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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Entdeckung der Retroviren

Retroviren wurden Anfang des 20. Jahrhunderts im Zuge der Erforschung von
Tumorerkrankungen bei Hihnern entdeckt. Rous (1911) fand heraus, dass sich
Tumorerkrankungen bei Verwendung zellfreier Extrakte aus Gefligelsarkomen die
auf gesunde Huhner Ubertragen lasst. Im Jahr 1911 wurde dann von Rous das erste
onkogene Retrovirus, das ,Rous sarcoma virus® (RSV) identifiziert. In den darauf
folgenden Jahren wurde eine Vielzahl von Retroviren entdeckt, darunter z.B. das
,Simian foemy virus“ (SFV) (ENDERS & PEEBLES, 1954), das Friend murine leukemia
virus“ (F-MuLV) (FRIEND, 1957) und das ,Feline leukemia virus® (FeLV) (JARRET et al.,
1964).

Als erstes mit einer Erkrankung assoziiertes Retrovirus des Menschen wurde 1980
das ,Human T-cell leukemia virus-1 (HTLV-1) isoliert (GALLO, 1986). Etwa 2% der mit
HTLV-1 infizierten Menschen entwickeln eine adulte T-Zell-Leukamie. Im Jahr 1983
wurde am Pasteur Institut im Paris ein bisher unbekanntes Retrovirus entdeckt
(BARRE-SINOUSSI et al., 1983), welches 1984 von BRUN-VEZINET et al., mit der im Jahr
1981 beschriebenen ,acquired immunodeficiency syndrom® (AIDS) Erkrankung in
Verbindung gebracht wurde. Bei einer AIDS-Erkrankung weisen die betroffenen
Patienten einen schlechten Allgemeinzustand und verschiedene oppurtunistische
Infektionen auf. Das Isolat von BARRE-SINOuUSSI et al. (1983), sowie Isolate von
Popvic et al. (1984) und LEVY et al. (1984) wurden spater unter der Bezeichnung

,2Human immunodeficiency virus typ 1“ (HIV-1) zusammengefasst.

1.2. Weltweite Verbreitung von HIV

Seit den fruhen achtziger Jahren haben sich nach Angaben des AIDS Programms
der Vereinten Nationen (UNAIDS) weltweit schatzungsweise 40-50 Millionen
Menschen mit dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) infiziert. An AIDS sind bis
Ende 2005 ungefahr 23 Millionen Menschen verstorben, allein im Jahr 2005 belief
sich die Zahl der an AIDS Verstorbenen auf 3,1 Millionen Menschen, zur Zeit sind
etwa 38 Millionen Menschen infiziert und die Zahl der Neuinfektionen mit HIV betrug
2005 4,9 Millionen Menschen. Das Humane Immundefizienzvirus ist in jedem Land
der Welt verbreitet, wobei 95% aller infizierten in den Entwicklungslandern leben.
(Quelle:  UNAIDS 2006 Report on the global AIDS epidemic, URL
http://www.unaids.org/en/HIV_data/2006GlobalReport/default.asp).
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Als 1983 HIV zum ersten Mal beschrieben wurde, begannen sofort die ersten
Vakzinestudien zur Bekampfung von HIV. Dennoch vermittelt keine der bis heute
entwickelten Prototyp-Vakzinen einen Schutz vor der HIV-Infektion. Die HAART-
Therapie (,high active antiretrovirale therapy“), welche zurzeit die einzige wirksame
antiretrovirale Therapie dargestellt, ist aullerdem nur einem geringen Teil der
Weltbevolkerung (ca. 5% der HIV-Infizierten) zuganglich. Bei dieser Therapie handelt
es sich um eine Kombinationstherapie, die aus mindestens drei verschiedenen
Praparaten besteht. Nachteile dieser Therapie sind die hohen Kosten, die grol3e
Belastung der Patienten aufgrund der Nebenwirkungen der Praparate und die trotz

Kombinationstherapie auftretende Resistenzbildung von HIV.

1.3. Tiermodelle fir Retroviren

Ein Problem, welches bei der Erforschung von HIV-1 auftaucht, ist die begrenzte
Anzahl an mdglichen Tiermodellen. Nur Schimpansen lassen sich reproduzierbar mit
HIV-1 infizieren. Jedoch replizieren die meisten HIV-1 Virusisolate in Schimpansen
sehr schlecht und die Tiere entwickeln innerhalb einer Dekade nach Infektion keine
AIDS-ahnliche Erkrankung. Hinzu kommt, dass ethische und finanzielle Grinde
gegen Experimente mit Schimpansen sprechen. Viele Studien zur Untersuchung der
Immunantwort gegen das Immunodefizienzviren wurden daher in Rhesusmakaken
mit dem verwandten ,Simian Immunodeficiency Virus® (SIV) durchgefiihrt. Die
Probleme dieses Tiermodels sind die limitierte Anzahl an Affen, ihr heterogener
genetischer Hintergrund, das geringe Wissen Uber die molekulare Immunologie von
Affen und die geringe Mdglichkeit, deren Immunsystem zu manipulieren. Daher sind
Erkenntnisse Uber fundamentale Grundlagen der Retrovirusimmunologie im
Mausmodel einfacher zu erlangen. Ein Vorteil das Mausmodels ist der genetisch
definierte immunologische Hintergrund der Tiere, wobei kongene, transgene und
knockout Tiere von besonderer Bedeutung sind.

Weil Mause nicht mit HIV oder SIV infizierbar sind, muss ein anderes Retrovirus in
der Forschung verwendet werden. Es gibt eine gro3e Anzahl von onkogenen
Retroviren in der Maus, jedoch induzieren sehr viele dieser Retroviren nur bei
neugeborenen Mausen eine Erkrankung, wahrend sie bei erwachsenen Tieren
apathogen sind. Das Friend Virus (FV) ist ein Retrovirus-Komplex, welches in
erwachsenen Mausen eine lethale Erkrankung (Erythroleukamie) verursacht. Die

genetischen und immunologischen Merkmale von FV sind intensiv in den letzten
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zwanzig Jahren untersucht worden (HASENKRUG & CHESEBRO, 1997). Aufgrund der
unterschiedlichen Pathogenese von FV im Gegensatz zu HIV oder SIV im Menschen
oder Affen ist die FV-Infektion als Modell fur pathologische Aspekte nicht geeignet. In
der akuten Phase einer FV- Infektion bzw. HIV- oder SIV-Infektion sind jedoch grol3e
Ahnlichkeiten in der Auseinandersetzung des Immunsystems mit dem jeweiligen
Virus zu beobachten (DITTMER & HASENKRUG, 2001). Daher lassen sich die
immunologischen Merkmale einer retroviralen Infektion gut am FV-Modell
untersuchen. Das Friend Virus Mausmodell wurde in dieser Arbeit als
Grundlagenmodell verwendet, um die Interaktion von Dendritischen Zellen mit dem

FV in der akuten Phase der Infektion zu untersuchen.

1.4. Virologische Grundlagen von Retroviren

1.4.1. Struktur von Retroviren

Die Familie der Retroviridae ist eine grof3e und divergente Familie von umhallten
RNA-Viren, die einen Durchmesser von 80-100nm haben. Charakteristisches
Merkmal aller Retroviren ist der Besitz des Enzyms Reverse Transkriptase. Das
Genom dieser Viren besteht aus einer linearen, einzelstrangigen, nicht
segmentierten RNA positiver Polaritat mit einer GroRe von 7-12kb. Zwei positive
einzelstrangige RNA-Molekile bilden zusammen mit dem Nukleokapsidprotein und
dem Reverse-Transkriptase-Molekll einen Ribonukleoproteinkomplex (Core), der

von einer Matrix und einer Hulle (Envelope) umgeben ist.
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Abbildung 1: Aufbau von Typ-C Retroviren bei Saugetieren am Beispiel von F-MuLV (MoDROwW
& FALKE, 1998)

Alle Retroviren haben folgende Hauptgene gemeinsam:

- gag-Gen: Synthetisiert interne Strukturproteine (Matrix, Kapsid, Nukleoprotein-
struktur)

- pol-Gen: Enthalt die Informationen fir die Enzyme Reverse-Transkriptase
Protease und Integrase.

- env-Gen: Synthetisiert die Oberflachen- und Transmembran-Komponenten des

viralen Hullproteins.

Aulerdem besitzen alle Retroviren eine kleine Domane, das pro-Gen, welches die
Virusprotease synthetisiert. Die Familie der Retroviridae lafdt sich in zwei Gruppen
einteilen. Die einfachen und die komplexen Retroviren.

Einfache Retroviren tragen nur die oben aufgeflihrten elementaren Gene, wahrend
komplexe Retroviren (z.B. HIV) zusatzlich noch eine Reihe von regulatorischen nicht-

viralen Strukturproteinen besitzen.
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Abbildung 2: Aufbau von einfachen Retroviren am Beispiel von MuLV

Retroviren sind vor allem bei Wirbeltieren zu finden, wo sie fur verschiedene
Erkrankungen verantwortlich sind, dazu gehéren Tumorerkrankungen (z.B. HTLV-1),
Immundefizienz (z.B. HIV) und neurologische Defekte bis hin zu inapparenten

Infektionsverlaufen. Die Familie der Retroviridae laft sich in 7 Gattungen einteilen:

Tabelle 1: Taxonomie der Retroviridae (MODROW & FALK, 1998)

Unterfamilie |Gattung Beispiel Genom

Onkoviren Alpharetrovirus ALV (Avian leukosis virus) Simple
Betaretrovirus MMTV (Mouse mammary tumor virus) Simpel
Gammaretrovirus | MuLV (Murine leucemia virus) Simpel
Deltaretrovirus HTLV-I (Humane T-cell leukemia virus) | Komplex

Epsilonretrovirus |WDSV (Walleye dermal sarcoma virus) |Simpel

Lentiviren Lentivirus HIV-1 (Humane immunodeficiency virus) |komplex

Spumaviren | Spumavirus Human-, Bovine-, Feline- Spumaviren komplex

Aulerdem muss zwischen exogenen und endogenen Retroviren unterschieden
werden. Die exogenen Retroviren besitzen alle Informationen, die fir einen
kompletten Infektionszyklus mit anschlieBender Partikelfreisetzung notwendig sind
auf ihrem Genom. So kann das Virus ,aktiv‘ verbreitet werden. Im Gegensatz dazu
sind die endogenen Retroviren in das Wirtsgenom integriert und kénnen aufgrund
von Gendefekten nur noch vertikal Gbertragen werden.

Bei Retroviren kann es zu Defekten im Genom kommen, die zum Verlust des

produktiven Infektionszyklus fuhren koénnen. Helferviren konnen diese Defekte
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komplementieren, so dass das defekte Retrovirus mit Hilfe des Helfervirus einen

kompletten Infektionszyklus durchlaufen kann.

1.4.2. Replikationszyklus von Retroviren

Die Replikation von murinen Leukamieviren ist typisch fur Retroviren und lasst sich in
folgende Abschnitte einteilen:

1. Bindung des Virions an seinen Rezeptor auf der Wirtszelloberflache.

2. Internalisierung der Core-Struktur in das Zytoplasma.

3. Aktivierung der reversen Transkription mit Synthese der doppelstrangigen viralen
DNA.

Transport der DNA in den Zellkern.

Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom.

Transkription des Provirus durch die zellulare oder virale Polymerase.

N o o &

Transport gespleiter und ungespleilter mRNA in das Zytoplasma und dortige
Translation.
8. Verpackung der viralen RNA und der viralen Proteine zu kompletten Viren an der

Plasmamembran und anschlieRende Freisetzung neuer viraler Partikel.

Die Replikation von murinen Leukamieviren ist nicht lytisch und findet in stabilen

Virus-produzierenden Wirtszellen statt.

1.4.3. Klassifizierung Muriner Leukamie Viren

Die murinen Leukamieviren (MuLV) gehdéren zu den Gammaretroviren und sind
daher simple Retroviren. Urspringlich wurden murine Leukamieviren aus
Mausstammen isoliert, welche eine hohe Anzahl von Leukamieerkrankungen
aufwiesen. Es wurden mehrere Virusisolate hergestellt, z.B. fuhrte das Isolat von
Goss UND MOLONEY (1960) in infizierten Mausen zu einer T-Zell Leukamie, wahrend
Isolate von RAUSCHER (1962) und FRIEND (1957) zu einer Erythroleukamie fihrten.
Weitere Syndrome, die durch MuLV verursacht werden, sind MAIDS ("murine
acquired immunodeficiency syndrom"), Sarkome und Tumore (LIANG et al., 1996;
RUSCETTI, 1995; HOATLIN & KABAT, 1995: SOURVINOS et al., 2000).

Die Viren, die ein solches Krankheitsbild verursachen, sind zum Uberwiegenden Teil
eine Mischung aus defekten und kompletten Viren. Bei den kompletten Viren handelt
es sich um nicht-pathogene aber replikationskompetente Viren, auch Helferviren

genannt. Die defekten Viren sind pathogen aber nicht replikationskompetent. Bei

6
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einer Koinfektion einer Zelle mit beiden Viren konnen von dem defekten Virus mit

Hilfe der Helferviren neue infektiose Partikel gebildet werden.

1.5. Pathogenese des Friend Virus Komplex (FV)

Das Friend Virus (FV) ist ein muriner Retrovirus-Komplex. Der Komplex besteht aus
zwei Retroviren: Dem replikationskompetenten "Friend murine leukemia virus® (F-
MuLV), ein in adulten Mausen nicht-pathogenes Helfervirus, und dem
replikationsinkompetenten aber pathogenen ,spleen focus-forming virus® (SFFV).
Das SFFV besitzt grolRere Deletionen im gag-Gen, so dass keine viralen Partikel
gebildet werden kénnen. Erst eine Koinfektion der Wirtszellen durch beide Viren (F-
MuLV und SFFV) fihrt zur Verpackung des SFFV in F-MuLV kodierte Viruspartikel
und damit zur Verbreitung des SFFV. Durch diese Verbreitung des SFFV wird in den
Mausen eine Erythroleukamie verursacht. F-MuLV alleine ist in erwachsenen
Mausen apathogen, kann aber in neugeborenen Mausen, welche kein voll
ausgebildetes Immunsystem haben, eine Splenomegalie, Anamie und
Erythroleukamie verursachen.

Der Rezeptor fur F-MuLV, SFFV und andere ekotrophe murine Leukamieviren ist Pit-
1/2 ("inorganic phospate transporter") (KABAT, 1989). Die Zielzellen fur das FV sind
daher Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und Erythrozytenvorlauferzellen
(DITTMER et al., 2002).

Nachdem SFFV eine Zelle infiziert hat, wird ein defektes env kodiertes Glykoprotein
gp55 an der Zelloberflache exprimiert. Das gp55 bindet an den Erythropoetin-
Rezeptor (EPO-R) von kernhaltigen Erythrozytenvorlauferzellen, bei denden es als
konstitutives Mitogen eine polyklonale Proliferation induziert (KABAT, 1989). Diese
Proliferation der Erythrozytenvorlauferzellen fuhrt zu einer massiven Splenomegalie,
bei der das Milzgewicht von FV suszeptiblen Mausen innerhalb der ersten zwei
Wochen nach Infektion auf das 10 bis 20fache des Normalgewichts ansteigt. Das
Immunsystem dieser Mause ist nicht in der Lage, eine schiutzende Immunantwort
gegen das FV auszubilden, so dass die Tiere 3-4 Wochen nach Infektion eine
maligne Erythroleukdmie entwickeln. Die entstandenen malignen Zellen besitzen
zwei charakteristische Merkmale: Zum einen aktiviert das Provirus durch seine
Integration ein zellulares Onkogen der ets-Familie, zum anderen besitzen viele FV

transformierte Zellen ein inaktiviertes p53 Tumorsupressor-Gen (KABAT, 1989).
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1.6. Die Immunantwort gegen ein Pathogen

Um die Immunantwort auf eine Friend Virus Infektion zu verstehen, wird ein kurzer
Uberblick liber die Funktion der Immunantwort bei einer Virusinfektion gegeben. Bei
Saugetieren gibt es zwei unterschiedliche Abwehrsysteme, die "angeborene" und die
"erworbene" Immunantwort.

Die "naturliche oder angeborene" Immunantwort vermittelt einen unspezifischen
Schutz gegen eine Infektion. Bei dieser Immunantwort sind unter anderem
phagozytierende Zellen (z.B. Makrophagen, Dendritische Zellen) und natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) beteiligt.

Die "erworbende" Immunitat ist spezifisch und wird durch die Zellpopulation der
Lymphozyten vermittelt. Diese antigenspezifischen Zellen sind in der Lage,
verschiedene Effektorfunktionen im Kampf gegen eine Infektion, sowie ein
immunologisches Gedachtnis auszubilden. Die Lymphozyten befinden sich in grof3er
Anzahl im Blut, in der Lymphe und in den lymphoiden Geweben. Sie entwickeln sich
aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen, der fétalen Leber bzw. des
Knochenmarks. Es werden zwei Gruppen unterschieden: Die T-Zellen und die B-
Zellen. Die B-Zellen entwickeln sich direkt aus den hamatopoetischen Stammzellen,
wahrend die T-Zellen vom Knochenmark bzw. der fotalen Leber in den Thymus
wandern und dort ausreifen.

Anhand von Oberflachenmarkern (CD19, CD4, CD8) lassen sich die
Lymphozytenpopulationen experimentell unterscheiden (PARNES, 1989). B-Zellen
tragen auf der Zelloberflache das Molekil CD19. T-Zellen werden in die CD4"-Zellen
(T-Helferzellen) und die CD8"-Zellen (zytotoxische T-Zellen, CTLs) eingeteilt.

Mit den zwei Typen der Lymphozyten (T- und B-Zellen) lassen sich zwei
Hauptmechanismen der erworbenen Immunantwort assoziieren, die humorale und
zellulare  Immunantwort. B-Zellen produzieren antigenspezifische Antikorper
(Immunglobuline, 1g). Diese Antikorperantwort wird als humorale Immunantwort
bezeichnet. Je nach Beschaffenheit des Antigens produzieren B-Zellen unabhangig
oder abhangig von T-Zellen Antikérper. GREAVES et al. (1973) beobachten, dass
Menschen, die keine T-Zellen besitzen, eine geringere Antikdrperantwort aufweisen.
CHESNUT UND GREY (1986) zeigten, dass dieses Phanomen auf der Funktion von
bestimmten T-Zellen beruht, die eine Regulation der humoralen Immunantwort
innehaben. Die Funktion dieser T-Zellen besteht darin, die Aktivitat von Effektorzellen

zu regulieren. Daher heil3en diese Zellen T-Helferzellen (Th-Zellen).
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Die zellulare Immunantwort wird auch von anderen T-Zellen, den sogenannten
zytotoxischen T-Zellen (CTLs), vermittelt. Sie toten Virus-infizierte oder neoplastisch
entartete Zellen durch direkten Zellkontakt. Die CTLs werden zusammen mit den B-
Zellen als Effektor-Lymphozyten bezeichnet. Die antigenspezifische T-Helferzell-
Antwort wird in zwei Typen, Typ 1 (Th1) und Typ 2 (Th2), eingeteilt. Die Th-Zell-
Typen unterscheiden sich in ihrer Effektorfunktion und ihrer Sekretion von Zytokinen
(ABBAS et al., 1996; MOSMANN & COFFMAN; 1989; SEDER & PAUL, 1994). Zytokine sind
Effektormolekile. Diese werden von Zellen des Immunsystems sekretiert und
beeinflussen das Verhalten der umgebenden Zellen.

Th1-Zellen sekretieren Zytokine wie IFNy, Interleukin (IL-2) und Lymphotoxin. Das
sekretierte IFNy aktiviert Makrophagen und verstarkt den Immunglobulin-
Klassenwechsel (Immunglobulin-Switch) von IgM zu IgG2a, ein Kennzeichen einer
Th1-Immunitat (FINKELMAN et al., 1990).

Th2-Zellen  produzieren IL-4, -5, -10 wund IL-13 und hemmen die
Makrophagenaktivitdt. Kennzeichen einer Th2-assoziierten Immunantwort ist die
hohe Konzentration an IL-4 und der Immunglobulin-Switch zu IgG1.

Eine Th1-dominierte Immunantwort wird vor allem bei einer Infektion mit Viren oder
intrazellularen Bakterien beobachtet. Bei einer parasitaren oder extrazellularen

bakteriellen Infektion ist eine Th2-Immunantwort dominant.

1.7. Immunitat gegen eine FV-Infektion

Ob ein Mausstamm nach der Infektion mit dem Friend Virus eine maligne
Erythroleukamie entwickelt (FV-suszeptibler Mausstamm) oder das Virus nach einer
vorubergehenden Splenomegalie kontrolliert werden kann (FV-resistenter
Mausstamm), ist abhangig von der Virusdosis und dem genetischen Hintergrund der
infizierten Maus.

Die Resistenz gegen FV wird durch eine Reihe von Genen vermittelt. Es gibt
mindestens sechs Gene (Fv 1-6), die eine Resistenz auf nicht-immunologischer
Grundlage induzieren (STOYE, 1998) und mindestens vier Gene des
Haupthistokompazibilitatskomplexes (MHC, in der Maus als H-2 bezeichnet), die die
zellulare und humorale Immunantwort gegen das FV beeinflussen.

So sind C57BL/6 Méause, die den H-2° Haplotyp tragen, resistent gegen eine FV-
induzierte Erythroleukémie, wahrend z.B. B10A Mause mit einem H-2° Haplotyp

suszeptibel sind. Hinzu kommt, dass C57BL/6 Mause noch das nicht-
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immunologische Resistenzgen Fv-2 tragen, welches die polyklonale Zellaktivierung
von Erythrozytenvorlauferzellen und die damit verbundene Splenomegalie limitiert
(HOATIN & KaBat, 1995).

Zwischen den Mausstammen mit dem H-2° und dem H-22 Haplotyp lassen sich eine
Anzahl von kongenen Mausstammen einordnen, welche unterschiedlich suszeptibel
fur eine FV-Infektion sind. Diese kongenen Mausstamme, welche sich nur in dem H-
2 Genlokus unterscheiden, sind F1-Generationen aus der Verpaarung von H-2% und
H-2° Haplotyp Mausen. Aus der Verpaarung von A.BY x B10 entstehen Y10 Mause
mit einem H-2°® Genlokus, welche resistent gegen eine FV Infektion sind. Y10A
M&use mit dem Genlokus H-22® aus der Kreuzung von A.BY x B10A Mausen sind
hingegen FV-suszeptibel. Die H-2 Gene sind wichtig fur die Prasentation von viralen
T-Zell-Epitopen. Der immunologische Schutz vor einer FV-induzierten
Erythroleukamie in FV-resistenten Mausen wird durch die Kombination von FV-
spezifischen CTLs, T-Helferzellen und neutralisierenden Antikérpern vermittelt. Nur
ein Bestandteil der Immunantwort (z.B. CTLs) reicht nicht aus, um einen Schutz zu
erzeugen. Die Depletion von z.B. CD4"- oder CD8"-Zellen in FV-resistenten Mausen
fuhrt dazu, dass das Immunsystem dieser Tiere nicht mehr in der Lage ist, das Virus
zu kontrollieren. Die Tiere erkranken, wie FV-suszeptible Mause, an einer
Erythroleukamie.

Entscheidend fur den Schutz vor einer Erythroleukémie ist neben der Anzahl an
spezifischen T-Zellen und B-Zellen auch die Kinetik der spezifischen Immunantwort.
So kénnen in FV-infizierten Mausen mit dem Halotyp H-22" erst spater als in FV
infizierten Mausen mit H-2°® T-Helferzellen detektiert werden. Durch die verzdgerte
und schwachere Immunantwort in FV-suszeptiblen Mausen kann sich das Virus stark
vermehren, bevor das Immunsystem die Virusinfektion kontrollieren kann. Die Virus-
induzierte Erkrankung ist zu diesem Zeitpunkt schon so weit vorangeschritten, dass

ein vom Immunsystem vermittelter Schutz nicht mehr aufgebaut werden kann.
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1.8. Krankheitsverlaufe verschiedener Mausstamme nach
FV-Infektion

Der Krankheitsverlauf einer FV-infizierten Maus a3t sich anhand der Veranderung
der MilzgroRe (Splenomegalie) verfolgen. Die Milzgro3en werden durch Palpation
dokumentiert. Die Viruslast in der Milz korreliert mit der MilzgréRe, so dass vier
Wochen nach der Infektion anhand der MilzgréRe Ruckschlisse uber die Schwere
der FV-induzierten Erkrankung gezogen werden koénnen. Die Schwere der
Splenomegalie wird in verschiedene Stufen eingeteilt, die mit dem Krankheitsverlauf
korrelieren (Abbildung 3). So spiegelt die Milzgrofke 1 (Milzgewicht von 0,1-0,2g) die
Milz einer uninfizierten Maus wider. Die Milzgrof3en 2-4 stellen die verschiedenen

Stadien der Splenomegalie nach FV Infektion dar.

Abbildung 3: Einteilung der unterschiedlichen Stadien einer Splenomegalie nach FV-Infektion
(HASENKRUG et al., 1998)

Die Milz einer uninfizierten Maus mit etwa 0,1-0,2g ist als MilzgréRe 1 definiert. Die Einteilung der
MilzgroRen 2-4 stellt die verschiedenen Stadien der Splenomegalie nach FV-Infektion dar. Folgende
MilzgroéReneinteilungen entsprechen folgenden Gewichten: 1 < 0,5g, 1-2 = 0,5-0,6g, 2 = 0,6-0,8g, 2-3
= 0,8-1,2g, 3 = 1,2-1,7g und 4 > 1,7g. Die Milzgrof3e 1r bezeichnet die Milzgrofie einer persistierend
infizierten Maus.

Die Milzvergrdélerung bis zu zwei Wochen nach der Infektion wird als Splenomegalie
bezeichnet, sie entsteht durch die rasche polyklonale Erythroblastenproliferation
(Zielzellen). Bei einer Milzgro3e von 3-4 wird ab 4 Wochen nach der Infektion von
einer Erythroleukdmie gesprochen. Zu diesem Zeitpunkt treten die ersten FV-
transformierten Zellen auf. Tiere, welche eine MilzgréRe von 3-4 aufweisen, sterben

in der Regel an den Folgen der Erythroleukamie ab der 10ten Woche nach Infektion.
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Ist bei den FV-infizierten Tieren 4 Wochen nach der Infektion eine MilzgrofRe kleiner
2 nachweisbar, so sind diese Mause nicht an einer Erythroleukamie erkrankt. Diese
Mause haben eine normale Lebenserwartung, sind aber persistierend mit FV infiziert.
Im Folgenden werden die Krankheitsverlaufe der in dieser Arbeit verwendeten

Mausstamme kurz beschrieben (HASENKRUG & CHESEBRO, 1997).

C57BL/6; (H-2°"):

Die Infektion von C57BI/6-Mausen mit einer hohen Dosis von FV (>5000 SFFU,;
"spleen focus forming units") induziert in den ersten zwei Wochen eine leichte
Splenomegalie (mindestens Verdopplung des Milzgewichtes), die sich danach
zurlckbildet. Die C57BL/6-Mause sind in der Lage, das Virus uber das nicht-
immunologische Fv-2 Gen und ihre effiziente FV-spezifische Immunantwort (MHC H-
2b/b) zu kontrollieren. Die Tiere erkranken nicht an einer Erythroleukamie, bleiben

aber lebenslang persistierend infiziert und haben eine normale Lebenserwartung.

Y10-Mause; (H-2°"):
Die F1-Generation der Verpaarung von B10-Mausen mit A.BY-Mausen wird als Y10-

Mause bezeichnet. Diese Y10-Mause besitzen den MHC H-2°"°

Halotyp und sind FV-
resistent. Anders als die C57BL/6 Mause kontrollieren diese Mause das FV nur Uber
ihre effiziente Virus-spezifische Immunantwort. Y10 Mause besitzen keine vom Fv-2
Gen vermittelte genetische Resistenz gegen das FV.

Nach einer FV-Infektion entwickelt sich in Y10 Mausen in den ersten zwei Wochen
eine massive Splenomegalie (bis zu 25faches des normalen Milzgewichtes). Ab der
in der zweiten bis dritten Woche nach der Infektion bildet sich die MilzvergroRerung
zuruck. Die MilzgréRe bleibt dennoch zeitlebens leicht vergrolert (bis 0,5g). Die

Tiere sind persistent mit FV infiziert und haben aber eine normale Lebenserwartung.

Y10A-Miuse; (H-27"):
Als Y10A wird die (B10AxXABY) F1-Generation bezeichnet Y10A-Mause besitzen

einen H-2%"°

Halotyplokus.

Y10A-Mause zeigen denselben FV-induzierten Krankheitsverlauf wie Y10-Mause
wenn sie mit geringer Virusdosis infiziert werden (<3000 SFFU), entwickeln aber bei
einer hohen Virusdosis (>3000 SFFU) zu >95% eine FV-induzierte Erythroleukamie.

Die Mause sterben an den Folgen der Erythroleukamie etwa 10-12 Wochen nach

12
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Infektion. (HASENKRUG & CHESEBRO, 1997; MiYAZAWA et al., 1988; PETERSON et al.,
2000). Aufgrund des heterozygoten H-2 Gens bildet sich die FV-spezifische
Immunantwort langsamer und schwacher aus als es bei Y10-Mausen mit dem

2°® zu beobachten ist. Diese unterschiedliche Kinetik in Y10A-Mausen

Halotyp H-
verschafft dem Virus einen Vorsprung vor der spezifischen Immunantwort, so dass
das Immunsystem bei einer hohen Infektionsdosis nicht mehr in der Lage ist, die
Infektion zu kontrollieren. Etwa drei bis vier Wochen nach der Infektion bildet sich in

Y 10A-Mausen die FV-induzierte Erythroleukamie aus, die todlich verlauft.

Balb/c (H-299):
Balb/c-Mause (Halotyp H-2%%) haben im Gegensatz zu den H-2*® Mausen keine
nachweisbare FV-spezifische Immunantwort, so dass geringste Dosen von FV zu

einer Erythroleukamie und zum Tod fUhren.
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1.9. Immunbiologie der Dendritischen Zellen (DCs)

Die Dendritischen Zellen wurden erstmals 1868 in der Epidermis identifiziert und
beschrieben. Sie wurden nach ihrem Entdecker Langerhans ,Langerhans Zellen®
genannt (LANGERHANS, 1868).

Als ein neuer Zelltyp wurden die DCs erstmals von STEINMANN und COHN (1973) in
peripheren Lymphorganen der Maus beschrieben. Sie benannten die Zellen nach
dem griechischen Wort dendron (Baum). In der Zwischenzeit wurden diese Zellen
auch aus nichtlymphatischen Geweben einschliellich der Haut, Lunge,
Synovialflussigkeit, dem Gastrointensinaltrakt und dem Blut isoliert.

Bakterielle oder virale Krankheitserreger und Tumorzellen werden Uber spezifische
Antigene vom Immunsystem erkannt und in den meisten Fallen eliminiert. Ausgelost
und gesteuert wird die Immunantwort dber Antigen-prasentierende Zellen (APC). Zu
den professionellen APC zahlen Dendritische Zellen (DC), B-Zellen und

Makrophagen, wobei die DCs die potentesten APC darstellen.

Mit dem erweiterten Wissen Uber die Dendritischen Zellen zeigt sich immer mehr ihre
zentrale Rolle in der Kontrolle der Immunitat im Korper, die sich auf verschiedene

Funktionen erstreckt (BANCHERAU & STEINMAN, 1998):

=—> Immun-Wachter des Immunsystems. Sie nehmen Antigene auf und wandern

anschlieRend zu den Lymphorganen und stimulieren CD4" und CD8" T-Zellen.
= |nitiatoren der Immunantwort mit Stimulation naiver und Memory T-Zellen.

— Verstarker der Immunantwort, da auch bei niedrigen Antigen-Konzentrationen

wenige DCs eine starke T-Zellantwort induzieren kénnen.

= Induktion von immunologischer Toleranz.

DCs werden anhand ihres Reifungsgrades in unreife (im) und reife (m) DCs
klassifiziert. Sie weisen jeweils unterschiedliche Rezeptor- und Integrinprofile in der
Zellmembran auf und unterscheiden sich somit stark in zellbiologischen Prozessen
wie Migration und Antigenprasentation (SHORTMAN & Liu, 2002). In Abhangigkeit ihres
Reifezustandes regulieren DCs den T-Zell-Aktivierungsprozess und sind demzufolge
in der Lage, sowohl eine Immuntoleranz als auch eine Immuninduktion auszuldsen.

Die Aktivierung von naiven T-Zellen und deren Differenzierungen zu T-Effektorzellen
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findet in mehreren Phasen statt, die sich in die Antigenaufnahme, die Migration in
sekundare Lymphorgane und die Formierung des DC/T-Zell-Komplexes in den T-
Zellbereichen der Lymphknoten untergliedern (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). Im
unreifen Zustand residieren DCs in der Peripherie des Korpers und nehmen
kontinuierlich potentielle Fremdantigene auf. In Anwesenheit eines immunologischen
Stimulus unterlaufen DCs einen Reifungsprozess, in dem die Expression einer
Vielzahl fur die Aktivierung von T-Lymphozyten benotigen Rezeptoren erhoht wird.
Dazu zahlen in erster Linie die kostimulatorischen Molekule CD80, CD86, CD40, die
antigenprasentierenden Molekule wie MHCI und MHCII, der Reifungsmarker CD83
sowie die Chemokinerezptoren CCR5 und CCR7 (siehe auch Abbildung 4)
(STEINMAN, 2003).

Homing
CD11a,b,c
CD49d, CD44 . .
) ’ . Migration
Rezeptor fiir Antigenaufnahme variants, E-cadherin CCR1-7, CCR9, CXCR4
MMR,DEC-205,FcyR (CD32,CD64),
ASGPG

Virusrezeptoren
CD4, CD46, Chemokinrezeptoren

Adhésion und Kostimulation
CD24/HSA, CD50, CD54/ICAM-
1,3 CD58/LFA-3,CD80,CD86/B7-
1,B7-2,CD40, DC-SIGN,CD208,
GITR-L

Antigen-prasentierende Molekiile
MHCI, MHCII, CD1

Marker
CD2, CD9, CD25, CD83, CD95

Signaliibertragung

TNF-R: CD 120,CD40 Sekretion
Cytokin-R: GM-CSF,IL-1,IL-10, IL-12, 1L-18, IL-6,IL15, TNF,
IL-4, TGF-B, CCR5, CXCR4, CCRS, Chemokine, Proteasen

CD88, High NF-kB/Rel

Abbildung 4: Unterschiedliche Oberflaichenmarker von Dendritischen Zellen
Modifiziert nach BELL et al. (1999) und BANCHEREAU & STEINMAN
(1998). Lichtmikroskopische Aufnahme einer DC (300x)
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1.9.1. Entstehung von DCs und Charakterisierung der einzelnen
Subtypen

Dendritische Zellen gehdren zur Gruppe der Leukozyten. DC-Populationen zeigen in
vivo ein heterogenes Bild, gekennzeichnet durch unterschiedliche Entwicklungslinien
und daraus resultierend, verschiedene Effektorfunktionen (BANCHEREAU & STEINMAN,
1998, GRABBE et al., 2000, SHORTMANN & LIU, 2002, SHORTMAN & NAIK, 2007). Nach
heutigem Verstandnis liegt ihr Ursprung im Knochenmark. Die Zellen entstehen aus
CD34"-positiven pluripotenten Stammzellen. Die neu gebildeten unreifen DCs
wandern vom Knochenmark durch den Blutstrom in nicht lymphatisches Gewebe ein.
Die entstehenden DCs werden in zwei groRe DC-Linien unterschieden, myeloide und

lymphoide DCs, deren Entwicklungslinien in Abbildung 5 zusammengefasst sind.

Die Entwicklung von lymphoiden DCs ist noch nicht vollstandig verstanden. Man geht
heute davon aus, dass sie sich wahrscheinlich aus CD11c-Vorlaufern des Blutes
entwickeln. Diese Vorlauferzellen sind identisch mit den so genannten IPC
(»interferon-producing cells®). Der FIt-3 Ligand (FIt-3L) ist das wichtigste Zytokin fur
die Entwicklung von plasmazytoiden DCs aus hamatopoietischen Vorlauferzellen des
Knochenmarks sowohl beim Menschen als auch bei der Maus (BARCHET et al.,
2005). Die myeloiden DC-Vorlaufer entwickeln sich zu CD11c exprimierenden DC-
Populationen, die wahrscheinlich Uber das Blut die peripheren Gewebe und Organe
infiltrieren und ein Netz aus unreifen DCs in diesen Geweben aufbauen. Zu diesen
unreifen DCs sind wahrscheinlich die Langhans-Zellen (LC) in der Epidermis zu
zahlen, ebenso die in der Haut und die mit der Mukosa-assoziierten interstitiiellen
DCs in Darm- und Lungenepithelien, und eine CD11c-exprimierende DC Population
im peripheren Blut (CELLA et al., 1999, CAux, 1998). Nach Infektion oder Kontakt mit
Erregern oder nach Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine verlassen diese
unreifen DCs die Peripherie, wandern Uber die Lymphbahnen in die lokalen

Lymphknoten ein und werden nun als interdigitierende DCs bezeichnet.
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Hamatopoetische Myeloische Lymphoide
Vorlaufer-Zellen CD34-Vorlaufer CD34-Vorlaufer
/ \ 1 CD14-

Monozyten Monozyten CD11c-
CcD14", CD11* CD14, CD11* IL-3Ra
DC-Vorliufer ‘ ‘ ‘
GM-CSF
GM-CSF L-4 1 L3
IL-4 TGFR
interstitielle DCs angerhans DCs lymphoide DCs
Unreife DCs * *
LPS, DNA, LPS, DNA
INFa

Abbildung 5: Entwicklung verschiedener DC-Subtypen aus hamatopoietischen CD34" Stamm-
zellen des Knochenmarks.

Unter dem Einfluss endogener Stimuli entstehen verschiedene DC-Subpopulationen. Langerhans DCs
und interstitielle DCs verbleiben in einem reifen aber ruhenden Zustand. Andere Linien verbleiben bis
zur Aktivierung durch exogene Stimuli in einer Art Vorlauferstadium (Monozyten, Plasmacytoide DC)
und differenzieren dann zu reifen DCs aus (Modifiziert nach SHORTMAN & Liu, 2002).

Wahrend dieser Migration in die T-Zell-reichen Areale der Lymphorgane reifen die
myeloiden DCs aus und erwerben einen funktionellen Phanotyp mit hoher T-Zell-
stimulatorischer Kapazitadt (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). In vitro lassen sich
myeloide DCs durch Kultur aus CD34"-Vorlauferzellen oder CD14"-Monozyten in
geeigneten Differenzierungsmedien generieren (CAuX et al., 1996, ROMANI et al.,
1996). Aus den Vorlauferzellen entstehen zunachst unreife DCs, die eine hohe
phagozytische Aktivitdt und eine geringe Expression von MHCII-Rezeptoren, sowie
den fur die T-Zell-Aktivierung notwendigen kostimulatorische Rezeptoren CD80,
CD86, und CD40 aufweisen (CARRENO & COLLINS, 2002). Diese unreifen DCs sind mit
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einer Vielzahl von Rezeptoren fur die Erkennung von mikrobiellen Strukturen
ausgestattet. Dazu zahlen die hoch konservierten Toll-like Rezeptoren (TLRs). Es
existieren insgesamt 10 verschiedene TLRs, die jeweils auf unterschiedliche
mikrobielle Antigene reagieren (MEDzHITOV UND JANEWAY, 2000). Die einzelnen DC-
unterscheiden sich in und leiten

Subtypen ihrem TLR-Expressionsmuster

unterschiedliche Immunreaktionen, abhangig vom mikrobiellen Antigen, ein
(MeDzHITOV & JANEWAY, 2000). DCs, die als reife DC klassifiziert sind, exprimieren
CD11c, CD80, CD86, CD40 und verstarkt viel MHCII und werden anhand der
Expression von CD4, CD8, CD11b und CD205 in 5 Subtypen (siehe Tabelle 2)

eingeteilt (SHORTMAN & Liu, 2002).

Tabelle 2: Verteilung von reifen DC-Subtypen im lympatischen Gewebe der Maus (nach

SHORTMAN & Liu, 2002)

% der Lymphoide DCs | Myeloide DCs | Myeloide DCs | Myeloide DCs LCs
Gesamt-DCs cb4'CcD8" CD4" CD8 CD4 CD§ CD4 CD8 SR T
in Organen CD205" CD11b~ | CD205CD11b* | CD205CD11b" CD205" CD205"
CD11b" cD11b*
Milz 23 56 19 <4 <1
Thymus 70 - - - -
Mesenteriale 19 4 37 26 <4
Lymphknoten
Haut- 17 4 17 20 33
assozierte
Lymphknoten

1.9.2. Dendritische Zellen als Mediatoren der Imnmunantwort

Das Immunsystem wird von Dendritischen Zellen (DCs) kontrolliert. DCs kommen in
nahezu allen peripheren Geweben des Koérpers vor. In der Peripherie beginnen sie
mit der Antigenaufnahme und Prozessierung, bevor sie anschlieBend in die
sekundaren lymphatischen Organe migrieren. Bei dieser Wanderung kommt es auch
zu morphologischen Veranderungen durch Ausbildung langer zytoplasmatischer

Fortsatze, welche als Dendriten bezeichnet werden.
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Eine Aufgabe von unreifen DCs ist die Aufnahme von extrazellularen Bestandteilen
durch Phagozytose und Endozytose. Dabei konnen wunreife DCs auf
unterschiedlichen Wegen Antigene aufnehmen: Makropinozytose (ENGERING et al.,
1997), Rezeptor-vermittelte Endozytose Uber Typ-C Lektin-Rezeptoren (wie z.B. den
Mannose-Rezeptor (SALLUSTO et al., 1995) oder DEC- 2005 (JIANG et al., 1995) oder
Phagozytose (REIS E SOUSA & AUSTYN, 1993).

Dendritische Zellen konnen Antigene uber  zwei unterschiedliche
Oberflachenmolekule, die ,Major Histocompatibility“-Komplexen | oder 1l (MHC-
Klasse-l und MHC-Klasse-Il) prasentieren. MHC-Klasse-I Molekule bestehen aus
drei Immunglobulin-ahnliche Domanen, einer Transmembrandomane und dem nicht-
kovalent assoziierten extrazellularen [3,-Mikroglobulin. MHC-Klasse-Il Molekule
dagegen besitzen eine a und eine B-Kette mit je zwei Immunglobulin-ahnlichen
Domanen und einer Transmembrandomane. Endogene Antigene werden im
Zytoplasma durch intrazellulare Proteasen und Peptidasen in Peptidfragmente
gespalten. Diese Peptidfragmente werden durch die Bindung an den TAP1/TAP2-
Translokator in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums transportiert. Im
endoplasmatischen Retikulum werden die MHCI Moleklle zurtickgehalten bis sie mit
einem geeigneten Peptidfragment beladen worden sind. Nach der Beladung wandern
die MHCI Molekule zur Oberflache der Zelle (HOWARD, 1995, LEHNER & CREEWELL
1996, YORK & RockK, 1996, JENSEN, 1999). Durch MHCI Molekiile werden CD8" T-
Zellen aktiviert, die dann zu zytotoxischen T-Zellen ausdifferenzieren.

Exogene Antigene, die durch Phagozytose oder Endozytose in die DCs gelangen,
werden in Vesikeln bei sinkendem pH-Wert in kleine Peptidfragmente gespalten. Bei
der Bildung von MHCII Molekulen werden die a- und die B-Kette synthetisiert und
dann an HLA-DM gebunden. Anschliel3end werden diese MHCII-Kompartimente in-
nerhalb des endoplasmatischen Retikulums transportiert. Dort erhalten sie ihre
endgultige Struktur, werden in Vesikel verpackt und zur Plasmamembran geschleust
(GERMAN et al., 1996, LANZAVECCHIA, 1996, JENSEN, 1999, NICHOLAS & VILLADAGOS,
2005). MHCII-Molekiile aktivieren CD4" Helfer T-Zellen, die dann B-Zellen zur
Proliferation und zur Produktion von Antikérpern anregen.

Dendritische Zellen sind aber auch in der Lage, exogen aufgenommene Antigene
uber MHCI Moleklle zu prasentieren. Diese Art der Prasentation wird als ,Kreuz-

Prasentation“ oder ,Cross-Priming“ bezeichnet. Auf diese Weise wird die Induktion
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einer zytotoxischen T-Zellantwort auch gegen extrazellulare Antigene ermoglicht
(SHEN et al., 1997).

Unreife DCs enthalten viele MHCII Molektle und exprimieren kaum kostimulatorische
Molekule auf ihrer Oberflache. Sie sind somit perfekt ausgerustet fur die Aufnahme
und Prozessierung von Antigenen. Typische Antigene, die von DCs Uber Pattern
Recognition Receptors aufgenommen werden, sind mikrobielle oder Vvirale
Bestandteile. Daneben gibt es spezifische Molekile wie z.B. LPS, CpG-DNA, Poly
(I:C), oder ds-RNA, die DCs zur Reifung anregen (MELLMAN & STEINMAN 2001). Aber
auch inflammatorische Zytokine wie z.B. TNF-q, IL-1, IL-6 wirken als Gefahren- bzw.
Reifesignale. Nach der Antigenaufnahme wandern die DCs zu den T-Zell-Bereichen
des lymphatischen Gewebes, wie z.B. zur Milz oder zu den Lymphknoten
(BANCHEREAU & STEINMAN 1998). Bei dieser Wanderung reifen die dendritischen
Zellen aus und besitzen dann die typische verzweigte Morphologie (dendritische
Auslaufer), exprimieren viel MHCII Molekile und sind auch nicht mehr zur
Endozytose fahig. Im Gegensatz werden dann verstarkt Adhasions- und
kostimulatorische Molekule, vor allem CD54, CD80, CD86 und CD40 exprimiert, die
fur den direkten Zellkontakt mit T-Zellen und deren Aktivierung unerlasslich sind
(siehe Abbildung 6) (Liu, 2001).
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unreife DCs .
reife DCs

Reifungssignale durch:

Zytokine, LPS, Poly (I:C)

USW.
- verstarkte Antigenaufnahme - keine Antigenaufnahme
- wenige MHC-II Molekiile - viele MHC-II Molekiile
- kaum kostimulatorische Molekiile - viele kostimulatorische Molekile
- kaum Expression des Reifungsmarkers CD83 - starke Expression des Reifungsmarker CD83
- kaum CCRY7 Molekile - viele CCRY7 Molekiile

Abbildung 6: Wichtige Oberflichenmarker von unreifen und reifen murinen DCs
Wahrend der Reifungsphase durchlaufen unreife DCs verschiedene morphologische und
funktionelle Veranderungen. Reife DCs verlieren die Fahigkeit, Antigene aufzunehmen und

steigern gleichzeitig die Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren (modifiziert nach BANCHEREAU &
STEINMAN, 1998).

Nach der Antigenaufnahme werden Signale die die Wanderung der DCs zu den
Lymphorganen, dem Ort der T-Zell-Stimulation einleiten, induziert. Diese Wanderung
erfolgt entlang von Chemokingradienten. So exprimieren Langerhans Zellen
beispielsweise CCR6-Molekulle und reagieren auf das Chemokin MIP-3a, DCs des
Blutes exprimieren CCR2 und reagieren auf MCP, aus Monozyten generierte DCs
exprimieren CCR1 und CCRS und reagieren auf MIP-1a/B. Es gibt vermutlich
unterschiedliche Chemokine, Uber die selektiv einzelne DC-Subpopulationen
rekrutiert werden konnen, so dass die Art der Immunantwort beeinflusst werden
kann. Nach der Aufnahme von Antigenen erfolgt eine verminderte Expression dieser
Chemokinrezeptoren und eine verstarkte Expression des Chemokinrezeptors CCRY7.
Dieser Rezeptor bindet die Chemokin SLC/6Ckine und MIP-33. SLC/6Ckine werden
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in den LymphgefalRen von spezialisierten saulenférmigen Endothelzellen produziert,
die sich in den Venulen der Lymphknoten befinden (,high endothelial venuels®
(HEV)). Dieses Chemokine bewirkt die direkte Wanderung der reifen DCs zu den
afferenten Lymphgefallen (CAux et al., 2000, DuBsKY et al., 2005, YONEYAMA et al.,
2005). Wenn die DCs in der T-Zell-Region des Lymphknotens angekommen sind,
prasentieren reife DCs das Antigen naiven T-Zellen. Diese reifen Zellen kdnnen in
diesem Stadium kein Antigen mehr aufnehmen, sind aber mit Oberflachenmarkern
ausgestattet, die ihnen die Interaktion mit T-Zellen erlauben. Um mit moglichst vielen
T-Zellen in Kontakt zu kommen, produzieren diese DCs verschiedene Zytokine wie
MIP-3B DCCK (dendritic cell-derived C-C chemokine). Denn je mehr naive T-Zellen
mit DCs interagieren, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit der Antigenerkennung
(CYSTER, 1999). Naive T-Zellen verfugen Uber die intrazellularen Adhasionsmolekule-
(ICAM-) 3 und CD 11a/CD 18, mit denen sie an DC-SIGN und CD54 der
antigenprasentierenden Zellen binden (GEIJTENBEEK et al., 2000, GUNZER, 2000).
Diese unspezifische Bindung erlaubt es den naiven T-Zellen, die DCs zu prufen und
auf ihre spezifischen Peptide zu untersuchen (GUNzER et al., 2000, LANZAVECCHIA &
SALLUSTO, 2000). Erkennt die naive T-Zelle ihren spezifischen Peptid-MHC-
Liganden, bindet sie diesen mit ihren T-Zellrezeptoren. Allerdings reicht die Bindung
allein nicht fur eine Aktivierung der T-Zelle aus. Es muss noch zu einem zweiten
Signal kommen, bei dem die kostimulierenden Oberflachenmolekiule CD80 und
CD86 Uber CD28 an die naive T-Zelle binden (INABA et al., 1994, LARSEN et al.,
1994).
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B7 CD40

Antige
T-Zell

CD40-Ligand

naive T- Zelle

Abbildung 7: Immunologische Synapse

Um eine effiziente Immunantwort auszuldsen, wird ein Kontakt zwischen DCs und T-Zelle hergestellt,
der in der Aktivierung der T-Zelle resultiert. Dabei ist die Expression von unterschiedlichen
Oberflachenmolekiilen auf DCs und T-Zelle wichtig flr die Ausbildung der Immunologischen Synapse
(modefiziert nach BANCHEREAU & STEINMAN, 1998).

Die so aktivierten T-Zellen produzieren dann grof3e Mengen an IL-2, wodurch die T-
Zellen zur Proliferation angeregt werden (JANEWAY & TRAVERS, 1997).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass DCs wichtige Zellen fur das Immunsystem
sind. Sie existieren in verschiedenen Aktivierungsstadien, mit jeweils
unterschiedlichen Aufgaben wie Antigenaufnahme und Prozessierung oder
Antigenprasentation. Der Aktivierungszustand der DCs bestimmt dabei auch die

Lokalisation der Zellen in der Peripherie oder in den lymphatischen Organen.

1.9.3. Plasmazytoide Dendritische Zellen

Die Sekretion von Type | IFN (IFN-a/R) hat eine grol3e Bedeutung fur die antivirale
Abwehr durch das angeborene Immunsystem (SAMUEL, 2001). Plasmazytoide DCs
(pDC) sind in der Lage, groRe Mengen an IFNa/f3 zu produzieren, weswegen diese

Zellen auch als ,interferon producing cells® (IPC) bezeichnet werden (ABB et al.,
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1983). Die Produktion von IFN a/f3 geschieht hauptsachlich durch Ligandenbindung
an die Toll-like Rezeptoren TLR 7 und TLR 9. Durch das freigesetzte IFN a/f3 und IL-

12 werden Naturliche Killer-Zellen aktiviert und zur Sekretion von INFy angeregt.

Die charakteristischen Merkmale der pDCs sind:

- Die Fahigkeit, grole Mengen von Interferon a/f zu produzieren.

- Plasmazytoide Morphologie (rund, glatte Oberflache, groRer Nukleus).

- Vorkommen in Milz, Knochenmark, Lymphknoten, Thymus, Blut und Leber.
- Sehr geringe Anzahl (0,2-1,5% der Blutzellen) im Organismus.

- Dendritische Morphologie nach Aktivierung.

Erst im Jahre 2001 konnten pDCs auch aus der Maus isoliert werden (ASSELIN-
PATUREL, 2001, BJORCK, 2001, NAKANO, 2001). Sie besitzen viele morphologische,
phanotypische und funktionelle Gemeinsamkeiten mit den humanen pDCs,
unterscheiden sich aber in der Expression charakteristischer Oberflachenmarker.
Wesentliche Unterschiede liegen bei der Expression von CD45R (B220), CD123 und
CD11c. Auf murinen pDCs wird der Marker CD45R stark exprimiert, nicht aber auf
humanen pDCs. Im Gegensatz zu den humanen pDCs exprimieren die murinen
pDCs den Marker CD11c. Hingegen wird der ,klassische® Marker fir humane pDCs,
CD123, nicht exprimiert (COLONNA et al., 2004).

Die pDCs werden zu der Gruppe der Dendritischen Zellen gezanhlt, allerdings stellt
sich die Frage, ob die pDCs als professionelle antigenprasentierende Zellen (APC)
bezeichnet werden kénnen, da bei frisch isolierten pDCs die Fahigkeit, Antigen
aufzunehmen, zu prozessieren und zu prasentieren nur sehr schwach ausgepragt ist
(COLONNA et al., 2004).

Weiterhin scheinen pDCs eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Viren im
Organismus zu spielen. Wichtige Funktionen von pDCs sind die IFNa/f3-
Ausschuittung, die einen Einfluss auf die Virusreplikation hat und die Aktivierung
anderer DC-Subpopulationen (ASSELIN-PATUREL et al., 2001, KADOWAKI et al., 2001,
NAKANO et al., 2001, DiEBOLD et al., 2003, LE BON et al., 2003).
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1.9.4. Regulatorische T-Zellen und Dendritische Zellen

Im Jahre 1996 haben SAKAGUCHI und Kollegen die in den spaten 70er Jahren
beschriebenen Suppressor T-Zellen ,wiederentdeckt® und sie regulatorische T-Zellen
(Treg) genannt (AsAaNO et al., 1996). Sie haben in verschiedenen Zell-Transfer-
Experimenten im Mausmodell eine Population von CD4'CD25" T-Zellen
nachgewiesen, die suppremierende Wirkung auf CD8" T-Zellen und Helfer T-Zellen
von Typ 1 haben und damit vor allem gegen Autoimmunerkrankungen schutzen.
Diese Zellen werden als naturliche Treg Zellen bezeichnet (MITTRUCKER & KAUFMANN,
2004, BECKER et al., 2006). Sie reifen im Thymus und erkennen vor allem Selbst-
Antigene. Der wichtigste Oberflachenmarker dieser T-Zell Population ist der IL-2
Rezeptor (alpha-Kette) CD25", der als charakteristisch fiir diese Zellen angenommen
wird. Jedoch wird CD25 von jeder T-Zelle nach Aktivierung exprimiert und kann
insofern nicht als alleiniger Marker dienen. Andere Marker wie GITR (TNFRSF18),
CD152 (CTLA-4), CD103 (alphaE-Integrin) und CD134 (OX40) werden auch zur
Differenzierung von Treg-Zellen herangezogen. Aullerdem wird die Expression des
Transkriptionsfaktors Foxp3 als essentiell fur natirliche Treg Zellen angesehen.
Foxp3 wird spezifisch in regulatorischen T-Zellen exprimiert. Retroviraler Gentransfer
von Foxp3 wandelt naive T-Zellen in regulatorischen T-Zellen um. So konnte Foxp3
als regulatorisches Schlusselgen fur die Entstehung von regulatorischen T-Zellen
identifiziert werden (HORI et al., 2003). Es scheint, als ob Foxp3 die Expression
anderer Treg assoziierter Molekule wie CD25, CD152 und GITR kontrolliert
(SAKAGUCHI, 2005).

Der Mechanismus der Suppression durch Treg-Zellen konnte noch nicht definitiv
geklart werden. Eine wichtige Rolle spielen vermutlich die Cytokine IL-10 und TGF-R.
Dies scheint jedoch nicht fur alle Infektionsmodelle oder Autoimmunmodelle der Fall
zu sein. (JONULEIT et al., 2001; HoRI et al., 2003).

Fest steht, dass naturliche regulatorische T-Zellen Zell-Zell-Kontakt brauchen, um
ihre suppressive Aktivitat ausuben zu kdnnen. JONULEIT et al., (2001) konnte zeigen,
dass CD4" CD25" ihre regulatorische Eigenschaft auf konventionelle CD4" Zellen
Ubertragen kénnen. Hierzu ist Zell-Zell-Kontakt notwendig und I6sliches TGF- spielt
eine Rolle. Diese neu entstandenen ,regulatorischen® T-Zellen brauchen allerdings
zur Ausubung ihrer suppressiven Aktivitat keinen Zell-Zell-Kontakt mehr und die
Suppressoraktivitat wird dem l6slichen TGF-R zugeschrieben (JONULEIT et al., 2002;
HoRi et al., 2003).
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Die naturlich auftretenden regulatorischen T-Zellen werden im Thymus als funktionell
distinkte und reife T-Zellpopulation gebildet, die durch Foxp3 charakterisiert werden
kann (SAKAGUCHI, 2005). Natlrliche Treg Zellen machen ca. 5-10% aller CD4" T-
Zellen aus und proliferieren in vitro nicht nach Stimulation Uber den T-Zell-Rezeptor.
Die Bedeutung der natirlichen Treg Zellen in vivo wird dadurch deutlich, dass
Mause, die diese Zellen nicht besitzen, eine Vielzahl von Autoimmunerkrankungen
entwickeln (ASANO et al.,1996).

In Tumor- und Infektionsmodellen ist inzwischen eine weitere Population von Treg
Zellen, die sogenannten induzierten Treg Zellen, beschrieben worden (MITTRUCKER &
KAUFMANN, 2004). Diese CD4" T-Zellen erlangen ihre suppremierenden
Eigenschaften erst wahrend ihrer Aktitivierung in vivo oder in vitro. Sie stammen
deshalb vermutlich von Helfer-T-Zellen ab. Wahrend einer Tumorentstehung oder
Infektion kommt es zu einer starken Vermehrung von spezifischen CTL. Diese
mussen aber, im ldealfall nach Eliminierung des Tumors oder des Virus, in die
Apoptose gehen oder in ihrer Funktion suppremiert werden, um die Gefahr von
Autoimmunerkrankungen zu minimieren. Fur den Funktionsverlust von CTL sind
vermutlich induzierte Treg Zellen verantwortlich. Offensichtlich kénnen aber
bestimmte Viren mit Hilfe von induzierten Treg Zellen der antiviralen CTL Antwort
entgehen und so chronische Infektionen verursachen. Bisher sind bei den
persistierenden Infektionen mit Hepatitis C (CABRERA et al., 2002), Herpes Virus
Simplex (Suvas et al., 2003), HIV (WEilss et al, 2004) und Feline
Immundefizienzvirus (VAHLENKAMP et al., 2004) Treg Zellen beschrieben worden.
Besonders im Friend Virus Maus-Modell konnte am deutlichsten gezeigt werden der
Zusammenhang zwischen induzierten Treg Zellen und der Persistenz von Viren
gezeigt werden (DITTMER et al., 2004).

Welche Rolle die unreifen DCs bei der Induktion von Treg-Zellen spielen, ist noch
nicht ganz geklart. Interessant ist jedoch die Tatsache, das unreife DCs die Treg-
Zellen in vitro als auch in vivo induzieren kdnnen (GAD et al., 2004, LEVINGS et al.,
2005). Viele Fragen bleiben offen, sodass noch genligend Forschungsbedarf
besteht.
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1.10. Die Rolle der DCs bei viralen Infektionen

DCs sind ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunabwehr, die eine erste
Verteidigungslinie gegen Viren bildet. Diese Eigenschaft machen DCs aber auch
zum idealen Angriffspunkt fur Viren, welche versuchen, die Effektorkomponenten des
Immunsystems zu unterlaufen (Immunevasion). Viele Viren konnen DCs in vitro und
vivo infizieren, darunter sind Retroviren, Herpesviren, Influenza usw. (siehe Tabelle
3). Eine Infektion von DCs durch Viren bietet den DCs die Madglichkeit, virale
Antigene Uber MHCI Molekile zu prasentieren und damit Gber die Aktivierung von
CD8" T-Zellen Virus-infizierte Zellen zu bekdmpfen. (ALBERT et al., 1998).

Allerdings haben viele Viren im Laufe der Koevolution mit ihren Wirtsorganismen
vielfaltige Strategien entwickelt, die Induktion einer Immunantwort durch DCs zu
verhindern. So kann durch Infektionen der Zellen die Morphologie, der Phanotyp
oder sogar die Funktion von DCs verandert werden. Solche Funktionsverluste sind
z.B. die Blockierung der Apoptose, die Verringerung der Expression von MHC oder
kostimulatorischen  Molekulen, verminderte Zytokinausschittung und die

Einschrankung der Migration von DCs. (BOSNJAK et al., 2005, POLLARA et al., 2005).

Far Retroviren, besonders fur HIV, werden unterschiedliche Beeinflussungen von
DCs beschrieben. Bei der Infektion kommt es zu einem Verlust von DCs, welcher
sowohl durch die Inhibition der DC-Entwicklung aus peripheren Stammzellen
(PATTERSON et al.,, 1998), als auch durch CTL-vermittelte Lyse von DCs
hervorgerufen wird (KNIGHT et al., 1997). Neben der Verringerung der Anzahl von
DCs kommt es bei der HIV-Infektion aber auch zu einem DC-Funktionsverlust. So
wird bei DCs aus lymphoidem Gewebe von Patienten mit einer akuten HIV-Infektion
eine reduzierte Expression der kostimulatorischen Moleklle CD80 und CD86 gezeigt
(LORE et al., 2002). KNIGHT et al., (1997) weisen auf’erdem eine reduzierte T-Zell-
Stimulation durch HIV-infizierte DCs nach. Bei HIV sind die molekularen Ursachen
des DC-Funktionsverlustes gut bekannt. Die Proteine Vpr und Nef spielen dabei die
entscheidene Rolle (MAJUMDER et al., 2005, QUARANTA et al., 2006).

Diese Forschungsergebnisse zeigen aber auch, dass die Interaktionen zwischen
DCs und Retroviren sehr komplex sind und somit noch viele Fragen offen bleiben.
Besonders die Frage, wie die Interaktion von infizierten DCs mit T-Zellen im Detail

ablauft, ist weitgehend ungeklart. Die vorliegende Arbeit versucht daher Fragen
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bezlglich der Interaktionen zwischen Retrovirus infizierten DCs und T-Zellen zu

beantworten.

Tabelle 3: Funktionale Veranderungen von Monozyten-abgeleiteten DCs nach Infektion mit ver

schiedenen Viren. (modifiziert nach POLLARA et al., 2005)

Erhohte Funktion

Keine Anderung

Blockierte Funktion*

Denguevirus

HBV

Adenovirus

Hantavirus

HCV

Ebolavirus

Influenzavirus

HBV

HCV

HHV

HIV-1

HSV-1

HCMV

Lassafieber

Masern

Parainfluenza

RSV

Vacciniavirus

VzZVv

*Diese Viren kénnen folgende Funktionen bei DCs blockieren: Apoptose, Expression von

kostimulatorischen Molekulen, Chemokinsekretion oder Zytokineproduktion.
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1.11. Fragestellung und Zielsetzung

DCs sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen und spielen die Hauptrolle bei
der Initiierung einer antiviralen T-Zellantwort. Diese Eigenschaft macht sie zu einem
LZiel“ viraler Immunevasionsstrategien, welche einer antiviralen Immunantwort
entgegenwirken.

Die Infektion von Mausen mit dem retroviralen Friend Virus (FV) sollte daher als
Modell dienen, um die Immunevasionsstrategien von Retroviren aufzuklaren. Das FV
I6st nach Infektion eine starke Immunsuppression aus, die vor allem durch
regulatorische T-Zellen vermittelt wird.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob FV in der Lage ist, DCs zu
infizieren und welche funktionellen Konsequenzen sich aus einer Infektion ergeben.
Von besonderem Interesse waren die Interaktionen von infizierten DCs mit T-Zellen.
Daruber hinaus sollte geklart werden, ob infizierte DCs an der Induktion von
regulatorischen T-Zellen beteiligt sind.

Aus den in diesen Experimenten gewonnenen Erkenntnissen kdnnten sich neue
Therapieoptionen gegen die Retrovirus-induzierte Immunsuppression ableiten

lassen.
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2. Material
21. Gerate

Tabelle 4: Gerateliste:

Gerate

Hersteller

CO, Brutschrank

Thermo, Dreieich

Durchflusszytometer FACS Calibur

BD Pharmingen, Heidelberg

FACSDiVA Sorter

BD Pharmingen, Heidelberg

Zentrifuge

Megafuge 1.0R Heraeus, Miunchen

Kuhlschrank

LIEBHERR Comfort, Ochsenhausen

Gefrierschrank

LIEBHERR Comfort, Ochsenhausen

Manuelle Pipetten

Eppendorf 10, 20 100, 200, 1000ul,
Hamburg

Werkbank

KOJAIR® , Meckenheim

Auflichtmikroskop (Umkehrmikroskop)
CK 2

Hund, Wetzlar

MACSMULTI Stand

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach

Szintillationszahler

JVC, SR-S970E, Japan

Zell-Harvester

TOMTEC, Orange, CO, USA

Licht- und Fluoreszenzmikroskop

Leica, Bensheim

S-VHS Videorekorder

JVC, Friedberg

Thermoregulatoren

MAW!I-Therm, Monheim

Warmelampen

Phillips, Amsterdam

LightCycler 2.0

Roche, Mannheim
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2.2. Verbrauchsmaterial

Tabelle 5: Materialliste:

Material

Hersteller

50ml Testrohrchen, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

25ml Testrohrchen, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

FACS-Ro6hrchen

BD, Heidelberg

1ml Pipetten, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

5ml Pipetten, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

10ml Pipetten, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

25ml Pipetten, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

Petrischalen fur Gewebekulturen,

Cellstar®

Greiner bio-one, Frickenhausen

5ml Einmalspritzen

B. Braun, Melsungen

10ml Einmalspritzen

B. Braun, Melsungen

G23-Nadel BD, Heidelberg
G25-Nadel BD, Heidelberg
G27-Nadel BD, Heidelberg

TC-6 Well Platte, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

TC-24 Well Platte, steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

PS-96 K Mikroplatte U-Form

Greiner bio-one, Frickenhausen

Microtest™, Zellkulturplatte, 96 Well,
Flachplatte

Falcon BD, Heidelberg

Zahlkammer nach Neubauer

BD, Heidelberg

25cm? Zellkulturfalschen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Pinzetten gebogen, spitz

Oehmen, Essen

Pinzetten gebogen

Oehmen, Essen

Scheren

Oehmen, Essen
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2.3. Versuchstiere
2.3.1. Wildtyp Mause

Balb/c : Resistenzgene: H-2D ¥ Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, (Deutschland)

C57BL/6, (B6 ): Resistenzgene H-2DP® Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, (Deutschland)

(B10AxA.BY), F1 Resistenzgene: H-2D?" | eigene Zucht,

(Y10A): Zentrales Tierlabor, Unversitatsklinikum Essen

(B10xA.BY), F1 Restienzgene: H-2DP® eigene Zucht,

(Y10): Zentrales Tierlabor, Unversitatsklinkum Essen

2.3.2. Transgene Mausstamme

CD-8 TCRtg: Spezifisch fiir D°GagL FV Epitop (OHLEN et al., 2002)

Balb/c DO11.10: TCR OVA, Peptid 323-339, (HoGaQuisT et al., 1997) Tier-
zuchtanlage, Prof. Blankenstein (Max-Delbriuck-Centrum,

Berlin)

Alle Tiere waren zum Versuchsbeginn mindestens acht Wochen alt. Alle Mause
stammen aus einer speziell pathogenfreien (SPF) Tierzuchtanlage. Die Tiere wurden
fur die Dauer der Versuche unter SPF Bedingungen gehalten und hatten freien
Zugang zu Trinkwasser und Standardfutter. Tierexperimente wurden gemal den
Richtlinien der ,Federation of European Labortory Animal Science Association®
durchgefuhrt. Die Mause am Universitatsklinikum Essen wurden unter tierarztlicher

Kontrolle gezlchtet.
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2.4. Chemikalien und Medien
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien und Medien von der Firmen
Applichem (Darmstadt), Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Gibco (Karlsruhe) und
Sigma (Munchen) bezogen.

Agarose, AIM-V®-Medium, 3-Amino 4-Ethylencarbazole (AEC), Ammoniumchlorid,
Bleicitrat, BSA (Rinderserum Eiweil3), Calciumchlorid, CFSE, Chloroform, DEPC, N-
N-Dimethylformamid, (DMSO0), DNasel,
hydrogenphosphat, DQ-OVA (Invitrogen), EDTA, Ethanol, Essigsaure, FCS, Formalin
(40%), Fotales Kalberserum (Biochrom KG), Glucose, Glutaraldehyd, L-Glutamin,
(Polybren),

Dimethylsulfoxid Dinatrium-

Heparin, Hexadimethrine bromide Isopropanol, Kaliumchlorid,
Kaliumdihydrogenphosphat, Kollagenase Typ 3 (Worthington), Kollagenase Typ VII
von C. histolyticum (CO773), Magnesiumchlorid, Magenesiumsulfat, MEM-Medium,
3-Mercaptoethanol, Natriumacetat, Natriumazid, Natriumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumpyruvat; Osmiumtetroxid, Phenolrot, Polybrene A,
PP2 (Calbiochem®), Propylenoxid, RPMI-Medium, Salzsdure, Schwefelsiure,
Streptavidin-AP, TRIzol (GIBCOBRL), Trypanblau, Trypsin, Tween 20, Uranylacetat,

Wasserstoffperoxid,

2.5. Wachstumsfaktoren

Tabelle 6: Wachstumsfaktoren

Zytokine Hersteller

GM-CSF Zelllinie NIH 3T3-GM-CSF von Dr.
Blankenstein, Berlin

IL-4 Zelllinie NIH 3T3-IL-4 von Dr. Schmitt,
Wien, AU

IL-2 ImmunoTools, Friesoythe

Recombinantes Human FLT 3 Ligand ImmunoTools, Friesoythe
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Tabelle 7: Stimulationsfaktoren

Zellstimuli Hersteller
LPS (E.coli 026:B6) Sigma, Deisenhofen
Poly(I:C) InvivoGen, San Diego

Universal Interferon-a (AID)

-recombinant-

PBL Biomedical Laboratories,

Piscataway

OVA Pepid

Applied Biosystems, Weidenstadt

CpG siehe Tabelle: 13

2.6. Antibiotika

Penicillin-Streptomycin (Gibco)

2.7. Haufig verwendete Puffer und Medien

Alle Lésungen und Puffer wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit zweifach

destilliertem H,O angesetzt.

Tabelle 8: Puffer und Medien

Bezeichnung

Zusammensetzung

AEC Gebrauchslésung

AEC-Stock-Losung wurde 1:20 in 0,05 M
Natriumacetat angesetzt und die
Reaktion mit 0,5ul 30% H>O2/ml Losung

gestartet.

AEC-Stocklosung (4mg/ml)

AEC-Tabletten in N-N-Dimethylformamid

gelost.

Einfriermedium

20ml FCS
10mI DMSO
20ml RPMI

Medium fiir Dendritische Zellen

RPMI 1650 (500ml)

10% FCS

50uM 2-Mercaptoethanol
4mM L-Glutamin

1mM Natriumpyruvat

1% Penicilin/Steptomycin
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5ng/ml GM-CSF (Uberstand)
1ng/ml IL-4 (Uberstand)

Medium fiir T- Zellen

AIM-V® Medium
5% FCS
100U/ml IL-2

PBBS

0,2g KH;PO4
1,15g Na;HPO,4
0,14g CaCl,

0,32g KCI

7,2g NaCl

0,2g MgCl>x 6H,0
0,2g MgSO4x7H,0
1ml Phenolrot (1%)
1,0g Glukose

2 1Liter HoOgest

PBS

137mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3mM Na;HPO4x 7H,0
1,4mM KH,PO4

1,5mM CacCl,

1mM MgCl,

2 1Liter H2Ogest

Lysepuffer
(fur die Lysierung von Erythrozyten)

4,15g NH4CI

0,5g KHCO;

1,85g NaEDTA

ad 500ml Aqua dest

MACS Puffer (entgast)

0,5% BSA
2mM EDTA
Z 1Liter PBS

FACS Puffer

PBS
0,02% Natriumazid
0,1% BSA
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2.8. Antikorper fiir die DurchfluBzytometrie

Tabelle 9: In der hier vorliegenden Arbeit eingesetzte Antikérper

Epitop Konjugat Klon Bezugsquelle
(Anti-Maus-)
H-2D° FITC KH95 BD Pharmingen
PE
H-2D¢ FITC 34-2-12S BD Pharmingen
I-A/l-E FITC 2G9und BD Pharmingen
PE M5114.15.2
CD4 FITC L3T4, H129.19 BD Pharmingen
PE und
PerCP RM4-5
APC
CD8 FITC Ly-2 BD Pharmingen
PerCp
APC
CD11b FITC M 1/70 BD Pharmingen
PE
APC
CD11c FITC HL3 BD Pharmingen
PE
APC
CD14 FITC mC5-3 BD Pharmingen
CD19 FITC 1D3 BD Pharmingen
PE
APC
CD25 FITC PC61und BD Pharmingen
PerCP 7D4
APC
CD40 FITC 3/23 BD Pharmingen
PE
CD44 FITC IM7 BD Pharmingen
CD45R FITC RA3/6B2 BD Pharmingen
CD54 FITC 3E2 BD Pharmingen
CD62L FITC MRC-OX-85 ImmunoTools
CD69 PE H1.2F3 BD Pharmingen
CD80 FITC 16-10A1 BD Pharmingen
CD86 FITC GL1 BD Pharmingen
CD 83 PE Michel 17 eBioscience
CD197 FITC 4B12 Serotec
IgG2b FITC Caltag, San
PE Francisco, CA,USA
Anti-Foxp3 FITC FJK-16s eBioscience
Anti-GITR PE DTA-1 eBioscience
TER 119 PE Ly-76 eBioscience
Anti-mPDCA FITC JF05-1C2.4.1 Miltenyi Biotec
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Tabelle 10: Charakterisierung der Fluorochrome

Bezeichnung Absorption (nm) Emission (nm)
FITC 488 525
PE 488 575
CyChrome 488 670
PerCP 488 670
7- AAD 633 650
APC 633 660

Tabelle 11: Sonstige Antikorper

Horse Radish Peroxidase HRP gekoppelte Ratte anti Maus IgGimonoklonaler AK
(Klon: X56)

HRP gekoppelter Ziege anti-Maus IgG2a (NatuTec Nr. E 90-107)

HRP gekoppelter Ziege anti-Maus Immunoglobulin (bindet bevorzugt IgG , IgA und
IgM; Dako)

Monoklonaler AK 720: Maus Anti MulLV env. (Isotyp IgG2b) (ROBERTSON et al.,
1991)

Monoklonaler AK 34: Maus Anti MuLV p15 (Isotyp 1gG2b) (CHESEBRO et al., 1983)

Monoklonaler IgG2b PE-gekoppelter Antikorper Ziege-anti-Maus (Caltag)

Monoklonaler IgG2b FITC-gekoppelter Antikorper Ziege-anti-Maus (Caltag)

Monoklonaler CD11c MikroBeads Hamster anti-Maus Antikorper (Klon: N418)
(Miltenyi Biotec)

Monoklonaler PE MikroBeads anti-PE Antikorper (Miltenyi Biotec)

Monoklonaler CD8 MikroBeads anti-Maus Antikorper (Klon: L3T4) (Miltenyi Biotec)
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2.9. F-MuLV spezifische Peptid (T-Zell-Epitop)
Das verwendete MuLV spezifische CD-8 T-Zell-Peptid wurde von der Firma PAN
Tecs (Tubingen) synthetisiert. Das Peptid wurde in 100% sterilem DMSO geldst.

Tabelle 12: T-Zell-Epitop

Peptidname Sequenz Referenz
FMR -H-2D° GagL CD-8 AbuAbuLAbuLTVFL SCHEPERS et al., 2002
epitope

2.10. Kommerzielle Standardtests

Annexin V- FITC Apoptosis Detection KIT | BD Pharmingen, Heidelberg
MACS anti- CD 11c Beads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MACS anti-CD 8 Beads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

MACS anti- PE Beads Miltenyi Biotec ,Bergisch Gladbach

OptEIA Mouse IFNy Set, ELISA, BD Pharmingen,Heidelberg,

OptEIA Mouse GM-CSF, ELISA, BD Pharmingen,Heidelberg

OptEIA Mouse IL-4 BD, ELISA, Pharmingen, Heidelberg

Mouse IL-12 p70, ELISA, eBioscience, San Diego

Mouse Interferon Alpha, ELISA, PBL Biomedical Laboratories, Piscataway
RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden

QuantiTect Probe PCR Kit, Qiagen, Hilden
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2.11. Viren Zelllinien
Viren
Friend Virus Komplex (DITTMER et al., 1999)
Der verwendete FV Stock wurde aus infizierten Mausen gewonnen
(siehe. Kapitel 3.2.).
Friend Murine Leukemie Virus (Helper Virus) (DITTMER et al., 1999)

Der verwendete Helfer Virus Stock wird von Mus dunni Zellen produziert
(siehe Kapitel 3.3.).

Tabelle 13: Zelllinien

Zelllinie Herkunft

GM-CSF Zelllinie Zelllinie NIH 3T3-GM-CSF von Dr.
Blankenstein, Berlin

IL-4 Zelllinie Zelllinie NIH 3T3-IL-4 von Dr. Schmitt,
Wien, AU

Mus dunni Maus Fibroblasten Zell-Linie (LANDER &
CHATTOPADHYAY, 1984)

2.12. Oligonukleotid-Primer

R-Aktin
5" AAA TCG TGC GTG ACA TCA AA 3' (sense)
5' CAA GAA GGA AGG CTG GAA AA 3' (anti-sense)

F- MULV env

5"-(6FAM) ACTCCCACATTGATTTCCCCGTCC (TAMRA)-3
5" AAG TCT CCC CCC GCC TCT A 3' (sense)

5" AGT GCC TGG TAA GCT CCC TGT 3' (anti-sense)

TLR 3 Qiagen, Hilden

TLR 4 Qiagen, Hilden

TLR 9 Qiagen, Hilden
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2.13. CpG ODN Sequenzen
Die CpG-ODN wurden von der Firma MWG (Ebersberg) hergestellt. Die ODN wurden

in sterilem PBS verdiinnt und bei 4°C gelagert.

Tabelle 14: CpG ODN Sequenzen

ODN-Name Sequenz

CpG-1668 5'- tcc atg acq ttc ctg atg ct -3’
CpG-Kontrolle 5'- tcc atg agc ttc ctg atg ct -3’
CpG.1826 5’- tcc atg acg ttc ctg acg tt -3’
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3. Methoden

3.1. Versuchstiere

3.1.1. Infektion

Die Infektion der Mause mit dem Friend Virus wurde mit einer 0,5 x 25mm Kanlle
intravends (i.v.) in die laterale Schwanzvene durchgefihrt. Dazu wurde der
Virusstock mit sterilem PBS verdunnt. Es wurde mit 3000SFFU (Balb/c) oder
4500SFFU (Y10A) pro Maus injiziert. Das Injektionsvolumen betrug 0,5ml.

3.1.2. Betdubung der Mause mit Isofluran®
FUr die Palpation der Milz und die retroorbitale Blutenthahme wurden die Mause mit
Isofluran betaubt. Dazu wurden die Tiere in einen Glastopf gesetzt, in dem sich ein

mit Isofluran® getranktes Tuch befand.

3.1.3. Palpieren von MilzgroRen

Mit Hilfe der Palpation der Milz wurde der FV-induzierte Krankheitsverlauf verfolgt.
Fir die Palpation wurde die Maus betaubt und den MilzgréRen ein Wert von 1-4
zugeteilt. (siehe Abbildung 3)

3.1.4. Organentnahme

Zur Organentnahme wurden die Tiere mit Isofluran® betdubt und dann durch
Genickbruch getotet. Die Milz wurde entnommen und in eine 6-Well-Platte mit 5ml
PBBS Uberfuhrt.

3.2. In vivo Herstellung eines Friend Virus Stocks

Das Friend Virus (FV) besteht aus zwei Viren, dem ,Spleen Focus Forming Virus®
und dem ,Friend Murine Leukemia-Virus“ (siehe Kapital 1.4.3.). Der FV-Stock wurde
aus infizierten Mausen gewonnen. Dazu wurden Balbc-Mause mit 1000-1500SFFU
infiziert, nach neun Tagen getdtet und aus den Milzen ein Milzzell-Homogenat (10-
20%) in PBBS mit 2mM EDTA hergestellt. Der Virusstock wurde bei -80°C gelagert.
Zur Titration dieses Stocks wurden Y10A Mause infiziert und den Tieren nach 14
Tagen die Milzen entnommen. Mit Hilfe der sogenannten Bouin's Lésung (Sigma)

lassen sich maligne Zellhaufen, die durch die FV Infektion entstehen, auf der Milz
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anfarben. Die Anzahl dieser ausgezahlten Foci ergab die Viruskonzentration

(»Spleen Focus Forming Units®, SFFU).

3.3. Herstellung eines Friend Murine Leukemia Virus-Stocks in vitro.
Mus dunni Zellen wurden in 25cm? Zellkulturflaschen in 10ml RPMI Medium (10%
FCS, Penicillin/Streptamicin) ausplattiert und anschlie®end 50ul Polybrene 0,8ug/ml
zugegeben. Danach wurden die Zellen mit F-MuLV (MOI 1) Stock infiziert. Die Zellen
wurden anschlieRend bei 5% CO, und 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach drei
Tagen wurden die Zellen mit Trypsin abgelost und in RPMI Medium aufgenommen.
Zur Uberpriifung der Prozentzahl an infizierten Mus dunni Zellen wurden diese mit
AK 720 und PE-gekoppelten Ziege-anti-Maus anti-lgG2b Antikorper fur jeweils 30min
inkubiert.  Die  Prozentzahl infizierter Zellen wurde anschlielend im
Durchflusszytometer bestimmt. Wenn die Zellen zu 50-100% infiziert waren, wurden
diese in 175cm? Zellkulturflaschen in 50ml RPMI Medium ausplattiert. Die Zellen
wurden bei 5% CO, und 37°C im Brutschrank inkubiert, bis diese ca. 50-75%
konfluent waren. Dann wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Danach wurde der Uberstand geerntet, aliquotiert und bei -
80°C gelagert. Fir die weitere Verwendung wurde die Aktivitit des F-MulLV
bestimmt. Der Test zur Bestimmung der Aktivitdt des F-MuLV-Stocks beruhte auf
dem Prinzip des ,Infections center‘-Tests (siehe Kapitel 3.11.). Es wurde eine
Verdinnungsreihe des Uberstandes hergestellt und dieser dann auf Mus dunni
Zellen gegeben. Nach drei Tagen Inkubation im Brutschrank wurde der Test

ausgewertet.

3.4. Zellzahlbestimmung

Fir die Bestimmung von Zellzahlen wurden Einzelzellsuspension 1:2 oder 1:10
verdinnt, mit 0,4% Trypanblau (in PBS gel6st) versetzt und in einer
Neubauerkammer gezahlt. Trypanblau farbt tote Zellen an. Fur die

Zellzahlbestimmung wurden nur lebende Zellen gezahlt.

3.5. Zellkultur

3.5.1. Kultivierung von Zellen
Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 5% CO./ Luft-Gemisch.
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Adharent wachsende Zelllinien wurden in liegenden Kulturflaschen inkubiert. Zum
Ernten und Verdunnen dieser Zellen wurde das verbrauchte Medium dekantiert und
die Zellen mit 5%Trypsin-EDTA Uberschichtet und kurz im Brutschrank inkubiert, bis
sich ein Groliteil der Zellen vom Boden abldste. Dieser Prozess wurde anschliefend
mit 10ml kaltem Vollmedium gestoppt, und die Zellsuspension wurde abzentrifugiert
(1200U/min 5 Minuten). Das so gewonnene Zellpellet wurde in 1ml Vollmedium
gelost und in neue Kulturflaschen ausgesat. In Suspension wachsende Zelllinien
wurden stehend in Kulturflaschen inkubiert. Zum Ernten und Verdunnen dieser Zellen

wurden sie abzentrifugiert.

3.5.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langeren Lagerung von Zellkulturzellen wurden diese in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. 1x 10° Zellen/ml wurden dazu in Einfriermedium (40% FCS, 10% DMSO
und 50% RPMI-Medium) resuspendiert. Aliquots von 2ml wurden in Einfrierrohrchen
Uberfihrt und bei -20°C fiir 2-3 Stunden eingefroren. Vor der Uberfiihrung der Zellen
in den fliissigen Stickstoff wurden die Zellen (iber Nacht bei -80°C gelagert.

Zum Auftauen von Zellen wurden diese schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und sofort in 10ml aufgewarmtes Medium (37°C) Uberfiihrt. Die Zellen wurden 10min
bei 1200rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut mit Medium gewaschen
um das DMSO aus dem Medium ganzlich zu entfernen. Die Einzelzellsuspension
wurde im Verhaltnis 1/5 und 4/5 gesplittet, in kleine Zellkulturflaschen uberfuhrt und
auf ein Endvolumen von 10ml mit RPMI-Medium aufgefullt.

3.5.3. Generierung und Kultur von murinen myeloiden Dendritischen Zellen

Eine 6-8 Wochen alte Maus wurde durch Isofluran® anasthesiert und durch
Genickbruch getotet. AnschlieRend wurde das Tier mit einem Desinfektionsmittel
(Terralin®) bespruht. Das Fell wurde an den Beinen von Muskulatur abgelost und die
Beine im Bereich der Hlftknochen abgetrennt. Die Flfde wurden entfernt. Nach der
Trennung von Ober- und Unterschenkelknochen wurden die Knochen von Muskeln
und Sehnen befreit und die Epiphysenenden er6ffnet. Durch die eroffneten
Epiphysen konnte das Knochenmark aus Femur und Tibia mit Hilfe einer 5ml Spritze
mit ca. 5ml sterilem DC-Medium und einer 23G Kanulle ausgespult werden. Der
Inhalt der Markhdhle wurde in einem Greiner Réhrchen gesammelt. Um eine
Zellsuspension herzustellen wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und

Abpipettieren durch eine 23G Kanule gespritzt. Die Zellsuspension wurde
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anschlieBend in 50ml Rohrchen fir 10 Minuten, 1300U/min 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und mit 1ml neuem DC Medium aufgefiillt, anschlieRend
wurde die Zellzahl bestimmt.

In jede Petrischale wurden 3x10° Stammzellen zu 10ml DC-Medium gegeben. Zur
Kultivierung wurden dem Medium 5ng/ml GM-CSF (Uberstand) und 1ng/ml IL-4
(Uberstand) zugegeben. Am nachsten Tag wurde pro Petrischale 10ml frisches DC-
Medium zugegeben. Nach drei Tagen wurde pro Platte 10ml des alten DC-Mediums
abgenommen, die Zellen abzentrifugiert, in 10ml frischem DC-Medium aufgenommen
und wieder auf die Petrischale zurlckgegeben. Nach sieben Tagen Kultur unter
Standardbedingungen standen die Dendritischen Zellen fir Experimente zur

Verfugung.

3.5.4. Generierung und Kultur von murinen plasmazytoiden Dendritischen
Zellen (pDCs)

Frische isolierte Knochenmarkzellen (siehe Kapitel 3.5.3.) wurden mit DC-Medium
auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/ml eingestellt, mit 100ng/ml humanem FIt3-
Ligand versetzt und 5ml Zellsuspension je Napf in eine 6-well Platte ausgesat. Die
Kultivierung der Zellsuspension erfolgte fur 10Tage im COz-Inkubator bei 5% CO;
und 37°C nach drei, finf und sieben Tage wurde die Halfte des Mediums gewechselt.
Nach dieser Zeit lagen die gewulnschten Zellen als Suspensionszellen vor und
wurden nach mehrmaligem Spulen des Bodens mit dem Kulturmedium aus der 6-

well Platte pipettiert.

3.5.5. Gewinnung von infizierten DCs

Zur Gewinnung von infizierten DCs wurde eine Balbc-Maus mit 3000 SFFU infiziert.
Zehn Tage nach der Infektion war die Maus akut an einer FV-induzierten Leukamie
erkrankt. Die Isolierung von Knochenmarkzellen und Anzucht von infizierten DCs
erfolgte dann wie im Kapital 3.5.3. beschrieben. Der Phanotyp der so generierten

DCs wurde anschlielRend mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
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3.5.6. Stimulation von uninfizierten und infizierten Dendritischen

Zellen
Soweit im Text nicht anders angeben, wurden die Stimulation von DCs mit Toll-like
receptor Liganden und Interferon-alpha (siehe Tabelle 15) durchgefihrt.

Tabelle15: Konzentrationen von Stimulationssubstanzen fiir DCs

Stimulus Eingesetzte Endkonzentration
CpG-ODN 6ug/mi

Poly(I:C) 100ug/mi

IFNa 1000U/ml

3.6. Das MACS-System zum Sortieren und Isolieren von Zellen

Um Zellpopulationen, die bestimmte Proteine auf ihrer Oberflache exprimieren, zu
isolieren, wurde die Magnetseparation verwendet. Das ,Magnetic Activated Cell
Sorting“ (MACS; Miltenyi Biotech GmbH, Deutschland) arbeitet mit submikroskopisch
kleinen, superparamagnetischen, antikdrpergekoppelten Kigelchen (MicroBeads) die
keinen Einfluss auf die Funktionalitat der Zellen haben (ScHuUMM et al., 1999).

Die Dendritischen Zellen oder Milzzellen wurden in einer Konzentration von 1x107 bis
1x10® Zellen/ml in MACS-Puffer resuspendiert und 15 Minuten mit MicroBeads
(CD11c-Beads) markierten Antikorpern bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden dann
zweimal gewaschen und Uber eine auf einen Magneten gesetzte und mit 3ml MACS-
Puffer gewaschene Saule gegeben. Nachdem die Zellsuspension durchgelaufen war,
wurde die Saule dreimal gewaschen. Zellen, die mit Antikbrper markiert waren,
wurden von dem Magneten zurlickgehalten, alle anderen Zellen flossen durch die
Saule durch. Bei einer Positivselektion musste die Saule aus dem Magnetfeld
entfernt werden. Die markierten Zellen wurden mit einem Stempel und ca. 5mi

MACS-Puffer aus der Saule gewonnen.

3.7. Isolierung von Dendritischen Zellen aus der Milz

Die Isolierung von DCs aus der Milz ist beschrieben in VREMEC et al., 1992. Zur
Erstellung einer Milzzellsuspension wurde die entnommene Milz in 5ml PBBS durch
ein Sieb zerrieben, die groben Bestandteile entfernt und die Einzelzellsuspension in
ein Rohrchen uberfuhrt. Die Suspension wurde auf 10ml mit PBBS aufgefullt und mit
200ul Kollagenase Typ 3 (Worthington) (Stock: 50mg/ml), 100ul DNase | (Applichem)
(Stock 20mg/ml) und 200ul FCS versetzt. Die Roéhrchen wurden auf einem
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Schittelinkubator bei 37°C fiir 20min inkubiert. Anschlielend wurde zu der Lésung
noch 70upl 0,5M EDTA-L6sung zugegeben und fur weitere 5min im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde die Suspension 10min bei 1200U/min zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 5ml Lysepuffer gelést und 5min bei Raumtemperatur
stehengelassen, dabei wurden alle kernlosen Zellen (Erythrozyten) lysiert.
AnschlieRend wurde mit 5ml PBBS aufgefullt, eine Zahlprobe entnommen und die
Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden auf eine
Zellzahl von 1x10® eingestellt. AnschlieRend wurden alle CD11c* Zellen mit dem
MACS-System (siehe Kapitel 3.6.) isoliert. Anschlielend konnte die Prozentzahl an
FV—infizierten DCs mittels DurchfluRzytometrie in der Milz bestimmt werden (siehe
Kapitel 3.8.2.).

3.8. DurchfluBzytometrie

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie lassen sich einzelne Zellen oder Zellpopulationen
aus einer heterogenen Zellpopulation analysieren. Dabei kdnnen spezielle
Oberflachenstrukturen und intrazellulare Proteine der Zellen identifiziert,
charakterisiert und quantifiziert werden. Dazu wurden spezifische Fluorochrom-
markierte Antikorper verwendet, die an Oberflachenproteine binden (siehe Tabelle
9). Die Fluoreszenzeigenschaften der Zellen wurden mit einem FACS Calibur von

Becton Dickinson gemessen und mit CellQuest-Software analysiert.

3.8.1. Farbung von Oberflachenproteinen (CD)

5x10° bis 1x10° Dendritische Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen, in 100yl
FACS-Puffer und 0,5-2ul konjungiertem Antikorper aufgenommen und 30min bei 4°C
im Dunkeln inkubiert. Nach einmaligem Waschen in FACS-Puffer wurden die DCs im
Durchflusszytometer (FACScan, Heidelberg, Germany) analysiert. Falls nicht anders

angeben, wurden alle Antikdrper von Pharmigen (Heidelberg, Germany) bezogen.

3.8.2. Bestimmung der Prozentzahl von FV-infizierten Dendritischen

Zellen
FUr die Bestimmung der Anzahl von FV-infizierter DCs, wurden 1x10° DCs mit dem
Antikérper 34 (AK 34) inkubiert. FV infizierte Zellen exprimieren an der Oberflache
das glykolysierte FV Gag-Protein, an welches der AK 34 bindet. Der AK 34 ist nicht

mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert, so dass fur die durchflulzytometrische
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Analyse ein zweiter Antikérper eingesetzt werden musste. Dieser zweite AK (IgG2b-
PE; monoklonaler Ziege anti-Maus AK) bindet an den AK 34. Mit den Antikorpern CD
11c, CD80, CD86, CD40 und CD83 wurde die jeweilige Zellpopulation gefarbt. Vor
der Farbung mit dem AK 34 musste eine Fc-Rezeptor-Absattigung durchgefihrt
werden um eine unspezifische Bindung des zweiten Antikdrpers zu verhindern. Dazu
wurde der Anti-Maus CD16/CD32 AK 10min bei 4°C mit den Zellen inkubiert. Die
Zellen wurden dann mit FACS-Puffer 1x gewaschen. Anschlielfend wurden die
Zellen 30min bei 4°C mit dem AK 34 inkubiert und dann 2x mit FACS-Puffer
gewaschen. Nun wurden die Zellen mit dem zweiten AK (Monoklonaler IgG2bPE)
und mit dem Antikérper CD11c flir 30min bei 4°C inkubiert. Nachdem die Zellen 2x
mit FACS-Puffer gewaschen wurden, wurde die Anzahl der FV-infizierten DCs mittels

DurchfluRzytometer bestimmt.

3.8.3. Vitalitats-Nachweis der uninfizierten und infizierten DCs

Bei dieser Methode wurden die apoptotischen Zellen nach einer bewahrten Methode,
der Annexin V-Durchflusszytometrie, sichtbar gemacht. Annexin V ist ein Protein mit
der Fahigkeit, Ca®*-lonen an Phospholipide zu binden. Dies kann man sich bei der
durchflusszytometrischen Apoptosebestimmung zunutze machen. Phosphatidylserin
ist ein Phospholipid, das sich bei intakten Zellen an der Innenseite der Zellmembran
befindet. Bei fehlender Verfugbarkeit von ATP in der frihen Phase des kontrollierten
Zelltodes wechselt dieses Molekul von der Innenseite der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran auf die AulRenseite. Externalisiertes Phosphatidylserin ist daher bereits
in der frthen Phase der Apoptose zu detektieren, indem man es mit Annexin V, das
an ein FITC-Molekul gekoppelt ist, markiert. Um die Unterschiede zwischen
uninfizierten und infizierten DCs in ihrer Vitalitdt zu berechnen, wurde auf die DCs
gegatet die (Annexin positiv/7AAD negativ) sind. Fir die Durchfuhrung des Tests
wurde der kommerzielle Standardtest Annexin V- FITC Apoptosis Detection KIT | von
BD Pharmingen (Heidelberg) verwendet. Die DCs wurden im Durchflusszytometer

mit dem Programm CellQuest (BD) ausgewertet.
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3.8.4 Endozytose von DQ™ Ovalbumin

Um die Endozytose-Aktivitat und die Verarbeitung von Antigen an uninfizierter und
infizierter DCs zu untersuchen, wurden die Zellen bei 37°C fir 1h mit 0,5ug/ml FITC-
markierten Ovalbumin inkubiert. Das DQ™ Ovalbumin ist ,quenched® und fangt erst
an zu fluoreszieren, wenn es von den Zellen aufgenommen und im Protesom
zerkleinert wurde.

Als Kontrolle dienten DCs, die mit DQ™ Ovalbumin bei 4°C inkubiert wurden.
Anschlie®end wurden die Zellen zweimal gewaschen und im Durchflusszytometer

analysiert. Die Endozytose von DCs wurde zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen.

3.9. Zytokinnachweis mittels ELISA

3.9.1. IL-12 und IL10 Produktion von DCs.

Die IL-12 und IL-10 Produktion von uninfizierten und infizierten DCs wurde im
Uberstand gemessen Dazu wurden DCs aus uninfizierten und infizierten Balb/c-
Mausen angezuchtet (siehe Kapital 3.5.3.). Nach sieben Tagen wurden die
uninfizierten DCs mit CD11c und die infizierten DCs mit CD11c und AK 34
Antikorpern angefarbt. Anschlielend wurden die uninfizieten DCs auf CD11c
positive Zellen und die infizierten DCs auf CD11c und AK 34 positive Zellen im
FACSDIVA gesortet. Diese isolierten Zellen wurden dann auf eine Zellzahl von 1x10°
DCs eingestellt und 24 Stunden mit CpG 1826 oder Poly(l:C) stimuliert. Als Kontrolle
dienten uninfizierte DCs und infizierte DCs ohne Stimulation. Im zellfreien Uberstand
wurde dann entsprechend der Anleitung des Herstellers mit einem kommerziellen
Mouse- IL-12 und IL-10 ELISA-KIT (eBioscience, San Diego) der Gehalt an den IL-
12 p70 und IL-10 in Doppelbestimmung quantifiziert und die absolute Zytokinmenge

Uber eine Eichkurve ermittelt.

3.9.2. Nachweis der Produktion von GM-CSF und IL-4 von Zelllinien

Aus den Kulturflachen wurde nach 60 Stunden Kultivierung der Zelllinien der
Uberstand abgenommen und mit kommerziellen ELISA-Kits (Mouse GM-CSF und
Mouse IL-4 BD, Pharmingen, Heidelberg) gemal® der Anleitung der Herstellers der
Gehalt an GM-CSF und IL-4 quantifiziert.
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3.10.Transmissionselektronenmikroskopie

3.10.1. Probenvorbereitung (Fixierung)

FUr die Untersuchung von infizierten Dendritischen Zellen im Elektronenmikroskop
wurden sieben Tage alte infizierte DC-Kulturen verwendet. Die DCs wurden auf eine
Zellzahl von 5x10° Zellen eingestellt und bei 1200U/min 10min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 2%igem Glutaraldehyd Uber Nacht bei 4°C fixiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 2%iger Agarose in einen Block gegossen. Die weitere
Fixierung und Vorkontrastierung des Zellblockes erfolgte fur 2h in 1%
Osmiumtetroxid.  Abschlie®Bend wurden die Proben dreimal 15min in
Natriumcacodylatpuffer 0,1M gespult. Das Material wurde dann in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 50%, 70%, 90%, 100% je 30min) dehydriert und
uber Propylenoxid (2x 30min; 1h Propylenoxid: Epon (2:1); 24Stunden in
Propylenoxid: Epon 1:1; 60min pures Epon) in Epon eingebettet und in
Gelatinekapseln gegossen. Die Polymerisation erfolgte uber 48 h im Warmeschrank
bei 60°C.

An einem Ultramikrotom Reichert Ultracut (Reichert, Wien, Osterreich) wurden 60nm
dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Kupfernetzchen aufgezogen und
mit 5%igem Uranylacetat und Bleicitrat (1,33g auf 50ml) jeweils fur 15 min
nachkontrastiert. Die nachfolgende Auswertung und die fotografische Dokumentation
erfolgte mit einem Zeiss EM 902A Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss AG,
Oberkochen).

3.11. Nachweis von infektiosen DCs mit Hilfe des ,,Infectious Center

Assay*“
Die Anzahl FV infektiosen DCs in der Kultur wurde mit diesem Test bestimmt. Dazu
wurden aus DC-Kulturen mit Hilfe der CD-11c” Beads die Dendritischen Zellen
isoliert. (siehe Kapital 3.6.). Die aufgereinigten DCs wurden titriert und mit
Indikatorzellen (Mus dunni) koinkubiert. Infektiose DCs infizieren durch Zell-
Zellkontakt die Mus dunni-Zellen. Diese teilen sich und geben das FV an ihre
Tochterzellen weiter. Es entsteht ein Virus-Focus. Diese Foci kdnnen mittels
Antikérperreaktion und Substratreaktion angefarbt werden. Als FV-spezifischer
Antikorper wurde AK 720 verwendet, dieser bindet an das MuLV-env. Der zweite
.,Horse Radish Peroxidase“ (HPR) gekoppelte Antikorper (Ziege anti-Maus 1gG2b-
HRP) bindet an die Fc-Region des ersten Antikorpers. Das l6sliche Substrat (3-
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Amino-9-Ethylcarbazole; AEC) wurde von HRP umgesetzt und in ein I6sliches rotes
Produkt umgewandelt. Die entstandenen roten Punkte markieren auf dem Zellrasen
die Virus-Foci. Anhand der Verdlinnungsreihe und der Gesamtzellzahl konnte die
Anzahl der infektidsen DCs bestimmt werden.

Dazu wurden am ersten Tag eine definierte Anzahl Indikatorzellen in eine 6 well
Gewebekulturschale  (6,6x10°  Zellen/ml)  ausgesdt. Es  wurden  3ml
Indikatorzellsupension pro well ausplattiert. Am nachsten Tag wurden zu den
kultivierten Indiktorzellen die DCs nach der Aufreinigung mit CD11c Beads auf 1x10’
Zellen/ml eingestellt und eine Verdiinnungsreihe von 10° bis 10? hergestellt. Jeweils
1x10%/ml bis 1x10%/ml Zellen wurden auf die Indikatorzellen gegeben und drei Tage
koninkubiert. Die Inkubation fand bei 37°C und 5% CO, statt. Als Kontrolle des Tests
wurden jeweils drei wells mit F-MuLV und drei wells ohne Virus mitgefuhrt. Bei der
Kontrolle mit freiem Virus musste Polybrene A (4ug/ml) hinzugegeben werden. Das
Polybrene A diente dazu, dass das freie Virus besser an die Rezeptoren der
Zelloberflache binden konnte (TOYOSHIMA & VOGT, 1969).

Nach drei Tagen wurde der Test ausgewertet. Dazu wurde das Medium dekantiert
und die Zellen mit 95% Ethanol fur 5-10min fixiert. Die fixierten Zellen wurden 1x mit
PBS und 1x mit PBS/0,1% BSA gewaschen. Der erste Antikdrper (AK 720) wurde 1-
2 Stunden bei RT inkubiert. Dazu wurden pro Well 600ul Hybridomauberstand (AK
720) verwendet. Anschliel3end wurden die Platten 2x mit PBS/0,1% BSA gewaschen.
Der zweite Antikorper (Ziege anti- Maus IgG2b-HRP; 0,05mol/L) wurde 1:400 in
PBS/0,1% BSA verdinnt und jeweils 600ul pro Well pipettiert. Die Inkubation betrug
20min bei RT. Nach dem Waschen mit PBS (2x) wurden 2ml frisch angesetzte
Substratlosung (AEC) pro Well zugegeben und 20min bei RT im Dunkeln inkubiert.

Nach dem Dekantieren, Waschen und Trocknen der Platten wurden die Foci gezahlt.

3.12. {*H} Tymidin Proliferationsassay

Die DCs wurden gezahlt und zentrifugiert (1500 U/min, 5min, 4°C). Die uninfizierten
und infizieten DCs aus der Balb/c-Maus wurden auf 5x10* Zellen in 2pl
Komplettmedium verdinnt und mit 0,1ug/ml OVA drei Stunden beladen. T-Zellen von
DO 11.10 M&usen wurden in eine Suspension von 5 x 10° Zellen/1,3ul gebracht. In
einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 2ul der T-Zell-Suspension mit 7,7 ml
Kollagengel (Zusammensetzung siehe Kapital 3.15.1.) und mit 2ul der DC

Suspension gemischt, anschlieend wurde das zur Polymerisierung im Brutschrank
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aufbewahrt. Sobald das Gel polymerisiert war, wurden weitere 40ul Kollagengel
hinzugefigt, um zu verhindern, dass das Gel im spater zugegebenen
Komplettmedium aufschwamm. Nachdem auch diese Schicht im Brutschrank
auspolymerisiert war, wurden 160ul Komplettmedium als Nahrungsbasis fur die
Zellen aufpipettiert und der Ansatz in den Brutschrank gestellt.

Alle Proben wurden dreifach angesetzt. Als Kontrollen wurden T-Zellen, infizierte und
uninfizierte DCs jeweils separat in den Test eingesetzt. Nach 60h Inkubation wurde
das Komplettmedium abpipettiert und durch 100yl frisches Komplettmedium ersetzt.
Zusatzlich wurden die Zellen mit 20ul {*H} Thymidin (=1 uCi) beladen und wieder in
den Brutschrank gestellt.

Weitere 15h spater wurde das Kollagengel verdaut, um die Zellen freizusetzen. Dazu
wurde Kollagenase Typ VIl eingesetzt (1U Kollagenase/4pul Kollagengel). Nach einer
Inkubation von ca. 30min im Brutschrank war das Medium klar und das Kollagengel
somit geldst. Ein Waschvorgang wurde angeschlossen und die Proliferation
gestoppt, indem mit Hilfe eines Harvesters die Flussigkeit abgesaugt und die Zellen
auf ein  Filterpapier gebracht wurden. Das Filterpapier wurde mit
Szintillationsflissigkeit in einer Plastikfolie eingeschweit und konnte dann im
Szintillationszahler analysiert werden. Der Szintillationszahler misst die Radioaktivitat
in Form von ,counts per minute“ (cpm). Die CPM wurden zweifach bestimmt und der

Mittelwert der drei identischen Ansatze in der Graphik dargestellt.

3.13. CFSE—Proliferationsassay

Um die Zellteilungsrate von antigen-spezifischen CD8" T-Zellen zu bestimmen,
wurden DCs vorher drei Stunden mit dem 1ug/ml FMR-H-2D° GagL CD-8 Peptid
beladen. Die CD8" T-Zellen wurden von CD8 TCR transgenen Mausen mit Hilfe des
MACS-System wie in Kapitel 3.6. beschrieben isoliert. AnschlieRend wurden die
CD8" T-Zellen mit 5-(6)-Carboxyfluorescein-Diazetat-Succinimidylester (CFSE)
markiert. CFSE ist ein fluoreszierender Farbstoff, der mit groRer Genauigkeit
zwischen den Tochterzellen aufgeteilt wird und es dadurch erlaubt, jede neue
Generation von Tochterzellen mittels FACS zu identifizieren. CFSE ist seiner
ursprunglichen Form membranpermeabel und nicht fluoreszierend. Nach Diffusion in
die Zelle wird es so verandert, dass das Molekll stark fluoresziert und die
Zellmembran nicht langer durchdringen kann. Zusatzlich bindet CFSE stabil an

intrazellulare Proteine. Proteine mit langer Halbwertzeit, wie z.B. die des
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Zytoskeletts, sind fur die lange Haltbarkeit der CSFE-Farbung verantwortlich. Um die
CD8" T-Zellen mit CFSE zu markieren, wurden die Zellen auf eine Konzentration von
5x10%/ml in PBS eingestellt. AnschlieRende wurde dem Gemisch eine Konzentration
von 0,5uM CFSE fiur 3min bei 37°C zugesetzt. Die Farbung wurde dann mit FCS
gestoppt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden 5x10* CD8* T-
Zellen mit 5x10° uninfizierte bzw. infizierte DCs in 250ul AIM-V+5% FCS in eine
Flachbodenmikrotiterplatte pipettiert.

Diese Flachbodenmikrotiterplatte wurde bei 37°C flr drei Tage inkubiert. Nach dieser
Zeit wurden die Zellen mit APC-konjugierten AK, gegen CD8 gerichtet war, gefarbt
und mittels FACS analysiert.

3.14. Stimulation von virus-spezifischen CD8" T-Zellen mit FV-

infizierten und uninfizierten DCs

Bei diesem Test soll gezeigt werden, ob FV-infizierte DCs virus-spezifische CD8" T-
Zellen zur INFy Produktion anregen kénnen. Dazu wurden die Milzen von C57BL/6
(Kontrolltier) und CD8 transgenen Mausen entnommen und die CD8" T-Zellen mit
Hilfe des MACS wie in Kapitel 3.6. beschrieben isoliert. Die CD8" T-Zellen wurden
auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt. Uninfizierte und infizierte DCs
wurden vorher drei Stunden mit dem 1ug/ml FMR-H-2DP GagL CD-8 Peptid beladen.
AnschlieRend wurden 2x10* uninfizierte oder infizierte DCs mit 1x10° T-Zellen, 250yl
AIM-V+5% FCS und IL-2 (100U) in eine Flachbodenmikrotiterplatte pipettiert.

Diese Flachbodenmikrotiterplatte wurde bei 37°C drei Tage inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde der Uberstand abgenommen, zentrifugiert und die Menge an INFy mit

einem ELISA bestimmt.

3.15. 3-D-Kollagen-Assay

Um zu untersuchen, welche Unterschiede zwischen uninfizierten und infizierten DCs
bezlglich ihrer antigenspezifischen Wechselwirkung mit CD4'- Zellen bestehen,
wurde das 3-D-Kollagenmodell verwendet. In dieses wurden TZR-transgene CD4'T-
Zellen aus DORAG-Mausen eingesetzt, die mit ihrem transgenen TZR ein Peptid aus
OVAIbumin (OVA) (ROBERTSON et al., 2000) im Kontext von MHC Il (IA%) erkennen
(HURST et al., 1997, MURPHY et al., 1990). Uninfizierte DCs und infizierte DCs wurden
mit OVA Peptid beladen, und dieses Antigen wurde spezifischen CD4" T-Zellen
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prasentiert. Zur Analyse des Einflusses von Antigen auf die Wechselwirkungen,

liefen als Kontrolle die gleichen Ansatze ohne antigenbeladene DCs mit.

3.15.1. Herstellung des 3-D-Kollagengels

Kollagengele fur die Analyse der Interaktionen von DCs und T-Zellen wurden wie
FRIEDL UND GUNZER, 2001 beschrieben hergestellt.

5x10* uninfizierte oder infizierte DCs aus der Balbc-Maus bzw. 5x10°-Zellen aus
DORAG-Mausen wurden in 33yl Komplettmedium aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde mit einer Kollagenlésung in einem Verhaltnis von 1:3
(Zellsuspension: Kollagengemisch) grindlich gemischt. Die Kollagenlésung bestand
aus einem Teil NaHCO3; (7,5%), zwei Teilen 10x MEM und 15 Teilen Kollagen. Die
Endkonzentration an Kollagen betrug 1,67mg/ml.

Die Kollagen-Zellen-Mischung wurde in eine selbst konstruierte Glaskammer gefullt
(siehe Kapitel 3.14.2.). Nach Polymerisierung des Gels (30-40min., 37°C, 5% CO5)
wurde das fehlende Volumen mit Komplettmedium aufgefullt und die Kammer mit

Wachs luftdicht abgeschlossen.

3.15.2. Herstellung der Versuchskammer

Zur Herstellung der Versuchskammer wurde nach FRIEDL et al., (1993) verfahren. Ein
Objekttrager wurde mehrfach mit einem erhitzten 1:1 Gemisch (=Wachs) aus Paraffin
und Vaseline bestrichen, bis eine Hohe von 400-500 ym erreicht war. Nach dem
Ausharten des Wachses wurde ein Deckglas (Starke 0) aufgelegt und mit der

Wachsmischung an den Randern luftdicht abgeschlossen.

3.16. Zeitraffer Videomikroskopie

Zur Analyse der Kontakte zwischen uninfizierten und infizierten DCs mit T-Zellen im
Kollagengel kam eine Apparatur zum Einsatz, welche aus einem Lichtmikroskop,
einer Schwarz-Weil3-Kamera, einem Zeitraffervideorekorder, einer Temperatur-
kammer und einer Temperaturregelungsanlage bestand.

Die Versuchskammer wurde in die Temperaturkammer gebracht, die mit einem
Sensor fur die Temperaturmessung ausgestattet war. Dieser gab die IST-Temperatur
an den Temperaturregler weiter, der Uber das An- und Abschalten von zwei
Infrarotlampen, die extern auf die Klimakammer gerichtet waren, fur eine konstante

Temperatur von 37°C sorgte. Das Gel wurde nun von oben nach unten
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durchfokussiert. Die Oberflachen konnten an der hdheren Zellzahl und am
Matrixmuster erkannt werden. Es musste dann eine Ebene gefunden werden, die
sicher im Gelniveau lag. In dieser Ebene wurde ein Bereich mit zwei DCs und einer
mdglichst groRen Anzahl von T-Zellen gesucht. Die Videoaufnahmen wurden im
Echtzeitmodus begonnen, bevor das Gel noch einmal durchfokussiert wurde, um
festzuhalten, dass in der richtigen Ebene gefiimt wurde. Danach wurde auf den
Zeitraffermodus 480h (23 Bilder/Minute = alle 2,7s ein Bild) umgestellt und bei 400-
facher Vergroflerung und mit einem Zoom von 0,5mm gefilmt. Die Aufnahmen
wurden auf VHS Videofiime aufgezeichnet. Einige Ubersichtsaufnahmen wurden in

25-200facher VergrofRerung mit einem Zoom von 0,5-0,63mm aufgenommen.

3.16.1. Identifizierung der Zellkontakte

Der Beginn eines Zellkontaktes wurde durch zwei Kriterien definiert:

1. Identische Graustufen der Zellen zum selben Zeitpunkt.
Nachdem zunachst deutlich zu sehen war, dass sich zwei Zellen aufeinander zu
bewegt haben, waren ihre Zellgrenzen am Kontaktpunkt auf den Monitor mit

dem menschlichen Auge nicht mehr zu erkennen.

2. Offensichtliche morphologische Veranderungen oder Anderungen der Bewegung ,

die durch den Kontakt hervorgerufen wurden:

- Anhalten der Zelle: Eine migrierende T-Zelle bewegte sich auf eine DC zu und

stellte daraufhin ihre Migration ein.

- Verzogerung der Zellbewegung: Eine migrierende T-Zelle bewegte sich auf eine

APC zu und verzogerte daraufhin ihre Migration.

- Richtungsanderung entlang der Oberflache der anderen Zelle: Eine
migrierende T- Zelle bewegte sich auf eine DC zu, behielt ihre Geschwindigkeit bei
und veranderte ihre Bewegungsrichtung so, dass diese deutlich dem

Oberflachenrelief der DC entsprach.

- Zytoplasmaeinstulpungen durch die andere Zelle: Eine migrierende T-Zelle
bewegte sich auf eine DC zu und ihr Zytoplasma wurde in Folge des physikali-
schen Widerstandes und gemaf der Oberflachenstruktur der kontaktierten DC ein

gestulpt.

54




3. Methode

Als Abreil3en eines Kontaktes wurde definiert:
1. Das Verlassen der gleichen Graustufe: Die Zellgrenzen der Zelle waren
wieder zu erkennen.
2. Abstand und Richtungsanderung der Bewegung: Die Zellen sind so weit
von einander entfernt, dass kein Kontakt vorhanden sein kann und bewegen
sich in unterschiedliche Richtungen.
3. Geschwindigkeitsanderungen im Verhaltnis zur kontaktierten Zelle. Die
Zellen zeigen eine mit dem Auge erkennbare Beschleunigung, die sich
deutlich voneinander unterscheidet.
Auf die Weise wurden alle Anfangs und Endzeiten der Zellinteraktionen im
Beobachtungszeitraum notiert und daraus die Kontaktdauer und die Anzahl der

Kontakte berechnet.

3.16.2. Analyse der T-Zell Aktivierung nach dem Gelversuch
Nach Abschluss der Aufnahmen konnte durch zwei Beobachtungen eine Aktivierung

der T-Zellen nachgewiesen werden:

1. Durch die aktive Zellproliferation und die Produktion von sauren Metaboliten war

der pH-Wert gesunken und das Kollagengel hatte sich gelb verfarbt.

2. Analyse der Zellpopulation in der Durchflusszytometrie:

Nach Abheben des Deckglases von der Versuchskammer wurde das Gel mit Hilfe
einer Pipette in Eppendorf-Réhrchen gebracht. Zur Auflosung des Gels wurden 30ul
Kollagenase VII hinzugegeben und der Ansatz im Brutschrank 45min inkubiert. Nach
Zentrifugation (5min 4500 U/min, 20°C) wurden 100yl PBS und 400l
Propidiumjoidid/PBS-Lésung (50ng/ml) hinzugefiigt und die Zellen wurden auf ihre
Aktivierungsmarker (CD25, CD44 und CDG69) oder auf die Expression des
Transkriptionsfaktor Foxp3 im FACS analysiert. Eine Blasenbildung und damit eine
T-Zell-Aktivierung wurde durch Vorhandensein einer separaten Population mit

deutlich gréReren und dichteren Zellen nachgewiesen.
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3.17. Arbeiten mit RNA

Alle Arbeiten mit RNA wurden mit Handschuhen durchgefuhrt. Es wurden spezielle
RNAase freie Losungen und gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Alle Arbeiten

wurden an einem separaten RNase freien Platz durchgeflhrt.

3.17.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus uninfizierten und infizierten DCs wurde mit
TRIZOL nach dem Standardprotokoll der Firma AppliChem (Darmstadt, Germany)
durchgefuhrt. Die Aufreinigung der TRIZOL-RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden). Bei der Gewinnung der RNA fiur Realtime-PCR Analysen wurde ein
Verdau mit DNase zum Abbau genomischer DNA durchgefiihrt, um die Amplifikation

genomischer Sequenzen zu vermeiden.

3.17.2. Bestimmung der mRNA fiir TLR 3, 4 und 9 aus DCs mittels Echtzeit-PCR
(Light Cycler/Roche)

Im Gegensatz zum konventionellen PCR System konnten PCR-Produkte mit der
Echtzeit-PCR wahrend der Amplifikation erfasst werden. Bei einer RT-PCR ist eine
Methode zur Quantifizierung der Genexpression ausgehend von der mRNA. Die
MRNA wurde zunachst durch die reverse Transkription in eine cDNA
umgeschrieben. Zur Quantifizierung der PCR Produkte wurde der fluoreszierende
Farbstoff SYBR Green | in doppelstrangige (ds) DNA eingebaut.

SYBR Green | bindet sich ausschlieBlich an doppelstrangige DNA, also an
hybridisierte Primer und an durch die Taq Poymerase synthetisierte dsDNA. Die
emittierte Fluoreszenz der PCR Produkte wurde durch eine Photozelle aufgezeichnet
und konnte so von Zyklus zu Zyklus verfolgt werden. Fur die RT-PCR wurde das
QuantiTect SYBR Green RT-PCR KIT (Qiagen) verwendet. Die Bestimmung erfolgte
dabei immer gegen ein Referenzgen, in diesem Fall wurde R-Actin verwendet. Die

Messung erfolgte auf einem Light Cycler 2.0 von Roche.
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Tabelle 16: Master Mix fiir die Echtzeit-PCR

I. 19ul Master Mix Zusammensetzung

0,8ul H,O (RNase-free)

10pl 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR
Master Mix

4l Primer 1

4ul Primer 2

0,2ul QuantiTect RT

Il 1ul mMRNA

Als Standard fur die Quantifizierung wurde eine Verdunnungsreihe von [3-Aktin in
einer Kopiezahl von 10? bis 10° verwendet. Als negative Kontrolle wurde H,O

(RNase-free) verwendet.

3.17.3. One-Step PCR

Bei der One-Step-PCR laufen sowohl reverse Transkription als auch PCR in
demselben Reaktionsgefall ab. Tag-DNA-Polymerasen und alle bendtigten Primer
und Reagenzien werden beim Ansetzen der Reaktion zusammengegeben. Wahrend
der Reversen-Transkriptase-Reaktion bei 37°C wird cDNA synthetisiert, die Tag-
DNA-Polymerase ist unter diesen Bedingungen nur wenig aktiv. Nach einer
ausreichenden langen Reaktionszeit fur die reverse Transkription wird dann die
Temperatur erhdht, wodurch die Reverse Transkriptase inaktiviert und durch die

zunehmende Aktivitat der Tag-DNA-Polymerase die cDNA amplifiziert.
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Die RT-PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:
Einstellung der RT-PCR Programme

Reverse Transkription 52°C; 30min
1) Initialphase HeilRstart 95°C; 15min
2) Hauptphase Denaturierung 96°C; 20s
Primerbindung 57°C; 25s
DNA-Synthese 72°C; 40s
3) Schmelzphase 94°C: 0s
60°C; 15s
95°C; Os
4) Kiihlung 38°C, 60s

Die Temperaturanderungsrate lag bei 20°C/s. Nur wahrend des Schmelzprozesses

wurde eine Anderung von 0,1°C/s verwendet.

3.17.4. Two Step PCR fiir Friend Virus

Bei der Two-Step oder zweistufigen RT-PCR wird zunachst wahrend der reversen
Transkription die cDNA synthetisiert. Nach Abschluss der Reversen-Transkriptase-
Reaktion wird dann ein Alipuot daraus entnommen und in einer PCR-Reaktion
eingesetzt. Der wesentliche Vorteil der zweistufigen RT-PCR liegt darin, dass die
PCR optimiert werden kann, ohne dass die Reverse-Transkriptase-Reaktion

beeinflusst wird.

Reversen-Transkriptase-Reaktion

10ul Probe +2,5ul rev Primer

5min 70°C erhitzen (RNA entknault sich und Primer lagert sich an)

Dann bei 4°C auf Eis lagern.

Anschlie®end werden fur jede Probe: 10ul RT Puffer, 1ul Sybre Green, 0,2ul RT, 5ul
Probe.

Die Proben werden dann 20min bei 50°C inkubiert.

Im Light Cycler wird dann der forward Primer in den Glaskapillare vorgelegt und 19ul
des Ansatzes hinzugefugt. Als negative Kontrolle wurde H;O (RNase-free)

verwendet.
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Einstellung der RT-PCR Programme

1) Initialphase HeiRstart 95°C; 15min
2) Hauptphase Denaturierung 96°C; 15s
Primerbindung 57°C; 25s
DNA-Synthese 72°C; 40s
3) Schmelzphase 94°C: 0s
60°C; 15s
95°C; Os
4) Kiihlung 38°C, 60s

Die Temperaturanderungsrate lag bei 20°C/s. Nur wahrend des Schmelzprozesses

wurde eine Anderung von 0,1°C/s verwendet.

3.18. Herstellung der Standards

Voraussetzung fur die Quantifizierung Uber Standards ist, dass der Standard die
Sequenz der Ziel-DNA in bekannter Konzentration enthalt.

Fur den R-Actin Standard wurde Uber eine Real-Time PCR das spezifische Amplifikat
gewonnen, und photometrisch vermessen. AnschlieRend wurde dann die Kopiezahl
in der Stammldsung berechnet und eine Verdinnung angesetzt.

Zur Generierung eines Standard fur die absolute Quantifizierung der Friend Virus
RNA wurde das Ziel-cDNA-Fragment in den pCRII-TOPO Vektor kloniert und dann
mit dem AmpliScribe™ T7,T3 und SP6 High Yield transcription Kit in vitro inRNA
transkribiert. Die Konzentration des RNA-Standards wurde mit dem RiboGreen®
Quantitation Kit bestimmt und eine Verdiinnungsreihe von 4x10" bis 4x10° RNA

Kopien angesetzt.

3.19. Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden zum Teil als Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.
Fir Kontaktzeiten wurde der Median berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Hilfe Student'schen t-Tests fur unverbundene Stichproben Die Mittelwerte zweier
Stichproben gilt p<0,05. als signifikant. Bei dem {3H}-Thymidin Proliferationstest

wurde der ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test angewendet.
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4. Ergebnisse
4.1. Generierung und Charakterisierung von Dendritischen Zellen

(DCs) aus murinen Knochenmark
Die Generierung von DCs aus murinem Knochenmarkstammzellen wurde nach der
von INABA et al. (1992) beschriecbenen Methode durchgefihrt. Die
Knochenmarkszellen wurden mit GM-CSF und IL-4 fUr sieben Tage kultiviert.
AnschlieRend konnten die DCs fur Versuche verwendet werden. In der Kultur wurde
in diesem Zeitraum unter dem Mikroskop eine deutliche Veranderung der
Zellmorphologie beobachtet. Aus einer homogenen Population von rundlichen Zellen
wurden Zellen mit feinen, sternférmig ausgerichteten Zellauslaufern, den so
genannten Dendriten (siehe Abbildung 8). Diese Dendriten wurden im Verlauf einer
24-stindigen Aktivierung mit z.B. LPS oder Poly(l:C) langer. Zudem I6sten sich die
Zellaggregate aus unausgereiffen DCs zunehmend in kleinere nicht adharente

Einzelzellen auf.

Abbildung 8: Unreife DCs nach sieben Tagen Kultur

Das Foto zeigt sieben Tage alte unreife murine Dendritische Zellen (VergroRerung100x).
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4.2. Reinheitskontrolle von DC-Kulturen im Durchflusszytometer

Zur Reinheitskontrolle wurden 1x10° Zellen zur durchfluRzytometrischen Messung
nach sieben Tagen aus der Kultur entnommen. Um Zellen nachzuweisen, die
mdglicherweise die DC-Kultur verunreinigen, wurden die Proben mit verschiedenen
Antikorpern gefarbt: Anti-CD4/8 fur T-Zellen, Anti-CD19 fur B-Zellen, Anti-Ter119 fur
Erythrozyten und Anti-CD14 fur Monozyten. Dabei wurden die grofdten
Verunreinigungen in den Kulturen erwartungsgemafl® durch Monozyten (8-10%)
verursacht, da Monozyten aus den gleichen Stammzellen wie DCs entstehen. Bei
den anderen getesteten Zelltypen wurden nur geringe Verunreinigungen von 1-2%
der Gesamtzellen gemessen.

Um zu bestimmen, wie viele Dendritische Zellen sich nach Kultur in Gegenwart von
GM-CSF und IL-4 entwickelt haben, wurde der Anteil an Anti-CD11c” Zellen in der
DC-Kultur gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung muriner
Knochenmarkvorlauferzellen mit GM-CSF und IL-4 nach sieben Tagen zu 60-70%
CD11c¢” DCs flhrte. Diese Zellen waren auch fiir den DC- Marker Anti-CD11b positiv.
Somit gehdrten die Zellen zu dem Subtyp der myeloiden DCs.
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Abbildung 9: Nachweis von DCs und kontaminierenden Zellen in DC-Kulturen.
Zellen aus den DC-Kulturen wurden nach sieben Tagen fiir die Oberflachenmarker CD19, CD4, CDS8,
Ter119, CD14, CD11b und CD11c gefarbt. Die grauen Histogramme reprasentieren ungefarbte Zellen

als Kontrolle. Ein reprasentatives Ergebnis aus zwei Experimenten ist gezeigt.

4.3. Expression von Oberflachenmolekiilen auf unreifen
Dendritischen Zellen
DCs

Durchflusszytometrie. Nach siebentagiger Kultivierung wurde die Expression der
kostimulatorischen Molektle CD80, CD86 und CD40, die wichtig fir die Interaktion

zwischen DCs und T-Zellen sind gemessen. Des Weiteren wurde die Anzahl der

Eine phanotypische Charakterisierung der unreifen erfolgte  mittels

Antigen-prasentierenden Molekile MHCI und MHCII bestimmt. Der Reifungsmarker
CD83, dessen Funktion noch nicht genau bekannt ist, wurde ebenfalls bestimmt.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, exprimierten die unreifen DCs eine grole Anzahl
von MHCI und MHCII Molekulen. Die Marker CD80, CD40, und CD83 wurden von
den DCs in geringerer Anzahl exprimiert, CD86 wurde von unreifen DCs im Vergleich

zu den anderen Markern am geringsten exprimiert.
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Abbildung 10: Expression von Oberflachenmarkern auf unreifen DCs

Die Oberflachenmarker MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD83 und CD40 wurden auf unreifen DCs
bestimmt. Die gefillten Histogramme reprasentieren ungefarbte DCs als Kontrolle und die weilen
Histogramme die Oberflachen-Farbung. Ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten ist
gezeigt. .

4.4. Oberflachenmarkerexpression von reifen DCs

Eine durchflusszytometrische Analyse charakteristischer Oberflachenmarker auf DCs
erfolgte nach siebentagiger Kultur und anschliellender 24-stindiger Aktivierung mit
den Reifungsstimuli Poly(l:C), CpG 1826 und INFa.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, hatten DCs, die ohne Reifungsstimulus kultiviert
wurden, eine niedrige bis mittlere Expressionsdichte fir die kostimulatorischen
Molekule CD80, CD86, CD40 und den Reifungsmarker CD83.

Bei allen drei untersuchten Reifungsstimuli konnte eine Expressionszunahme der
untersuchten Oberflachenmarker gezeigt werden. Poly(l:C) erwies sich im Bezug auf
die Expression von CD80, CD86 und CD83 als potentester Stimulus. CpG 1826
stimulierte besonders gut die Expression von MHCI und CD40, wahrend IFNa vor

allem die MHCII Expression verstarkte.
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Abbildung 11: Expression von Oberflachenmarkern auf reifen DCs
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Die Oberflachenmarker MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD83 und CD40 wurden auf reifen DCs

bestimmt. Die gefiillten Histogramme reprasentieren ungefarbte DCs als Kontrolle.
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Die verschiedenen Stimuli sind durch Linien in unterschiedlichen Farbungen grin CpG 1826, rot

Poly(I:C) und blau INFa dargestellt. Ein reprasentatives Ergebnis aus zwei Experimenten ist gezeigt.

Die verwendeten Kulturbedingungen erwiesen sich somit als geeignet, um eine
unreife dendritische Zellpopulation aus murinem Knochenmark zu generieren und
diese im weiteren Verlauf der Kultur mit verschiedenen Stimuli zu reifen DCs zu

differenzieren.

4.5. Generierung und Bestimmung von FV-infizierten DCs

4.5.1. Nachweis von FV-infizierten DCs mittels Antikorper 34

Far die Anzichtung von infizierten DCs wurde von einer seit 10 Tagen FV-infizierten
Balb/c-Maus das Knochenmark isoliet und daraus wurden nach dem
Standardprotokoll (siehe Kapitel 3.5.3.) DCs angezichtet. Der Anteil an infizierten
DCs wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers bestimmt. Fir die Bestimmung von
infizierten DCs wurde ein FV-spezifischer Antikorper (AK 34) (Siehe Kapitel 3.8.2.)
eingesetzt. Dieser Antikorper erkennt an der Oberflache von infizierten Zellen das
glykolysierte FV Gag-Protein. Das Protein wird auf der Membran infizierter Zellen
exprimiert, wenn das Virus in der Zelle repliziert.

Nach sieben Tagen wurden durchflusszytometrisch 20% infizierte DCs (siehe
Abbildung 12B) durch das glykolysierte FV Gag-Protein detektiert. Bei DCs aus
naiven Kontroll-Mausen (siehe Abbildung 12A) lielen sich erwartungsgemaf keine

infizierten Zellen anfarben.
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Abbildung 12: Nachweis von infizierten DCs mittels FV-spezifischem Antikorper (AK 34)

DCs aus uninfizierten (A) und FV-infizierten Mausen wurden auf die Expression des glykolysierten
FV Gag-Proteins untersucht. Abbildung B zeigt FV-infizierte DCs im oberen rechten Quadranten.
Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Experiment, welches mindestens 10fach mit fast identischen

Ergebnissen wiederholt wurde.

Die verwendeten Kulturbedingungen erwiesen sich somit als geeignet, um unreife FV

infizierte DCs ex vivo zu generieren.

4.5.2. Infektionsverlauf von FV-infizierten DCs in Kultur

Nach sieben Tagen Kultur von infiziertem Knochenmark aus Balb/c-Mausen konnten
mit GM-CSF und IL-4 ca. 20% infizierte DCs generiert werden. Nun sollte der
Infektionsverlauf in einer solchen Kultur bis zum Tag 10 untersucht werden. Fur die
Bestimmung der FV-Infektion wurde der AK 34 verwendet (siehe Kapitel 3.8.2.).
Nach dem siebten Tag kam es zu einem leichten Anstieg der Infektionsrate. Dies war
bei allen Experimenten zu finden. Die hdchste Infektionsrate wurde immer am Tag

neun mit bis zu ca. 23% infizierten Zellen gemessen. Danach fiel die Infektionsrate
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wieder auf ca. 20% ab. Dieses Ergebnis zeigt, dass sich die Infektionsrate der DCs in

der Kultur uber einen Zeitraum von drei Tagen nur wenig verandert.
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Abbildung 13: Infektionsraten von DCs in Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten
Infizierte DCs wurden aus einer vor 10 Tagen infizierten Balb/c-Maus angeziichtet. Nach sieben, acht,
neun und zehn Tagen wurde die Infektionsrate mit dem AK 34 im FACS bestimmt. Dargestellt sind die

Mittelwerte in Prozent von insgesamt drei unabhangigen Experimenten.

4.5.3. Infektionsraten von DCs bei unterschiedlichen Mausstammen

Ob ein Mausstamm nach der Infektion mit dem FV eine maligne Erythroleukamie
entwickelt (suszeptibler Mausstamm) oder das Virus nach einer voribergehenden
Splenomegalie vom Immunsystem kontrolliert werden kann (resistenter Mausstamm),
ist abhangig von der Virusdosis und dem genetischen Hintergrund der infizierten
Maus (siehe auch Kapitel 1.7.). Aus den zwei suszeptiblen Balb/c, Y10A und den
zwei resistenten Mausstammen Y10 und C57BL/6 sollten infizierte DCs angezichtet
werden. Dazu wurden die unterschiedlichen Mausstamme mit FV infiziert und nach
10 Tagen das Knochenmark isoliert. Aus dem infizierten Knochenmark wurden dann
nach dem Standardprotokoll infizierte DCs angezulchtet (siehe auch Kapitel 3.5.3.
und 3.5.5.). Nach sieben Tagen Kultur wurde die Infektion der DCs mit dem AK 34 im
FACS bestimmt. Dabei zeigte sich, dass aus den suszeptiblen Mausstammen Balb/c
und Y10A mehr infizierte DCs generiert werden konnten als aus den resistenten
Mausstammen Y10 und C57BL/6. Der Unterschied in der Ausbeute zwischen
suszeptiblen und resistenten Mausen war allerdings nur gering. Der grofte
Unterschied betrug bei den resistenten C57BL/6 Mausen 12,1% gegenuber 20,8%
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bzw. 20,4% bei den suszeptiblen Mausstdmmen Balb/c und Y10A (siehe Tabelle 17).
Es bestand also eine Korrelation zwischen der Suszeptibilitat gegen das FV und der

Anzahl der infizierten DCs, die aus einer Maus generiert werden konnen (siehe
Kapitel 1.8.).

Tabelle 17: Anzahl von infizierten DCs in verschiedenen Mausstammen

Mausstamme Infizierte DCs (%)’ Immunstatus gegen FV
Balb/c 20,8% (n=8) Suszeptibel

Y10A 20,4% (n=5) suszeptibel

Y10 16,2% (n=2) Resistent

C57BL/6 12,1% (n=5) resistent

1Mittelwert aus der angegebenen Anzahl von unabhangigen Experimenten

4.5.4. Elektronenmikroskopischer Nachweis von Virus-Partikeln in
FV-infizierten DCs

Um optisch zu zeigen, dass virale Partikel in infizierten DCs gebildet werden, wurden

uninfizierte DCs und infizierte DCs fir die Elektronenmikroskopie isoliert (siehe

Kapitel 3.10.). Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt Abbildung 14.

Dargestellt sind infizierte DCs mit viralen Partikeln im Zytoplasma.
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Abbildung 14: Elektronenmikroskopische Aufnahme von FV-infizierten DCs
Auf dem EM-Bild sieht man uninfizierte und infizierte DCs. Die Viruspartikel sind als schwarze Punkte

im Cytoplasma zu erkennen (VergréRRerungsfaktor x3800).

4.5.5. Infections Center Assay (IC) zum Nachweis von FV-infizierten DCs
Infizierte DCs wurden im FACS und Elektronenmikroskop nachgewiesen. Nun sollte
in vitro getestet werden, ob sich das FV Uber Zell-Zellkontakt von den DCs auf
andere Zellen Ubertragt. Als Indikatorzelllinie wurden Mus dunni Zellen im ,Infectious
Center Assay“ verwendet (siehe Kapitel 3.11.). Fur den Test wurden uninfizierte und
infizierte DCs aus Balb/c-Maus angezichtet (siehe Kapitel 3.5.3.) und mit CD11¢"
Beads (siehe Kapitel 3.6.) mit einer Reinheit von ca. 99% aufgereinigt (siehe
Abbildung 16A). Diese DCs wurden titriert und mit Mus dunni Zellen koinkubiert.
Wenn infizierte DCs durch Zell-Zellkontakt das FV an Mus dunni Zellen weitergeben,
entstehen Foci (Abbildung 15B). Bei uninfizierten DCs lief3en sich erwartungsgeman
keine Foci nachweisen. Dagegen wurden im Mittel 23x10* infizierte DCs bei einer
Gesamtzahl von 1x10° DCs (23%) ermittelt. Somit konnte gezeigt werden, dass
infizierte DCs Uber Zell-Zellkontakt das FV in vitro Gbertragen.
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Abbildung 15: Nachweis von FV-infizerten DCs im Infections Center Assay

Infizierte DCs wurden aus einer vor 10 Tagen infizierten Balb/c-Maus angeziichtet und die
Ubertragung von FV im Infections Center-Assay untersucht (A). Uninfizierte DCs dienten als Negativ-
Kontrolle. Bild B zeigt einen Ausschnitt von einer 6-well Platte mit Virus-Foci. Dieses Experiment
wurde zweimal wiederholt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus zwei
Versuchen.

4.5.6. RT-PCR zum quantitativen Nachweis viraler RNA in infizierten DCs

Der Nachweis von FV in infizierten Zellen mittels RT-PCR wurde von STROMMES et
al. (2002) beschrieben. Fur die quantitative Bestimmung der FV-Infektion in DCs
wurden DCs aus uninfizierten und infizierten Balb/c-Maus angezichtet. Nach sieben
Tagen wurden die DCs mittels CD11c” Beads (siehe Kapitel 3.6.) aufgereinigt, so
dass CD11c¢” Zellen mit einer Reinheit von ca. 99% vorlagen (siehe Abbildung 16A).
Aus diesen Zellen wurde die RNA isoliert (siehe Kapitel 3.17.) und die FV-Kopien pro
DC mit der Two Step PCR (siehe Kapitel 3.17.4.) bestimmt. In uninfizierten DCs
wurden keine FV-Kopien gefunden. Bei infizierten DCs wurden dagegen 700 FV-

Kopien pro DC nachgewiesen.
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Abbildung 16: Quantitative Bestimmung der FV-Infektion in DCs
Uninfizierte und infizierte DCs wurden mit CD11¢c * Beads (A) aufgereinigt und anschlieRend die virale
RNA mit Hilfe der RT-PCR (B) quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse wurden in einem weiteren

Experiment bestatigt.

4.5.7. Transfer von FV durch infizierte DCs in vivo

In vitro konnte gezeigt werden, dass infizierte DCs FV auf die Indikatorzelllinie Mus
Dunni Ubertragen kénnen (siehe Kapitel 4.5.5.). Nun sollte untersucht werden, ob
sich das Virus auch in vivo Ubertragen lasst und infizierte DCs eine Leukamie in
suszeptiblen Mausen auslésen konnen. Dafur wurde eine Balb/c-Maus mit FV
infiziert. 10 Tage nach den Infektion wurde das Knochenmark isoliert und aus diesem
infizierte DCs generiert. Als Kontrolle wurden DCS aus einer naiven Balb/c-Maus
generiert. Fir den Transfer wurden die infizierten und uninfizierten DCs mit CD11c”
Beads aufgereinigt. Die CD11c” Zellen liegen mit einer Reinheit von ca. 99% vor
(siehe Abbildung 16A). Von diesen aufgereinigten Zellen wurden dann 1,5x10° DCs
i.v. in naive Balb/c-Mause injiziert. Bei den Mausen wurde anschlieRend wdchentlich
die Milzgrélie palpiert (siehe Tabelle 18). Dabei zeigte sich, dass bei der Maus, die
die infizierten DCs erhalten hatte, eine VergroRerung der Milzgro3e ab der Woche
zwei nach Infektion festzustellen war. Bei der Kontrollmaus blieb die MilzgroRe
unverandert. In der dritten Woche wurden die Mause getdtet und die Milzgewichte

wurden dokumentiert. Die Kontroll-Maus hatte ein normales Milzgewicht von 0,18g
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(Abbildung 17A), die Maus mit den infizierten DCs hatte dagegen ein Milzgewicht von
4,07g (Abbildung 17B). Damit wurde gezeigt, dass infizierte DCs das FV in vivo

ubertragen und eine Leukamie auslosen kdonnen.

Tabelle 18: MilzgréRen (siehe Kapitel 1.8. und Abbildung 3)

DCs aus 1. Woche 2. Woche 3. Woche
Naive Balb/c 1 1 1
Infizierte Balb/c 1 1-2 4
MilzgroBen:
Naive Milz 1: 0,1g-0,2g
Infizierte Milz siehe Einteilung
Kapitel 1.8. und Abbildung 3
A

Abbildung 17: Transfer von FV-infizierten DCs in naive Balb/c Mause

O

Transfer
von uninfizierten DCs von infizierten DC
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Uninfizierte DCs und infizierte DCs wurden i.v. in eine naive Balb/c Maus injiziert. Bild A zeigt eine

naive Milz (Milzgewicht 0,18g) einer Balb/c-Maus nach Injektion von uninfizierten DCs und Bild B zeigt

eine infizierte Milz (Milzgewicht 4,07g), einer Balb/c-Maus nach Injektion von infizierten DCs (siehe

auch Abbildung 3). Dieses Experiment wurde einmal mit demselben Ergebnis wiederholt.
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4.5.8. FV-Infektion von DCs in vivo

In kultivierten DCs aus FV-infizierten Balb/c Mausen konnten infizierte DCs
angezichtet und mit dem AK 34 nachgewiesen werden. Nun sollte ex vivo bei
infizierten Balb/c Mausen, die akut an einer Leukdmie erkrankt waren, die
Infektionsrate von DCs in der Milz bestimmt werden. Dazu wurden Balb/c-Mause mit
FV infiziert und 10 Tage nach der Infektion die Milz entnommen. Als Kontrolle
dienten die Milzen uninfizierter Mause. Aus den Milzen wurden die DCs isoliert, nach
dem bei VREMEC et al (1992) beschriebenen Verfahren isoliert (siehe Kapitel 3.7.)
und anschlieend im FACS analysiert. Dabei wurden in der Milz uninfizierter Mause
keine infizierten DCs detektiert (Abbildung 18A). In den Milzen infizierter Mause
konnten dagegen durchschnittlich 20% der CD11¢” DCs mit dem AK 34 gefarbt
werden (Abbildung 18B). Diese FV-infizieten DCs wurden auf Grund ihrer
Oberflachenmarker (CD11c*, CD11b*) als myeloide DCs charakterisiert. Die
Infektionsrate von DCs in FV-infizierten Mausen deckt sich damit exakt mit der

Infektionsrate von in der Zellkultur generierten DCs aus infizierten Tieren.
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Abbildung 18: Nachweis von FV-infizierten DCs ex vivo

Aus einer 10 Tage infizierten Balb/c Maus wurden DCs ex vivo isoliert und mit dem AK 34 im FACS
auf infizierte DCs untersucht. Untersucht wurden nur myeloide DCs, die CD11¢” und CD11b" waren.
Abbildung B zeigt FV-infizierte DCs im oberen rechten Quadranten. Eine uninfizierte Maus (A) diente

als Kontrolle. Dieses Experiment wurde einmal mit demselben Ergebnis wiederholt.

4.6. FV-Infektion von plasmazytoiden DCs

4.6.1. Keine FV-Infektion von pDCs in vivo

DCs lassen sich in verschiedene Subpopulationen unterteilen (siehe Kapitel 1.9.1.).
Plasmazytoide DCs (pDCs) sind eine sehr kleine Population bei Saugetieren und
konnten in verschiedenen lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen wie z.B.
Knochenmark, Thymus, Milz, Lympknoten, Blut oder Leber identifiziert werden.

Es sollte nun untersucht werden, ob FV in der Lage ist, nicht nur myeloide sondern
auch pDCs zu infizieren. Zu diesem Zweck wurden pDCs aus der Milz einer Balb/c
Maus 10 Tage nach der Infektion isoliert (siehe Kapitel 3.7.). Die pDCs wurden mit
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einem spezifischen Antikérper gegen pDC (Anti—-mPDCA) von der Firma Miltenyi
Biotec angefarbt. Um zu analysieren, ob die pDCs infiziert sind, wurden sie
gleichzeitig mit dem AK 34 auf die Expression des glykolysierten FV Gag-Proteins
untersucht. Wie in der Abbildung 19 ersichtlich, konnten 0,7% pDc pro PBMC

bestimmt werden. Es wurden aber keine infizierten Zellen detektiert.
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Abbildung 19: Kein Nachweis von FV-infizierten pDCs
Aus einer FV-infizierten Balb/c Maus wurden nach 10
Tagen die pDCs isoliert und mit einem spezifischen
mPDCA-Marker der Firma Miltenyi angefarbt. Um eine
FV-Infektion von pDCs festzustellen, wurden diese

gleichzeitig mit AK 34 angefarbt. Dieses Ergebnis wurde

0,7% in einem weiteren Versuch bestatigt.
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4.6.2. Infektion von pDCs mit FV in vitro

In vivo lie3en sich keine infizierten pDCs in der Milz nachweisen. Deswegen wurde
versucht, wie bei den myeloiden DCs (Kapitel 3.5.5.), infizierte pDCs in Kultur
anzuziichten. Aus CD34" hamatopoetischen Stammzellen lassen sich durch Zugabe
von Flt3-Ligand pDCs generieren (BLom et al., 2000). Dieses Protokoll wurde
verwendet, um aus Knochenmark von Balb/c Mausen pDCs anzuzichten (siehe
Kapitel 3.5.4.). Um die in vitro angezlchteten pDCs im FACS zu analysieren, konnte
der spezifische anti-mPDCA-Marker von Miltenyi nicht eingesetzt werden, da der
Marker auf kultivierten Zellen offensichtlich nicht exprimiert wird. Somit musste der
pDC Marker CD45R eingesetzt werden. Als pDCs wurden Zellen definiert, die
CD11c¢™", CD11b und CD45R* (B220) waren (COLONNA et al., 2004). Nach 10 Tagen
lieRen sich in der Kultur im Mittel ca. 14% pDCs (Abbildung 20A) der
Gesamtkulturzellen bestimmen. Um zu analysieren, ob die pDCs in vitro infiziert
waren, wurden sie gleichzeitig mit dem AK 34 auf die Expression des glykolysierten
FV Gag-Protein untersucht. Die pDCs die aus der Kultur von FV-infizierten Balb/c
Mausen angezichtet wurden, zeigten geringe Infektionsraten von 2,5% der
Gesamtkulturzellen (Abbildung 20B). Bei pDCs aus naiven Kontroll-Mausen wurde

erwartungsgemald keine FV-Infektion detektiert.
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Abbildung 20: FV-Infektion von pDCs in vitro

In Bild A sind pDCs (CD11¢®™ und CD11b’) aus der Kulturen von Balb/c Mausen abgebildet. Diese
wurden mit dem Marker CD45R (B220) angefarbt und waren damit als pDCs eindeutig zu erkennen.
Abbildung B zeigt FV-infizierte pDCs (CD45R) im oberen rechten Quadranten, die mit Hilfe des AK 34

detektiert wurden. Dieses Experiment wurde einmal mit demselben Ergebnis wiederholt.

Da in vivo keine und auch in vitro nur eine sehr geringe FV Infektion von pDCs
gefunden wurden, konzentrierten sich die weiteren Versuche auf Untersuchungen

von myeloiden DCs.

4.7. Phanotyp von FV-infizierten myeloiden DCs

4.7.1. FV verandert die Expression von Oberflaichenmolekiilen auf DCs

Es konnte gezeigt werden, dass DCs produktiv mit FV infiziert sind. In vitro und in
vivo konnten ca. 20% infizierte myeloide DCs detektiert werden. Nun sollte analysiert
werden, welche Auswirkung die FV-Infektion auf die Expression von
Oberflachenmolekulen bei DCs hat. Dazu wurden Balb/c-Mause mit FV infiziert und
10 Tage nach Infektion das Knochenmark entnommen und infizierte DCs
angezichtet (siehe Kapitel 3.5.5.). Nach sieben Tagen wurde die Expression der
kostimulatorischen Molekule CD80, CD86 und CD40 der Antigen-prasentierenden
Molekulen MHCI und MHCII und des Reifungsmarkers CD83 auf infizierten DCs
analysiert. Dabei wurde im Durchflusszytometer auf CD11¢* DCs gegated. Um die
infizierten DCs zu detektieren, wurden sie mit dem spezifischen AK 34 (siehe Kapitel
3.8.2.) angefarbt. Als Kontrolle dienten uninfizierte DCs aus derselben DC-Kultur. 15-
40% der uninfizierten DCs exprimierten die Oberflachenmolekile CD80, CD86 und
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CD40, wahrend weniger als 4% der infizierten DCs diese Molekulle exprimierten
(siehe Abbildung 21). Der Reifungsmarker CD83 wurde von 34% der uninfizierten
DCs exprimiert, dagegen wurde der Marker auf infizierten DCs so gut wie gar nicht
gefunden. Bei den Antigenprasentierenden Molekilen MHCI und MHCIl wurden
keine Unterschiede in der Expression zwischen uninfizierten und infizierten DCs

festgestellt.
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Abbildung 21: Expression von kostimulatorischen und Antigen-prasentierenden Molekiilen auf
FV-infizierten DCs

Myeloide DCs wurden aus dem Knochenmark FV-infizierter Balb/c Mause generiert, um die
Expression von Oberflaichenmarkern zu analysieren. CD11¢” DCs wurden gegatet und die infizierten
DCs wurden mit dem AK 34 angefarbt. Es wurden folgende Marker CD80, CD86, CD40
(kostimulatorische Molekiile), CD83 (Reifungsmarker), MHCI und MHCII (Antigen-prasentierende
Molekile) analysiert. Die infizierten DCs befinden sich in den rechten Quadraten und die uninfizierten
in den linken Quadraten der einzelnen FACS-Abbildungen. Die Prozentzahlen geben die Expression
der unterschiedlichen Oberflachenmarker auf uninfizierten und infizierten DCs an. Ein reprasentatives

Ergebnis aus drei Experimenten ist gezeigt.

4.7.2. Stimulation von FV-infizierten DCs mit Poly(l:C) und INFa

Unreife infizierte DCs exprimieren kaum kostimulatorische Molekile CD80, CD86,
und CD40. Diese Oberflachenmarker sind aber wichtig fir die Interaktion zwischen
DC und T-Zellen (INABA et al., 1994, LARSEN et al., 1994). Im folgenden Experiment
sollte untersucht werden, ob sich die infizierten DCs durch exogene Stimuli ausreifen
lassen und die Expression kostimulatorischer Molekile so induziert werden kann. Als
Stimuli wurden Poly(l:C) (TLR-3 ligand) und INFa verwendet, da diese beiden
Faktoren bei der FV-Infektion in vivo eine Rolle spielen (GERLACH et al., 2006,
ABUJAMRA et al., 2006).

Dazu wurde aus FV infizierten Mausen das Knochenmark isoliert und infizierte DCs
angezichtet (siehe Kapitel 3.5.3. und 3.5.5.). Als Kontrolle wurden aus uninfizierten
Balb/c Mausen DCs angezuchtet. Am siebten Tag der Kultur wurden die unreifen
uninfizierten und infizierten DCs mit Poly(l:C) oder INFa Uber 24 Stunden stimuliert.
Dabei zeigte sich das die kostimulatorischen Marker auf uninfizierten DCs nach
Stimulation vermehrt exprimiert wurden. Die DCs reiften also aus. Dagegen wurde
nach Stimulation mit Poly(l:C) und INFa so gut wie keine Expression der
kostimulatorischen Marker auf infizierten DCs gemessen (siehe Abbildung 22).
Ausnahme war das CD80 Molekdul, bei dem eine leichte Expression nach Stimulation
mit Poly(l:C) im FACS gemessen wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass

ein Reifungsdefekt bei den infizierten DCs vorlag.

78



4. Ergebnisse

uninfizierte DCs

—

Zellzahl
Zellzahl

200

—
—

Zellzahl
Zellzahl

—(
160 200

120

Zellzahl

Stimulation mit:

B Poly(:C) 100ug/mi I INFa 1000U/ml

—(

Zellzahl

FV-infizierte DCs

—

79



4. Ergebnisse

Abbildung 22: Expression von kostimulatorischen Molekiilen nach Stimulation von FV-
infizierten DCs

Myeloide DCs wurden aus Knochenmark FV-infizierter Balb/c Mause generiert, um die Expression von
Oberflachenmarkern nach Stimulation mit Poly(l:C) 100ug/ml und INFa 1000U/ml zu analysieren.
CD11c’ DCs wurden gegatet und die infizierten DCs wurden mit dem AK 34 angefarbt. Es wurden
folgende kostimulatorische Molekiile analysiert: CD80, CD86 und CD40. Die gefiillten Histogramme
reprasentieren ungefarbte DCs als Kontrolle. Die verschiedenen Stimuli sind durch Linien in
unterschiedlichen Farben dargestellt; rot Poly(l:C) und blau INFa. Dargestellt in den Histogrammen ist
die Fluoreszenzintensitdt der einzelnen Farbungen. Ein reprasentatives Ergebnis aus zwei

Experimenten ist gezeigt.

4.7.3. Endozytose-Aktivitat FV-infizierter DCs

DCs sind in der Lage, u.a. durch Endozytose |6sliche Antigene aus ihrer Umgebung
aufzunehmen. Diese aufgenommenen Antigene werden dann durch Proteasomen
prozessiert und tber MHC Moleklle den T-Zellen prasentiert. Durchflusszytometrisch
lalkt sich die Endozytose-Aktivitat und Antigen-prozessierung der DCs durch die
Aufnahme von FITC-markiertem OVA nachweisen und quantifizieren. Dieses FITC-
markierte OVA a3t sich erst im FACS detektieren, wenn es im Proteasom
prozessiert worden ist.

Infizierte und uninfizierte DCs wurden nach siebentatiger Kultur auf die Aufnahme
und Prozessierung von FITC-OVA untersucht. Als negative Kontrolle wurden DCs bei
0°C mit FITC-OVA inkubiert.

Wie in Abbildung 23 dargestellt, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
uninfizierten und infizierten DCs in der Aufnahme und Prozessierung von Antigen.
Nach 1h Inkubation mit FITC-OVA, nahmen 54% der uninfizierten DCs und 59% der
infizierte DCs das FITC-OVA auf und prozessierten es im Proteasom. Nach 2,5h
nahmen 61% der uninfizierten DCs und 74% der infizierten DCs das FITC-OVA auf.
Auch zu diesem Zeitpunkt bestand kein Unterschied in der Aufnahme und
Verarbeitung des FITC-OVA in uninfizierten und infizierten DCs. Bei den bei 0°C
inkubierten Kontrollen wurde dagegen, nur eine geringe Aufnahme und Verarbeitung
des FITC-OVA gemessen. Sowohl uninfizierte als auch infizierte DCs zeigten somit

eine ausgepragte Endozytoseaktivitat.
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Abbildung 23: Endozytose-Aktivitit und Antigen-Prozessierung von uninfizierten und FV-
infizierten DCs

Kultivierte uninfizierte und infizierte DCs wurden untersucht. Die wei3en Histogramme stellen die
Kontrolle (Inkubation bei 0°C) dar, die grauen Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitat bei 37°C

an. Es wurde auf CD11c” DCs gegatet. An zwei verschiedenen Zeitpunkten (1h (A) und 2,5h (B))
wurde die Floureszenz-Aktivitat des FITC-OVA im FACS gemessen.
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4.7.4. IL-12 Produktion von uninfizierten und FV-infizierten DCs

IL-12 gilt als zentrales Zytokin bei der Induktion einer Th1-gerichteten Immunantwort
und wird von aktivierten DCs sezerniert (MOSER & MuRPHY, 2000). Um die IL-12
Produktion von uninfizierten und infizierten DCs zu untersuchen, mussten die Zellen
nach siebentagiger Kultur mit TLR-Liganden stimuliert werden. Die infizierten DCs
wurden mit AK 34 und CD11c markiert, dagegen uninfizierte DCs nur mit CD11c.
Anschlie®end wurden die infizierten und uninfizierten DCs mit einem FACS DIVA
Sorter isoliert. Die gesortete Population von infizierten und uninfizierten DCs hatte
eine Reinheit der von ca. 99%. Anschlielend wurden die DCs 24 Stunden mit
Poly(I:C) und CpG 1826 stimuliert. Im Zellkulturiberstand konnte dann die
Konzentration von IL-12 p70 mit einem ELISA bestimmt werden.

Wie in der Abbildung 24 dargestellt, sezernierten unstimulierte DCs kein IL-12.
Wurden uninfizierte und infizierte DCs mit Poly(l:C) stimuliert, produzierten diese
Zellen geringe Mengen an IL-12, es gab aber keine Unterschiede zwischen den
Populationen. Wenn dagegen uninfizierte DCs mit CpG stimuliert wurden,
produzierten diese gro’e Mengen an IL-12. Infizierte DCs produzierten dagegen ca.
90% weniger IL-12 als uninfizierte DCs. Die FV-Infektion beeinflusst also die IL-12

Produktion von infizierten DCs nach CpG aber nicht nach Poly(l:C) Stimulation.
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Abbildung 24: Die IL-12 Produktion von uninfizierten und infizierten DCs

Nach siebentagiger Kultur wurden infizierte und uninfizierte DCs mit Poly(l:C) (100ug/ml) oder CpG
1826 (6pg/ml) stimuliert. 24 Stunden spater wurde IL-12 in den Ubersténden der Zellkulturen mittels
ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte DCs und DCs stimuliert mit einer CpG Kontrolle.
Diese CpG-Kontrolle kann nicht stimulieren, da in der Sequenz kein CpG-Motiv vorhanden ist.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten und deren

Standardabweichungen.
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4.7.5. IL-10 Produktion von uninfizierten und FV-infizierten DCs

IL-10 spielt eine grof3e Rolle bei der Regulation der T-Zell-Antwort durch DCs
(MOSER & MURPHY, 2000). Dabei wird IL-10 vor allem eine supprimierende Wirkung
auf T-Zellen zugeschrieben.

Um die IL-10 Produktion von infizierten und uninfizierten DCs zu untersuchen,
wurden die Zellen nach siebentagiger Kultur mit TLR-Liganden stimuliert. Das
weitere Vorgehen war identisch mit der Messung von IL-12, nur dass ein IL-10 ELISA
verwendet wurde.

Wie in der Abbildung 25 dargestellt, sezernierten unstimulierte DCs kein IL-10.
Wurden uninfizierte und infizierte DCs mit Poly(l:C) oder CpG 1826 stimuliert,
produzierten diese Zellen IL-10. Die Produktion von IL-10 durch uninfizierte DCs war
nach Stimulation mit CpG 1826 fast doppelt so hoch wie nach Poly(l:C) Gabe. Der
Vergleich zwischen uninfizierten und infizierten DCs ergab keinen Unterschied fur
die Poly(l:C) Stimulation und eine verringerte Produktion von IL-10 nach Stimulation

von infizierten DCs mit CpG. Dieser Unterschied war aber statistisch nicht signifikant.

300+

2504

2004
inf. DC: FV-infizierte DCs
T DC: uninfizierte DCs

1504

pg/ml IL10

DC infDC DC  infDC  DC DC
Poly(l:C) CpG CpG unstimulierte
Kontrolle DCs

Abbildung 25: Die IL-10 Produktion von uninfizierten und infizierten DCs

Nach siebentagiger Kultur wurden infizierte und uninfizierte DCs mit Poly(I:C) (100ug/ml) oder CpG
1826 (6ug/ml) aktiviert. 24 Stunden spater wurde IL-10 in den Uberstanden der Zellkultur mittels
ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte DCs und DCs stimuliert mit einer CpG Kontrolle.
Diese CpG-Kontrolle kann nicht stimulieren da, in der Sequenz kein CpG-Motiv vorhanden ist.

Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten und deren Standardabweichungen.
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4.7.6. Vergleich der Apoptoserate von uninfizierten und infizierten
DCs nach siebentagiger Kultur

Um die Apoptoserate von uninfizierten und infizierten DCs miteinander vergleichen
zu koénnen, wurden sieben Tage alte DCs jeweils mit Annexin V-FITC angefarbt
(siehe Kapitel 3.8.3). Es folgte die Zugabe von 7AAD und unmittelbar danach die
durchflusszytometrische Beurteilung. Als Positiv-Kontrolle wurden uninfizierte DCs
24h mit LPS stimuliert. LPS ist einer der starksten Stimuli fur DCs, welcher zum
Ausreifen und dadurch zu verstarkter Apoptose fuhrt. Die apoptotischen Zellen
wurden in der CD11c” Population angefarbt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 26
dargestellt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen uninfizierten und
infizierten DCs in der Apoptoserate gemessen werden. Uninfizierte DCs, die 24
Stunden mit LPS stimuliert wurden, zeigten dagegen eine ca. 20% hohere

Apoptoserate als unstimulierte DCs.
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Abbildung 26: Apoptoserate von uninfizierten und infizierten DCs

Uninfizierte und infizierte DCs wurden mit Annexin-FITC angefarbt. Als Positiv-Kontrolle dienten
uninfizierte DCs, die 24 Stunden mit LPS (10ug/ml) stimuliert wurden. Die verschiedenen Zellkulturen
sind durch Linien in unterschiedlichen Farbungen dargestellt: Rot: infiziete DCs, dunkelblau:
uninfizierte DCs, hellblau: uninfizierte DCs nach 24 Stunden LPS-Stimulation. Das graue Histogramm
reprasentiert ungefarbte Zellen als Negativ-Kontrolle. Es wurde auf CD11c” DCs gegatet. Ein

reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten ist gezeigt.
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4.7.7. Die FV-Infektion von DCs verandert die Interaktion von DCs und naiven
CD4" T-Zellen

T-Zellen kdénnen nur Uber APC aktiviert werden, wenn es zu physiologischen
Interaktion zwischen diesen beiden Partnern kommt. Dabei bildet sich die so
genannte Immunologische Synapse (SiMs & DUSTIN, 2002, BROMLEY et al., 2001). In
den folgenden Experimenten sollte daher untersucht werden, ob die FV-Infektion
einen Einfluss auf die Interaktion zwischen infizierten DCs und naiven CD4" T-Zellen
hat.

Dafur wurde das 3-D-Kollagensystem verwendet (siehe Kapitel 3.15.) In diesem
lassen sich die Interaktionen von syngenen DCs und T-Zellen im Zeitraffermodus
beobachten (siehe Kapitel 3.16.). Fur den Versuch wurden OVA-spezifische TCR
transgene CD4" T-Zellen aus einer DO11.10 Maus isoliert und mit OVA-beladenen
uninfizierten und infizierten DCs im 3-D-Kollagengel kultiviert. Uber acht Stunden
wurden die Bewegungen und die Zell-Kontakte mittels Videomikroskopie
aufgezeichnet. Dabei wurde beobachtet, dass die Kontakte zwischen infizierten DCs
und CD4" T-Zellen signifikant langer waren (mittlere Kontaktdauer: 20min) als
zwischen uninfizierten DCs und CD4" T-Zellen (mittlere Kontaktdauer: 12min) (siehe
Abbildung 27A). Dieser signifikante Unterschied resultiert aus einer grolien Anzahl
von sehr langen Kontakten zwischen infizierten DCs und CD4" T-Zellen. Im Mittel
dauerten 29% aller Kontakte zwischen infizierten DCs und CD4" T-Zellen langer als
60min (siehe Abbildung 27B) wahrend nur 16% aller Kontakte zwischen uninfizierten
DCs und CD4" T-Zellen mehr als 60min lang waren. Beispiele fir den Kontakt

zwischen uninfizierten und infizierten DCs sind in Abbildung 27C und 27D dargestellt.
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Abbildung 27: Kontaktzeiten zwischen Antigen-beladenen DCs und naiven OVA-spezifischen
T-Zellen.

Der DC-T-Zell Kontakt wurde im 3-D Kollagengel analysiert. Transgene CD4" T-Zellen von DO11.10
Mausen wurden mit OVA-Antigen beladenen uninfizierten (weifer Balken) und infizierten (schwarzer
Balken) DCs gemischt. Im Bild A ist die Kontaktdauer in min zwischen uninfizierten und infizierten DCs
und CD4" T-Zellen dargestellt. Der rote Balken gibt den Mittelwert aus allen Kontaktzeiten zwischen
DCs und CD4" T-Zellen an. Der Unterschied ist signifikant (p<0,0001, Student t-Tests). Dargestellt
sind die Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten. In Bild B sind die Kontakte in Prozent
angegeben, die langer als 60min zwischen uninfizierten und infizieten DCs und CD4" T-Zellen
dauerten. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten. Bild C zeigt ein
reprasentatives Beispiel fiir kurze Kontakte zwischen uninfizierten DCs und CD4" T-Zellen. In Bild D

ist ein reprasentatives Beispiel fiir lange Kontakte zwischen infizierten DCs und CD4" T- Zellen
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dargestellt. Die Dauer (min) der Kontakte ist auf den einzelnen Bildern angegeben. Die Pfeile zeigen
auf die Kontaktstelle zwischen DCs und CD4" T-Zelle.

4.7.8. Expression von Aktivierungsmarkern auf CD4" T-Zellen nach Stimulation
mit Antigen-beladenen uninfizierten und FV-infizierten DCs.

Als funktioneller Nachweis fiir die Aktivierung von CD4" T- Zellen kann die
Expression von Aktivierungsmarkern vor und nach der Inkubation mit Antigen-
beladenen DCs bezeichnet werden. Als Marker dafir wurden CD62L, CD25, CD69,
CD54 und CD44 ausgewahlt. CD54, auch intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
genannt, ist ein Transmembranprotein, das adhasive Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen vermittelt (ZUCKERMAN et al., 1998). CD69 wird zu den C-Typ-Lektinen
gezahlt. Es handelt sich um einen frihen Aktivierungsmarker, der nach Aktivierung
auf T-Zellen verstarkt exprimiert wird (SANCHO et al., 2005). Die Funktion des
Oberflachenglykoproteins CD44 ist weitgehend unbekannt, aber es wird nur nach
Antigenkontakt auf T-Zellen exprimiert (NAOR et al., 1997). CD62L ist ein
Leukozytenadhasionsmolekul und wird deutlich weniger auf aktivierten Lymphozyten
als auf naiven Zellen exprimiert (JANEWAY. & TRAVERS, 1997). CD25 (a-Kette des IL-2
Rezeptors) wird nach Aktivierung von T-Zellen exprimiert und vermittelt die T-Zell
Proliferation.

Uninfizierte und infizierte DCs wurden mit OVA-Antigen beladenen und mit OVA-
spezifischen CD4" T-Zellen aus einer transgenen Maus im 3-D Kollagengel inkubiert
(siehe Kapitel 3.15.). AnschlieRend wurden die CD4" T-Zellen aus dem Gel isoliert
und im FACS auf die Expression der Aktivierungsmarker analysiert. Als Kontrolle
dienten naive CD4" T-Zellen, bzw. uninfizierte und infizierte DCs, die nicht mit OVA-
Antigen beladen worden waren. Diese CD4" T-Zellen exprimierten die
Aktivierungsmarker nur sehr schwach. Bei der FACS-Analyse von CD4" T-Zellen, die
mit OVA-Antigen beladenen uninfizierten und infizierten DCs kokultiviert wurden,
wurde eine reduzierte Expression von CD62L und eine vermehrte Expression der
anderen Aktivierungsmarker gemessen. Die Aktivierung der CD4" T-Zellen war nach
Stimulation durch infizierte DCs geringfiigig schwacher, aber der Unterschied zu
uninfizierten DCs war statistisch nicht signifikant. Diese Ergebnisse zeigen, dass

auch infizierte DCs CD4" T-Zellen aktivieren kénnen.
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Abbildung 28: Aktivierung von CD4" T-Zellen durch FV-infizierte und uninfizierte DCs

Naive transgene CD4" T-Zellen von einer DO11.10 Maus wurden mit uninfizierten (weiRer Balken) und
infizierten (schwarzer Balken) DCs im 3-D Kollagengel inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die T-
Zellen isoliert und auf die Expression der Aktivierungsmarker CD62L, CD69, CD25, CD54 und CD44
im FACS untersucht. Die Kulturen wurden mit und ohne OVA-Antigen durchgefiihrt. Naive CD4" T-
Zellen ohne DCs sind als graue Balken dargestellt. Die Expression der Aktivierungsmarker ist mit der
mittleren Fluoreszenz-Intensitit oder als Prozent positiver Zellen von der gesamten CD4" T-Zell-

Population angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte von finf unabh&ngigen Versuchen.

4.7.9. Einfluss von FV-infizierten DCs auf die Antigen-spezifische CD4" T-Zell-

Proliferation

Reife DCs sind wirksame Stimulatoren Antigen-spezifischer T-Zell Proliferation. Der
Einfluss von infizierten DCs auf die CD4" T-Zell-Proliferation sollte mittels eines {*H}-
Thymidin Proliferationstests bestimmt werden. Dabei wurden uninfizierte und
infizierte DCs mit OVA-Antigen beladen und mit OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptor
transgenen CD4" T-Zellen gemischt. Nach 3 Tagen Kultur wurden die Zellen mit
radioaktivem {*H}-Thymidin gepulst, um die {*H}-Thymidin-Aufnahme und damit die
Proliferation der T-Zellen zu messen (siehe auch Kapitel 3.12.). Als Negativ-Kontrolle

wurden uninfizierte und infizierte DCs mit TCR trangenen CD4" T-Zellen aber ohne
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OVA-Antigen Beladung verwendet. Ohne OVA-Antigen konnte keine Proliferation
gemessen werden.

Uninfizierte DCs, beladen mit OVA-Antigen, waren dagegen in der Lage, spezifische
CD4" T-Zellen zur Proliferation anzuregen, was man an der gemessenen
Radioaktivitdt erkennen kann (siehe Abbildung 29). Dagegen war die Stimulation
durch infizierte DCs signifikant reduziert. Um die gleiche Proliferation von CD4" T-
Zellen zu erreichen, die durch uninfizierte DCs hervorgerufen wurde, wurde bei FV-
infizierten DCs fast die 10fache Anzahl an DCs bendtigt.

O FV-infizierte DCs+CD4

150000 7
S 0 uninfizierte DCs+CD4
S 125000 -
:_g 100000 - ° uninfizierte DCs
5 75000 - +CD4+0OVA
: 50000 - . FV-infizierte DCs
z +CD4+0OVA
25000
i e = * Signifikanter Unterschied zwischen
0 uninfizierten und infizierten DCs
100 1000 10000

Anzahl von DCs

Abbildung 29: Stimulation von CD4" T-Zell-Proliferation durch uninfizierte und FV-infizierte
DCs

Uninfizierte und FV-infizierte DCs wurden mit OVA-Antigen beladen und zur Stimulation von OVA-
spezifischen TCR transgenen T-Zellen eingesetzt. Nicht beladende DCs dienten als Negativ-Kontrolle.
Drei Tage spater wurde die Proliferation der T-Zellen an Hand des {SH}-Thymidin Einbaus gemessen.
Der Test wurde in Dreifachbestimmungen angesetzt und die angegebenen Werte (counts per minute,
cpm) sind die Mittelwerte der Parallelansatze eines reprasentativen Experiments. Dieses Experiment
wurde dreimal wiederholt. Es zeigte sich im ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test ein

statistisch signifikanter Unterschied.

4.7.10. Infizierte DCs induzieren regulatorische T-Zellen

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass FV-infizierte DCs naive
CD4" T-Zellen zwar aktivieren, aber nicht zur Proliferation in vitro anregen kénnen.
Auch die Kontaktzeiten zwischen infizierten DCs und CD4" T-Zellen waren deutlich

langer als zwischen uninfizierten DCs und CD4" T-Zellen. Diese Unterschiede im
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Kontakt zwischen T-Zellen und DCs konnten mit einer veranderten T-Zell Antwort
einhergehen. Die FV-Infektion induziert regulatorische T-Zellen in der Maus, die zu
einer Immunsuppression fuhren (HASENKRUG & CHESEBRO, 1997, DITTMER et al.,
2004). Infizierte DCs konnten fur die Induktion dieser Zellen verantwortlich sein. Um
diese Hypothese zu bestatigen, wurde analysiert, ob regulatorische CD4" T-Zellen
durch infizierte DCs in vitro induziert werden. Als Treg-Marker wurde der
Transkriptons Faktor Foxp3 verwendet. Uninfizierte und infizierte DCs wurden mit
OVA-Antigen beladenen und mit transgenen OVA-spezifischen CD4" T-Zellen im 3-D
Kollagengel inkubiert (siehe Kapitel 3.14.). AnschlieBRend wurden die CD4" T-Zellen
aus dem Gel isoliert und die Expression von Foxp3 (siehe Kapitel 3.16.2.) im FACS
ermittelt. Als Kontrollen dienten naive CD4" T-Zellen und CD4" T-Zellen aus Kulturen
mit uninfizierten und infizierten DCs, die aber nicht mit OVA-Antigen beladen wurden.
Im Mittel exprimieren 10% der naiven CD4" T-Zellen den Marker Foxp3. Ungefahr
15% der CD4" T-Zellen exprimierten Foxp3 nach Kultur mit OVA-Antigen beladenen
uninfizierten DCs. Zu einer signifikanten Erhdhung (Student's t-Test) der Foxp3
positiven T-Zellen auf mehr als 25% kam es, wenn OVA-Antigen beladene infizierte
DCs mit T-Zellen kokultiviert wurden (siehe Abbildung 30). Alle Foxp3 positiven T-
Zellen, die durch infizierte DCs induziert wurden, waren ebenfalls positiv flir den
Treg-Marker CD25.

CD4" T-Zellen, die mit uninfizierten oder infizierten DCs aber ohne OVA-Antigen
inkubiert wurden, zeigten die gleichen Anteil von ca.10% Foxp3* T-Zellen wie naive
CD4" T-Zellen. Damit konnte gezeigt werden, dass FV-infizierte DCs Antigen

spezifisch CD25" Foxp3® Treg-Zellen induzieren kdnnen.
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Abbildung 30: Induktion von Foxp3* Treg-Zellen durch FV-infizierte DCs

Naive TCR trangene CD4" T-Zellen von einer DO11.10 Maus wurden mit uninfizierten und infizierten
DCs im 3-D-Kollagengel inkubiert. 24 Stunden spater wurde die intrazellulare Expression des
Tregzell-Markers Foxp3 im FACS bestimmt. CD4" T-Zellen wurden inkubiert mit uninfizierten DCs
(weiBer Balken) und mit infizierten DCs (schwarzer Balken). Als Kontrolle dienten DCs beladen mit
OVA-Antigen oder ohne OVA-Antigen. Als negative Kontrolle dienten naive CD4" T-Zellen vor der
Kultivierung (graue Balken). Dargestellt sind prozentuale Mittelwerte von CD4"/Foxp3” T-Zellen an der
gesamt CD4" T-Zell Population aus fiinf unabhéngigen Experimenten und deren
Standardabweichungen (Student t-Tests).

4.8. Stimulation von FV-infizierten DCs zur Therapie der FV-

induzierten Immunsuppression
In den Arbeiten von KRAFT et al. (2005) und OLBRICH et al. (2003) konnte gezeigt
werden, dass eine CpG-Behandlung gegen FV eine effektive Immuntherapie
darstellt. Eine mogliche Erklarung konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CpG

noch infizierte DCs zum Ausreifen bringen kann.

4.8.1. Quantitativer Nachweis von TLR-3, -4 und -9 auf uninfizierten und infizier-
ten DCs
Uninfizierte und infizierte DCs zeigten eine unterschiedliche Reaktion auf die
Stimulation mit TLR-Liganden (siehe Kapitel 4.7.2. und 4.8.2.). Um zu untersuchen,
ob die TLR-Expression auf DCs durch die FV-Infektion verandert wird, wurde die
Expression von TLR-3, -4 und -9 quatitativ analysiert.
Fir dieses Experiment wurden infizierte DC mit AK 34 und CD11c markiert.
Uninfizierte DCs wurden nur mit CD11c markiert. Anschlie@end wurden die
uninfizierten und infizierten DCs mit einem FACS DIVA Sorter mit einer Reinheit von
ca. 99% isoliert und aus diesen Zellen die mMRNA gewonnen (siehe Kapitel 3.17.).
Es ist deutlich zu erkennen, dass es keinen signifikanten Unterschied bei den
untersuchten in TLRs in der Anzahl von RNA-Molekilen zwischen uninfizierten und
infizierten DCs gab. Die meiste mMRNA Synthese wurde bei sowohl bei uninfizierten
und infizierten DCs TLR 3 gefunden. Die FV-Infektion von DCs hat somit keine
Auswirkung auf die mMRNA Synthese fir TLRs.
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Abbildung 31: Expression von mRNA fiir Toll-like Rezeptoren in uninfizierten und infizierten
DCs

Uninfizierte (weilRe Balken) und infizierte DCs (schwarze Balken) wurden im FACS DIVA isoliert und

anschlieRend die mRNA fir TLRs mit Hilfe der RT-PCR quantitativ bestimmt. Dargestellt sind die die

Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten und deren Standardabweichungen

4.8.2. CpG steigert die Expression von kostimulatorischen Molekiilen auf FV-
infizierten DCs
CpG-DNA bewirkt eine Aktivierung der angeborenen Immunantwort und eine darauf
folgende Th1-Polarisierung der spezifischen Immunantwort. Somit kdnnten diese
Substanzen als Therapeutikum bei der Immuntherapie von Infektionen eingesetzt
werden.
Infizierte DCs exprimieren kaum kostimulatorische Molekule nach Stimulation mit
Poly(I:C) oder INFa, wie im vorangegangenen Experiment gezeigt wurde (siehe
Kapitel 4.7.2.) Im folgenden Experiment sollte getestet werden, ob CpG-ODN
infizierte DCs zur Ausreifung bringen kann.
Uninfizierte und infizierte DCs wurden angezuchtet und mit Poly(l:C), INFa und CpG
uber 24 Stunden stimuliert (siehe Kapitel 3.5.3. und 3.5.5.). Uninfizierte DCs
reagierten auf Zugabe dieser Stimuli mit einer starken Expression der
kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 (siehe Abbildung 32). Im
Gegensatz dazu aktivierte INFa und Poly(l:C), infizierte DCs so gut wie nicht (Daten
wurden im Kapitel 4.7.2. schon beschrieben) (siehe Abbildung 22). Werden
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allerdings infizierte DCs mit CpG 1826 stimuliert, kommt es zu einer starken

Expression von CD86, ahnlich wie bei uninfizierten DCs. Bei CD80 kommt es auch

zu einer Steigerung der Expression, aber im Vergleich nicht so stark wie bei
uninfizierten DCs. Dagegen wurde fur CD40 nur eine schwache Expression auf
infizierten DCs nach CpG Stimulation festgestellt (siehe Abbildung 32). Somit konnte

der Reifungsdefekt von infizierten DCs durch Stimulation mit CpG teilweise
aufgehoben werden.
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Stimulation mit:

= CpG1826 6ug/ml B Poly(l:C) 100ug/mi | INFa 1000U/ml

Abbildung 32: Expression von kostimulatorischen Molekiilen auf FV-infizierten DCs nach CpG
Stimulation.

Kostimulatorische Molekile CD80, CD86 und CD40 wurden auf stimulierten uninfizierten und

infizierten DCs bestimmt. Die geflllten Histogramme reprasentieren ungefarbte DCs als Kontrolle. Die

verschiedenen Stimuli sind durch Linien in unterschiedlichen Farben dargestellt griin: CpG 1826

(6ug/ml), rot: Poly(l:C)(100ug/ml) und blau: INFa (1000U/ml). Die Daten mit Poly(l:C) und INFa

wurden schon im Kapitel 4.7.2. gezeigt. Dargestellt in den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitat

der einzelnen Farbungen. Ein reprasentatives Ergebnis aus zwei Experimenten ist gezeigt.

4.9. Interaktion von FV-infizierten DCs und CD8" T-Zellen

4.9.1. Einfluss von FV-infizierten DCs auf die FV-spezifische CD8" T-Zell-
Proliferation

Im Kapitel 4.7.9. konnte gezeigt werden, das FV-infizierte DCs keine Proliferation von
Antigen-spezifischen CD4" T-Zellen induzieren konnten. Viele Virusinfektionen
werden aber durch CD8" T-Zellen (CTL) kontrolliert. In diesem Experiment sollte nun
geklart werden, ob FV-infizierte DCs spezifische CD8" T-Zellen aktivieren konnen.
Fir dieses Experiment wurden CD8" T-Zellen aus einer transgenen Maus verwendet.
Alle CD8" T-Zellen dieser trangenen Maus sind spezfisch gegen das FV Epitope DP
GagL (OHLEN et al., 2002). DCs wurden mit diesem Peptid beladen und die
transgenen CD8" T-Zellen zur Proliferation angeregt. Nach drei Tagen wurde die
Proliferationsrate der CD8" T-Zellen mittels FACS bestimmt, indem die Abnahme der
CFSE Fluoreszenz Markierung der CD8" T-Zellen (siehe Kapitel 3.13.) analysiert
wurde. Die Abbildung 33 zeigt die Verteilung der CFSE Fluoreszenz auf CD8" T-
Zellen.

Als Negativ-Kontrollen wurden uninfizierte DCs ohne Antigen bzw. CD8" T-Zellen
ohne DCs verwendet. Bei diesen Zellen kam es nach 72 Stunden zu keiner Teilung,
das Histogramm zeigte daher einen einheitlichen Peak (siehe Abbildung 33A und B).
Dagegen waren bei den CD8" T-Zellen, die mit beladenen uninfizierten DCs
kokultiviert wurden, vier weitere Fluoreszenzpeaks zu sehen, die jeweils einer bis

vier Zellteilungen entsprachen (siehe Abbildung 33C). Bei den CD8" T-Zellen, die mit
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beladenen infizierten DCs kokultiviert wurden, zeigten sich ebenfalls vier weitere
Fluoreszenzpeaks. Allerdings war der Ausgangspeak mit der starksten Fluoreszenz
deutlich hoher als bei den Kulturen mit uninfizierten DCs (siehe Abbildung 33D). Bei
dieser Subpopulation von T-Zellen fand wahrend der dreitdgigen Kultur keine
Proliferation statt. Antigen-beladene infizierte DCs kénnen CD8" T-Zellen demnach

zur Proliferation anregen, aber nicht so effizient wie uninfizierte DCs.
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Abbildung 33: CD8" T-Zell-Proliferation durch uninfizierte und FV-infizierte DCs

Uninfizierte und FV-infizierte DCs wurden mit D’GagL FV beladen und zur Stimulation von transgenen
CD8" T-Zellen eingesetzt. Nicht beladene DCs sowie CD8" T-Zellen ohne DCs dienten als Negativ-
Kontrollen. Drei Tage spater wurde die Proliferationsrate anhand der Abnahme der CFSE-Fluoreszenz
ermittelt. Dargestellt sind Histogramme fiir die Fluoreszenzintensitat der CFSE-Farbung. Es wurde auf

CD8" T-Zellen gegated. Ein reprasentatives Ergebnis aus zwei Experimenten ist gezeigt.
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4.9.2. INFy Produktion von FV-spezifischen CD8" T-Zellen nach Stimulation

mit uninfizierten und infizierten DCs

Im vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass FV-spezifische CD8" T-Zellen
durch die Stimulation mit infizierten DCs zur Proliferation angeregt wurden. Nun
sollte untersucht werden, ob infizierte DCs FV-spezifische CD8" T-Zellen noch zur
Produktion von INFy stimulieren konnen. INFy ist ein wichtiges Zytokin bei der Th1
Immunantwort und wird von CD8" T-Zellen produziert (RAFAEL et al., 2007). Fir
dieses Experiment wurden wieder FV-spezifische transgene CD8" T-Zellen
eingesetzt. DCs wurden mit FV Epitope D’GagL beladen, um transgene CD8* T-
Zellen zu stimulieren und zur damit sie INFy-Produktion anzuregen.

Das Zellgemisch wurde drei Tage inkubiert um anschlieend im zellfreien Uberstand

die Konzentration von INFy zu bestimmen. Dabei wurde festgestellt, dass es keine

signifikanter Unterschiede in der Produktion von IFNy gab, wenn die transgenen
CD8" T-Zellen mit Antigen-beladenen uninfizierten oder infizierten DCs stimuliert
wurden (siehe Abbildung 34). Als Negativkontrollen dienten infizierte und uninfizierte
DCs, die nicht mit Peptid beladenen wurden. Hier konnte nur eine sehr geringe
Produktion von IFNy gemessen werden. Somit ist gezeigt worden, dass FV-infizierte

DCs virus-spezifische CD8" T-Zellen sowohl zur Proliferation als auch zur Produktion
von INFy anregen konnen. Im Gegensatz zur gestorten Interaktion von infizierten

DCs mit CD4" T-Zellen wies die Interaktion von infizierten DCs mit CD8" T-Zellen
keinen funktionellen Defekt auf.
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Abbildung 34: INFy-Produktion von virus-spezifischr CD8" T-Zellen nach Stimulation mit
Antigen beladenen uninfizierte und FV-infizierte DCs

Uninfizierte und infizierte DCs wurden mit FV DbGagL Peptid beladen und mit transgenen CD8" T-
Zellen gemischt. Nach drei Tagen wurde der Uberstand mit Hilfe eines ELISA auf INFY untersucht. Als

Kontrolle wurden uninfizierte und infizierte DCs ohne Peptid-Beladung verwendet. Dargestellt sind die

Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten und deren Standardabweichungen.

97



5. Diskussion

5. Diskussion

5.1. Ubersicht liber die experimentellen Befunde

Retroviren und viele andere Viren induzieren eine Immunsuppression in ihrem Wirt.
Bei der Infektion von Mausen mit dem FV tritt eine Suppression von wichtigen T-
Zellfunktionen wahrend der akuten Infektion auf. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Rolle infizierter DCs bei der FV-induzierten Immunsuppression untersucht werden.
Von besonderem Interesse war dabei die Untersuchung der Interaktion von
infizierten DCs mit CD4" T-Zellen.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass sich FV-infizierte DCs aus Stammzellen des
Knochenmarks infizierter Mause generieren lassen. Diese myeloiden DCs waren zu
etwa 20% infiziert. Diese Infektion war produktiv und infizierte DCs konnten das Virus
in vitro und in vivo Ubertragen. FV-infizierte DCs hatten einen unterschiedlichen
Phanotyp gegenuber uninfizierten DCs, sie exprimierten so gut wie keine
kostimulatorischen Molekule, wahrend die Expression von MHC Molekilen nicht
verandert war. Als Schwerpunkt der Arbeit wurde die Interaktion von infizierten DCs
und CD4" T-Zellen untersucht. Dabei wurde ein signifikanter Unterschied in der
Kontaktdauer zwischen uninfizierten und infizierten DCs mit CD4" T-Zellen
festgestellt. Infizierte DCs konnten CD4" T-Zellen zwar aktivieren, aber nicht mehr
zur Proliferation stimulieren. Der veranderte Kontakt von infizierten DCs mit CD4" T-
Zellen fUhrte zur Induktion von Treg-Zellen.

Dagegen war die Interaktion von infizierten DCs und CD8" T-Zellen funktionell nicht
gestort. Die durch FV-Infektion veranderte Interaktion von CD4" T-Zellen und DCs
deutet darauf hin, dass infizierte DCs eine entscheidende Rolle bei der FV-

induzierten Immunsuppression spielen.

5.2. FV-Infektion von myeloiden und plasmazytoiden DCs

Um die Frage zu beantworten, ob FV DCs produktiv infiziert, wurden in vitro
generierte myeloide DCs mit FV inkubiert. An verschiedenen Tagen nach der
Infektion wurden die Zellen mit dem spezifischen AK 34, der auf der Oberflache von
infizierten DCs das glykolysierte FV Gag-Protein erkennt, angefarbt. Trotz diverser
Versuche hat sich gezeigt, dass eine flr Experimente ausreichende Zahl von FV-
infizierten DCs mit dieser Methode nicht generiert werden konnte. Aligemein lassen
sich Zellen in vitro nur schlecht mit FV infizieren. Auch die Indiktorzelllinie Mus dunni

lasst sich nur mit Hilfe von Polybrene infizieren. Das Polybrene dient dazu, dass das
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freie Virus besser an den Rezeptor auf der Zelloberflache binden kann (TOYOSHIMA &
VoGT, 1969). Wie in der Literatur schon beschrieben (FRESNAY et al., 2002) ist

Polybrene toxisch fur DCs, somit konnten wir diese Substanz nicht einsetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine neue Methode entwickelt, um FV-
infizierte DCs zu generieren. Dabei kam uns die Eigenschaft des FV zu nutze, dass
in der akuten Phase der Infektion Knochenmarkstammzellen sehr effizient infiziert
werden (STROMNES et al., 2002). Aus diesen infizierten Knochenmarksstammzellen
konnte dann nach einem Standardprotokoll von INABA et al. 1992 FV-infizierte
myeloide DCs angezlichtet werden (siehe Kapitel 3.5.5.). Der Nachweis des FV in
DCs erfolgte sowohl mittels RT-PCR nach STROMNES et al. (2002) als auch durch
Auswertung elektronenmikroskopischer Bilder (siehe Abbildung 14), welche eindeutig
virale Kapside im Zytoplasma von FV-infizierten DCs erkennen lieRen. In dieser
Arbeit konnte daher gezeigt werden, dass FV murine myeloide DCs infizieren kann.
Wie fur andere Virusinfektionen gezeigt worden ist, kann die Infektion von Viren zur
Apopose von DCs fuhren. Der Zelltod von DCs kann dann eine Immunsuppression
zur Folge haben (BoORRoOw et al.,, 1995). Die FV-Infektion l6ste allerdings keine
Apotose in DCs aus. Daher spielt der programmierte Zelltod von DCs bei der FV-
induzierten Immunsuppression vermutlich keine Rolle.

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass das FV in unreifen DCs repliziert
und sich in vitro und in vivo effizient auf andere Zellen Ubertragen lasst. Der Rezeptor
fur die Infektion von DCs mit dem FV ist wahrscheinlich Pit 1/2, da dieser Rezeptor
auch fur Monozyten beschreiben worden ist (DITTMER et al., 2002). In der Literatur
wurde gezeigt, dass unterschiedliche Viren unterschiedlich gut in DCs replizieren
konnen. HIV repliziert in unreifen und reifen DCs eher schwach, da diesen Zellen der
Hauptrezeptor des Virus, das CD4-Molekul, fehlt (Wu & KEwWALRAMANI, 2006).
Dagegen repliziert z.B. das Poliovirus oder das murine Zytomegalovirus produktiv in
DCs, da die Zellen, wie auch beim FV, offensichtlich den richtigen Rezeptor fur diese
Viren exprimieren (MATHYS et al., 2003, WAHID et al., 2005). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie lassen den Schluss zu, dass das FV in den DCs einen
vollstandigen Replikationszyklus durchlauft. Die FV-Infektion von unreifen DCs
eroffnet dem Virus die Moglichkeit, durch Migration der DCs aus der Peripherie in
lymphoide Organe vorzudringen. Damit spielen unreife DCs maoglicherweise eine

wichtige Rolle bei der Verbreitung und Pathogenese von FV in der Maus. Eine solche
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Bedeutung von unreifen infizierten DCs ist auch schon bei HIV-1 (CAMERON et al.,
1992) und HSV-1 (MIKLOSKA et al., 2001) beschrieben worden.

In weiteren Untersuchungen wurde in der vorliegenden Arbeit die Infektion von
plasmazytoiden DCs (pDCs) mit dem FV untersucht. pDCs produzieren groflle
Mengen von antiviralem Typ | Interferon als Reaktion auf Viren, bakterielle DNA,
einzelstrangige RNA oder Oligodeosxynukleotide mit CpG-Motif. (CpG-ODN). Durch
diese Fahigkeit gelten diese Zellen als die Spezialisten bei der Abwehr viraler
Infektionen (COLONNA et al., 2004, SIEGAL et al., 1999). Interferon a hat auch eine
Bedeutung bei der Therapie einer FV-Infektion (GERLACH et al., 2006).

Die Reduktion der Anzahl von pDCs und der Verlust ihrer Fahigkeit, IFN-a zu
produzieren, geht bei einer HIV-Infektion einher mit einer erhdhten Viruslast und
einer Zunahme an opportunistischen Infektionen (DONAGHY et al., 2001; SOUMELIS et
al., 2001). Bei anderen Viren, wie z.B. bei HBV, HCV und RSV (WANG et al., 2006,
ZHANG & WANG, 2005) konnte dieses auch gezeigt werden. Bei der FV-Infektion
zeigte sich aber, dass pDCs, die ex vivo aus Milzen infizierter Mause isoliert wurden,
nicht infiziert waren und auch in vitro generierte pDCs nur eine sehr geringe
Infektionsrate aufwiesen. Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, das pDCs
sich kaum mit FV infizieren lassen und vermutlich keine groRe Bedeutung bei der
Pathogenese dieser Infektion haben. Fur die weiteren Untersuchungen wurde der

Schwerpunkt daher auf die Untersuchung myeloider DCs gelegt.

5.3. Einfluss der FV-Infektion auf die Funktion von DCs

DCs spielen eine Hauptrolle bei der Initierung einer antiviralen T-Zellanwort
(BANCHEREAU et al., 2000, BANCHEREAU & STEINMANN, 1998). Aufgrund dieser
Eigenschaft sind DCs ein pradestiniertes Ziel viraler Immunevasionsstrategien, um
einer antiviralen Immunantwort entgegenzuwirken. Dies konnte fur HIV, Masern,
Vaccinia oder HSV-1 bereits gezeigt werden (RINALDO et al., 2004). Diese Viren
haben Mechanismen entwickelt, die der Etablierung einer effizienten antiviralen T-
Zellantwort entgegenwirken (KLAGGE & SCHNEIDER-SCHAULIES, 1999, POLLARA et al.,
2005). Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, ob auch FV die Infektion von DCs
als Strategie der Immunevasion nutzt. Die Ergebnisse zeigten, dass DCs,
unabhangig von ihrem Reifegrad, permissiv mit FV infiziert waren. Es stellte sich
daher die Frage, ob die FV-Infektion Auswirkungen auf den Phanotyp und die
Funktion von DCs hat. Unreife und reife DCs wurden durchflusszytometrisch auf
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phanotypische Veranderungen nach Infektion untersucht. FV-infizierte DCs
exprimierten keine kostimulatorischen Marker (CD80, CD86 und CD40) und auch der
Reifungsmarker  (CD83) war  herunterreguliert. Die  Expression  der
Antigenprasentationsmolekile (MHCI und MHCII) wurde dagegen durch FV nicht
beeinflusst (siehe Abbildung 21). Somit liegt bei den DCs, die mit FV infiziert sind,
offenbar ein Reifungsdefekt vor.

Durch die verminderte Expression der Oberflachenmolekule konnte das FV mehrere
Eigenschaften von DCs beeinflusssen. Durch das Fehlen von kostimulatorischen
Markern wird die T-Zell-Aktivierung zum Teil verhindert. Fur die Aktivierung von T-
Zellen sind 2 Signale notwendig: Die Erkennung des Antigen/MHC Komplexes durch
den T-Zell-Rezeptor und ein Kostimulationssignal (CoyLE & GUTIERREZ-RAMOS,
2001). Dieses zweite Signal kann beispielsweise die Differenzierung von T-Zellen in
eine Effektorzelle auslésen. Fehlt das kostimulatorische Signal, werden die T-Zellen
anerg. Dies bedeutet, dass die T-Zellen nicht mehr mit Proliferation auf Antigene
reagieren und nicht mehr zu Effektorzellen differenzieren konnen (CHEN, 2004,
GREENWALD et al., 2005).

Die Reduktion des kostimulatorischen Molekils CD80 auf DCs koénnte fur FV in
zweierlei Hinsicht von Vorteil sein. Es wurde gezeigt, dass Zellen, die kein CD80 auf
der Oberflache exprimieren, der Erkennung und Lyse durch NK-Zellen entgehen
konnen (CHAMBERS et al., 1996). Dagegen begulnstigt eine reduzierte Expression von
MHC Klasse | Molekulen auf der Oberflache von Zellen eine NK-Zell-vermittelte Lyse
(KARRE & WELSH, 1997). Bei FV-infizierten DCs waren allerdings die MHCI Molekile
nicht reduziert. Des Weiteren kann die fehlende Kostimulation der T-Zellen Uber
CD28 in einer T-Zell-Anergie resultieren (POWELL et al., 1998). Die dadurch fehlende
T-Zell Antwort kdnnte dann eine Persitenz von FV im Wirt zur Folge haben.

Die Bindung des T-Zell-Molekills CD40-Ligand (CD40L) an CD40 auf DCs bewirkt
eine terminale Differenzierung der DCs (SERVET-DELPRAT et al., 2000). Die
Interaktion induziert sowohl die Expression der MHCI, MHCII und kostimulatorischen
Molekulen auf DCs, als auch die Produktion von Zytokinen (IL-12, TNF-qa, IL-8), die
fur die volle Aktivierung, Differenzierung und Zytokinproduktion von naiven CD4" T-
Zellen notwendig sind (SCHLIENGER et al., 2000). Die hier beschriebene Reduktion
von CD40 auf FV-infizierten DCs kann somit eine Auswirkung auf die Reifung von
DCs und die Induktion einer T-Zell-Antwort haben.
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Ein wichtiger Marker von reifen DCs ist CD83 (ZHou & TEDDY, 1995). Es konnte
beobachtet werden, dass die Expression dieses Markers auf FV-infizierten DCs
herunterreguliert wurde. Bis heute ist die Funktion und der Ligand von CD83 noch
unbekannt. KRUSE et al. (2000) konnten eine verminderte T-Zell-Stimulation durch
HSV-1-infiziete DCs nachweisen und identifizierten als Mechanismus eine
spezifische lysosomale Degradation von CD83 durch HSV-1, die zu einer starken
Verminderung der CD83-Dichte auf der Zelloberflache fuhrte. Die selektive
Expression von CD83 auf reifen DCs, welche die wichtigsten antigenprasentierenden
Zellen des Immunsystems darstellen, deutet auf eine bedeutende Funktion des
Molekuls bei der T-Zell-Aktivierung hin. Welche molekularen Folgen die Reduktion
der Expression von CD83 auf FV-infizierten DCs hat, muissen weitere
Untersuchungen klaren.

Der molekulare Mechanismus des Reifungsdefektes von DCs nach einer FV
Infektion konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. LOWENDORF et al. (2004)
berichteten, dass bei dem murinen Zytomegalievirus (MCMV) bestimmte Gene fur
eine reduzierte Oberflachenexpression von CD86 und CD40 auf DCs verantwortlich
sind. Bei der Studie wurden bestimmte MCMV-Deletionsmutanten hergestellt, bei
denen jeweils grollere Genombereiche mit nicht Strukturgenen fehlten. Bei
Screeningverfahren konnten sie ein ca. 12kbp grofRes virales Gen lokalisieren und
identifizieren, das einen negativen Einfluss auf die Zelloberflachenexpression von
CD40 und CD86 auf APC hatte. Dieses Verfahren lasst sich leider nicht auf FV
Ubertragen, da sein Genom nur aus drei Strukturgenen besteht, so dass keine
Deletationsmutanten hergestellt werden konnen.

Eine weitere wichtige Funktion von DCs ist die Produktion von Zytokinen. Damit
kénnen die Zellen nicht nur die Proliferation von T-Zellen verstarken, sondern auch
die Differenzierung von CD4" T-Zellen in TH;-TH, beeinflussen. Daher war von
Interesse, ob die FV-Infektion die Zytokinproduktion verandern kann. IL-12 und IL-10
sind die wichtigsten Zytokine, die von DCs zur Aktivierung und Differenzierung von T-
Zellen produziert werden (MOSER & MURPHY, 2000). Nach Stimulation mit CpG ODN
konnte eine reduzierte Produktion von IL-12 bei infizierten DCs gemessen werden.
Damit wurde gezeigt, dass die FV-Infektion bei bestimmten Stimuli die Sekretion von
TH4-Zytokinen durch DCs inhibiert. Nach der Stimulation mit Poly(I:C) konnte
dagegen kein Unterschied zwischen uninfizierten und infizierten DCs festgestellt

werden. Die biologische Relevanz der reduzierten IL-12 Produktion von FV-infizierten
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DCs nach CpG-Gabe ist allerdings nicht vollstandig bekannt. Eine Aktivierung des
TLR-9/CpG Signalweges findet wahrend einer FV-Infektion nicht statt, da FV keine
TLR-9 Liganden besitzt. Die unveranderte IL-12 Produktion nach Poly(l:C) Gabe
scheint dagegen relevanter zu sein, da TLRs von murinen Retroviren TLR-3
Liganden sein kobnnen (ABUJAMRA et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Produktion von dem immunosuppressiven
Zytokin IL-10 durch DCs gemessen. In der Literatur ist aber bei anderen Viren schon
beschrieben worden, das IL-10 eine Bedeutung fur die induzierte Immunsuppression
hat (ROBERTSON & HASENKRUG, 2006). Bei unserer Studie konnte aber keine erhdhte
Produktion von IL-10 durch FV-infizierte DCs nachgewiesen werden. Das lasst
vermuten, dass IL-10 bei der Immunsuppression im FV-Modell keine Rolle spielt.

Ein Schwerpunkt der Arbeit war die videomikroskopische Beobachtung der
Interaktion von FV-infizierten DCs und T-Zellen in einer dreidimensionalen
Kollagenmatrix. Es konnte in der Literatur schon gezeigt werden, dass Effektor CD8"
T-Zellen bei einem langen Kontakt mit DCs aktiviert werden, wahrend bei kurzen
Kontakten eher Toleranz induziert wird (HUGUES et al., 2004). Bisher war aber wenig
Uber den Kontakt zwischen CD4" T-Zellen und DCs bekannt. Ziel der vorliegenden
Studie war es, die Kontaktdauer uninfizierter und infizierter DC mit naiven CD4" T-
Zellen zu untersuchen.

Dabei wurde festgestellt, dass die Kontakte zwischen FV-infizierten DCs und T-
Zellen signifikant langer waren als mit uninfizierten DCs. Besonders die Anzahl von
sehr langen Kontakten (>60min) war bei den infizierten DCs signifikant erhdht (siehe
Abbildung 27).

Die Kontaktdauer zwischen DCs und T-Zellen kann von verschiedenen Faktoren
beeinflusst werden. Einerseits ist die Dauer der Kontakte von der Funktion der
eingesetzten Zellen abhangig. Die Kontakte zwischen Effektorzellen und DCs sind
nur wenige Minuten lang, dagegen bendtigen naive T-Zellen langere Kontakte, um
aktiviert zu werden (LEzzl et al., 1999, VAN STIPDONK et al., 2003). In dieser Arbeit
wurden videomikroskopische Analysen mit naiven OVA-transgenen CD4" T-Zellen
durchgefuihrt. Bisher ist aber noch nicht eindeutig geklart, welche Kontaktdauer zu
einer guten CD4" T-Zell Aktivierung fihrt. In der Literatur sind zwei
Modellmechanismen zu finden, die den Vorgang der Aktivierung und T Zell-
Proliferation erklaren: Die statischen langlebigen Kontakte oder die dynamischen

kurzlebigen Kontakte.
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Bei den statischen langlebigen Kontakten wird eine so genannte Immunologische
Synapse gebildet (DELON, 2000). Bei dieser wird eine feste Bindung zwischen APC
und T-Zelle eingegangen und es erfolgt ein intensiver Informationsaustausch. Das
Modell geht davon aus, dass ein dauerhafter Kontakt von 6-20stindiger Dauer nétig
ist, um eine T-Zelle effizient zu aktivieren (DUSTIN et al., 2001).

In der Arbeit von FRIEDL & GUNzER (2002) zeigten sich dynamische Kontakte
zwischen APC und CD4" oder CD8" T-Zellen. Diese dynamischen Kontakte sind im
Wesentlichen durch eine kurze Kontaktzeit und eine aktive Wanderung der T-Zelle
auf den APC gekennzeichnet. In 3D-Kollagenkulturen wurden kurzlebige
Kalziumstrome in T-Zellen als Zeichen ihrer Aktivierung und konsekutive T-
Zellproliferation nachgewiesen (GUNzER et al., 2000). Dynamische Kontakte fuhren
nach nur wenigen Minuten (10-20min) zur Losung der Interaktion und Ausbildung
weiterer Interaktionen mit benachbarten APC (GUNzER et al., 2000). Infolge der
Beobachtung serieller Kontakte einer T-Zelle zu verschiedenen DCs in kurzer
Abfolge wurde die Akkumulation mehrerer kurzer Aktivierungssignale postuliert, die
letztlich zu einer optimalen T-Zell Aktivierung fuhrt. Verschiedene Studien geben
Hinweise auf eine Koexistenz der beiden Modelle. Es wurden sowohl statische als
auch dynamische Kontakte von T-Zellen mit APC beobachtet (MILLER et al., 2002,
Bousso et al., 2002). MEMPELL et al. (2004) verband dann die beiden Hypothesen zu
einem Modell, das drei Phasen beschreibt. In der ersten Phase findet man kurze,
dynamische Kontakte und die Expression von Aktivierungsmarkern. In der zweiten
Phase ist die Mehrzahl der Kontakte langer als 60 Minuten und die T-Zellen
beginnen Zytokine zu produzieren. In einer dritten Phase kommt es dann zur
Proliferation der T-Zellen.

In Ubereinstimmung mit diesem Modell zeigte sich bei unseren Untersuchungen, bei
denen vor allem die frihe Phase der DC-T-Zell Interaktion charakterisiert wurde,
viele kurze Kontakte. Dies korrelierte auch mit einer Expression von
Aktivierungsmarkern auf den T-Zellen. Allerdings kam es bei FV-infizierten DCs trotz
einer groReren Anzahl von langeren Kontakten mit T-Zellen nicht zu einer effizienten
Proliferation dieser Zellen. Die dritte Phase der T-Zell-Aktivierung scheint bei FV-

infizierten DCs also durch die Infektion gestort zu sein.
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5.4. Die Rolle Dendritischer Zellen in der FV-induzierten

Immunsuppression

Das angeborene Immunsystem ist in den ersten Tagen nach einer Infektion in der
Lage, die Ausbreitung von Erregern einzuschranken. Fur eine effiziente Kontrolle
einer Virus-Infektion ist jedoch meistens die Induktion einer spezifischen
Immunantwort notwendig. Sind Viren nun in der Lage, die Immunantwort gegen sich
und andere Pathogene zu unterdricken, kann dies flr den Wirt schwerwiegende
Folgen haben. Diese Suppression der Immunantwort gibt dem Virus die Chance,
erfolgreich im Wirt zu replizieren, auf neue Wirtsindividuen Ubertragen zu werden und
in einer Wirtspopulation zu persistieren. Um bessere Therapien gegen virale
Erkrankungen entwickeln zu kdnnen, ist es daher entscheidend, die Mechanismen
der viralen-induzierten Immunsuppression zu verstehen.

Ein mdglicher Mechanismus sind regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen), die schon bei
einigen Viren wie z.B. SIV, HBV, HIV, FIV und HTLV-1 beschrieben worden sind
(NIXON et al., 2005, HAYASE et al., 2005, ROBERTSON & HASENKRUG, 2006). Wahrend
der akuten Phase einer FV-Infektion kommt es zu einem Funktionsverlust von
Effektor T-Zellen und damit verbunden zu einer verminderten Antikdrperantwort. Als
Ursache konnte gezeigt werden, dass induzierte Treg-Zellen diese
Immunsuppression auslésen (DITTMER et al., 2004, Iwashiro et al., 2001). Offen ist
allerdings, wie das FV die Expansion von induzierten Treg-Zellen beeinflussen kann.
In der Literatur gibt es Hinweise darauf, das unreife DCs Treg-Zellen induzieren
kénnen, nachdem sie Kontakt mit naiven T-Zellen hatten (GAD et al., 2004, LEVINGS
et al.,, 2005). Diese Treg-Induktion ist unabhangig von den Kostimulatorischen
Molekule CD80 und CD86 (YAMAZAKI et al., 2006), die auf unreifen DCs nur schwach
exprimiert sind. FV-infizierte DCs haben einen Phanotyp, der dem von unreifen DCs
teilweise entspricht, was vor allem durch die starke Reduktion der CD80 und CD86
Expression deutlich wird. Die infizierten DCs waren in der Lage, naive CD4" T-Zellen
zu aktivieren, aber nicht zur Proliferation anzuregen. Daraus kann man
schlussfolgern, dass nach der Stimulation von naiven T-Zellen durch FV-infizierte
DCs nicht nur CD4" Helfer T-Zellen entstehen, sondern mdglicherweise auch Treg-
Zellen. Treg-Zellen koénnen in vitro ohne Zugabe von IL-2 nicht proliferieren
(SAKAGUCHI et al., 1995, vON BOHMER, 2005). AufRerdem suppremieren sie die
Proliferation anderer T-Zellen. Bei der phanotypischen Analyse der T-Zellen aus der

Kollagenmatrix wurde dann auch in der vorliegenden Studie eine signifikante
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Erhdhung von CD25" Foxp3® T-Zellen nach Inkubation mit FV-infizierten DCs
gemessen. Zellen mit diesem Marker werden nach ASANO et al. (1996) als
regulatorische T-Zellen bezeichnet.

Virus-infizierte DCs kdnnen somit eine Expansion von Treg-Zellen ausldsen. Eine
solche Expansion von Treg-Zellen ist flir die akute FV-Infektion in der Maus
(ZELINSKYY et al., 2006) und die SlIV-Infektion im Affen (ESTES et al., 2006)
beschrieben worden. Die induzierten Treg-Zellen suppremieren dann CD8" T-Zellen
in der akuten Phase der Infektion, wodurch das Virus nicht eliminiert werden kann
und es zu einer chronischen Infektion kommt. Molekulare Mechanismen, die zur
Induktion von Tregs fuhren, sind noch kaum aufgeklart. Es existieren allerdings eine
Vielzahl von Untersuchungsergebnissen, die eine Beteiligung unterschiedlich
modifizierter DCs an der Entstehung von CD4'CD25" Tregs in vivo nahe legen
(BACCHETTA. et al., 2005). So kann z.B. die HIV-1 Infektion von DCs die Produktion
von suppremierendem IL-10 erhdéhen, was dann zu einer reduzierten CTL-Antwort
gegen das Virus fuhrt (MAJUMDER et al., 2005). In diesem Zusammenhang konnten
durch IL-10 induzierte Treg-Zellen eine Rolle spielen.

Es ist bekannt, dass Zytokine wie IL-10 und TGF-3 eine wichtige Rolle, bei der
Induktion von Treg-Zellen spielen (PENG et al., 2004, LEVINGS et al., 2002). Dieses
konnte schon bei einigen Viren wie z.B. bei HCV, EBV und HIV gezeigt werden
(ROBERTSON & HASENKRUG, 2006). In der vorliegenden Studie konnte allerdings keine
erhdhte Produktion von IL-10 durch FV-infizierte DCs festgestellt werden. Ob TGF-i
im FV-Modell eine Bedeutung hat, mussen weitere Untersuchungen klaren.

Neben der Induktion von Treg-Zellen spielen die Zytokine IL-10 und TGF-3 auch bei
der Funktion von Treg-Zellen eine Rolle. Es ist in einigen Modellen beschrieben
worden, dass Treg-Zellen Uber IL-10 oder TGF-f3 ihre suppremierende Wirkung
ausuben (JONULEIT et al.,, 2001; HoRI et al., 2003). Allerdings konnte in der FV-
Infektion bisher kein suppremierender Effekt dieser Zytokine gezeigt werden
(DITTMER et al., 2004, ROBERTSON et al., 2006). Viel mehr gibt es Hinweise, dass der
Zell-Zell-Kontakt entscheidend ist fur die Treg-Zell vermittelte Suppression ist. Dieses
wird dadurch gestarkt, das ROBERTSON et al. (2006) im FV-Modell beschreiben hat,
das der direkte Zell-Zell-Kontakt zwischen CTL und Treg-Zellen zu einer
verminderten Funktion der CTL fuhrt. Welche Oberflachenmolekule fur diesen Zell-

Zell-Kontakt verantwortlich sind, ist aber noch véllig unbekannt.
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In der Literatur sind Untersuchungen zu Kontaktzeiten zwischen DCs und naturlichen
Treg-Zellen bisher nicht veroffentlicht worden. TANG et al. (2006) konnten zeigen,
dass der Kontakt zwischen DCs und Treg-Zellen zu einer Hemmung der Proliferation
von Effektor CD4" T-Zellen fiihrt. Es wurde beschrieben, dass eine Treg-Zelle
mehrere Effektor CD4" T-Zellen, die Kontakt zu derselben DCs gehabt haben,
ausschalten kann. Dieses lasst vermuten, dass es sich um relativ lange
Kontaktzeiten zwischen DCs und Treg-Zellen handeln muss. Bei dem
entsprechenden Experiment der vorliegenden Arbeit ist auffallend, dass eine
deutliche Korrelation zwischen der Zunahme der Anzahl von Treg-Zellen und den
sehr langen Zellkontakten zwischen DCs und T-Zellen bestand, wenn FV-infizierte
DCs verwendet wurden. Das kann darauf hindeuten, dass Treg-Zellen
moglicherweise langere Kontakte zu DCs aufbauen als andere T-Zellen. Um dieses
zu zeigen, haben wir ein Kontrollexperiment durchgeflhrt, in dem wir die
Kontaktzeiten von OVA-beladenen uninfizierten DCs und natirliche Treg-Zellen
gemessen haben. So wurden aus naiven transgenen Mausen CD4" CD25"
(natlrliche regulatorische T-Zellen) isoliert, mit OVA-beladenen uninfizierten DCs
kultiviert und die Zellkontakte Uber Videomikroskopie aufgezeichnet. Dabei wurde
beobachtet, dass die Kontakte zwischen CD4" CD25" Zellen signifikant langer waren
als bei der Kontrollgruppe mit CD4" CD25 Zellen. Der signifikante Unterschied
resultierte aus einer groRen Anzahl von sehr langen Kontakten zwischen CD4"
CD25" T-Zellen und DCs. Im Mittel 55% aller Kontakte zwischen DCs und CD4"
CD25" T-Zellen dauerten langer als 60min, wahrend nur 30% aller Kontrakte
zwischen DCs und CD4" CD25 mehr als 60min lang waren (siehe Abbildung 35B).
Damit konnte gezeigt werden, dass auch zwischen naturlichen Treg-Zellen und DCs
langere Kontakte stattfinden. Diese Ergebnisse bestatigen, dass sehr lange Kontakte
zwischen T-Zellen und DCs wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Induktion,

Expansion oder Funktion von regulatorischen T-Zellen spielen.
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Abbildung 35: Kontaktzeiten zwischen Antigen-beladenen DCs und natiirlichen
regulatorischen T-Zellen

Der DC-T-Zell Kontakt wurde im 3-D Kollagengel analysiert. DCs wurden mit OVA-Antigen beladen
und mit CD4" CD25" (schwarzer Balken) und CD4" CD25 (weilRer Balken) gemischt. Im Bild A ist die
Kontaktdauer in min zwischen CD4" CD25" bzw. CD4" CD25 und DCs abgebildet. Der rote Balken
gibt den Mittelwert aus allen Kontaktzeiten an. Der Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,0075,
Student t-Tests). Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei unabhangigen Experimenten. In Bild B sind
die Kontakte in Prozent angegeben, die langer als 60min zwischen CD4" CD25" bzw. CD4" CD25
und DCs dauerten. Der Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,0026, Student t-Tests). Dargestellt

sind die Ergebnisse aus zwei unabhangigen Experimenten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass durch langere Kontakte von FV-infizierten
DCs mit T-Zellen Treg-Zellen induziert oder expandiert werden. Durch diese Treg-
Zellen wird dann in der akuten FV-Infektion die Funktion von CTL inhibiert, was zu
einer chronischen Infektion beitragen kann. Diese Hypothese von der Induktion von
regulatorischen T-Zellen durch FV-infizierte DCs ist in der Abbildung 36 schematisch

noch einmal zusammengefasst.
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Abbildung 36: Modell der Treg Zell Funktion bei einer Virusinfektion.

Nach einer Infektion werden zytotoxische CD8" T-Zellen (CTL) induziert, die proliferieren um virus-
infizierte Zellen abzutéten. Wenn das Virus eliminiert ist, muss das Immunsystem die Funktion der

CTL herunterregeln, da sonst das Immunsystem aufler Kontrolle geraten kénnte und in der Folge
Autoimmunerkrankungen entstehen koénnen. Diese Aufgabe (bernehmen die so genannten
regulatorischen T-Zellen. Diese Zellen starten mit ihrer Proliferation spater im Verlauf der Infektion und

regeln die Funktion von CTL ab einem gewissen Zeitpunkt herunter. Ein Virus kann die Balance

zwischen CTL und regulatorischen T-Zellen iber die Infektion von DCs storen.

5.5. Therapeutische Relevanz der Aktivierung von FV-infizierten
DCs durch CpG

Ein neues immunstimulatives Agens ftritt seit Mitte der 90er Jahre verstarkt in den
Blickpunkt des Interesses. Dabei handelt es sich um synthetische
Oligodesoxynukleotide mit CpG-Motiv (CpG-ODN). CpG-ODN induzieren in vivo eine
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"unspezifische" Aktivierung von immunologischen Zellen (z.B. B-Zellen und APC)
und ein Th1-dominiertes Zytokinmuster. Somit konnten CpG-ODN als Adjuvants bei
Impfungen und therapeutisch in der Immuntherapie von Infektionen, Tumoren und
Allergien eingesetzt werden.

KRAFT et al., (2005) haben gezeigt, dass eine CpG-Behandlung in der akuten Phase
einer FV-Infektion 74% der Mause vor der Entstehung einer Virus-induzierten
Leukédmie schutzt. Dieser CpG vermittelte Effekt fuhrt zu einer Reduktion der
Viruslast in der Milz und im Blut der Mause. Bei anderen Viren ist dieser antivirale
Effekt von CpGs ebenfalls beschrieben worden (KAMSTRUP et al., 2006, MAPLETOFT et
al., 2006). Bis heute ist aber nicht genau bekannt, wie die CpGs bei Virusinfektionen
wirken. Es konnte im FV Model gezeigt werden, dass unreife FV-infizierte DCs in
vitro teilweise ausreiften, wenn sie mit CpG behandelt worden sind. Am starksten
wurden die Molekile, CD80 und CD86 nach Stimulation wieder exprimiert. Diese
Ausreifung von FV-infizierten DCs kdnnte sich in mehrfacher Hinsicht positiv auf das
Immunsystem auswirken. So konnte die fehlende Kostimulation zwischen CD80/86
auf DCs und CD28 auf T-Zellen wieder hergestellt werden. Dieses kann dazu fuhren,
dass CD4" und CD8" T-Zellen wieder stimuliert werden und damit die FV-spezifische
T-Zell Antwort verstarkt wird. Als weiterer moglicher Mechanismus kommt eine
Funktion von CD80 bei der Erkennung von NK-Zellen in Frage. NK-Zellen kbnnen
CD80 auf DCs erkennen und die Zellen in der Folge lysieren (CHAMBERS et al.,
1996). Dadurch kénnte sich das Virus mit Hilfe der DCs nicht mehr ausbreiten und
die Viruslast wurde sinken. Dieses lasst den Schluss zu, dass eine CpG-Behandung
zu einer besseren T-Zell Antwort fuhrt, wie kirzlich auch von KRrRAFT et al., (2007)
gezeigt wurde.

Diese Ergebnisse zeigen neue Strategien auf fur eine Behandlung von Virus-
induzierter Immunsuppression, die durch einen Funktionsverlust von DCs bedingt ist.
In der Zukunft werden wir im FV Modell versuchen, die induzierte Immunsuppression
experimentell zur verhindern, um so neue Strategien zur Verhinderung von

chronischen Infektionen zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Retroviren haben immunmodulatorische Mechanismen entwickelt, um dem Angriff
durch das Immunsystem zu entgehen. Hierbei spielt besonders die generalisierte
Immunsuppression bei Retrovirusinfektionen eine wichtige Rolle. Die Grundlagen
dieser Immunsuppression sind jedoch noch weitgehend ungeklart, aber eine
entscheidende Rolle kdnnte dabei den Dendritischen Zellen (DCs) zukommen. DCs
sind professionelle antigenprasentierende Zellen, die fur die T-Zell-Aktivierung
verantwortlich sind. Sie stellen ein essentielles Bindeglied zwischen angeborener
und adaptiver Immunitat dar.

Das murine Friend Virus (FV), welches zur Familie der Retroviren gehort, hat
immunmodulatorische Mechanismen entwickelt, um dem Angriff durch das
Immunsystem zu entgehen und eine chronische Infektion zu etablieren. So werden
bei der akuten Infektion von Mausen mit dem FV regulatorische T-Zellen gebildet, die
fur eine Suppression von T-Zellfunktionen verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde das FV-Modell verwendet, um die Interaktionen von
DCs mit Retroviren zu untersuchen. Dabei wurde die Bedeutung einer FV Infektion
von DCs bei der Virus-induzierten Immunsuppression bestimmt.

Es war bekannt, dass FV Knochenmarkstammzellen in vivo infizieren kann. Aus dem
Knochenmark von akut infizierten Mausen konnten myeloide DCs generiert werden,
die zu ca. 10-20% mit FV infiziert waren, plasmazytoide DCs waren dagegen so gut
wie nicht infiziert. Die Infektion myeloider DCs war produktiv und infizierte DCs
konnten das Virus in vitro und in vivo auf andere Zellen Ubertragen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Funktion und der Phanotyp der FV-
infizierten myeloiden DCs untersucht. Die FV-Infektion fihrte zu einem
Reifungsdefekt in DCs. So exprimierten infizierte DCs so gut wie keine
kostimulatorische Molekule (CD80, CD86, CD40) und auch der Reifungsmarker
CD83 war deutlich herunterreguliert. Dagegen gab es keine Unterschiede zwischen
uninfizierten und infizierten DCs in der Expression der Antigen-prasentierenden
Molekile MHCI und MHCII. Die Produktion der Zytokine IL-12 und IL-10 war bei
infizierten DCs vermindert. Um die Funktion von FV-infizierten DCs zu untersuchen,
wurde ihre Interaktion mit T-Zellen charakterisiert. Die Kontakte von FV-infizierten
DCs mit naiven Antigen-spezifischen CD4" T-Zellen waren signifikant langer als bei
uninfizierten DCs. Vor allem sehr lange Kontakte traten haufiger auf. Infizierte DCs

konnten zwar CD4" T-Zellen noch aktivieren, aber nicht mehr zur Proliferation
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anregen. Dies liel3 sich dadurch erklaren, dass infizierte DCs regulatorische T-Zellen
expandierten, die eine Inhibition der T-Zell Proliferation verursachten.

Die Expansion von regulatorischen T-Zellen durch virus-infizierte DCs ist eine bisher
unbekannte Strategie von Retroviren, um der Immunantwort des Wirts zu entgehen.
Dieser Mechanismus konnte sowohl zur Virus-vermittelten Immunsuppression als
auch zur Etablierung der lebenslangen Viruspersistenz im Wirt beitragen.
Therapeutisch konnte dies eventuell durch eine Behandlung mit immunostimulativen
CpG-ODN Molekulen verhindert werden, die in der Lage sind infizierte DCs teilweise
wieder ausreifen zu lassen und wie von KRAFT et al. (2005) gezeigt, die FV-induzierte

Immunsuppression in vivo zu vermindern.

6. Summary

Retroviruses have developed immunmodulatory mechanisms to escape being
attacked by the immune system. Thus the generalised immune suppression by
retroviral infections plays a particularly important role. Although the basic principles of
this immune suppression remain for the most part unqualified, there is evidence that
the dendritic cells play a decisive role in the process. DCs are professional antigen-
presenting cells, responsible for T-cell activation. They present an essential link

between the innate and the adaptive immunity.

The murine Friend virus (FV), which belongs to the family of retroviruses, has
developed immunmodulatory mechanisms to escape being attacked by the immune
system and to hence establish a chronic infection. Thus, in the acute infection of
mice with FV, regulatory T cells are cultivated, which are responsible for the

suppression of T cell function.

In the current study, the FV model has been used to examine the interactions of DCs
with retroviruses. Thus the significance of a FV infection on DCs could be determined

by the virus-induced immune suppression.
It is known that in vivo FV bone marrow stem cells are infectious. Myeloid DCs could

be generated from the bone marrow of acutely infected mice which were infected

with FV up to + 10-20%; by comparison, plasmacytoid DCs were virtually uninfected.
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The infection of myeloid DCs was productive and infected DCs could transmit the

virus both in vitro and in vivo to other cells.

Further work processes examined the function and phenotype of FV-infected myeloid
DCs. The FV infection led to defective maturation in DCs. Thus, the expresssion of
co-stimulatory molecules (CD80, CD86, CD40) in infected DCs was very low, and
even the maturity marker, CD83, was significantly down-regulated. In contrast, there
were no differences between the infected and uninfected DCs in the expression of
the antigen-presenting molecules, MHCI and MHCII. The production of the cytokines
IL-12 and IL-10 was reduced in the infected DCs. To examine the function of FV-
infected DCs, their interaction with T cells was characterised. The contacts of FV-
infected DCs with naive antigen-specific CD4" T cells were significantly longer than
those of uninfected DCs. Above all, very long contacts frequently occurred. Although
infected DCs could still activate CD4" T cells, they were unable to proliferate. Thus,
this could be explained in that infected DCs expanded regulatory T cells and caused

an inhibition of T cell proliferation.

Up to now, the expansion of regulatory T cells by virus-infected DCs has been an
unknown strategy to escape the host’s immune response. This mechanism could
contribute to both the virus-mediated immunosuppression as well as to the

establishment of the life-long viral persistence in the host.

Therapeutically speaking, this could possibly be avoided by a treatment of
immunostimulatory CpG-ODN molecules that are able to allow infected DCs to
partially mature again and, as shown by Kraft et al. (2005), to reduce FV-induced

immunosupression in vivo.
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8.1. Verzeichnis der Abklirzungen
Einheiten wurden mit dem international gebrauchlichen SI-System abgekurzt. Fur

Aminosauren und Nukleotide wurde Einbuchstabenkode verwendet. Fir die

AbkUrzung gebrauchlicher Woérter wurde gemalf Duden verfahren.

J Mikro

a Anti

Abb. Abbildung

AIDS »<acquired immunodeficiency syndrom*®

AK Antikorper

APC Antigenprasentierende Zelle oder Allophycocyanin
Aqua dest. Aqua destillata

B6 C57BL/6

bp Basenpaar

BSA Bovine Serumalbumin

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

CCL Chemokine Ligand

CCR Chemokine Rezeptor

CD Oberflachenantigen (cluster of differentiation)
cDNA Komplementare DNA

CFSE 5-(6)-Carboxyfluorescein-Diazetat-Succinimidylester
CpG-ODN Oligodesoxynukleotide mit CpG-Motiv

CTL Zytotoxische T-Zellen

3D Dreidimensional

dATP 2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat

dest. Destilliert

DCs Dendritische Zellen (dendritic cell)

DNA Desoxyribonukleinsaure

DMSO Dimethylsulfoxid

DC-SIGN DC spezifischer ICAM3

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assy
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Env
EM
ER

et al.
FACS

Fc, FcR

FCS

FITC
FIt3-Ligand
F-MuLV
FMR

FSC

FV

g

Gag
GM-CSF

HIV-1
HIV-2

IPZ
V.
INF
Kap.
KO
LPS
mAKk
MCP-1
MFI
mg
MHC

min

Hullprotein

Elektronenmikroskop

Endoplasmatisches Reticulum

und andere = et alii (lat.)

Fluoreszenzaktivierter Zellsorter, (Durchflusszytometer)
(flouorescence activated cell sorter)

Fragment kristallin (Fragment crystallizable),
Fc-Rezeptor

Fotales Kalberserum (foetal bovine serum)
Fluoresceinisothiocyanat

Fms-verwandte Tyrosinkinase 3 Ligand

,Friend murine leukemia virus*
Friend/Moloney/Rauscher

Forward scatter ligt

Friend Virus

Gramm

Gruppenspezifisches Antigen

Granulozyten Monozyten kloniestimulierender Faktor=
Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor (engl.)
»,Human immunodeficiency virus typ 1

»,Human immunodeficiency virus typ 2
Interleukin

Typ-I Interferon produzierende Zelle

Intravends

Interferon

Kapitel

Knock out

Lipopolysaccharid

Monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody)
Monocyte Chemoattracant Protein-1

Mittelwert der Fluoreszenzintensitat

Miligramm

Haupthistokomatibilitatskomplex

Minute
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mi
MuLV
MV
MoMSV
neg
NK
OVA
PBS
PCR
pDC
PE

Pl

p.i.
pos
PRR
rmu
RNA
RT
SA
Tab.
TCR
Th
Th1,Th2
TLR
TNF-a
Treg
UpM

Milliliter

Murines Leukamievirus

Masernvirus

Moloney Maus Sarcoma Leukamie Virus Komplex
Negativ

Naturliche Killerzellen

Huhner-Ovalbumin

Phosphatgepufferte Salzlésung

Plymerase Chain Reaktion

Plasmacytoide Dendritische Zelle

Phyco-Erythrin

Propidiumjodid

post infection

Positiv

Pattern recognition receptor

Rekombinant murin = recombinant murine (engl.)
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Streptavidin

Tabelle

T-Zell-Rezeptor (T cell receptor) (engl.)

T Helfer Zelle

Immunreaktionstyp 1 bzw.2

Toll ahnlicher Rezeptor= Toll-like receptor (engl.)
Tumor-Nekrose-Faktor a/l3

Regulatorischen T-Zellen

Umdrehung pro Minute
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8.2. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1: Aufbau von Typ-C Retroviren bei Saugetieren am Beispiel von F-
MuLV.

Abbildung 2: | Aufbau von einfachen Retroviren am Beispiel von MuLV.

Abbildung 3: Einteilung der unterschiedlichen Stadien einer Splenomegalie
nach FV-Infektion.

Abbildung 4: Unterschiedliche Oberflachenmarker von Dendritischen Zellen.

Abbildung 5: Entwicklung verschiedener DC-Subtypen aus hamatopoietischen
CD34" Stammzellen des Knochenmarks.

Abbildung 6: Wichtige Oberflachenmarker von unreifen und reifen murinen DCs

Abbildung 7: Immunologische Synapse.

Abbildung 8: Unreife DCs nach sieben Tagen Kultur.

Abbildung 9: Nachweis von DCs und kontaminierenden Zellen in DC Kulturen.

Abbildung 10: | Expression von Oberflachenmarker auf unreifen DCs.

Abbildung 11: | Expression von Oberflachenmarkern auf reifen DCs.

Abbildung 12: | Nachweis von infizierten DCs mittels FV-spezifischem Antikdrper
(AK 34).

Abbildung 13: | Infektionsraten von DCs in Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten

Abbildung 14: | Elektronenmikroskopische Aufnahme von FV-infzierten DCs

Abbildung 15: | Nachweis von FV-infizierten DCs im Infections Center Assay

Abbildung 16: | Quantitative Bestimmung der FV-Infektion in DCs

Abbildung 17: | Transfer von FV-infizierten DCs in naive Balb/c Mause

Abbildung 18: | Nachweis von FV-infizierten DCs ex vivo

Abbildung 19: | Kein Nachweis von FV-infizierten pDCs

Abbildung 20: | FV-Infektion von pDCs in vitro

Abbildung 21: | Expression von kostimulatorischen und Antigen-prasentierenden
Molekulen auf FV-infizierten DCs

Abbildung 22: | Expression von kostimulatorischen Molekilen nach Stimulation
von FV-infizierten DCs

Abbildung 23: | Endozytose-Aktivitat und Antigen-Prozessierung von uninfizierten
und FV-infizierten DCs

Abbildung 24: | Die IL-12 Produktion von uninfizierten und infizierten DCs

Abbildung 25: | Die IL-10 Produktion von uninfizierten und infizierten DCs
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Abbildung 26 | Apoptoserate von uninfizierten und infizierten DCs

Abbildung 27 | Kontaktzeiten zwischen Antigen-beladenen DCs und naiven OVA-
spezifischen T-Zellen

Abbildung 28 | Aktivierung von CD4" T-Zellen durch FV-infizierte und uninfizierte
DCs

Abbildung 29 | Stimulation von CD4" T-Zell-Proliferation durch uninfizierte und
FV-infizierte DCs

Abbildung 30: | Induktion von Foxp3* Treg-Zellen durch FV-infizierte DCs

Abbildung 31: | Expression von mRNA fur Toll-like Rezeptoren in uninfizierten und
infizierten DCs

Abbildung 32: | Expression von kostimulatorischen Molekilen auf FV-infizierten
DCs nach CpG Stimulation

Abbildung 33: | CD8" T-Zell-Proliferation durch uninfizierte und FV-infizierte DCs

Abbildung 34: | INFy-Produktion von virus-spezifischner CD8" T-Zellen nach
Stimulation mit Antigen beladenen uninfizierte und FV-infizierte
DCs

Abbildung 35: | Kontaktzeiten zwischen Antigen-beladenen DCs und naturlichen
regulatorischen T-Zellen

Abbildung 36: | Modell der Treg Zell Funktion bei einer Virusinfektion
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Tabelle 1: Taxonomie der Retroviridae

Tabelle 2: Verteilung von reifen DC-Suptypen im lympatischen Gewebe der
Maus

Tabelle 3: Funktionale Veranderungen von Monozyten-abgeleiteten DCs nach
Infektion mit verschiedenen Viren

Tabelle 4: Gerateliste

Tabelle 5: Materialliste

Tabelle 6: Wachstumsfaktoren

Tabelle 7: Stimulationsfaktoren

Tabelle 8: Puffer und Medien

Tabelle 9: In der hier vorliegenden Arbeit eingesetzte Antikorper.

Tabelle 10: | Charakterisierung der Fluorochrome

Tabelle 11: | Sonstige Antikorper

Tabelle 12: | T-Zell-Epitop

Tabelle 13: | Zelllinien

Tabelle 14: | CpG ODN Sequenzen

Tabelle 15: | Konzentrationen von Stimulationssubstanzen fur DCs

Tabelle 16: | Master Mix fur die Echtzeit-PCR

Tabelle 17: | Anzahl von infizierten DCs in verschiedenen Mausstammen

Tabelle 18: | MilzgréRRen
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