 2 ml *H-Uridin (5,6-3H—Uridin, Amersham-Buchler, spezifische Ausgangsaktivitat 1
mCi/ml) und die Inkubation der Suspension bei 33°C unter standigem Ruhren. Nach
dem Auftreten eines kompletten zytopathischen Effekts (cpe) wurde die Suspension

bei -20°C eingefroren.

Coxsackievirus A21 (ATCC VR-850) wurde auf Monolayerkulturen von FL Amnion
Zellen (ATCC CCL62) und HelLa-Wis-Zellen angeziichtet.

2.6. Hochreinigung von HRV-14

Die Reinigung von HRV-14 wurde nach der Methode von Abraham und Colonno
(Abraham et al., 1988) durchgefuhrt. Diese Methode wurde sowohl fur radioaktiv mar-
kiertes als auch fir nicht markiertes Virus angewendet. Dazu wurden ca. 1500 ml
Zellsuspension mit dem Uberstandsvirus, die aus der in 2.5 beschriebenen Viruspro-
pagierung stammten, eingesetzt. Nach dreimaligem Frieren und Tauen bei Zimmer-
temperatur wurde die Suspension von groben Zelltrimmern durch Zentrifugation be-
freit (8 min, 900 rpm und +4°C, Christ Cryofuge, Heraeus). Das im Uberstand befindli-
che Virus wurde mit 7% (Gew./Vol.) PEG 8000 (Polyethylenglykol 8000; Serva) und
2,2% (Gew./ Vol.) NaCl versetzt und Uber Nacht bei +4°C unter Rihren ausgefalit.
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Das Prazipitat wurde 55 min bei 2600 rpm und +4°C sedimentiert, mit ca. 6 ml eines
Gemischs aus R-Puffer, 0,3% (Gew./Vol.) DOC und 0,6% (Vol./Vol.) NP 40 re-
suspendiert und mit einem Dounce-Homogenisator (B-Pistill, Gibco) homogenisiert
(20 Schlage). Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurde erneut mit dem-
selben Dounce-Homogenisator homogenisiert (20 Schlage). Uberschiissige zellulare
Membrantrimmer wurden fur 5 min bei 3200 rpm und +4°C abzentrifugiert (Christ

Cryofuge, Heraeus).

Der Uberstand wurde auf zwei Sucrose-Gradienten (5-20% Gew./Vol. Sucrose in
R-Puffer) geschichtet. Die Gradienten wurden mit einem Gradientenmischer (Hoefer
Scientific Instruments) in SW 27-Zentrifugenréhrchen (Volumen 38 ml) aus je 17 ml
5%iger und 20%iger (Gew./Vol.) Sucrose-Losung hergestellt. Die Zentrifugation er-
folgte im SW 27-Rotor (Beckman, 235 min bei 24000 rpm und +4°C). Nach der Zentri-
fugation befand sich die opalisierende Virusbande ungefahr in der Rohrchenmitte. Der
Réhrchenboden wurde angestochen und der Gradient unter gleichzeitiger
UV-Bestimmung bei 254 nm fraktioniert (Fraktionssammler Model 328, UV-Einheit
Model UA-5 Absorbance Monitor, Multiplexer-Expander Model 1133, Optical Unit Type
6, jeweils von ISCO). Nach Auswertung des Fraktionsprofils wurden die entsprechen-
den Virusfraktionen gesammelt und das Virus in einem 60Ti-Rotor (Beckman) fur 14
Stunden bei 18000 rpm und +4°C sedimentiert. Das Sediment wurde in ca. 0,7 ml
PBS resuspendiert, mit einem 1 ml-Dounce-Homogensisator (B-Pistill, Gibco) homo-

genisiert (20 Schlage) und bei 10 min, 2000 rpm und +4°C zentrifugiert.

AnschlieBend wurde der virushaltige Uberstand bei -70°C gelagert. Teilmengen aus

derartigen Praparationen wurden zur Bestimmung der Infektiositat entnommen (s 2.8).

2.7. RNA-Synthese-Test

Der RNA-Synthese-Test misst den Einbau des radioaktiven Nukleosids *H-Uridin in
die neusynthetisierte Virus-RNA innerhalb des ersten Reproduktionszyklusses nach

einer Infektion von Zellen unter der Einwirkung von Actinomycin D, welches die zellu-
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lare Transkription hemmt (Baltimore et al., 1963; Zeichhardt et al., 1985). Die gemes-
sene Radioaktivitat ist ein Mal fur die neuproduzierte virale RNA und somit indirekt fur
die Aufnahme und das Uncoating der eingesetzten Viren, deren RNA zur Neusynthe-

se diente.

In 24-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurde pro Vertiefung 0,4 ml einer Hela-
Wis-Zellsuspension mit 1x10° Zellen/ml auf 11 mm durchmessende gesauberte und
entfettete, sterile Glasplattchen gegeben und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Medium von den konfluenten Zellen abgesaugt und die Zel-
len mit 0,6 ml HRV-14-Virusldsung (ca. 3x10” p.f.u./ml) in Gegenwart von Actinomycin
D (3x10™ ml Stammldésung/ml = 3 ug/ ml) infiziert. Die eingesetzte Infektionsdosis lag
bei 18 m.o.i.. Nach einer Infektionszeit von 30 min bei 33°C und 2% CO; wurde das
Inokulum abgesaugt. Zu den Zellen wurde 0,3 ml vorgewarmtes Eagle's MEM mit 5%
(Vol./Vol.) FKS und Actinomycin D gegeben. Nach jeweils 5, 6 und 7 Stunden p.i.
(post infectionem) bei 33°C und 2% CO; wurden die Ansatze fur 1 Stunde mit
3H-Uridin radioaktiv markiert. Dazu wurden 10 pl einer 3H-Uridin-Ldsung
(5,6->H-Uridin, Amersham-Buchler, spezifische Ausgangsaktivitit 1 mCi/ml, 1:5 ver-
dinnt in Eagle's MEM) zu den entsprechenden Zeiten gegeben (spezifische Aktivitat
im Test: 2 uCi/Ansatz). Nach 1 Stunde Einbauzeit wurde der Zelliberstand abgesaugt
und die Plattchen in den Vertiefungen zweimal mit je 0,4 ml vorgewarmtem PBS ge-
waschen. Nach dem Absaugen wurden die Plattchen mit einer Pinzette in
24-Vertiefungs-Zellkulturschalen mit je 2 ml eiskalter 10%iger (Vol./\Vol.) Trichloressig-
saure (TCA) pro Vertiefung zur Prazipitation der RNA Uberflhrt. Nach 20 min wurden
die Plattchen dreimal durch eiskalte 10%ige (Vol./ Vol.) TCA-L6sung gezogen und in
ein Szintillationsrohrchen (Minivals, Packard Instruments) mit 0,4 ml Soluene (Packard
Instruments) Uberfuhrt. AnschlielRend wurden die Szintillationsrohrchen fur 20 min auf
65°C erhitzt und nach dem Abkuhlen mit 2 ml Szintillationsflissigkeit (Dimilume, Pa-
ckard Instruments) versetzt. Die Radioaktivitat wurde im Szintillationszahler (Minaxi

Tricarb 4000 Series, Packard Instruments) gemessen.

Bei der Messung der viralen RNA-Synthese in BHK- und BHK-ICAM-1-Zellen wurde
analog verfahren. Die Zelleinsaat betrug hier 0,4 ml einer Zellsuspension mit 2x10°

Zellen/ml.
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Zur Messung der zellularen RNA-Synthese wurde eine Infektion mit 0,6 ml Eagle's
MEM in Abwesenheit von HRV-14 durchgefuhrt (Mock=Schein-Infektion). Sonstige
unspezifische Einbautatigkeiten ('Background'-Messung) wurden durch eine Mock-
Infektion mit der gleichen Menge Eagle's MEM mit Actinomycin D erfasst. Nach der
Mock-Infektion wurden diese Lésungen durch 0,3 ml Eagle's MEM mit bzw. ohne Ac-
tinomycin D ersetzt. Der weitere Versuchsablauf erfolgte analog zur normalen Ver-

suchsdurchfuhrung.

2.71. RNA-Synthese-Inhibitions-Test

Der RNA-Synthese-Inhibitions-Test beruht auf dem RNA-Synthese-Test und misst die
Verminderung der viralen RNA-Neusynthese, die durch die Vorinkubation der Zellen
mit Anti-ICAM-1 oder Vorinkubation von HRV-14 mit ICAM-1:Immunglobulin
(ICAM-1:Ig) bedingt ist. Diese Abnahme ergab sich aus dem Vergleich der Infektiosi-
taten mit vorbehandelten Ansatzen und Ansatzen ohne Vorbehandlung, d.h. ohne An-
ti-ICAM-1 oder ICAM-1:1g.

Die Einsaat der Zellen erfolgte wie beim RNA-Synthese-Test. Alle Ansatze wurden
dreifach durchgefuhrt.

Bei der Blockierung von zelluldarem ICAM-1 mit Anti-ICAM-1 erfolgte die Vorinkubation
der Zellen mit 600 pl einer Anti-ICAM-1-Lésung (0,12, 0,37, 1,1, 3,3, 10 yg/ml End-
konzentration) bei 33°C und 2% CO, fur 1 Stunde. Nach dem Absaugen der Lésung
wurde die Infektion der Zellen mit einer Virusverdiinnung (ca. 3x10” p.f.u.) wie beim
RNA-Synthese-Test durchgefihrt.

Bei der Blockierung von HRV-14 mit ICAM-1:Immunglobulin (ICAM-1:Ig) erfolgte die
Vorinkubation des Virus mit einer ICAM-1:1g-L6sung (0,05, 0,47, 4,67, 14 pug/ml End-
konzentration) bei 33°C und 2% CO; fur 1 Stunde. Mit diesem Ansatz wurde die Infek-

tion der Zellen wie beim RNA-Synthese-Test durchgeflihrt. Als Positiv-Kontrolle diente
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eine Vorinkubation des Viruses mit Anti-HRV-14 (1:500 verdunnt) anstelle von
ICAM-1:Ig.

Nach der Virusinkubation erfolgte die Markierung der Zellen von der 5. bis 7. Stunde
p.i. fir jeweils 1 Stunde Dauer mit *H-Uridin. Nach dem Waschen und Prazipitation

der Zellen wurde die Radioaktivitat im Szintillationszahler bestimmt.

Die Bestimmung der Infektiositat der eingesetzten HRV-14-Lésung erfolgte wie beim
Plaque-Reduktions-Test ohne Vorinkubation mit Anti-ICAM-1-L6sung oder ICAM-1:1g-
Losung. Diese Infektiositat diente als BezugsgroRe (100%-Wert). Das Verhaltnis aus
den einzelnen Infektiositatswerten und dieser Bezugsgrolie beschrieb die prozentuale
Starke der Inhibition von Anti-ICAM-1 oder ICAM-1:Ig.

2.8. Plaque-Test

Zur Messung der Virusinfektiositat und Bestimmung infektidser Virusnachkommen-
schaft wurde der Plaque-Test benutzt. Er beruht auf der Bildung von makroskopisch
sichtbaren Plaques (Infektionshoéfe) in einem konfluenten Zellrasen (Dulbecco, 1952;
Zeichhardt et al., 1981; Willingmann et al., 1989). Die Plaques entstehen durch den
zytopathischen Effekt, der nach der Infektion der primar infizierten Zellen in den be-
nachbarten Zellen durch die Infektion mit neugebildeten Viren wahrend mehrerer vira-
ler Reproduktionszyklen (2-3 Tage) auftritt. Die Zahl der Plaques ist ein Mal} der Infek-

tiositat der untersuchten Viruslosung.

In jede Vertiefung von 12-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurde 1 ml einer
HeLa-Wis-Zellsuspension mit einer Zellzahl von 6x10° Zellen/ml gegeben und {ber
Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde von den konfluent
ausgewachsenen Zellen das Medium abgesaugt. Zu den Zellen wurde 0,1 ml einer
Verdunnung der zu untersuchenden HRV-14-Losung gegeben. Die Virusinkubation
dauerte 30 min bei den optimalen Bedingungen fiur HRV-14 von 33°C und 2% COa,.

Nach Absaugen des Inokulums wurden die Zellen mit 1 ml einer auf 40°C vor-
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gewarmten Agar-Losung vorsichtig Uberschichtet. Dazu wurde eine 0,8%ige Agar-
I6sung hergestellt und durch Aufkochen geldst. Zu einem Teil dieser Losung wurden
drei Teile vorgewarmtes Eagle's Overlay Mediums mit 10% (Vol./ Vol.) FKS und 5%
(Vol./Vol.) 1 M HEPES hinzugeftgt.

Die Schalen wurden nach Abkuhlen und Erstarren des Agars fur 3 Tage bei 33°C und
2% CO; inkubiert, dann mit 1 ml Neutralrotldsung (0,1 g auf 400 ml PBS-Puffer) ge-
farbt und die Plaques ausgezahlt. Die Plaquezahl wurde durch das Volumen (0,1 ml)
und den Verdunnungsfaktor der eingesetzten Virusverdinnung dividiert. Das Ergebnis

gibt die Infektiositat in p.f.u./ml an.

Bei der Messung der Infektiositat in BHK- und BHK-ICAM-1-Zellen wurde analog ver-

fahren. Die Zelleinsaat betrug hier 1 ml einer Zellsuspension mit 8x10° Zellen/ml.

Als Kontrolle des Zellwachstums wurde eine Schein-Infektion (Mock-Infektion) mit 0,1

ml Eagle's MEM anstelle der Viruslosung durchgefihrt.

2.8.1. Plaque-Reduktions-Test

Der Plaque-Reduktions-Test beruht auf dem Plaque-Test und misst die Abnahme der
Infektiositat, die durch die Vorinkubation der Zellen mit Anti-ICAM-1 oder Vorinkuba-
tion von HRV-14 mit ICAM-1:Immunglobulin (ICAM-1:1g) bedingt ist. Diese Abnahme
ergab sich aus dem Vergleich der Infektiositdten mit vorbehandelten Ansatzen und
Ansatzen ohne Vorbehandlung, d.h. ohne Anti-ICAM-1 oder ICAM-1:1g.

Die Zellen wurden wie beim Plaque-Test angesetzt. Alle Ansatze wurden dreifach

durchgefuhrt.

Bei der Blockierung von zellularem ICAM-1 mit Anti-ICAM-1 erfolgte die Vorinkubation
der Zellen mit 250 pl einer Anti-ICAM-1-Losung bei 33°C und 2% CO, fur 1 Stunde.
Nach dem Absaugen der Losung wurde die Infektion der Zellen mit einer Virusver-
dinnung (0,1 ml mit einer Infektiositat von 5x10” p.f.u./ml) wie beim Plaque-Test

durchgefuhrt.
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Bei der Blockierung von HRV-14 mit ICAM-1:Immunglobulin (ICAM-1:Ig) erfolgte die
Vorinkubation des Virus mit einer ICAM-1:lg-Lésung bei 33°C und 2% CO, fur 1 Stun-
de. Mit diesem Gemisch wurde die Infektion der Zellen wie beim Plaque-Test durchge-
fuhrt.

Nach der Virusinkubation erfolgte die Uberschichtung der Zellen mit einer Agar-
Lésung. Nach weiterer Inkubation der Schalen Uber 3 Tage erfolgte die Bestimmung
der Infektiositat durch Anfarben und Auszahlen der Plaques. Die Plaquezahl wurde
durch das eingesetzte Virusvolumen (0,1 ml) dividiert und ergab die Infektiositat in

p.f.u./ml.

Die Bestimmung der Infektiositat der eingesetzten HRV-14-Lésung erfolgte ohne Vor-
inkubation mit Anti-ICAM-1-Losung oder ICAM-1:1g-Lésung. Diese Infektiositat diente
als BezugsgroRe (100%-Wert). Das Verhaltnis aus den einzelnen Infektiositatswerten
und dieser BezugsgrofRe beschrieb die prozentuale Starke der Inhibition von Anti-
ICAM-1 oder ICAM-1:lg.

Als Positiv-Kontrolle der Inhibition durch ICAM-1:Immunglobulin erfolgte die Inkubation

des Virus mit einer Anti-HRV-14-Ldsung in einer Endkonzentration von 1:500.

29. Endpunktstitration

Zur Bestimmung der halbmaximalen Infektionsdosis (IDsg) von HRV-14 wurde die
Endpunktstitration benutzt. Sie beruht auf der halbquantitativen mikroskopischen
Auswertung des zytopathischen Effekts nach einer Infektion mit dem zu untersuchen-
den Virus. Die Virus-Verdunnung, bei der 50% der Zellen einen zytopathischen Effekt
zeigen, ergibt die IDsp, ihre Berechnung erfolgte nach der Methode von Reed und
Muench (Reed et al., 1938; Zeichhardt, 1992).

In jede Vertiefung von 96-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurde 100 pl einer
Zellsuspension (HeLa-Wis-Zellen mit einer Zellzahl von 2,5x10° Zellen/ml, BHK- und
BHK-ICAM-1-Zellen mit einer Zellzahl von 7,5x10° Zellen/ml) gegeben und (iber Nacht
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bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde von den konfluent ausge-
wachsenen Zellen das Medium abgesaugt. Von HRV-14 und Coxsackievirus A21
wurde eine Verdiinnungsreihe von 10° bis 10 hergestellt. Zu den Zellen wurde 25 i
der Virusldsung gegeben. Die Virusinkubation dauerte 30 min bei 37°C und 2% CO..
Nach Absaugen des Inokulums wurden die Zellen mit 150 pl Zellmedium (MEM-, bzw.
DMEM-Medium, s. 2.4.1 und 2.4.2) versetzt. Nach 24 Stunden wurde bei den ver-
schiedenen Virusverdinnungen mikroskopisch der entstandene zytopathische Effekt
graduell in 4 Abstufungen (++++=100%, +++=75%, ++=50%, +=25% geschadigter
Zellen) beurteilt. AnschlielRend wurde fur jede Verdlinnungsreihe aus den Abstufun-
gen der prozentuale Anteil infizierter Kulturen berechnet. Eine logarithmische Mittel-
wertbildung aus den Virusverdinnungen oberhalb und unterhalb von 50% infizierter

Kulturen, ergab die Verdinnung, bei der die halbmaximale Infektionsdosis IDs lag.

2.10. Elektronenmikroskopie

Zur Beobachtung der Virusaufnahme in die Zelle wurden von infizierten HelLa-Wis-,
BHK- und BHK-ICAM-1-Zellen Ultradlnnschnitte fiur die Transmissionselektronen-

mikroskopie angefertigt (Baltimore et al., 1963; Zeichhardt et al., 1985).

In 24-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurden auf 11 mm durchmessende ge-
sauberte und entfettete, sterile Glasplattchen pro Vertiefung 4x10° HelLa-Wis-Zellen
bzw. 8x10° BHK- oder BHK-ICAM-1-Zellen gegeben und bei 37°C und 5% CO; inku-
biert. Am nachsten Tag wurde das Medium von den konfluenten Zellen abgesaugt und
die Zellen auf 4°C vorgekuhlt. Anschliel3end erfolgte die Infektion mit hochgereinigtem
HRV-14 in einer Infektionsmultiplizitat (m.o.i.) von 1000 plaque-forming-unit (p.f.u.) pro
Zelle fur 2 h bei 4°C. Zum Nachweis der Virusadsorption wurde die Temperatur bei
4°C belassen. Zur Virusaufnahme erfolgte eine Inkubation der Zellen mit dem Virus
bei 33°C fur 30 min. Dann wurde das Inokulum abgesaugt und die Zellen wurden
dreimal mit dem jeweiligen Wachstumsmedium (s. 2.4) gewaschen. Anschliefend

wurde 300 pl Wachstumsmedium zu den Zellen gegeben. Nach den entsprechenden
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Zeiten (5 min, 30 min, 12 h und 18 h p.i.) erfolgte nach dem Absaugen des Mediums
die Fixation der Zellen mit 2 ml Karnovsky-Fixans. Nach 30 min wurde das Fixans ent-
fernt und die Proben mehrmals mit Imidazol-Puffer gewaschen. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation mit 1% (w/v) Osmiumtetroxid (Serva) in Cacodylat-Puffer. Nach einem
erneuten Waschvorgang mit Imidazol-Puffer und einer Nachbehandlung mit 1% (w/v)
Tannin in Cacodylat-Puffer wurde eine Entwasserung der Proben Uber eine Ethanol-
Reihe von 50%, 70%, 96% und 100% Ethanol vorgenommen. Dann wurden die Pro-
ben in Vinylcyclohexendioxid (Serva, Heidelberg) eingebettet und nach Ausharten des
Kunststoffes in einem Ultramikrotom (Ultracut, Reichert, Bielefeld) Ultradinnschnitte
mit einer Schichtdicke von 400 — 800 A angefertigt. Die Nachkontrastierung erfolgte
mit 6%igem alkoholischen Uranylacetat und Bleicitrat nach der Methode von Rey-
nolds. Die Analyse der Virusaufnahme erfolgte in einem Transmissions-

elektronenmikroskop.

2.11. ELISA zum Nachweis von membranstiandigem ICAM-1 (ICAM-1-ELISA)

Der ICAM-1-ELISA misst mit Antikdrpern gegen ICAM-1 den Gehalt von membran-
standigem ICAM-1 an Zelloberflachen.

In 96-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurden 100 ul einer Zellsuspension mit
3x10° Zellen pro ml pro Vertiefung eingesat (Barnert et al., 1991). Nach einer Inkuba-
tion von 3 Stunden bei 37°C und 5% CO, wurden die Zelliberstande vorsichtig ab-
gesaugt und die Zellen mit 100 ul 2,5%igem neutral gepuffertem Formaldehyd (NBF,
Sigma) fixiert. Nach 20 min Schutteln auf einem Elektroschuttler (Hoefer Scientific In-
struments) wurde die Losung abgegossen. Danach wurde zweimal mit 200 yl PBS pro
Vertiefung gewaschen. Zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen wurden
die Platten mit 150 pl Kaninchen-Serum-L6sung (20%iges Kaninchenserum in PBS)

pro Vertiefung flr 1 Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Nach AbgieRen der Lésung wurde Anti-ICAM-1 in Kaninchen-Serum-Lésung (Kon-
zentration 1 ug/ml, 100 ul pro Vertiefung) zugesetzt. Der gegen humanes ICAM-1 ge-
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richtete Antikorper stammte aus der Maus (Biermann). Nach 1 Stunde Inkubationszeit
bei 37°C in einer feuchten Kammer wurden die Uberstande abgesaugt und die Zellen
viermal mit 150 pl PBS/0,05% (Vol./Vol.) TWEEN-20 unter Schutteln auf einem
Elektroschuttler gewaschen. Der gegen Maus-Antikorper gerichtete, mit alkalischer
Phosphatase markierte Helferantikérper vom Kaninchen (Sigma) wurde in einem Vo-
lumen von 100 pl und einer Verdunnung von 1:1000 in Kaninchen-Serum-Ldsung zu-
gegeben. Nach 1 Stunde Inkubationszeit bei 37°C in einer feuchten Kammer wurden
die Uberstande abgesaugt und erneut viermal mit 200 yl PBS/0,05% (Vol./Vol.)
TWEEN-20 gewaschen. Es wurden 100 upl pNPP-Losung (1 Tablette para-Nitro-
phenolphosphat (20 mg; Sigma) in 20 ml pNPP-Puffer) zu jedem Ansatz pipettiert.
Nach 15 min Inkubation bei Zimmertemperatur im Dunkeln wurde die Platte photomet-
risch bei 405 nm in einem UV-Meter flr Mikrotiterplatten (Titertek Multiscan MCC 341,

Flow Laboratories GmbH) vermessen.

Eine Wirkung von Zellmembrankomponenten auf die Farbeldsung mit einer unspezifi-
sche Umsetzung des Substrats (Background-Wert) wurde durch die Zugabe von Ka-
ninchen-Serum anstelle von Helfer-Antikérper ermittelt. Die in den Grafiken auf-
geflhrten Extinktionswerte ergaben sich aus der Differenz des eigentlichen Messwer-
tes und diesem Background-Wert. Zur Messung von unspezifischer Bindung des ein-
gesetzten Helfer-Antikorper wurde Anti-ICAM-1 durch Kaninchen-Serum-Lésung er-

setzt.

212. ELISA zum Nachweis von zellgebundenem HRV-14 (HRV-14-ELISA)

Der HRV-14-ELISA misst mit Anti-HRV-14 aus dem Meerschweinchen den Gehalt von
HRV-14, das auf Zellen gebunden ist (Barnert et al., 1991; Barnert et al., 1992). Durch
die Anordnung von Zellen, HRV-14 und Anti-HRV-14 wird die Art des ELISAs auch als
Sandwich-ELISA bezeichnet. Als Helfer-Antikdrper diente ein mit alkalischer Phospha-
tase (AP) markierter, gegen Meerschweinchen-Antikdrper gerichteter Antikorper aus

dem Kaninchen.
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In 96-Vertiefungs-Zellkulturschalen (Costar) wurden 100 pl einer Zellsuspension mit
3x10° Zellen pro ml pro Vertiefung eingesat. Nach einer Inkubation von 3 Stunden bei
37°C und 5% CO;wurden die Zelluberstande vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit
100 pl 2,5%igem neutral gepuffertem Formaldehyd (NBF, Sigma) fixiert. Nach 20 min
Schiutteln auf einem Elektroschuttler (Hoefer Scientific Instruments) wurde die Lésung
abgegossen. Danach wurde zweimal mit 200 ul PBS pro Vertiefung gewaschen. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen wurden die Platten mit 150 ul Kanin-
chen-Serum-Losung (20%iges Kaninchenserum in PBS) pro Vertiefung fur 1 Stunde
bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Abgie3en der Losung wurde HRV-
14 in Kaninchen-Serum-Lésung (10° p.f.u./ml, 100 pl pro Vertiefung) zugesetzt. Nach
1 Stunde Inkubationszeit bei 33°C in einer feuchten Kammer wurde ungebundenes
Virus abgesaugt und die Zellen viermal mit 200 yl PBS/0,05% (Vol./Vol.) TWEEN-20

unter Schutteln auf einem Elektroschuttler gewaschen.

Um eine unspezifische Bindung von Anti-HRV-14 an die Zelloberflache zu verhindern
und kreuzreagierende Oberflachenkomponenten zu blockieren, wurde eine Absatti-
gung der Zellen mit einer verdinnten Anti-HRV-14-L6sung durchgefuhrt. 20 ml einer
Verdunnung von Anti-HRV-14 von 1:2000 in Kaninchen-Serum-Losung wurden in eine
mit HelLa-Wis-Zellen bewachsene Zellkulturflasche (175 cm?) nach Absaugen des
Mediums gegeben. Nach Inkubation Uber Nacht unter Schutteln bei +4°C wurde die
Losung abpipettiert, fur 20 min bei 4000 rpm (Christ Cryofuge, Heraeus) zentrifugiert
und der Uberstand bei -20°C gelagert.

Bei dem Ansatz mit den fixierten Zellen, an die HRV-14 adsorbiert war, wurde in jede
Vertiefung nach AbgieRen der Losung 100 pl Anti-HRV-14 in Kaninchen-Serum-
Lésung (Verdinnung 1:8000) zugesetzt. Nach 1 Stunde Inkubationszeit bei 37°C in
einer feuchten Kammer wurden die Uberstéande abgesaugt und die Zellen viermal mit
200 pl PBS/0,05% (Vol./Vol.) TWEEN-20 unter Schutteln auf einem Elektroschuttler
gewaschen. Der mit alkalischer Phosphatase markierte Helfer-Antikérper vom Kanin-
chen (Sigma) wurde in einem Volumen von 100 pl und einer Verdinnung von 1:1000
in Kaninchen-Serum-L6sung zugegeben. Nach 1 Stunde Inkubationszeit bei 37°C in

einer feuchten Kammer wurden wieder die Ubersténde abgesaugt und erneut viermal
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mit 200 yl PBS/0,05% (Vol./Vol.) TWEEN-20 gewaschen. Die Detektion des gebunde-
nen Antikorpers erfolgte wie im ICAM-1-ELISA (s. 2.11).

Zur Messung einer Wirkung von Zellmembrankomponenten auf die Farbelésung (un-
spezifische Umsetzung des Substrats) wurde der Helfer-Antikérper durch 100 pl Ka-
ninchen-Serum-Losung ersetzt. Die in den Grafiken aufgefuhrten Extinktionswerte
ergaben sich aus der Differenz des eigentlichen Messwertes und diesem Background-
Wert. Zur Messung von unspezifischer Bindung des eingesetzten Helfer-Antikorper
wurde Anti-HRV-14 durch Kaninchen-Serum-Ldsung ersetzt. Unspezifische Bindun-
gen des eingesetzten Anti-HRV-14 wurden durch Ersatz von HRV-14 durch die ent-

sprechende Menge an Kaninchen-Serum-LOsung detektiert.

2.13. Gradientenzentrifugation

In der Gradientenzentrifugation sollte untersucht werden, ob HRV-14 und ICAM-1:Ig
antigen-antikorperartige Komplexe bilden kénnen. Dazu wurde HRV-14 in Gegenwart
von °H-Uridin in HelLa-Zellen angeziichtet (s. 2.5) und radioaktiv markiert. Dann er-
folgte die Hochreinigung nach der Methode von Abraham und Colonno (Abraham et
al., 1988).

20 pl hochgereinigtes *H-HRV-14 wurde mit ICAM-1 :Immunglobulin (Endkonzentration
14 ug/ml) fur 1 Stunde bei 33°C inkubiert. Als Kontrolle wurde die gleiche Menge 3H-
HRV-14 allein zentrifugiert und anschlielend in die gleiche Anzahl von Fraktionen wie
der Ansatz aus *H-HRV-14 und ICAM-1:lg aufgetrennt. Zur Kontrolle auf unspezifi-
sche Reaktionen wurde auRerdem die Inkubation von Protein A mit *H-HRV-14 allein
bzw. mit *H-HRV-14 und ICAM-1:1g durchgefiihrt. Bei einer Komplexbildung von HRV-

14 und ICAM-1:lg sollten die Komplexe durch Protein A prazipitiert werden kénnen.

Die unterschiedlichen Ansatze wurden auf einen Sucrose-Gradienten (5-20%
Gew./Vol. Sucrose in R-Puffer) geschichtet. Der Gradient wurde mit einem Gradien-

tenmischer (Hoefer Scientific Instruments) in SW 65-Zentrifugenrohrchen aus je 7 ml
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5%iger und 20%iger (Gew./Vol.) Sucrose-Losung hergestellt. Die Zentrifugation er-
folgte im SW 65-Rotor (Beckman, 25 min bei 40000 rpm und +4°C). Der Rohr-
chenboden wurde angestochen und der Gradient unter gleichzeitiger UV-Bestimmung
bei 254 nm zu je 3 Tropfen pro Fraktion fraktioniert (Fraktionssammler Model 328,
UV-Einheit Model UA-5 Absorbance Monitor, Multiplex-Expander Model 1133, Optical
Unit Type 6, jeweils von ISCO). Zur Aufnahme eines Fraktionsprofils wurde die Ra-
dioaktivitat der entsprechenden Virusfraktionen gemessen. AnschlieRend wurde die
Lage des Gipfel-Maximums bestimmt und mit den jeweiligen Maxima der Kontrollen
(®*H-HRV-14 allein, ®*H-HRV-14 mit Protein A) verglichen.

2.14. Die Markierung viraler Proteine mit 3*S-Methionin

Zur Markierung von Virusproteinen mit **S-Methionin erfolgte die Anziichtung der Zel-
len als Monolayerkulturen auf sterilen Glasplatichen, wie im RNA-Synthese-Test (s.
2.7) beschrieben. Nach der Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit 0,6 ml
HRV-14-Viruslésung (ca. 3x10” p.f.u./ml) in Gegenwart von Actinomycin D infiziert.
Nach einer Infektionszeit von 30 min bei 33°C und 2% CO, wurde das Inokulum ab-
gesaugt. Zu den Zellen wurde 0,3 ml vorgewarmtes methioninfreies Eagle's MEM mit
5% (Vol./Vol.) FKS und Actinomycin D gegeben. Nach jeweils 5, 6 und 7 Stunden p.i.
(post infectionem) bei 33°C und 2% CO, wurden die Ansatze radioaktiv markiert (Yin
et al., 1983). Dazu wurden 10 pl einer **S-Methionin-Lésung (5,6-H-Uridin, Amers-
ham-Buchler, spezifische Ausgangsaktivitat 1 mCi/ml, 1:5 verdunnt in Eagle's MEM)
zu den entsprechenden Zeiten gegeben (spezifische Aktivitat im Test: 2 uCi/Ansatz).
Nach 1 Stunde Einbauzeit wurde der Zelliberstand abgesaugt und die Plattchen in
den Vertiefungen zweimal mit je 0,4 ml vorgewarmtem PBS gewaschen. Die weitere

Vorgehensweise erfolgte wie im RNA-Synthese-Test (s. 2.7) beschrieben.
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2.15. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der **S-markierten zellularen und viralen Proteine nach ihrem Mole-
kulargewicht wurde nach Laemmli (Laemmli, 1970) und weiteren Modifikationen
(Barnert et al., 1991) mit 10%igen Trenn- und 4%igen Sammelgelen durchgefihrt. Die

Trennung wurde mit vertikalen Flachbettgelen durchgeflhrt.

FUr die Auftrennung von Zell-Lysaten oder Virusproteinen wurden zuerst Membran-
proteine durch Inkubation mit Triton X100 (Endkonzentration: 2%) fur 20 Minuten bei
45°C gelost. Die auf Raumtemperatur abgekuhlten Proben wurden dann mit DNase |
(Sigma; Endkonzentration: 50 ug/ml) versetzt und fir 10 min bei 4°C inkubiert. Der
Verdau zellularer bzw. viraler DNA wurde anschlieliend durch Zugabe von kristallinem
Harnstoff (Serva, Heidelberg; Endkonzentration: 0,89 mg/ ml) beendet. Natrium-
Laurylsulfat (SDS) wurde in einer Endkonzentration von 2% dazugegeben und die
Proben ggf. durch Zugabe von p-Mercaptoethanol (Endkonzentration: 5%) reduziert.
Die Proben wurden fur 5 Minuten bei 100°C inkubiert und vor dem Auftrag in die Ta-

schen des Sammelgels mit Bromphenolblau versetzt.

Das Trenngel enthielt neben 10% Acrylamid 0,28% Methylen-Bisacrylamid, 0,35 M
Tris/HCI pH 8.8, 0,06% TEMED, 0,1% SDS und 0,05% Ammoniumpersulfat. Das
Sammelgel enthielt 4% Acrylamid, 0,1% Methylen-Bisacrylamid und 0,125 M Tris/HCI
pH 6.8. Die Konzentrationen der Ubrigen Substanzen entsprachen denen im Trenngel.
Vor der Zugabe der Komponenten TEMED und Ammoniumpersulfat wurde der Gel-
ansatz 15 Minuten entgast. Zum Auftrag der Proben wurde in das noch nicht poly-
merisierte Sammelgel ein Teflon-Kamm zur Formung von Auftragstaschen eingesetzt,
der nach der Polymerisation des Gels und Einbau in die Elektrophorese-Kammer ent-
fernt wurde. Die elektrophoretische Auftrennung wurde in einer ‘Protean II' vertikal
Flachgel-Elektrophorese Kammer (BioRad) durchgefihrt. Als Molekulargewichts-
marker wurden *C-Molekulargewichtsmarker (Amersham-Buchler, Braunschweig) mit
den Molekulargewichten 14,3, 30, 46, 68, 92,5 und 200 kD verwendet. Der verwen-
dete Elektrophorese-Puffer enthielt 20mM Tris (pH 8,3), 192 mM Glycin und 0,1%
(w/v) SDS. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem dreistufigen Pro-
gramm: 60 min bei 20 mA, 16 Stunden bei 6 mA und ca. 60 min bei 30 mA. Das Ende
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der Auftrennung wurde durch Erreichen des als Laufindikator den Proben zugesetzten
Bromphenolblaus angezeigt. Als Stromversorgungsgerat diente hierbei ein program-
mierbares BioRad-3000i. Die aufgetrennten Proteine wurden durch Fluorographie
sichtbar gemacht (Sawitzky et al., 1990). Dazu wurden die Gele im Anschluss an den
Trennungslauf fir 90 Minuten in DMSO entwassert. Dabei wurde das DMSO einmal
gewechselt. Nach vollstandiger Entwasserung wurden die Gele fur 2,5 Stunden in ei-
ner 33,3%igen (w/v) PPO-Lésung in DMSO bei Raumtemperatur unter stadndigem
Schutteln inkubiert. Danach wurde die PPO-L6sung dekantiert und das in die Gele
eindiffundierte PPO durch Wassern der Gele ausgefallt. Da DMSO die Fluorographie
empfindlich stort, wurden die Gele fur weitere 30 Minuten gewassert. Dabei erlangten
sie gleichzeitig ihre urspriinglichen Abmessungen wieder, die sie durch Schrumpfen
beim Entwassern verloren hatten. Die Gele wurden schliefl3lich fir 3 Stunden bei 80°C
auf einem BioRad-Geltrockner auf einem Filterpapier getrocknet. Die vollstandig ge-
trockneten Gele wurden dann auf Rontgenfilm Kodak Xomat-AR aufgelegt und bis zur
Entwicklung bei -70°C eingefroren. Der Film wurde dann mit einer 1:10 verdunnten
Entwickler-L6ésung (liford PQ) fur 5 Minuten entwickelt, anschlieBend fur weitere 5 Mi-
nuten mit Tetanal Express-Fixiersalz fixiert und nach Wasserung (30 Minuten) ge-

trocknet.





