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1 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluld von Masernviren auf humane den-
dritische Zellen (DC) untersucht. Monozyten wurden durch Kultur in GM-CSF- & IL-4-halti-
gem Medium in vitro zu DC ausdifferenziert (MoDC). Die Infektionsversuche und funktio-
nellen Tests fanden ebenfalls unter in vitro-Bedingungen statt. Das ED-B wurde a's charakte-
ristischer Vertreter der Vakzinevirusstdmme verwendet, das WTF stellvertretend fur die
Wildtypstamme. Zusétzlich wurden noch weitere Vakzine- oder Wildtypviren sowie einige
rekombinante Masernviren eingesetzt.

Alle eingesetzten Masernstémme konnten MoDC-Kulturen infizieren. Allgemein konnte
beobachtet werden, dal3 die verwendeten, Uber die Zellinie BJAB gezogenen Wildtypstamme
einen starkeren DC-Tropismus aufwiesen als die verwendeten Wildtyp- oder Vakzinestamme,
die auf Verozellen passagiert worden waren. Dies zeigte sich vor allem in der schnelleren
Infektionskinetik und dem Ausbilden eines deutlicheren CPE bel Infektion mit
Wildtypstdmmen. Generell war der MV-CPE in den MoDC-Kulturen durch die Bildung von
Riesenzellen gekennzeichnet. MV-Infektionen waren nur bedingt produktiv, da kaum
infektioses Virus nachzuweisen war und die gefundenen Virustiter deutlich unter den zur
Infektion eingesetzten Virusmengen lagen.

Als Reaktion auf eine Infektion produzieren Koérperzellen proinflammatorische Zytokine,
die die unspezifische Immunabwehr, aber auch die in situ vorliegenden DC-Populationen ak-
tivieren und mobilisieren. Infizierte MoDC-Kulturen zeigten eine Aufregulation von kosti-
mulatorischen und DC-typischen Aktivierungsmarkern. Hierbel konnte eine phanotypische
Ausreifung sowohl der infizierten, aber auch der nicht-infizierten MoDC nachgewiesen wer-
den. Somit wurde die Aktivierung der MoDC nicht nur direkt durch eine Infektion der einzel-
nen DC induziert, sondern auch durch indirekte Mechanismen, die auf nicht-infizierte MoDC
wirken konnen. Mittels Zellkultureinsétzen konnte gezeigt werden, dal infizierte MoDC-
Kulturen proinflammatorische Zytokine wie Typ I-Interferone und TNF-a produzieren und
dai3 die Typ I-Interferone flr die Aufregulation des kostimulatorischen CD86 direkt verant-
wortlich sind.

Die phéanotypische Aktivierung der MoDC nach Infektion mit MV wurde jedoch nicht von
einer erhdhten T-Zellaktivierungskapazitét begleitet. Infizierte Kulturen zeigten trotz eines
aktivierten Oberflachenphdnotyps eine gehemmte alogene MLR, sowie einen hemmenden
Einflu’ auf eine PHA- oder SEA-stimulierte T-Zellproliferation. Es konnte gezeigt werden,
dai? diese Hemmung mit der Expression der MV -spezifischen Glykoproteine H und F korre-
lierte. Eine deutliche Hemmung trat erst auf, wenn ca. 25 % der MoDC die Glykoproteine
exprimierten. Virale Replikation war fir die Hemmung der T-Zellproliferation nicht notwen-
dig, da UV-inaktiviertes Virus eine allogene MLR hemmen konnte. Rekombinante MV -Chi-
méren, die keine funktionellen MV-Glykoproteine mehr exprimierten, infizierten weiterhin
MoDC-Kulturen, diese waren aber in einer allogenen MLR aktiv. Somit kann das Modell der
Kontakt-vermittelten Immunsuppression auch auf die Wechselwirkung zwischen einer T-
Zéelle und einer Masern-infizierten MoDC Ubertragen werden. Auch in diesem in vitro-Test-
system erwiesen sich die WTF-infizierten MoDC als stérker immunsuppressiv als die ED-B-
infizierten.
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DC sind in vivo die Hauptproduzenten von IL-12, das wahrend der T-Zellaktivierung eine
Tu1l/THO-Polarisierung hervorruft. Es konnte gezeigt werden, dal3 MV-infizierte MoDC wei-
terhin IL-12 produzieren kdnnen. Allerdings zeigten sich Stamm-spezifische Unterschiede.
ED-B-infizierte MoDC produzierten verglichen mit nicht-infizierten MoDC stets deutlich
geringere Mengen an IL-12 nach Stimulation mit LPS oder SAC. WTF induzierte durch eine
Infektion ohne weitere Stimulation sowohl das immunmodulatorische 1L-12p40 als auch das
immunaktivierende IL-12p70. Durch LPS wurde dieser Effekt noch drastisch verstarkt, hin-
gegen trat eine ebenso drastische Hemmung der IL-12-Produktion nach Stimulation mit SAC
auf.

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 MV-infizierte
MoDC Uber die Expression der MV-Glykoproteine eine Hemmung der T-Zellproliferation
induzieren konnen. Allerdings konnten die infizierten MoDC auch immunmodul atorisch wir-
ken, da sie Zytokine sezernieren (Typ I-Interferone und IL-12p70 nach WTF-, nur Typ I-In-
terferone nach ED-B-Infektion), die eine Ty1l/Ty0-polariserende Wirkung besitzen. Ob in
dieser Hinsicht ein qualitativer Unterschied zwischen WTF- und ED-B-infizierten MoDC-
Kulturen besteht, miissen erst weitere in vitro-T-Zellpolarisierungsanalysen zeigen.



2 Summary

In the present study, the influence of measles virus on human dendritic cells was
investigated. Culturing Monocytes in GM-CSF & IL-4 containing medium resulted in
differentiation into DC in vitro (MoDC). Infections and functional assays were done in vitro.
The measles virus ED-B was used as a typical representative of a vaccine strain, and WTF
was used as a typical wildtype strain. Additionally, further vaccine and wildtype strains as
well as some recombinant measles viruses were used.

All measles strains used were able to infect MoDC cultures. In general, those wildtype
strains which were propagated using the cell line BJAB showed a stronger DC tropism
compared to the wildtype or vaccine strains which were passaged on Vero cells. The wildtype
viruses grown on BJAB cells showed faster infection kinetics and a pronounced CPE. In
MoDC cultures, the CPE generally was characterized by the formation of giant cells. The MV
infection was not really productive as only few infectious virus was detectable and the virus
titers recovered remained clearly under the titers of the input virus.

As areaction on infection cells start to produce proinflammatory cytokines which activate
the unspecific immune systeme but also activates and mobilizes DC populations at the site of
inflammation. Infected MoDC cultures showed upregulation of costimulatory and typical DC
maturation markers. Phenotypical maturation of infected as well as uninfected MoDC was
demonstrable. Thus, the activation of the MoDC culture was not induced by the infection of
each single cell but was mediated by indirect mechanisms acting also on uninfected MoDC.
Using cell culture inserts it was demonstrated that infected MoDC cultures produce
proinflammatory cytokines like type | interferon and TNF-o. and that the type | interferons
were directly responsible for the upregulation of the costimulatory molecule CD86.

The phenotypical activation of MoDC was not accompanied by an increase in T cell
stimulatory capacity after infection with MV. In spite of an activated cell surface phenotype,
infected cultures showed an inhibited allogenic MLR as well as an inhibiting phenotype on
SEA or PHA stimulated T cell proliferation. It was shown that this inhibition correlated with
the expression of the measles virus glycoproteins H and F. A clear cut inhibition occured only
in the presence of MoDC of which about 25 % were positive for the glycoproteins. For
inhibition of T cell proliferation viral replication was not necessary as UV inactivated virus
could aso inhibit an allogenic MLR. MoDC cultures infected with recombinant MV chimerae
which do not express any functional MV glycoproteins but remained infective for MoDC
were active in inducing a MLR. Thus, the model of contact mediated-immunosuppression
could also be used for the interactions taking place between a T cell and a MV-infected
MoDC. In this in vitro-assay system, again the WTF infected MoDC were more severe
immunosuppressive than the ED-B infected ones.

In vivo, DC are the main source for IL-12 which induces a Ty1/TH0 polarization during T
cell activation. It was shown that MV infected MoDC could still produce I1L-12 but with
certain strain specific differences. ED-B infected MoDC aways clearly secreted less IL-12
after stimulation with LPS or SAC compared with uninfected MoDC. Without any further
stimulation, just the infection by WTF induced production of 1L-12p40 as well as the
bioactive IL-12p70. This effect was drastically enhanced by LPS but also comletely inhibited
after stimulation with SAC.
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With the results of the present work it was shown that MV infected MoDC induce an
inhibition of T cell proliferation via the expression of the MV glycoproteins. But the infected
MoDC could act immunomodulatory as well because they secrete cytokines (type | interferon
and IL-12p70 after WTF infection, type | interferon only after ED-B infection) which are
known to possess a Ty1/THO polarizing capacity. Future experiments analyzing in vitro T cell
polarization must provide experimental data whether there exists a true qualitative difference
in this regard between WTF and ED-B infected MoDC cultures.



3 Einleitung

Die akuten Masern sind eine hochansteckende Erkrankung, deren &tiologisches Agens das
Masernvirus (MV) ist. Das Virusist evolutionsgeschichtlich gesehen relativ jung und entstand
vor ca 4.000 bis 5.000 Jahren im Bereich des fruchtbaren Halbmonds oder im Indusgebiet.
Maoglicherweise entwickelte sich MV aus dem eng verwandten Rinderpestvirus (McNeill,
1976). Das Virus infiziert neben Menschen einige Primatenarten, jedoch ist der Mensch das
natlrliche Reservoir von MV. Nach anfanglicher Beteiligung der respiratorischen Epithelien
breitet sich das Virus systemisch aus und infiziert vor allem Zellen des retikuloendothelialen
Systems und die Leukozyten des Immunsystems (Riley et al., 1978; Esolen et al., 1993;
Ruckle und Rogers, 1957). Eine Maserninfektion l6st eine effiziente und protektive Im-
munantwort aus, die zu einer lebenslangen Immunitét fuhrt (Panum 1938). Begleitet wird die
Erkrankung von einer generellen Immunsuppression, die in erster Linie Funktionen der T-
Zelimmunantwort betrifft (von Pirquet 1908). Neben den MV -assoziierten Komplikationen
kann es aufgrund dieser Immunsuppression zu bakteriellen oder viralen Superinfektionen
kommen. Besonders in Verbindung mit mangelnder medizinischer Versorgung und Hygiene
fuhrt dies zu einer erhdhten Sterblichkeitsrate (Beckford et al., 1985).

Die Grundlagen der MV -assoziierten Immunsuppression sind noch weitgehend ungeklért.
Da vor alem eine Stérung der T-Zellimmunantwort zu beobachten ist, konnte das MV auch
Uber Infektion der APCs (,,antigen presenting cells*) und/oder Interferenz mit deren Funktion
eine Immunsuppression bedingen.

3.1 Biologie des Masernvirus

3.1.1 Aufbau des Masernpartikels, Replikation und Transkription

Das MV ist ein Mitglied der Familie der Paramyxoviridae aus dem Genus der Morbilliviri-
dae (siehe zur Ubersicht Bild 3-1 A. und B.). Das membranumhiillte Viruspartikel mit einer
Grof3e von 100 bis 250 nm und pleomorpher Gestalt besteht aus den sechs Strukturproteinen
H (Hamagglutinin), F (Fusionsprotein), M (Matrixprotein), N (Nukleoprotein), P (Phospho-
protein; kleine Untereinheit der RNS-abhangigen RNS-Polymerase) und L (Large; grof3e Un-
tereinheit der RNS-abhéngigen RNS-Polymerase) sowie einer unsegmentierten, einzelstrangi-
gen RNS negativer Polaritét.
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Bild 3-1 Uberblick iiber Taxonomie und Verwandtschaftsverhaltnisse des MV innerhalb der
Mononegavirales.

A. Ubersicht uiber die Taxonomie der Ordnung Mononegavirales und speziell der Familie der Paramyxoviridae.
Das MV ist ein Mitglied des Genus der Morbilliviren innerhalb der Unterfamilie der Paramyxovirinae. B. Verwandt-
schaftsverhltnisse der Morbilliviren. MV Masernvirus; CDV canine distemper virus; DMV dolphine morbilli virus;
PPRV peste-des-petits-ruminants virus; PDV/SDV phocine/seal distemper virus; PDV porpoise distemper virus;
RPV Rinderpestvirus.

Die RNS bildet mit dem N-Protein das Nukleokapsid, an das die RNS-abhéngige RNS-
Polymerase L und das P-Protein assoziiert sind. Wahrscheinlich Uber das M-Protein, das sich
an der Innenseite der Virusmembran anlagert und zumindest mit dem glykosylierten Trans-
membranprotein F interagiert (Cathomen et al., 1998), ist das Nukleokapsid mit der Hull-
membran verbunden (Wild und Buckland, 1995; Griffin und Bellini, 1996). Eine schemati-
sche Ubersicht tiber den Aufbau des MV-Virions bietet Bild 3-2.

Die viralen Hullproteine, das H- und das F-Protein, sind beide an der Fusion der viraen
Hullmembran mit der zellularen Zielmembran beteiligt (Wild et al., 1991). Das H-Protein
bildet Tetramere, bestehend aus zwel Homodimeren, die Uber Disulfidbriicken miteinander
verknipft sind Hu et al., 1995). Das F-Protein wird als Fo-Vorlauferprotein exprimiert, dasim
trans-Golgi-Kompartiment durch Furin gespalten wird (Watanabe et al., 1995). Durch diese
enzymatische Aktivierung entsteht eine transmembrane F;-Untereinheit, die Uber eine Disul-
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fidbriicke mit der freien F,-Untereinheit verbunden ist. Der funktionelle F1/F,-Komplex wird
als Homotrimer auf der Oberflache infizierter Zellen exprimiert und in das Virion eingebaut
(Russel et al., 1994; Joshi et al., 1998). Die Funktion des H-Proteins besteht hauptsachlich in
der Bindung an den viralen Rezeptor, der fur die Vakzinestdmme als CD46 (Naniche et al.,
1993; Doerig et al., 1993) bzw. fur die Wildtypstamme as CD150 identifiziert wurde (Tatsuo
et al., 2000). Durch die Bindung des H-Proteins an den zelluldren Rezeptor erfolgt wahr-
scheinlich eine Konformationséanderung des oligomeren H/F-Komplexes, die eine starke
raumliche Veranderung des F-Proteins hervorruft. Der anschlief3ende, durch das F-Protein
vermittelte Fusionsprozel3 der viralen Hullmembran mit der zelluldren Plasmamembran (zu-
sammengefaldt in Joshi et al., 1998, sowie Samuel und Shai, 2001) fuhrt dazu, dal3 das Nu-
kleokapsid in das Zytoplasma der Zelle gelangt.

Die enkapsidierte RNS wird nun von der RNS-abhangigen virden RNS-Polymerase, ei-
nem Komplex aus dem L- und dem P-Protein im Zytoplasma der infizierten Zelle transkri-
biert und repliziert (zusammengefaldt in Horikami und Moyer, 1995). Das MV -Genom kodiert
neben den sechs Strukturproteine fir mindestens zwel welitere, in infizierten Zellen zu fin-
dende Nichtstrukturproteine, das C- und das V-Protein, die im P-Gen kodiert sind. Das RNS
Genom des MV zeigt die Genanordnung 3" -N-P(C/V)-M-F-H-L-5" (siehe zur Ubersicht Bild
4-1). Die Transkription startet durch Bindung an die als Promotor fur die RNS-Polymerase
dienende 3’-leader-Region (Crowley et al., 1988). In den intergenischen Regionen, die sich
sowohl zwischen den einzelnen Genen als auch nach der 3'-leader- bzw. vor der 5 -trailer-
Region befinden, fallt die Polymerase vom Nukleokapsid ab und beginnt an der folgenden
Initiationssequenz innerhalb der intergenischen Sequenz vor dem néchsten Gen erneut mit der
Transkription der viralen mRNS (Crowley et al., 1988). Mit zunehmender Entfernung von der
3’-leader-Region nimmt die Haufigkeit der Reinitiation der Transkription am folgenden Gen
ab, so dal3 ein Transkriptionsgradient entsteht, Uber den wahrscheinlich auch die Haufigkeit
der einzelnen Proteine in der infizierten Zelle festgelegt ist (Cattaneo et al., 1987; Schneider-
Schaulies et al., 1989).

Die innerhalb des P-Gens kodierten weiteren Proteine C und V entstehen entweder durch
Verwendung eines anderen Leserasters innerhalb der P-mRNS (C-Protein) (Bellini et al.,
1985) oder durch mRNS-Editing (V-Protein). Wahrend des mRNS-Editing fugt die virale
RNS-Polymerase innerhalb einer konservierten Sequenzabfolge ein G ein, so dal’ eine Lesera-
sterverschiebung auftritt (Cattaneo et al., 1989). Sowohl dem C- als auch dem V-Protein wer-
den regulatorische Funktionen wéhrend der viralen Transkription und Replikation zuge-
schrieben. Fir eine effiziente Infektion von PBMC in vitro wird das C-Protein von ED-B be-
notigt (Escoffier et al., 1999), allerdings spielt es bei der MV-Replikation in Zellinien keine
Rolle (Radecke und Billeter, 1996). In vivo-Daten zeigen, dal} das Fehlen des C-Proteins zu
einem milden Krankheitsverlauf fuhrt (Patterson et al., 2000). Das V-Protein scheint in vivo
Uber Regulation der RNS-Transkription und -Replikation die Ausbreitung in der Lunge von
Baumwollratten (Tober et al., 1998) und die Pathogenitét in intracranial infizierten Mausen zu
steuern (Patterson et al., 2000). Zudem konnte in einem SCID/hu-Mausmodell ein milderer
Infektionsverlauf einer MV V'-Rekombinanten im Vergleich zum Ausgangsvirusstamm im
transplantierten humanen Thymus- und Lebergewebe gezeigt werden (Vasamakis et al.,
1998).

Moglicherweise nach Erreichen einer kritischen Konzentration an freien N/P-Komplexen
im Zytosol der infizierten Zelle, die nicht an virdle RNS gebunden sind, schaltet die virale
RNS-Polymerase von Transkription auf Replikation um. Die Polymerase ignoriert die Ab-
bruchsignale in den intergenischen Regionen und generiert eine komplette virale RNS positi-
ver Polaritédt. Diese wird von den N-Proteinen enkapsidiert und dient als Vorlage fir die Er-
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stellung der einzelstréngigen und nicht-segmentierten viralen Genom-RNS negativer Orientie-
rung, die von N-Proteinen umhullt in reifende Viruspartikel eingebaut wird (zusammengefaldt
bei Lamb und Kolakofsky, 1996).

Mukleokapsid ™
Phoshopotein P
Matixprotein M

Fusionsprotein  Fq/Fz

Hamaggutinin protein H
() RNAathangige Polymerase L
M F FRibonukleinséure

Bild 3-2 Schematische Ubersicht (ber den Aufbau des Masernpartikels und die beteiligten
Strukturproteine

Das Masarnvirus ist ein membranumhilltes Virus. Die Membran entstammt der
Plasmamembran der Wirtszelle, in die sich wadhrend der Replikation des Virus die
membranstandigen Proteine H und F einlagern. Der H/F-Komplex rekrutiert wahrscheinlich
Uber das M-Protein das Nukleokapsid, an das weitere Proteine, namlich das L- und das P-
Protein gebunden sind, und wird so in das naszierende Viruspartikel gezogen.

3.1.2 Klinisches Bild einer Maserninfektion

Die Ubertragung des MV erfolgt tiber Tropfcheninfektion mit anschliefender primérer Re-
plikation des Virus in den Epithelien des unteren Respirationstrakts (Riley et al., 1978). Ver-
mutlich Uber Infektion von Leukozyten (Nakayama et al., 1995; Esolen et al., 1993), in denen
wahrend der ersten zwei Wochen nach einer MV -Infektion sowohl RNS (Schneider-Schaulies
et al., 1991) as auch die Expression von MV-Proteinen nachweisbar ist (Hyypia et al., 1985)
breitet sich das Virus in lokale Lymphorgane aus, in denen sich das Virus stark vermehrt.
Durch die folgende primére Viramie kommt es zu einer systemischen Ausbreitung des MV,
wobei Zellen des retikuloendothelialen Systems fast aler Organe infiziert werden (Ruckle
und Rogers, 1957). Mit der folgenden sekundéren Viramie erreicht das Virus Zellen der peri-
pheren Endothelien und der Epithelien. Zu diesem Zeitpunkt, ca. 10 bis 12 Tage nach der In-
fektion, setzt eine starke zelluldre Immunantwort gegen MV und infizierte Zellen ein. Auf-
grund einer mononukledren Infiltration kénnen jetzt weillliche bis grauliche Makula, die so-
genannten Koplikschen Flecken im Rachenraum beobachtet werden (Koplik, 1896). Spéte
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Phasen der Virdmie zeigen zudem eine periphere Leukopenie (Sergiev et al., 1960). Mit
Nachlassen des Enanthems im Rachenraum, etwa 12 bis 14 Tage nach der initialen Infektion,
erfolgt ein innerhalb weniger Tage den ganzen Korper erfassender makulopapuldrer Aus-
schlag. Dieses MV -charakteristische Exanthem wird durch Infektion der die Dermis versor-
genden Endothelzellen mit anschliefRender Infektionsausbreitung auf die Zellen der Dermis
und Epidermis hervorgerufen (Denton, 1925). Mit Einsetzen der zellul&ren Immunantwort in
der Peripherie kommt es zur Bildung des Ausschlags an Orten der MV-Infektion der Epider-
mis und Dermis (Sergiev et al., 1960). Nach Abklingen der Krankheitssymptome bleibt eine
lebensange MV -spezifische zelluldre und humorale Immunitét zurtick, die vor MV-Reinfek-
tionen schiitzt. Eine MV -Ubertragung auf andere Personen erfolgt vor Auftreten des typischen
Ausschlags, da zu diesem Zeitpunkt Virus aus den Schleimhauten des Nasenrachenraums und
des Mundes sowie der Bindehaut des Augesisoliert werden kann (Enders, 1962).

In industridisierten Landern sind etwa 10% aller akuten MV -Infektionen mit Komplika
tionen verbunden, in Entwicklungsléandern bis zu 80%. Daraus resultiert auch die hohe Mor-
talitétsrate gerade in Entwicklungsléandern bei Kindern mit akuten Masern. Weltweit erkran-
ken jahrlich ca. 40 Millionen Menschen und ca. 1 Millionen dieser Patienten, vor allem Kin-
der, sterben an den Folgen einer Maserninfektion (Clements und Cutts, 1995). Die bel Masern
zu beobachtenden akuten Komplikationen konnen sich direkt aus der Infektion durch das MV
ergeben. So ruft MV gerade bei unterernghrten oder immunsupprimierten Kindern Lungen-
entzindungen hervor (Mitus et al., 1959). Neben Pneumonien werden auch Diarrhoeen,
Bronchitiden, Otitis media, Stomatiden und Enzephalitiden als Komplikationen bei akuten
Masern beobachtet. Grinde fur diese Komplikationen sind einmal Infektionen der Gewebe
durch MV (Pneumonien, Diarrhoeen, Otitis media) bzw. eine durch die MV-Infektion ausge-
|6ste Autoimmunreaktion gegen das basische Myelinprotein (Enzephalitiden) oder Superin-
fektionen durch Viren oder Bakterien (siehe zur Ubersicht Clements und Cutts, 1995). Das
Auftreten von bakteriellen oder viralen Superinfektionen wird durch die MV-assoziierte Im-
munsuppression begunstigt, die vor alem Funktionen der zelluldren Immunantwort hemmt
(besprochen unter 3.1.4).

3.1.3 Immunantwort wahrend einer Maserninfektion

Zu Beginn einer Infektion setzt das Immunsystem gegen Pathogene zuerst unspezifische
Abwehrmechanismen ein. Durch Chemokine und proinflammatorische Zytokine werden an
den Ort der Entzindung phagozytierende Zellen (Granulozyten, Makrophagen, Dendritische
Zellen (DC)) sowie natirliche Killerzellen (NK-Zellen) gelockt und aktiviert. Gerade bel In-
fektionen mit RNS-Viren wird Typ I-Interferon (IFN) freigesetzt, dald in infizierten und nicht-
infizierten Zellen einen antiviralen Status induzieren kann (zusammengefaldt bei Stark et al.,
1998). Mdglicherweise werden durch MV wahrend einer akuten Maserninfektion diese Arme
der unspezifischen Immunabwehr beeinflufd. Die Reaktivitét von NK-Zellen bel akuten Ma-
sern scheint reduziert zu sein (Griffin et al., 1990a). Desweiteren existieren widersprtichliche
Daten Uber die Induktion von IFN nach Vakzinierung oder wahrend akuter Masern (Petralli et
al., 1965; Crespi et al., 1988; Shiozawa et al., 1988; Tilles et al., 1987). Die Bedeutung der
APC (Makrophagen, DC) wahrend der MV -Immunantwort werden unter 3.1.4 besprochen.

Der Beginn der klinischen Symptome einer MV-Infektion stimmt mit dem Einsetzen der
spezifischen Immunantwort Uberein. Allgemein scheint die T-Zell-basierende Immunantwort
gegenuiber der B-Zell-basierenden fur die Beherrschung der MV-Infektion von grof3erer Be-
deutung zu sein. Patienten mit angeborener Agamma- oder Hypogammaglobulindmie zeigen
einen deutlich milderen Krankheitsverlauf als Patienten mit einer angeborenen oder erworbe-
nen T-Zellimmundefizienz (Good und Zak, 1956). Mit Beginn des Exanthems werden erhohte
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Plasmawerte an |6slichen T-Zellplasmamembranproteinen (sCD4, sCD8, sCD25, 3-2-Mikro-
globulin) gefunden (Griffin et al., 1992; Griffin et al., 1990b; Griffin et al., 1989), einherge-
hend mit einer starken zytotoxischen Reaktion der CD8'-T-Zellen (van Binnendijk et al.,
1990). Bereits vor Einsetzen des Ausschlags steigt der Plasmaspiegel an IFN-y an, gefolgt von
IL-2 (Griffin et al., 1990b). Nach Abklingen des Ausschlags steigen die Plasmawerte fir 1L-4
an (Griffin und Ward, 1993) und bleiben fir einige Wochen erhoht. Dieser Wechsel der
vorherrschenden Zytokine im Plasma konnte ein Indiz fir einen Wechsel der Polarisierung
der MV-spezifischen Immunantwort sein. Mit Beginn der Immunreaktion gegen MV wird
eine Tyl-Polarisierung gefunden, die unter anderem die zelluldre Reaktion gegen MV unter-
stutzt, zum Ende der akuten Masern mit nachlassendem Ausschlag findet man Ty2-typische
Zytokine (zusammengefaldt bel Griffin, 1995). Dieses Bild des Wechsels in der Polarisierung
der T-Zellantwort ist allerdings umstritten (besprochen bei Schnorr et al., 2001; zusammenge-
fal’dt bei Schneider-Schaulies et al., 2001).

Die humorale MV -spezifische Immunantwort setzt ebenfalls wahrend des Exanthems ein.
Sieist charakterisiert durch das Auftreten von Immunglobulin (Ig) G; und 1gG4 (Mathiesen et
al., 1990). Mdglicherweise helfen die MV-spezifischen Antikdrper (AK) bei der endgultigen
Eliminierung MV-infizierter Zellen und schitzen langfristig vor Reinfektionen mit MV
(Varsanyi et al., 1984; Black, 1989). Unter den MV-Proteinen ist das N-Protein das
immunogenste, gefolgt von MV-H und -F, die neutralisierende AK induzieren (Graves et al.,
1984).

3.1.4 Masern-assoziierte Immunsuppression

Bereits 1908 beobachtete von Pirquet ein Ausbleiben einer Tuberkulinreaktion bei Patien-
ten mit akuten Masern (von Pirquet, 1908; Tamashiro et al., 1987). Neben dem Fehlen einer
DTH (delayed type hypersensitivity)-Reaktion kOnnen in vivo aber auch ex vivo andere
Anomalien der T-Zellimmunantwort beobachtet werden. T-Lymphozyten proliferieren als
Reaktion auf Antigene, Mitogene oder Allogene kaum oder nicht mehr (Greenstein und
McFarland, 1983). Die zu beobachtende periphere Leukopenie betrifft zu gleichen Teilen
CD4'- wie CD8"-T-Zellen (Arneborn und Biberfeld, 1983).

Ex vivo kann in allen Populationen der PBMC wahrend einer akuten Masern mittels PCR
(, polymerase chain reaction*) Maserngenom nachgewiesen werden (Nakayama et al., 1995),
auch wenn in friheren Arbeiten nur in der Monozytenfraktion MV gefunden werden konnte
(Esolen et al., 1993). In vitro sind ebenfalls alle mononukledren Zellen des peripheren Bluts
mit MV infizierbar (Vainionpda et al., 1991; Joseph et al., 1975). Myeloide Zellen zeigen
abhangig von ihrem Differenzierungsstatus eine restringierte MV-Replikation. So ist eine
MV-Infektion in Monozyten oder Makrophagen nicht produktiv (Helin et al., 1999), aller-
dings scheinen Monozyten die einzigen PBMC zu sein, in denen MV ohne Aktivierung durch
Mitogene wie PHA (Phytohamagglutinin) nach Infektion nachweisbar ist (Salonen et al.,
1988). Die restringierte Infektion der Monozyten durch MV mag auch durch die antivirale
Wirkung von MxA erkléart werden kénnen (Schnorr et al., 1993). Hingegen findet man nach
PHA-Stimulation (Hyypia et al., 1985) oder Stimulation mit TPA (12-O-Tetradecanoylphor-
bol-13-acetat) und A23187 (Vainionpaa et al., 1991) Virusreplikation und Freisetzung infek-
tiosen Virus aus T- und B-Zellen. Nach Infektion der Monozyten durch MV produzierten
diese mehr Interleukin (IL)-1p, aber weniger TNF (Tumornekrosefaktor)-o. verglichen mit
nicht-infizierten Monozyten (Leopardi et al., 1992). Zusétzlich zeigen MV-infizierte Mono-
zyten eine erhthte MHC (,,magjor histocompatibility complex”) Klasse I1-Expression, die al-
lerdings nicht mit einer erhdhten Antigenprasentation korreliert (Leopardi et al., 1993).
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Die Bedeutung dieser Befunde fir die MV-assoziierte Immunsuppression sind allerdings
unklar. So ist die Frequenz der infizierten PBMC sehr niedrig (Esolen et al., 1993; Schneider-
Schaulies et al., 1991), die zu beobachtende Hemmung der Proliferation ex vivo nach Stimu-
lation mit Mitogenen betrifft aber infizierte wie nicht-infizierte Zellen, so dal3 funktionelle
Stérungen nicht ausschliefflich auf einer Infektion der PBMC (,, periphera blood mononuclear
cells*) beruhen kénnen, sondern sehr wahrscheinlich auch Uber indirekte Mechanismen
vermittelt werden.

3.1.5 Modelle der MV-induzierten Immunsuppression in vitro

Fur die in vivo und ex vivo zu beobachtende Hemmung der T-Zellproliferation nach Sti-
mulation mit Mitogenen, Antigenen oder Allogenen wurden basierend auf in vivo-, ex vivo-
und in vitro-Daten vier Modelle der MV-induzierten Immunsuppression entwickelt. Zum ei-
nen wird ein |8glicher, immunsuppressiver Faktor postuliert. Dieser Faktor wird sowohl von
MV-infizierten B-Zellen a's auch von T-Zellen produziert und hemmt die Proliferation nicht-
infizierter Zellen. Eine genauere Charakterisierung oder Identifizierung diese Faktors gelang
jedoch nicht (Fujinami et al., 1998; Sun et al., 1998).

Die wahrend einer akuten Masern zu beobachtende Abfolge verschiedener erhohter Zyto-
kinwerte im Plasma sowie das Ausbleiben von Tyl-abhangigen zelluléaren Immunantworten
(siehe 3.1.3) fuhrte zu der Hypothese, dal? eine MV-Infektion einen Wechsel der Polaritét der
T-Zellantwort von Tyl nach Ty2 induziert (dargestellt bel Griffin, 1995). Dies soll zu einer
erhdhten Empfanglichkeit der Patienten gegentiber viralen und bakteriellen Superinfektionen
fuhren, gegen die das Immunsystem aufgrund der MV-bedingten gestorten zellul&ren Im-
munabwehr keine geeigneten Tyl-unterstitzten Antworten ausbilden kann. Als molekulare
Grundlage fur dieses MV-induzierte Zytokinungleichgewicht wird eine Hemmung der IL-12-
Sekretion durch Monozyten angegeben, die durch Bindung der viralen Glykoproteine an den
V akzinestammrezeptor CD46 hervorgerufen wird (Karp et al., 1996).

Zum anderen soll eine Infektion von T-Zellen in diesen einen Proliferationsblock induzie-
ren, so dal3 diese nicht mehr auf Antigene, Allogene oder Mitogene reagieren kénnen. Diese
Blockade ist durch einen Arrest in der Go/G;-Phase des Teilungszyklus gekennzeichnet
(McChesney et al., 1988; Naniche et al., 1999).

Moglicherweise geht die bei akuten Masern zu beobachtende periphere Lymphopenie mit
einer Depletion des T-Zellkompartiments einher. Dies kdnnte zu Stérungen der zelluléren
Immunantwort fahren. So konnten Okada und Kollegen zeigen, dal3 PBMC von Patienten mit
akuten Masern ex vivo eine erhdhte A poptoserate zeigen (Okada et al., 2000). In einem SCID-
Mausmodell mit transplantiertem humanem Thymusgewebe wurde nachgewiesen, dal3 MV
die Epithelien des Thymus infiziert, was zu einer Apoptose der Thymozyten fuhrt (Auwaerter
et al., 1996). Diese Effekte wirden die zu beobachtende Leukopenie wahrend der spéten
Phase der akuten Masern erkléren, liefern aber keine Erklarung fir das Ausbleiben einer T-
Zéllproliferation al's Antwort auf Mitogene oder Allogene.

Nach dem Modell der Kontakt-vermittelten Immunsuppression ist bereits der Kontakt mit
infizierten Zellen ausreichend, um ein dominant-inhibitorisches Signal zu generieren, das jeg-
liche weitere Stimulation der kontaktierten Zellen blockiert (Sanchez-Lanier et al., 1988;
Yanagi et al., 1992). Fir die Ubertragung dieses Signals reicht der Kontakt mit den viralen
Glykoproteinen H und F aus, eine Infektion der Zelle ist nicht notwendig (Schlender et al.,
1997; Weidmann et al., 2000b). Die kontaktierte Zelle zeigt einen Arrest vom Ubergang aus
der Go/Gs- in die S-Phase des Zellzyklus, was durch eine MV-induzierte Deregulation der
Zellzyklusproteine charakterisiert ist (Schnorr et al., 1997a; Engelking et al., 1999). Ein durch
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Maserninfektion bedingter Zellzyklusarrest nicht-infizierter PBMC kann auch in vivo in
einem Kleintiermodell einer MV-Infektion gezeigt werden (Niewiesk et al., 1999).

3.2 DC-Biologie

Dendritische Zellen scheinen funktionell von einem unreifen Zustand in einen aktivierten
oder reifen Zustand wechseln zu kénnen. Entsprechend den gangigen Modellen Uber die in
vivo-Funktion von DC Uberwachen die unreifen DC in peripheren Geweben ihre Umgebung.
Sie zeigen einen nicht-aktivierten Phanotyp mit geringer T-Zell-stimulatorischer Kapazitét,
aber hoher Phagozytose- und Endozytoseaktivitét. Findet eine Gewebeverletzung oder eine
Infektion statt, so werden von den Geweben oder den infizierten Zellen proinflammatorische
Zytokine und Chemokine freigesetzt. Diese rekrutieren Leukozyten, unter anderem auch lokal
vorhandene DC zum Ort der Infektion und es bildet sich eine Entziindung aus. Zusétzlich
werden in einer inflammatorischen Situation wahrscheinlich Monozyten aus dem Blutstrom
zum Ort einer Infektion Uber Chemokine und/oder proinflammatorische Zytokine rekrutiert.
Kommt es im Anschlul3 zu einer erneuten Migration der Monozyten aus dem Gewebe in das
Endothellumen, so differenzieren die transmigrierten Monozyten zu DC aus (Randolph et al.,
1998). In der Umgebung der Entziindung reifen die DC aus, d.h., sie verlieren ihre hohe En-
dozytosekapazitét, exprimieren typische DC-Aktivierungsmarker (MHC 11", CD80, CD86
etc.) und prozessieren die aufgenommenen Antigene. Parallel zu diesen Vorgéngen verlassen
die aktivierten DC das periphere Gewebe und wandern in die T-Zell-reichen Regionen der
lokalen Lymphgewebe ein. Dort présentieren sie im Kontext von MHC-Produkten einen re-
prasentativen Ausschnitt an antigenen Peptiden. Diese Peptide wurden aus Antigenen gene-
riert, die nach Kontakt mit proinflammatorischen Zytokinen, also zum Zeitpunkt der DC-Aus-
reifung, von den DC aufgenommen worden waren. Aufgrund der herausragenden Ausstattung
mit T-Zell-kostimulatorischen Molekilen sind die DC as einzige APC in der Lage, sowohl
Gedachtnis-Antworten al's auch Immunreaktionen naiver T-Zellen zu induzieren und die Pola-
risierung der beginnenden T-Zellantwort zu beeinflussen (zusammengefaldt bei Banchereau
und Steinman, 1998; Knight und Patterson, 1997; Steinman, 1991; eine Ubersicht bietet Bild
3-5).

3.2.1 DC-Abstammung in vivo und in vitro-Modelle der DC-Generierung

DC-Populationen zeigen in vivo ein heterogenes Bild, gekennzeichnet durch unterschiedli-
che Entwicklungslinien und daraus resultierenden DC-Populationen mit verschiedenen Ef-
fektorfunktionen (zusammengefaldt in Banchereau und Steinman, 1998; Grabbe et al., 2000).
Prinzipiell entstehen DC aus hamatopoietischen Vorlauferzellen des Knochenmarks oder des
peripheren Bluts. Die entstehenden DC werden in zwel grof3e DC-Linien unterschieden,
myeloide und lymphoide DC, deren Entwicklungslinien in Bild 3-3 zusammengefal3t sind.

Lymphoide DC entwickeln sich wahrscheinlich aus CD11c-Vorléufern des peripheren
Bluts. Diese Vorlauferzellen sind identisch mit den sogenannten IPC (,,interferon-producing
cells’). IPC oder plasmazytoide T-Zellen / plasmazytoide Monozyten (MUller-Hermelink et
al., 1983) vermogen Uber HEV's (,, high endothelial venules*) in sekundére Lymphorgane di-
rekt aus dem Blut einzuwandern und produzieren als Antwort auf Viren nach Infektion oder
Bindung an virale Glykoproteine grofRe Mengen an IFN (Kadowaki et al., 1998; Cella et al.,
1999a). In den Lymphorganen differenzieren die IPC zu immunkompetenten, die T-Zellproli-
feration stimulierenden DC aus (Siegal et al., 1997; Grouard et al., 1997). Entsprechend ihres
Stimulations- und Aktivierungsstatus scheinen diese lymphoiden DC Uber die Freisetzung von
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Zytokinen das Milieu fur die T-Zellpolarisierung zu regulieren (Cella et al., 1999a; Cella et
al., 2000; Kadowaki et al., 2000).
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Bild 3-3 Schematische Darstellung der myeloiden und lymphoiden DC-Entwicklung

Ausgehend von einem gemeinsamen Vorlaufer im Knochenmark (CD34" HPC) entwickeln sich aus verschiede-
nen Vorstufen myeloide (interstitielle/dermale DC, epitheliale LC) oder lymphoide DC-Populationen (IPC), die als
unreife APC in der Peripherie oder im peripheren Blut zu finden sind. Entziindungen oder Infektionen mobilisieren
die unreifen DC, sie werden aktiviert und wandern unter Aushildung eines reifen Phanotyps in die lokalen Lymph-
gewebe ein. Dort aktivieren sie als reife DC-Populationen (interdigitierende DC/LC) die Zellen der adaptiven Im-
munabwehr, die T- und B-Zellen

Die myeloiden DC-Vorlaufer entwickeln sich zu CD11c-exprimierenden DC-Populatio-
nen, die wahrscheinlich Uber das Blut die peripheren Gewebe und Organe infiltrieren und ein
Netz aus unreifen DC in diesen Geweben aufbauen. Zu diesen unreifen DC sind wahrschein-
lich die Langerhans-Zellen (LC) in der Epidermis zu zahlen, sowie die in der Dermis und die
mit der Mukosa-assoziierten interstitiellen DC in Darm- und Lungenepithelien, sowie eine
CD11c-exprimierende DC-Population im peripheren Blut (Cella et al., 1999a; Caux, 1998).
Nach Infektion oder Kontakt mit Erregern oder nach Aktivierung durch proinflammatorische
Zytokine verlassen diese unreifen myeloiden DC die Peripherie und wandern tber die affe-
rente Lymphe in die lokalen drainierenden Lymphgewebe ein und werden nun als interdigitie-
rende DC bezeichnet. Wahrend dieser Migration in die T-Zell-reichen Areale der Lymphor-
gane reifen die myeloiden DC aus und erwerben einen funktionellen Phanotyp mit hoher T-
Zdl|-stimulatorischer Kapazitét (Banchereau und Steinman, 1998). In vitro lassen sich mye-
loide DC durch Kultur aus CD34"-Vorl&auferzellen oder CD14*-Monozyten in geeigneten Dif-
ferenzierungsmedien generieren (Caux et al., 1996; Romani et al., 1996).
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Bild 3-4 Schematischer Uberblick (iber die Rolle myeloider DC/LC in der Generierung von antigenspezifi-
schen Immunantworten

I. Unreife DC werden in der Peripherie durch eingedrungene Pathogene, deren Produkte oder durch Zytokine
infizierter Zellen zusammen mit anderen Zellen der unspezifischen Immunantwort angelockt und nehmen Anti-
gene auf. Gleichzeitig werden die DC durch die Entzlindungssituation aktiviert. Il. Die aktivierten DC verlassen
den Infektionsort Gber die afferente Lymphe und gelangen in die lokalen drainierenden Lymphgewebe. Dort sti-
mulieren sie antigenspezifisch die Proliferation und Differenzierung von Effektorzellen (T- und B-Zellen) und die
Generierung von Gedéachtniszellen. 1ll. Die Effektorzellen verlassen das lymphatische Gewebe Uber den Blut-
strom und zirkulieren zum Ort der Infektion. Weitere unreife DC/Monozyten kénnen aus dem Blut in das entzin-
dete Gewebe einwandern. IV. Uber aktivierte Endothelzellen dringen die Effektorzellen der spezifischen zellularen
Immunantwort zum Ort der Infektion vor und eliminieren das Pathogen.

3.2.2 DC und die Polarisierung von T-Helferzellantworten

Wie bereits unter 3.2.1 aufgefuihrt, handelt es sich bei DC um eine heterogene Zellpopula-
tion entweder myeloiden oder lymphoiden Ursprungs. Den beiden DC-Populationen wurden
verschiedene Fahigkeiten zugestanden, die Polarisierung der T-Zellen wahrend der DC-T-
Zellinteraktion zu kontrollieren. So sollten im humanen System myeloide DC Tyl-Immun-
antworten und lymphoide DC Ty2-Immunantworten induzieren und wurden entsprechend als
DC1 oder DC2 bezeichnet (Rissoan et al., 1999; zusammengefaldt in Reid et al., 2000). Die-
ses Konzept einer starren Limitierung der myeloiden und lymphoiden DC auf einen Ty1- oder
Ty2-induzierenden Phanotyp kann allerdings nicht alle Befunde erkldren. Entsprechend den
Ausreifungsbedingungen der Vorlauferzellen kénnen in vitro gezielt myeloide DC1 oder DC2
generiert werden. Gleiches gilt fur die als DC2 bezeichneten IPC, die entsprechend ihrer Ak-
tivierung oder nach einer Virusinfektion eine Ty2- oder eine Ty1/Ty0-Antwort ausl6sen kon-
nen. Welcher Typ einer T-Zellantwort letztlich ausgel6st wird, hangt somit nicht nur von der
DC-Population ab, sondern auch von der Art und dem Zeitpunkt der DC-Aktivierung (zu-
sammengefaldt in Lanzavecchia und Sallusto, 2001 und in Bild 3-5 dargestellt).
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Bild 3-5 DC zeigen eine grofRRe Plastizitat bei der Polarisierung einer T-Zellantwort (nach Lanzavecchia
und Sallusto, 2001)

Unreife DC in der Peripherie erhalten Reifungssignale in Form von proinflammatorischen Zytokinen oder PAMPs,
die die Anwesenheit von infektidsen Erregern signalisieren. Durch diese Signale reifen die DC aus, verlassen die
Peripherie und wandern beladen mit den aufgenommenen antigenen Proteinen in die lokalen Lymphgewebe. Die
Ausreifung, aber auch die Abstammung der DC definieren, welche Art der adaptiven T-Zellantwort unterstitzt
wird (genauere Beschreibung im Text).

Typ I-Interferone (IFN-a, -f3, -o) werden lokal an Orten der Infektion mit Viren induziert.
Dort schiitzen sie umliegende Zellen und Gewebe vor Virus-bedingten zytopathischen Sché-
den und dammen das Ausmal’ der Infektion Uber Induktion eines antiviralen und antiprolife-
rativen Stoffwechselstatus ein. Allerdings spielen die IFN auch eine bedeutende Rolle in der
Ausldsung, Ausrichtung und Aufrechterhaltung einer virusspezifischen Immunantwort. Das
Vorkommen von Viren im peripheren Blut oder die Infektion mit Viren aktiviert eine zah-
lenmaidig sehr kleine Population an PBMC, die IPC (siehe 3.2.1). Das in den inflammatori-
schen Lymphgeweben freigesetzte IFN schiitzt die Zellen des Immunsystems, und hier v.a.
die Gedachtnis-T-Zellen, vor einer virden Infektion oder vor Apoptose durch die APC
(Akbar et al., 2000) und beeinflult die Polarisierung der ausgelosten zelluléren
Immunantwort (Kadowaki et al., 2000; Cella et al., 2000).

Das wahrend einer viralen Infektion freigesetzte IFN wirkt sich wahrscheinlich auch auf
die myeloide DC1-Population aus. In vitro-Versuche mit DC1-Zellen zeigen hier zweierlei.
Erstens hemmt die Anwesenheit von IFN wahrend der Differenzierungsphase der Monozyten
zu MoDC die Ausbildung einer immunkompetenten reifen DC-Population. Diese IFN-MoDC
sezernieren weniger IL-12p70, stimulieren in einer allogenen MLR eine T-Zellproliferation
schlechter as vergleichbare, nicht mit IFN behandelte MoDC und induzieren kaum IFN-y-
produzierende T-Zellen (McRae et al., 2000; Bartholomé et al., 1999). Andererseits scheint
IFN auch die Ausreifung und stimulatorische Kapazitét von DC steigern zu konnen (Luft et
al., 1998). Somit ist die Rolle, die IFN in der Beeinfluf3ung der APC-Populationen und der
daraus resultierenden Polarisierung der zelluldren Immunantwort nach viralen Infektionen
spielt, umstritten.
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3.3 Zielsetzung der Arbeit

Wahrend einer natirlichen Infektion mit MV, aber auch deutlich abgeschwéacht nach Vak-
Zinierung mit attenuierten MV-Stdmmen kann eine MV -assoziierte Leukopenie und eine St6-
rung der zelluldren Immunreaktionen beobachtet werden. Am stérksten sind T-Zell-vermit-
telte Antworten betroffen, so dal3 PBMC von MV -Patienten ex vivo weder auf Mitogene noch
auf Allogene oder Recall-Antigene reagieren. Desweiteren wird fur das Ausbleiben einer
zeluldren Immunantwort gegen Superinfektionen ein durch das MV induziertes
Zytokinungleichgewicht verantwortlich gemacht, so dal3 statt Tpl- préferentiell Ty2-
Immunantworten ausgel st werden. Fur die Ausldsung einer MV -spezifischen Immunantwort
spielen DC hochstwahrscheinlich eine herausragende und einzigartige Rolle, da es sich bel
diesen Zellen um speziaisierte APC handelt, die aus der Peripherie, also zumeist von Orten
der Infektion, in lokale Lymphorgane auswandern und primédre Immunantworten der
adaptiven Immunabwehr induzieren konnen. DC produzieren wéhrend einer Infektion als
erste Zellen IL-12 in den Lymphorganen, den Orten der Induktion einer T-Zellimmunantwort
(Reis e Sousa et al., 1997). Im Modell der Kontakt-vermittelten Immunsuppression fuhrt die
Bindung an die Masernglykoproteine H und F zu einem Signal in der kontaktierten
lymphoiden oder myeloiden Zelle, das die Proliferation der Zelle hemmt. Aus friheren
Arbeiten ist bekannt, da3 DC aus dem peripheren Blut durch MV infizierbar sind. Die
Infektion fUhrt zu einer Ausreifung der DC-Vorlauferzellen und zu einer IL-12p70-Induktion.
Allerdings hemmten infizierte DC die Mitogen-abhangige Proliferation von T-Zellen
(Schnorr et al., 1997b). Die vorliegende Arbeit sollte unter Verwendung einer definierten DC-
Population zeigen, welchen Einfluld eine MV-Infektion auf die Funktionalitdt der DC hat.
Speziell sollte untersucht werden, ob eine Ausreifung der MoDC stattfindet, und wenn dies
der Fall ist, welcher Mechanismus der Ausreifung zugrunde liegt. Weiterhin sollte bestimmt
werden, ob die DC IL-12 produzieren kénnen. Schliefdich sollte die Rolle der MoDC in der
Kontakt-vermittelten Immunsuppression nach MV-Infektion sowie die beteiligten
Effektorstrukturen in vitro bestimmt werden. Aus Sicht des Virus sollte ermittelt werden, ob
Wildtypviren gegenuber Vakzineviren in vitro andere Reaktionen der infizierten DC
hervorrufen.
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4.1 Zellen

PBMC wurden aus Blutbeutel préparaten (,, buffy coats*) aufgereinigt, die vom Blutspende-
dienst des Bayerischen Roten Kreuzes, Wirzburg, oder von der Abteilung fir Transfusions-
medizin und Immunhamatologie, Universitétsklinik Wurzburg, zur Verfigung gestellt wur-
den.

Die verwendeten Zellinien waren alle im Institut verfigbar. Im einzelnen handelte es sich
hierbei um die folgenden Zdllinien:

Zellinie Zelltyp Herkunft

B95a semiadhérenter Subklon der EBV- Krallenaffe (Callithrix jacchus);
transformierten B-Zellinie B95 ATCC

BJAB lymphoblastoide B-Zéellinie human; Menezes et al., 1975

BJABpED-B persistent mit ED-B infizierte BJAB- Institut fur Virologie, Universitéat
Linie Wirzburg

BJABpWTF persistent mit WTF infizierte BJAB- Institut fur Virologie, Universitéat
Zéllinie Wirzburg

HelLa Zervixkarzinoma-epithel zellinie human; ATCC

Ltk Fibroblastenzellinie murin; ATCC

CD40L-Ltk stabil mit murinem CD4O0L transfizierte Schimpl, A; Insitut fur Virologie,
Ltk Zellinie Universitdt Wirzburg

Vero Nierenfibroblastenzellinie afrikanische Grine Meerkatze

(Cercopithecus aethiops); ATCC

4.2 Viren

Alle Viren waren im Institut vorhanden und wurden entsprechend den unter 5.2 aufge-
fUhrten Bedingungen propagiert und gelagert. Der VSV-Stamm Indiana wurde mir von
Jirgen Schneider-Schaulies zur Verfigung gestellt. Die rekombinanten Masernviren habe ich
dankenswerterweise von Prof. Dr. MA Billeter erhalten (Radecke und Billeter, 1997). Die Ge-
nomstruktur der rekombinanten Viren ist in Bild 4—1 schematisch dargestelit.
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Bild 4-1 Uberblick iiber die Genomstruktur der eingesetzten rekombinanten Masernviren basierend auf
dem Vakzinestamm Edmonston-B

Angegeben sind die einzelnen ORFs in den jeweiligen Genomen, sowie die einzelnen Genprodukten des P-ORF.
Die rekombinanten Masernviren sind durch drei Nukleotidaustausche gekennzeichnet (mit * markiert). Offene,
farblose Boxen entsprechen nicht-translatierten 5 - und 3"-Regionen, wahrend die gemusterten Boxen den Trans-
membrandoméanen der MV-Glykoproteine bzw. des VSV-G-Proteins entsprechen.
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4.3 Antikorper

Die Hybridoma aller verwendeten monoklonalen Antikorper gegen MV-Antigene wurden
von Frau S Loffler, Institut far Virologie und Immunbiologie, hergestellt. Der gegen humanes
MxA-Protein gerichtete monoklonale Antikdrper wurde von Frau M Seuffert, Institut fir Vi-
rologie und Immunbiologie, hergestellt.

Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundarantikorper (Ziege-anti-Maus 1gG (Fa-Fragment)-
FITC- oder R-PE-gekoppelt) fur die Durchfluf3zytometrie wurden von Dianova bezogen. Fol-
gende direkt-markierte Antikdrper wurden in der Durchfluf3zytometrie eingesetzt:

Antikorperspezifitat  Klonbezeichnung Isotyp Konjugat Hersteller

CD1la T6 Maus-1gG1 - Coulter
CD3 UCHT1 Maus-1gG1 FITC/R-PE Immunotech
CD4 13B8.2 Maus-1gG1 FITC Immunotech
CD8 B9.11 Maus-1gG1 FITC Immunotech
CD11a G43-25B Maus-lgG2b - Pharmingen
CD14 RMO52 Maus-1gG2a FITC Immunotech
CD19 J4.119 Maus-1gG1 FITC Immunotech
CD25 B1.49.9 Maus-1gG2a R-PE Immunotech
CD40 mAb89 Maus-lgG1 R-PE Immunotech
CD54 84H10 Maus-1gG1 - Immunotech
CD58 AICD58 Maus-lgG2a - Immunotech
CD69 FN50 Maus-1gG1 R-PE Pharmingen
CDh71 YDJ.1.2.2 Maus-1gG1 - Immunotech
CD80 MAB104 Maus-1gG1 FITC Immunotech
CD83 HB15A Maus-lgG2b R-PE Immunotech
CD86 IT2.2 Maus-lgG2b R-PE Pharmingen
CD95 uB2 Maus-1gG1 FITC Immunotech
HLA-DR IMMU 357 Maus-1gG1 PC5 Immunotech
HLA-DR G46-6 Maus-lgG2a CyChrome Pharmingen
HLA-DR B8.12.2 Maus-lgG2b - Immunotech
IL-12p40/70 Cl11.5 Maus-1gG1 R-PE Pharmingen
- MOPC-21 Maus-lgG1 R-PE Pharmingen

4.4 Medien, Chemikalien und Radioaktivitat

4.4.1 Zellkultur

Antibiotika Medienkiiche
ATV Medienkiiche
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DMSO Roth
Doppeltes MEM Medienkiche
FKS Seromed
Geniticin-G418 GIBCO

MEM Medienkiiche
NaHCOs Medienkiiche

4.4.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht nachfolgend aufgefihrt, in pro analysi-
Qualitdt von den Firmen Sigma oder Roth bezogen.

Acrylamid Sigma
Ammoniumperoxodisulfat Biorad
Bisacrylamid Sigma

BFA Calbiochem

BSA Sigma

ECL Amersham
Ficoll-Pague Pharmacia
GM-CSF Krankenhausapotheke
IFN-y Strathmann Biotech
IL-4 Strathmann Biotech
Mitomycin C Sigma

Monensin Calbiochem

PHA Sigma

PMSF Sigma

Protei nbestimmungsl dsungen Sigma

Saponin Sigma

Tween 20 Sigma
SzintillisatiionsflUssigkeit Wallac

TEMED Biorad

TRIZMA® (Tris) Sigma

Triton X-100 Sigma

4.4.3 Radioaktiv markierte Verbindungen
[Methyl-*H]-Thymidin (5 Ci/mmol) Amersham

4.5 Kits, Losungen und Puffer

Anodenpuffer 30mM 30 mM Trig/HCI, 20 % Methanol, pH10,4

Anodenpuffer 300mM 300 mM Tris/HCI, 20 % Methanol, pH 10,4

FACS-Puffer 0,4 % BSA, 0,02 % NaNs in Ca®*/Mg*-freiem PBS, pH
7,4

IL-12p40 DuoSet R&D Systems

IL-12p70 Quantikine R&D Systems

Kathodenpuffer 39,6 mM 6-Amino-n-Hexansaure, 25 mM Trig/HCl, 20
% (v/v) Methanol, pH 9,4

NTE-Puffer (10x) 0,1 M Trig/HCI, 1M NaCl, 0,010 M EDTA, pH 7,4

PBS/Tween 0,5 % Tween in PBS
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Proteingel puffer (10x) 250 mM Tris/HCl, 1,9 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH 8,7
Saponinpuffer 0,33 % Saponin in FACS-Puffer, pH 7,4

4.6 Verbrauchsmaterial

Dialyseschlauche

Entwickler & Fixierer fur Rontgenfilme
Einmalkivetten

Einmalspritzen & -kanilen
FACS-Rohrchen
3MM-Whatmanpapier
Glasfasermatten
Nitrozellulosematten
Plastikmaterial fur die Zellkultur
Pipettenspitzen

Rontgenfilme

Sterilfilter
Zweikammerzellkultureinsétze

4.7 Gerate

Biolinker

Brutschrank
Flissigkeitsszintillisatinszahler
FACScan
Fluoreszenzmikroskop
Gelelktrophoresekammern
Hal btrockenbl ottingapparatur
Sterilwerkbank

Mikroskop

Netzgeréte

pH-Meter

Rotoren SS34, JA20
Zellerntegerat

Zentrifugen

Roth

Kodak

Roth

Servopharma

Elkay

Schleicher& Schill
Wallac

Schleicher & Schll
Greiner, Nunc, Falcon
Eppendorf, Roth

Fuji Foto Film
Schleicher & Schll
Nunc

Vilber Lourmat
Heraeus

Wallac
Becton-Dickinson
Leica
Institutswerkstatt
Institutswerkstatt
Heraeus

Leitz

Gibco, BioRad
WTW

Sorvall, Beckmann
Wallac

Sorvall, Beckamm, Eppendorf
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5.1 Zellkultur

Alle Zdlkulturen wurden mit Zellkulturplastikflaschen oder —multilochplatten in Brut-
schrénken bel 37°C in einer humidifizierten Atmosphéare mit einem CO,-Gehalt von funf Pro-
zent durchgefihrt. Die verwendeten Medien waren mit NaHCOgs-gepuffert und mit Penicil-
lin/Streptomycin versetzt.

5.1.1 Zellkultur adharenter Zellinien

Die adhérente Zellinie Vero wurde in MEM mit 5% FKS gezogen. Die stabil transfizierte
Zellinie CD40L-Ltk” wurde in RPMI 1640 mit 5% FKS und 1 mg/ml Geneticin kultiviert. Die
Zellinien Ltk” und B95a wurden in RPMI 1640 mit 5% FKS kultiviert. Nach Ausbildung kon-
fluenter Zellrasen wurden die Zellen mit ATV oder mit Ca?*/Mg?**-freilem PBS/EDTA abge-
|6st, resuspendiert und 1:5 bis 1:10 verdinnt ausgesét.

5.1.2 Zellkultur von Suspensionszellinien

Die Zdlinie BJAB wurde in RPMI 1640 mit 10% FKS kultiviert. Dichte Zd lkulturen wur-
den 1:5 in neue Flaschen verdinnt.

5.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellinien

Fir 1angere Lagerung von Zellinien oder primaren Zellisolaten wurden 5x10° bis 1x10’
Zéellen in 2 ml eiskaltem Einfriermedium (FKS/20% DM SO) resuspendiert und durch schritt-
weises Abkuhlen (zwel Stunden bei —20°C, tber Nacht bel —80°C und anschlief3ender Trans-
fer in flssigen Stickstoff) schonend eingefroren. Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen,
wurden die eingefrorenen Zellsuspensionen schnell aufgetaut, mit einem UberschulR an ent-
sprechendem Kulturmedium gewaschen und in frischem Medium ausgesét.

5.1.4 Mykoplasmentestung

Um eine Kontamination der Zellkulturen mit Mykoplasmen zu vermeiden, wurde regel mé-
Big auf Mykoplasmen getestet. Hierzu wurden die zu prifenden Kulturen in Kulturmedium
ohne Penicillin/Streptomycin Gberfuhrt und drei Tage kultiviert. Zell-freier Uberstand diente
als Quelle fur Mykoplasmen-DNS. Der Mykoplasmennachwels erfolgte mittels eines Myko-
plasma-spezifischen PCR Primer Sets von Stratagene. Kontaminierte Kulturen wurden ent-
sorgt und neue, nicht kontaminierte Kulturen von eingefrorenen Zellen angelegt.

5.1.5 Isolierung primarer humaner mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

Als Quelle fur priméare PBMC dienten ,,Buffy Coats’, die aus Blut gesunder Spender im
Blutspendezentrum des Bayerischen Roten Kreuzes, Wurzburg oder in der Abteillung fur
Transfusionsmedizin und Immunhématologie, Universitatsklinik Wirzburg hergestellt wor-
den waren. Die , Buffy Coats* wurden mit eéinem Volumen Ca&*/Mg**-freiem PBS verdiinnt,
auf ein Kissen Ficoll-Pague™ Plus geschichtet und bei Raumtemperatur durch Zentrifugation
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mit 400xg fur 30 min entsprechend der Dichte aufgetrennt. Die PBMC-haltige Interphase
wurde abgenommen und mehrmals mit kaltem Ca®*/Mg**-freilem PBS gewaschen. Entspre-
chend der weiteren Verwendung wurden die Zellen gezahlt und in Ca&*/Mg**-freiem PBS
oder Kulturmedium resuspendiert. Zur Charakterisierung wurden standardmal3ig Proben der
PBMC mit einem mAk-Gemisch aus CD3-FITC, CD19-FITC, CD14-FITC, CD16-PE,
CD56-PE und HLA-DR-CyChrome™ gefarbt und im FACS gemessen (siehe Tabelle 5-1).

5.1.6 Isolierung von primaren  T-Zellen Uber  Rosettierung mit
Hammelerythrozyten aus PBMC

PBMC setzen sich aus T-Z€ll-, B-Z€ll-, NK-Z€ll- und Monozytenpopul ationen zusammen.
Eine spezifische Anreicherung der T-Zellpopulation kann durch Rosettierung der T-Zellen
mit Hammelerythrozyten und anschlief3ender Dichtegradientenzentrifugation erreicht werden.
Nach einer Inkubation der PBMC mit AET-aktivierten Hammelerythrozyten, wodurch sich
die spezifische Bindung an das auf den T-Zellen exprimierte CD2 erhoht, fir eine Stunde auf
Eis wurden die pelletierten Zellen vorsichtig resuspendiert und auf Ficoll-Pague™ Plus ge-
schichtet. Durch die folgende Zentrifugation (400xg, 30 min, RT) wurden die nun dichteren
T-Zellen aus der PBMC-Interphase entfernt und pelletiert. Die Interphase wurde abgenom-
men und mehrmals mit Ca?*/Mg?*-freien PBS gewaschen. Die pelletierten T-Zellen wurden
mit Lysepuffer behandelt, um die Hammelerythrozyten zu entfernen. Die resultierenden Zell-
populationen wurden gezahlt und zur durchflufdzytometrischen Charakterisierung mit einem
mAK-Gemisch aus CD3-FITC, CD19-FITC, CD14-FITC, CD16-PE, CD56-PE und HLA-DR-
CyChrome™ markiert (siehe Tabelle 5-1). Die T-Zellen (E'-Population) wurden in RPMI
1640/5% FK S resuspendiert und in Kultur genommen.

5.1.7 Depletion HLA-DR-positiver T-Zellen durch indirektes , Panning*

Aktivierte humane T-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache HLA-DR. Uber dieses
MHC Klasse II-Molekil konnen aktivierte T-Zellen in Anwesenheit des Superantigens SEA
andere T-Zellen aktivieren (siehe 5.6.3). Um T-Zellen in einem Proliferationstest unter Ver-
wendung von SEA einsetzen zu kénnen, missen demnach ale HLA-DR-positiven T-Zellen
depletiert werden.

Eine Bakterienkulturschale (@ 10 cm) wurde o/n bei 4°C mit 10 ml eines Ziege-anti-Maus-
spezifischen polyklonalen Serums (10 pg/ml) beschichtet. Die rosettierten T-Zellen (siehe
5.1.6) wurden gezahlt und 3x10’ Zellen mit a-HLA-DR mAk (10 pg/ml) fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Die beschichtete Bakterienplatte wurde durch Zugabe von Ca'/Mg**-freiem
PBS/5% FKS dreimal vorsichtig gespult. Die markierten T-Zellen wurden zweimal mit einem
UberschuR an Ca®**/Mg**-freiem PBS/5% FKS gewaschen (10 min, 400xg, 4°C), in 3 ml
Ca®*/Mg**-freiem PBS/5% FKS resuspendiert und auf die Schale gegeben. Unter wiederhol-
tem vorsichtigem Schitteln der Platte wurden die Zellen bei 4°C 1-2 h inkubiert. Die nicht-
adharente Zellfraktion wurde durch vorsichtiges Abnehmen des Uberstandes gewonnen. Die
Zellen wurden zentifugiert (10 min, 400xg, 4°C), in Medium in der gewinschten Zelldichte
resuspendiert und eingesetzt. Der Erfolg der Aufreinigung wurde durch eine FACS-Kontroll-
farbung unter Einsatz direkt-markierter a-CD3-FITC und a-HLA-DR-PC5™ mAKk Uberprdift.

5.1.8 Isolierung von Monozyten

Als Ausgangsmaterial fur die Generierung von myeloiden humanen dendritischen Zellen
kénnen Monozyten verwendet werden. Nach Entfernen der T-Zellen aus der PBMC-Popula-
tion durch Rosettierung verblieben v.a. B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten in der Interpha
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sepopulation (E’-Population). Die gewaschenen und pelletierten Zellen wurden in MACS-
Farbepuffer resuspendiert (1x107/200pl) und mit CD56- und CD19-spezifischen Microbeads
markiert. Die markierten NK- und B-Zellen wurden Uber einen Saulenschritt entsprechend
den Herstellerangaben (MACS™ Miltenyi Biotech) depletiert. Die eluierte Zellfraktion wurde
mit einem mAK-Gemisch aus CD3-FITC, CD19-FITC, CD14-FITC, CD16-PE, CD56-PE und
HLA-DR-CyChrome™ markiert, um die Reinheit der Monozyten zu kontrollieren (siehe
Tabelle 5-1). Diese Monozyten-angereicherte Zellpopulation (E'd Population) diente als Aus-
gangsmaterial fur die MoDC-Generierung.

Tabelle 5-1: Prozentuale Zusammensetzung der Zellpopulationen, die durch die unter 5.1.5, 5.1.6 und 5.1.8
beschriebenen Methoden aus , Buffy Coats“ prapariert wurden

PBMC E"-Population E-Population  Ed-Population
T-Zellen ~ 50-60% ~ 85-95% ~<1% ~<1%
B-Zdllen ~12-18% ~<1% ~12-16% ~<1%
NK-Zédlen ~10-15% ~5-15% ~12-16% ~10%
Monozyten ~10-16% ~<1% ~ 70-75% ~ 75-85%

5.1.9 Herstellung humaner Dendritischer Zellen in vitro aus Monozyten

Monozyten differenzieren in vitro durch Kultur in GM-CSF & IL-4-haltigem Medium in-
nerhalb von sechs bis sieben Tagen zu DC aus (Romani et al., 1996). Monozyten wurden mit
einer Zellzahl von 2-3x10’ in RPMI 1640 ohne FKS in eine T80-Plastikzellkulturflasche aus-
gesdt. Nach ein bis zwei Stunden wurden die nicht-adhdrenten Zellen abgespult und die ver-
bliebenen Zellen mit 20 ml frischem Medium versetzt (RPMI 1640/10% FKS, 2.000 U/ml
GM-CSF und 3.000 U/ml IL-4). Nach drel Tagen Kultur wurden erneut 20 ml des GM-CSF
& IL-4-Medium zugegeben. Wie aus Bild 5-1 zu entnehmen ist, wurde im Laufe dieses Dif-
ferenzierungsvorgangs CD14 auf der Oberflache der Zellen nicht mehr exprimiert. Parallel
nahm die Zelloberflachenexpression des MoDC-typischen Antigens CD1a zu. Nach sechs bis
sieben Tagen wurden MoDC geerntet, die den Phéanotyp unreifer, nicht aktivierter DC zeig-
ten. Kostimulatorische Molekile wie CD80, CD86 oder CD40 wurden nicht oder nur
schwach exprimiert. Gleiches galt fur die MoDC-Aktivierungs- und Reifungsmarker CD83
und CD25 sowie fur die MHC Klasse II-Molekile (Bild 5-2).
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Bild 5-1 Entwicklung der Zellmorphologie und der Expression von CDla und CD14 wahrend der in vitro-
Generierung von MoDC aus Monozyten durch Kultur in GM-CSF & IL-4-haltigem Medium

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und die Oberflachenexpression der Antigene CD1a
und CD14 nach Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten mAk durchfluBzytometrisch bestimmt.

5.2 Viruszucht

Die Viruszucht der Masernstdmme ED-B, ED-Zagreb, Schwarz, Moraten, AIK-C und Chi-
cago-1 erfolgte Uber Vero-Zellkulturen, die der Masernstamme WTF und TC5679 Uber
BJAB-Zellkulturen. Fir VSV-Préparationen wurde die adhdrente Zellinie HeLa verwendet.
Die rekombinanten Masernstdmme Edtag (MVNse), MGV, MG/FV und EDeGFP wurden
ebenfalls auf Verozellen gezogen. Die Zellkulturen waren Mykoplasmen-frel.
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Bild 5-2 Phanotyp von unreifen MoDC nach Ende der Kultur in GM-CSF & IL-4-haltigem Medium

Die Zellen wurden nach sieben Tagen Kultur in MoDC-Differenzierungsmedium geerntet und mit Fluoreszenz-
farbstoff-markierten mAk direkt bzw. mittels spezifischen mAk und Fluoreszenzfarbstoff-markiertem Anti-Maus-
IgG-Serum gefarbt.

5.2.1 Virusstockpréaparationen auf adhérenten Zellinien

Konfluente Verozellrasen in T180-Plastikzellkulturflaschen wurden mit den Masernstam-
men ED-B, ED-Zagreb, Schwarz, Moraten, AIK-C und Chicago-1 sowie mit den rekombi-
nanten Masernstammen Edtag (MVNse), MGV, MG/FV und EDeGFP mit einer MOI von
0,01 infiziert. Im Fall einer MGV- oder MG/FV-Viruszucht wurden die Kulturen nach drei
bis vier Tagen auf neue Flaschen aufgeteilt. Sobald 80 bis 90% der Zellen einen CPE zeigten,
wurde der Kulturiiberstand entfernt, die verbliebenen Zellen vorsichtig mit Ca?* /Mg -freiem
PBS gespiilt und in 5-10 ml Ca®*/Mg**-freiem PBS bei —20°C (iber Nacht eingefroren. Am
néchsten Tag wurden die Kulturen vorsichtig aufgetaut und durch kréftiges Pipettieren die
Zelltrimmer weiter geschert, um Zell-assoziiertes Virus freizusetzen. Durch Zentrifugation (0
- 4°C, 10 min, 1.000xg) wurden die Zdltrimmer aus dem Uberstand entfernt, der vorgerei-
nigte klare Uberstand aliquotiert und bei —80°C gelagert. Die VSV-Zucht erfolgte analog,
allerdings wurden statt der Verozellen HeLa-Zellen verwendet. Als Mockpréparation wurden
nicht-infizierte Vero- oder Hel a-Zellkulturen paralel zu Virusinfektionen angesetzt und wie
diese geerntet.

5.2.2 Virusstockpraparationen mit Suspensionszellinien

BJAB-Zellen wurden in T180-Zellkulturplastikflaschen zu hohen Zelldichten kultiviert
und mit WTF oder mit TC5679 mit einer MOI von 0,01 infiziert. Gegebenenfalls wurden die
Zelkulturen drei bis vier Tage p.i. auf neue Flaschen aufgeteilt. Nach Ausbildung eines deut-
lichen CPE wurden die Kulturen zentrifugiert (O - 4°C, 10 min, 1.000xg), das Zellpellet in
Ca®* IMg?*-freiem PBS resuspendiert und tiber Nacht bei —20°C eingefroren. Nach vorsichti-
gem Auftauen unter kréftigem Resuspendieren wurden die Zellfragmente durch Zentrifuga
tion (0 - 4°C, 10 min, 1.000xg) entfernt, der klare Uberstand aliquotiert und bei -80°C gela-
gert. Mock-Praparationen wurden parallel zu diesem Infektionsschema hergestelt.
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5.2.3 Titerbestimmung der Virusstocks mittels des Plaguetests

Pro Napf einer 6-Loch-Zellkulturplatte wurden 1x10° Verozellen in MEM/5% FK 'S ausge-
sét und Uber Nacht bis zur Konfluenz kultiviert. Virusstockverdinnungen (1:10-Verdinnun-
gen in MEM/ohne FKS, 1 ml/Napf) wurden nach Entfernen des Mediums zugegeben und 2 h
p.i. durch 2 ml/Napf Agarosemedium ersetzt. Pro Verdinnungsstufe wurden vier Napfe ver-
wendet. Nach drei bis funf Tagen wurde erneut mit 2 ml/Napf Agarosemedium mit Kristallrot
(~ 100 pg/ml) Gberschichtet. Ein bis zwei Tage spéter wurde die Zahl der Plagques abgelesen
und die PFU/ml entsprechend der Formel 5-1 berechnet. Zur Bestimmung des Titers wurde
die Verdinnungsstufe gewahlt, bei der die Plagues am deutlichsten zu erkennen waren. Die
Titerbestimmung mittels des Plaquetests wurde fur die Viren ED-B, ED-Zagreb, Schwarz,
Moraten, AIK-C, EDtag, EDeGFP und Chicago-1 eingesetzt.

Formel 5-1: Formel zur Berechnung der PFU/ml anhand der Auszéhlung von Plaques nach Infektion auf
einem Verozellrasen

d ist die Verdiinnungsstufe und pq steht fir die Anzahl an Plaques pro Verdiinnungsstufe d. Mit nq ist die Zahl an
ausgezahlten Napfen pro Verdinnungsstufe d anzugeben.
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5.2.4 Titerbestimmung der Virusstocks mittels der Endpunkttitration nach
Spearman und Karber

Fur die Bestimmung der TCIDso/ml mittels der 50%-Endpunkttitration wurden B95ain e -
ner 96-Loch-Zellkulturplatte mit 1x10° Zellen in 100 pul RPMI 1640/ohne FK'S ausgesit. Vi-
russtockverdiinnungen wurden mit RPMI 1640/ohne FKS hergestellt und pro Verdinnungs-
stufe acht Napfe mit je 100 ul versetzt. Ca. 16 h p.i. wurden pro Napf 25 pl FKS zugegeben.
Die Anzahl der CPE-positiven Napfe wurde lichtmikroskopisch bestimmt und die TCIDsg/ml
und der Standardfehler entsprechend den Formeln nach Spearman und Kéarber berechnet
(Formel 5-2 und Formel 5-3). Die Endpunkttitration wurde fur alle Viren au3er MGV und
MG/FV eingesetzt.
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Formel 5-2: Darstellung der Formel zur Berechnung der 50%-Endpunkttitration nach Spearman und
Karber

In der Formel steht xp=1 fir den dekadischen Logarithmus der héchsten Verdiinnungsstufe, bei der noch in allen
Napfen der Verdiinnung ein CPE zu finden ist. d steht fiir den dekadischen Logarithmus des Verdiinnungsfaktors.
p entspricht dem Anteil an CPE-positiven Napfen pro Verdinnungsstufe. >p ist die Summe aller p ab der Ver-
diinnungsstufe xp=1 und den p-Werten aller héheren Verdinnungen mit beobachtetem CPE. Es wird der dekadi-
sche Logarithmus der Verdiinnungsstufe berechnet, bei der 50% der Zellen oder Napfe einen CPE aufweisen.

log TCID,, = X, +%d ~-d).p

Formel 5-3: Formel zur Berechnung des Standardfehlers der TCIDsp berechnet nach Spearman und Karber
In der Formel steht d fur den dekadischen Logarithmus der Verdliinnungsstufe, p fir den Anteil an CPE-positiven
Napfen pro Verdinnungsstufe und n fiir die Anzahl der Napfe pro Verdinnungsstufe. Es wird der Standardfehler
des dekadischen Logarithmus der TCIDs berechnet.

SElog TCID,, = dZZ—pﬁ_lp)

5.2.5 Titerbestimmung der rekombinanten Viren MGV und MG/FV

Die rekombinanten Viren MGV und MG/FV exprimieren keine funktionellen MV-Glyko-
proteine sondern VSV-G-Konstrukte, die bei neutralem pH keine Zell-Zell-Fusion induzieren
kénnen. Daher ist die Verwendung eines Plaquetests oder einer 50%-Endpunkttitration zur
Bestimmung der Virustiter nicht moglich. Daher wurden Verozellen auf Deckgléser ausgesat
und analog zu der unter 5.2.5 beschriebenen Vorgehensweise mit Virusstockverdiinnungen
infiziert. Nach Entwicklung eines MGV - oder MG/FV -typischen CPE wurden die Verozellen
mit 3,7%iger Formaldehydl6sung fixiert (30 min, RT) und mit 0,25%iger Triton X-100-L6-
sung permeabilisert (10 min, RT). Anschlieffend wurden die infizierten Verozellen mit MV -
N-spezifischem mAk geférbt, und dieser mit einem B-PE-gekoppelten Sekundarantikorper
detektiert. Mit einem Fuoreszenzmikroskop wurde die Anzahl an fluoreszierenden Zellag-
gregaten pro Verdinnungsstufe bestimmt und der Titer entsprechend der Formel 5-4 berech-
net.

Formel 5-4: Formel zur Berechnung der IU/ml fur die Stocks der rekombinanten Viren MGV und MG/FV
d ist die Verdinnungsstufe und pq steht fir die Anzahl an fluoreszierenden Zellaggregaten pro Verdinnungsstufe
d. Mit nq ist die Zahl an ausgezahlten Deckglasern pro Verdinnungsstufe d anzugeben.

U/ = 2R xd)

Ny



5 Methoden 5-8

5.2.6 Ultrazentrifugation von Virus- und Mock-Praparationen

Virusstocks wurden wie unter 5.2.1 und 5.2.2 beschrieben hergestellt. Die gesammelten, in
Ca®*/Mg**-freiem PBS resuspendierten Zellfragmente mit dem Zell-assoziierten Virus
wurden in einem Zellhomogenisator auf Eis homogenisiert und anschlief3end zentrifugiert (15
min, 1.000xg, O - 4°C, ohne Bremse). Durch diesen Schritt wurde das Zell-assoziierte Virusin
Losung uberfuhrt. Der Uberstand wurde von den verbliebenen Zellfragmente getrennt (30
min, 5.000xg, 0 - 4°C, ohne Bremse) und auf ein 25%iges Sucrosekissen geschichtet. Das
Virus wurde in einer anschliefenden Ultrazentrifugation (90 min, 90.000xg, O - 4°C, ohne
Bremse) pelletiert, in 10 ml NTE-Puffer resuspendiert und auf Eis 15 min aquilibriert. Die
resultierende Virussuspension wurde auf enen diskontinuierlichen Sucrosegradienten
geschichtet (5 ml 60%ige Sucrose/NTE (w/w), 10 ml 54%ige Sucrose/NTE (w/w), 10 ml
25%ige Sucrose/NTE (w/w)) und erneut ultrazentrifugiert (2 h, 90.000xg, O - 4°C, ohne
Bremse). Das Material zwischen dem 54%igen und dem 25%igen Sucrosekissen wurde
abgenommen und mit NTE-Puffer auf einen Sucroseanteil unter 25% (w/w) verdinnt. Nach
abschlieffender Ultrazentrifugation (90 min, 100.000xg, O - 4°C, ohne Bremse) wurde das
Viruspellet in Ca®*/Mg*-freiem PBS auf Eis resuspendiert, aliquotiert und bei —80°C
gelagert. Zur Kontrolle der Aufreinigung wurden die Zellfragmentpellets nach dem
Homogenisieren im Uberstand der ersten Ultrazentrifugation resuspendiert und ebenfalls
eingefroren.

5.3 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Hybridomzellinien, die monoklonale Antikorper gerichtet gegen Strukturproteine des Ma-
sernvirus (a-MV-H, a-MV-F, a-MV-N), des VSV (a-VSV-G) bzw. gegen das zdluléare
MxA-Protein produzieren, wurden in RPMI 1640/10% FKS kultiviert. Bei Erreichen einer
Zelldichte von 1-2x10° Zellen/ml wurden die Kulturen geerntet und der Antikorper-haltige
Uberstand von den Zellen getrennt (10 min, 1.000xg, O - 4°C). Durch wiederholte Ammoni-
umsulfatprazipitation der Proteine (Zugabe von 15,8 g (NH4)>SO; auf 50 ml Uberstand; 15
min O - 4°C 4.300xg; Zugabe von 15,8 g (NH,4),SO, auf 50 ml in Ca?*/Mg**-freiem PBS re-
suspendiertes Protein; 15 min, 0 - 4°C, 4.300xg; Zugabe von 14 g (NH,4)>SO,4 auf 50 ml Sus-
pension; 15 min, 0 - 4°C, 4.300xg) wurden die Antikdrper angereichert und durch Dialyse
gegen Ca?* /Mg -freies PBS unter dreimaligem Pufferwechsel (48 h, 4°C) entsalzt. Nach Ab-
schlufd der Dialyse wurde der angereicherte Antikorper sterilfiltriert, aliquotiert und bel —20°C

gelagert.
5.4 Infektion und Aktivierung von MoDC

5.4.1 Infektion von MoDC

Unreife MoDC wurden fur 1,5-2 h bei 37°C in einem kleinen Volumen RPMI 1640 ohne
FKS mit GM-CSF & IL-4 resuspendiert und mit Viruspraparationen infiziert oder mit einem
gleichen Volumen einer Mockpraparation inkubiert. Nach Ablauf der Infektionszeit wurden
die Ansitze zweimal mit einem UberschuR an RPMI 1640 gewaschen (10 min, 250xg, O -
4°C) und in Kulturmedium resuspendiert (RPMI 1640/10% FKS mit 800 U/ml GM-CSF &
500 U/ml 1L-4) und ausgesét.
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5.4.2 Ausreifung der MoDC durch Zusatz von MKM oder LPS

Nach Ende der MoDC-Kultur an Tag sechs oder sieben handelt es sich bel den resultieren-
den MoDC um unreife, nicht-aktivierte MoDC (Bild 5-2). Durch Zugabe von MKM (10-20
% (V/V)) oder LPS (100 ng/ml) zum Medium wurden die MoDC aktiviert und ausgereift. Das
MKM wurde durch Aktivierung von Monozyten Uber Quervernetzung der Fc-Rezeptoren
hergestellt. Hierzu wurden Bakterienschalen (& 10 cm) mit humanem IgG o/n bel 4°C be-
schichtet (1 mg/ml in Ca?*/Mg**-freiem PBS). Am néchsten Tag wurden 1x10” Monozyten in
10 ml RPMI 1640 mit 10% FKS zugegeben. Der Uberstand wurde nach 24 h gegen frisches
Medium ausgetauscht und eingefroren. Nach weiteren 24 h wurde erneut der Uberstand abge-
nommen und bei —20°C gelagert. Die Reaktivitat der einzelnen MKM-Praparationen wurde
durch Kultur von unreifen MoDC in Kulturmedium versetzt mit zunehmenden Anteilen an
MKM Uberpriift.

5.4.3 Induktion der IL-12-Produktion durch MoDC

Durch geeignete Stimulation mit bakteriellen Produkten oder durch Ligation von CD40 auf
der MoDC-Oberflache konnen unreife MoDC aktiviert und die Produktion von IL-12 indu-
ziert werden. Als bakterielle Stimulantien wurden LPS und SAC verwendet. Fur eine CD40-
Aktivierung wurden die MoDC mit Mitomycin C-inaktivierten Ltk -Fibroblasten, die stabil
murines CD154 (CD40L) exprimieren, kokultiviert. Die Inaktivierung mit Mitomycin C er-
folgte durch Inkubation von 2-5x10° Ltk-Zellen in 2 ml RPMI 1640/5% FK'S mit 50 pg/ml
Mitomycin C fur 2 h bei 37°C. Nach mehrfachem intensivem Waschen der behandelten Zel-
len mit einem UberschulR an Medium wurden die Zellen in der gewlinschten Zelldichte in 12-
L och-Zellkulturplatten ausgesit und tber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurde der Uber-
stand abgenommen und die zu stimulierenden MoDC zugegeben.

Zum Nachweis der IL-12-Produktion durch stimulierte MoDC Uber eine intrazelluldre
Fluoreszenzfarbung mit anschlief3ender durchflulRzytometrischer Analyse wurden nach der
Infektion der MoDC die Zellen ohne oder mit den jeweiligen Stimuli in 12- oder 24-Loch-
Zdlkulturplatten fur 22 h kultiviert. SAC wurde mit 0,075% (w/V) und LPS mit 100 ng/ml
zugegeben. Die CD154-exprimierenden Ltk™-Zellen wurden mit den MoDC in einem Verhdt-
nis von 2,5 : 1 kokultiviert. Pro Stimulation wurden 5x10°> MoDC in 2 ml RPMI 1640/10%
FKS mit 800 U/ml GM-CSF & 500 U/ml I1L-4 und 1.000 U/ml IFN-y eingesetzt. Als Protein-
transportinhibitor wurde BFA verwendet, das im Falle der LPS- und SAC-Stimulationen mit
5 pug/ml fur dieletzten 5 h der Kultur bzw. im Falle der CD40-Ligationen mit 10 pg/ml fur die
letzten 2 h der Kultur zugesetzt wurde. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Ansétze
geerntet und fur eine intrazelluldre FACS-Farbung vorbereitet (siehe 5.5.3).

Sezerniertes 1L-12p40 bzw. 1L-12p70 wurde im Uberstand von MoDC-Kulturen mittels
spezifischer ELISA-Systeme nachgewiesen (siehe 5.8). Fur die Stimulation der MoDC wur-
den 5x10° Ltk-Zellen mit oder ohne CD154 in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesat und o/n
kultiviert. Am néachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen und MoDC im Verhaltnis von
1:25in1ml Medium (RPMI 1640/10% FKS mit 800 U/ml GM-CSF & 500 U/ml IL-4 &
1.000 U/ml IFN-y) zugegeben. Parallel wurden 2x10° MoDC in 1 ml Medium mit oder ohne
LPS (100 ng/ml) bzw. SAC (0,075% (w/V)) ausplattiert. Die Kulturen wurden nach 24 h oder
nach 48 h geerntet, die Uberstande durch Zentrifugation (10 min, 400xg, O - 4°C) gewonnen
und bei -80°C gelagert.
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5.4.4 Induktion der TNF-a-Sekretion durch MoDC

Zum Nachweis einer TNF-a-Sekretion nach Infektion der MoDC wurden diese, wie unter
5.4.1 beschrieben, mit ED-B, WTF oder VSV infiziert und in einer Zelldichte von 2x10%ml in
24-Loch-Zellkulturplatten in Doppelansitzen ausgesét. Die Kulturen wurden 24 h, 48 h und
72 h p.i. geerntet und die Uberstande bei —80°C eingefroren. Als Kontrollen dienten Ansitze
mit einer Mockinfektion der MoDC bzw. Ansétze mit einer Mockinfektion und anschlief2en-
der Stimulation mit LPS (100 ng/ml).

5.4.5 Kokultur von MoDC in einem Zweikammerzellkutursystem

Unreife MoDC wurden mit verschieden behandelten MoDC-Populationen kokultiviert,
wobei die Kulturen durch einen permeablen Zellkultureinsatz voneinander getrennt waren.
Die verwendete Membran erlaubte mit einem Porendurchmesser von 0,02 um den Durchtritt
von lodichen Mediatoren, verhinderte aber die Diffusion von infektiosem Masernvirus
(durchschnittliche Gréfe ~200 nm). Bild 5-3 zeigt schematisch das Prinzip des Zweikam-
merzellkultursystems. 2x10° unreife MoDC wurden in 500 pl in N&pfe einer 24-Loch-Zell-
kulturplatte vorgelegt. Nach Einsatz der Nunc Tissue Culture Inserts (Anapore-Membran™,
Porengréfe 0,02 pm) wurden MoDC (2,5x10°/500pl; behandelt wie unter 5.4.1) in das obere
Kompartiment gegeben. Die Kokulturen wurden bis zu 96 h durchgeftihrt. Die Zellen des un-
teren und des oberen Kompartiments wurden geerntet und durchfluf3zytometrisch untersucht.
In einigen Versuchen wurden gegen Typ I-Interferon gerichtete Antiseren zum unteren Kom-
partiment zugegeben (téglich 1.000 NU/ml a-IFN-a, 1.000 NU/ml o-IFN-B oder 1.000
NU/ml a-1IFN-o und o-IFN-B).

oberes Kompartiment

unreife DC + mock /
LPS /MY (ED, WTE)

— =
I

L

Bild 5-3 Schematische Ubersicht tiber das eingesetzte Zweikammerzellkultursystem

Das untere Kompartiment wurde von dem oberen Kompartiment durch eine permeable Anapore™-Membran ge-
trennt. Aufgrund des geringen Porendurchmessers (& 0,02 pm) konnten I@sliche Mediatoren von einem zum
anderen Kompartiment entsprechend ihres Konzentrationsgradienten diffundieren, den wesentlich gréf3eren Ma-
sernpartikeln (GréRe von ~200 nm) wurde aber der Durchtritt verwehrt. Somit konnte dieses System eingesetzt
werden, um den Aktivierungsvorgang von MoDC durch l8sliche Stoffe unabh&ngig von einer Infektion zu untersu-
chen.

unteres Kompartiment

unreife DC
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5.4.6 Inkubation von MoDC mit UV-inaktiviertem Virus

Um einen Einflufd der viralen Strukturproteine auf die Aktivierung der MoDC unabhangig
von einer Virusreplikation untersuchen zu konnen, wurden unreife MoDC mit UV-inakti-
viertem Virus kokultiviert. Die Virus- bzw. die entsprechenden Mockpréparationen wurden
mit einer Energie von 1,5 Jcm? UV-inaktiviert und in den angegebenen Volumina zu den
MoDC gegeben. Pro Zeitpunkt wurden in Doppelansitzen 2x10° MoDC/ml Medium in einen
Napf einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesdt und nach 24 h, 48 h oder 72 h geerntet. An-
schlief3end wurden die Zellen entweder mittels Durchflul3zytometrie oder mittels SDS-Po-
lyacrylamidgel el ektrophorese analysiert.

5.5 DurchfluBzytometrie

Immunfluoreszenzfarbungen wurden in einem Becton-Dickenson FACScan™ unter Ver-

wendung der Lysis [I™-Software aufgenommen und mittels der Cell Quest-Software™ ausge-
wertet.

5.5.1 FACS-Oberflachenfarbungen

Allgemein wurden ~50.000 Zellen pro Farbung eingesetzt. Diese wurden in einem Volu-
men von 50 pl mit den jeweiligen Antikérpern 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem ersten
Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die Zellen in der entsprechenden Antikorperverdin-
nung resuspendiert. Hierbei wurden die Antikorper in Verdinnungen entsprechend den An-
gaben der Hersteller eingesetzt. Im Fall der im Labor préparierten monoklonalen Antikorper
wurde die optimale Antikdrperkonzentration durch Kontrollférbungen festgestellt. Die nicht-
markierten monoklonalen Antikérper wurden durch Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekun-
darantikorper nachgewiesen (30 min auf Eis, 50 pl Farbevolumen). Bel einer anschliel3enden
Doppelfarbung wurden die Zellen nach einem Waschschritt mit 25 pl Mausserum (10% in
FACS-Puffer) fur 10 min auf Eis blockiert. Der fehlende, direkt-markierte Antikorper wurde
in einem Volumen von 25 pl zugegeben. Nach erneuter Inkubation fr 30 min auf Eis wurden
die Ansdtze gewaschen und in 50 pl Propidiumiodididsung (1 pg/ml) resuspendiert. Pro Far-
bung wurden 10.000 morphologisch intakte, Propidiumiodid-negative Zellen aufgenommen.
Zur Kontrolle der Hintergrundféarbung und Kompensation der Doppel- und Dreifachfarbungen
wurden entsprechende | sotypantikorperfarbungen und Positivkontrollen eingesetzt.

5.5.2 Intrazellulare FACS-Farbungen

Pro Farbung wurden ~100.000 Zellen eingesetzt. Nach Fixierung der Zellen mit PFA-LG-
sung (3,7% PFA in Ca®*/Mg**-freiem PBS, 20 min, RT) wurden die Zellen mit FACS-Puffer
gewaschen und durch Inkubation mit Permeabilisierungspuffer (0,33% Saponin in FACS-Puf-
fer) fur 10 min bei RT permeabilisiert. Nach Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes
wurden die monoklonalen Antikorper in den entsprechenden Konzentrationen verdinnt in
Permeabilisierungspuffer zugegeben (30 min, RT, 50 pl Farbevolumen). Nach einem Wasch-
schritt mit Permeabilisierungspuffer wurden nicht-markierte Antikorper durch Farbung mit
einem Sekundarantikorper detektiert (30 min, RT, 50 ul Farbevolumen). Zum Abschluf der
Farbung wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, um restliches Saponin zu entfernen,
und mit einem Becton-Dickenson FACScan™ gemessen. |sotypantikorper dienten zur Be-
stimmung der Hintergrundfarbung.
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5.5.3 Intrazellulére IL-12-Immunfluoreszenzfarbungen

Nach Aktivierung mit entsprechenden Stimuli (siehe 5.4.3) wurden die Zellen geerntet und
mit ~5x10° Zellen pro Farbung mit PFA-Losung fixiert (20 min bei RT). Nach einem Wasch-
schritt mit FACS-Puffer wurden die Zellen 10 min mit Permeabilisierungspuffer behandelt.
Nach erneutem Waschschritt erfolgte eine 30 mindtige Inkubation der Zellen in Antikorper|6-
sung. Hierzu wurden die Antikorper entsprechend den Herstellerangaben mit Permeabilisie-
rungspuffer verdiinnt. Nach einem Waschschritt mit Permeabilisierungspuffer und einem ab-
schlieffenden Waschschritt mit FACS-Puffer wurden etwa 200.000 morphologisch intakte
Zellen pro Farbung aufgenommen. Eine Infektion der Zellen mit EDeGFP wurde Uber die
Expression des eGFP und die daraus resultierende Grinfluoreszenz der Zellen nachgewiesen.
Durch Férbung mit einem V SV-G-spezifischen mAk konnten VSV-infizierte MoDC charak-
terisiert werden. Zur Feststellung der Hintergrundfluoreszenzen und der Einstellung der
K ompensation wurden entsprechende | sotypantikorper und Positiviérbungen verwendet.

5.5.4 Quantitative Durchflu3zytometrie

Durch den Einsatz eines quantitativen Durchfluf3zytometriesystems unter Verwendung von
FITC-markierten Mikroktigelchen, die Bestandtell eines Kompensationswerkzeugs fur Durch-
fluRzytometer waren (Sigma-Aldrich Chemicals Corp., Deisenhofen, Deutschland), war es
moglich, die Entwicklung der Zellzahlen von MoDC im Laufe einer Infektion zu verfolgen.
Entsprechend der Methode von Jassoy und Mitarbeitern (Heinkelein et al., 1997) wurden die
zu farbenden Zellen aus der Zdlkulturplatte direkt in FACS-Rohrchen tberfihrt und wie un-
ter 5.5.1 beschrieben mit monoklonalen Antikérpern, die gegen HLA-DR, CD71, CD83,
CD86 oder MV-H gerichtet waren, geféarbt. Nach dem letzten Waschschritt mit FACS-Puffer
wurden die Zellen in ~300 ul einer 1 : 8-Verdinnung von FITC-markierten Mikrobeads re-
suspendiert. Die genaue Konzentration der Beads wurde fir jedes Experiment zuvor in dreifa-
chen Ansédtzen im FACScan Uber die charakteristische Morphologie und das charakteristische
Fluoreszenzmuster der Kigelchen bestimmt. Wie in Bild 54 schematisch dargestellt, wurden
parallel zu den MoDC die Beads morphologisch dargestellt und deren Fluoreszenzmuster in
einem separaten Graphen abgebildet. Durch Kombination der morphologischen Auswahl der
Beads mit der Auswahl der singuléren Beads, die FITC-positiv und PE-negativ waren, konnte
die Zahl der Beads bestimmt werden. Die Messung wurde abgebrochen, wenn ein Sechstel
der Beads in einem Farbeansatz gemessen waren. Aufgrund der zufdligen Verteilung der
Zéellen in der jeweiligen Farbung wurde somit ebenfalls ein Sechstel der Zellen aufgenom-
men. Die absolute Zellzahl pro Farbung konnte durch Multiplikation der aufgenommenen
Ereignisse in der morphologischen Zellauswahl mit sechs ermittelt werden. Gleichzeitig
konnte das Fluoreszenz- und somit auch das Antigenexpressionsmuster auf der Zelloberfléche
der MoDC ermittelt werden.

5.5.5 Populationsuntersuchungen

Blutproben von Patienten, die mit Wildtypmasern infiziert waren, oder von Freiwilligen,
die sich mit dem Vakzinestamm ED-B haben impfen lassen, wurden in regelmaldigen Abstan-
den durch Dr. med Ralf Nanan, Kinderklinik der Universitét Wirzburg, abgenommen. Aus
diesen Proben wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation (siehe 5.1.5) die PBMC isoliert
und mit drel verschiedenen direkt- oder indirekt-markierten mAk-Mischungen gefarbt. mAKk-
Mischung | umfaldte folgende mAKk: o-CD3-FITC, a-CD14-FITC, a-CD19-FITC, a-HLA-
DR-PC5 und a-MV-H (K83) detektiert mittels Ziege-anti-Maus-1gG-PE. Unter Verwendung
dieser Antikorpermischung konnten die Hauptpopulationen der PBMC identifiziert werden.
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Durch entsprechende Auswahl konnte zudem Uber die Morphologie und das Fluoreszenzmu-
ster (HLA-DR',CD3,, CD14,CD19) die Blut-DC-Population identifiziert und auf mogliche
MV -H-Expression analysiert werden. MAk-Mischung Il umfaldte die mAk o-CD3-FITC, a-
CD14-FITC, a-CD19-FITC, a-HLA-DR-PC5 sowie a-pan-TCRy-PE, mAk-Mischung II1 die
mMAK o-CD3-FITC, a-CD14-FITC, a-CD19-FITC, a-HLA-DR-PC5 sowie a-CD16-PE und
o-CD56-PE und schliefdlich die Ak-Mischung 1V, die die mAk a-CD3-FITC, a-CD14-FITC,
o-CD19-FITC, a-HLA-DR-PC5 und o-CD38 detektiert mittels Ziege-anti-Maus-1gG-PE
umfaldt. Mit den Mischungen Il bis IV konnten spezifische Populationen der PBMC, namlich
die y5-T-Zellen (I1), die NK-Zellen (1) sowie die Entwicklung der CD38-Expression inner-
halb der Hauptzellpopulationen der PBMC (V) verfolgt werden. Die Oberflachen-FACS-
Farbungen erfolgten wie unter 5.5.1 beschrieben.
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Bild 54 Schematisch Darstellung des Prinzips der quantitativen FACS-Analyse

Nach einer normalen Oberflachenfarbung mit direkt- oder indirekt-markierten monoklonalen Antikérpern wurden
die MoDC nach dem letzten Waschschritt in einem definierten Volumen einer 1 : 8-Verdiinnung von FACScan-
Kompensationsbeads resuspendiert. Die Kiigelchen sind aufgrund ihrer charakteristischen Morphologie in der
Darstellung der GréRe gegeniiber der Granularitat und in der Darstellung ihrer Fluoreszenzeigenschaften (FITC-
positiv und PE-negativ) leicht zu identifizieren. Durch Kombination der Refernzauswahlen aus Morphologie und
singularen Fluoreszenzsignalen konnte die genaue Anzahl an Beads bestimmt werden. Durch Festlegung der
Aufnahme von einem Sechstel der Beads pro Farbung konnten je Ansatz gleiche Volumina aufgenommen wer-
den. Da die Zellen zuféllig verteilt waren, wurde unter diesen Bedingungen ebenfalls ein Sechstel der Zellen auf-
genommen. So ist es moglich, dal sowohl die Zellzahl pro Ansatz als auch die entsprechende Morphologie der
Zellen und ihre Fluoreszenzeigenschaften bestimmt werden konnten.
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5.6 T-Zellproliferationstests

Eine wesentliche Funktion der DC ist die antigen-spezifische Stimulation von T-Zellen.
Die Proliferation der aktivierten T-Zellen kann in vitro Gber den Einbau von radioaktiv-mar-
kiertem Thymidin in die DNS der Zellen bestimmt werden. Die markierten Zellen werden
nach der Inkubation mit Tritium-haltigem Thymidin auf Glasfasermatten geerntet. Hierbei
werden die Zéellen lysiert und die markierte DNS bleibt an den Glasfasern haften. In einem
Fliissigkeitsszintillisator wird anschlieBend die Aktivitdt des inkorporierten *H-Thymidins
gemessen. Der Thymidineinbau wurde a's Stimulationsindex (SI) angegeben, wobei der Sti-
mulationsindex definiert ist als:

Formel 55 g =(°H - Thymidineinbau )

aktivierte T— Zellen

/ CH - Thymidineinbau )

uhende T- Zellen

5.6.1 ,Mixed Leukocyte Reaction”

In einer ,,Mixed Leukocyte Reaction* (MLR) werden Zellpopulationen von zwel Spendern
kokultiviert, wobei eine Population durch entsprechende Behandlung die Fahigkeit verliert
sich teillen zu kénnen und als APC fungiert. In einem allogenen Kontext bedeutet dies, dal3 die
APC den T-Zedlrezeptoren der kokultivierten, teilungskompetenten T-Zellen Fremd-MHC-
Molektle, also Fremdantigene prasentiert. Aufgrund der hohen Frequenz an allogen-reaktiven
T-Zellen kommt es zu einer T-Zellaktivierung und nachfolgenden Zellteilungen die sich Gber
den Einbau von [Methyl-*H]-Thymidin in die DNS bestimmen 14t. Dendritische Zellen, in
diesem Fall aso MoDC, gelten a's besonders gute APC, da sie mit ihrer Ausstattung an T-
Zell-aktivierenden Molekllen als einzige APC die Fahigkeit besitzen naive, ruhende T-Zellen
zu aktivieren. Aus diesem Grund zeigen Dendritische Zellen in einer allogenen MLR vergli-
chen mit anderen APC-Populationen die héchsten Stimulationsindizes bei vergleichsweise
niedrigen Kokultivierungsverhdtnissen.

In die Népfe einer 96-Loch-Rundbodenzellkulturplatte wurden in 100 pul RPMI 1640/10%
FKS 5x10* alogene T-Zellen gegeben. Um eine Infektion oder eine Zell-Zell-Fusion der T-
Zellen mit infizierten MoDC zu verhindern, wurde dem Medium FIP (,fusion inhibiting pro-
tein®, Richardson et al., 1980) in einer Endkonzentration von 200 uM zugesetzt. MoDC wur-
den in Dreifachansétzen in den Verhdtnissen von 1:7, 1:20, 1:60, 1:180 und 1:540 ebenfalls
in 100 ul Medium zugegeben. Als Kontrolle dienten T-Zellen ohne MoDC-Kokultur. Die
Zellen wurden insgesamt funf Tage kokultiviert, wobei wahrend der letzten 16 h mit 50 pl
[Methyl-*H]-Thymidin mit einer spezifischen Aktivitat von 37 kBog/ml markiert wurde. An-
schlieffend wurden die Ansétze mit einem Erntegerét auf Glasfasermatten Ubertragen, diesein
einem Ofen getrocknet und der Tritiumeinbau mittels eines FlUssigkeitsszintillisationszdhlers
bestimmt. Die entsprechend der Formel 5-5 errechneten SI wurden in Abhéngigkeit von der
Anzahl an eingesetzten MoDC dargestelt.

5.6.2 Mitogener T-Zellproliferationstest mit PHA

Die Proliferation von T-Zellen kann durch allogene APC, aber auch durch die Inkubation
der T-Zellen mit polyklonal wirkenden Mitogenen induziert werden. Eine Klasse der Mito-
gene, die zumeist pflanzlichen Lektine, binden unspezifisch an Kohlenhydratseitenketten von
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Membranproteinen der T-Zellen. Dabei werden die Proteine kreuzvernetzt und transduzieren
Signale, die die Zdlteilung der T-Zellen aktivieren.

In die Napfe einer 96-Loch-Flachbodenplatte wurden 1x10° allogene oder autologe T-Zel-
len in 100 ul RPMI 1640/10% FKS gegeben. Zu diesen Zellen kamen in 100 pul Medium
2,5x10* MoDC. Neben 200 pM FIP enthielt das Medium auch das polyklonal wirkende Mi-
togen PHA (2,5 pug/ml). Als Kontrollen dienten T-Zellen ohne Kokultur mit MoDC mit oder
ohne PHA-Zugabe. Nach einer Kokultur von 72 h, wobel die Ansétze wahrend der letzten 16
h mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Napf (spezifische Aktivitat 37 kBg/ml) markiert worden
waren, erfolgte die Bestimmung des Einbaus an Tritium in die DNS mittels eines FlUssig-
keitsszintillisationszéhlers. Die SI wurden entsprechend der For mel 5-5 berechnet.

5.6.3 Mitogener T-Zellproliferationstest mit SEA

Bel dem Mitogen SEA handelt es sich um ein oligoklonal wirkendes bakterielles Superan-
tigen. Allgemein zeichnen sich Superantigene dadurch aus, dal3 sie antigen-unspezifisch durch
Bindung an die a-Kette von MHC Klasse [I-Molekilen und durch Bindung an konstante Ab-
schnitte innerhalb der Vg-Domane von TCR-Molekilen einen MHC-TCR-Kontakt zwischen
einer APC und einer T-Zelle herstellen. Aufgrund der relativen Haufigkeit in Abhangigkeit
vom Haplotyp des jeweiligen Spenders der durch die Superantigene erkannten Vg-Domanen
innerhalb einer gegebenen T-Zellpopulation kann so eine ausgeprégte Proliferation der T-
Zellen induziert werden.

Der angewendete Proliferationstest mit SEA wurde analog der unter 5.6.1 beschriebenen
MLR durchgefiihrt. Autologe T-Zellen wurden durch ,,Panning® mit HLA-DR-spezifischen
Antikdrpern von MHC Klasse Il-exprimierende T-Zellen depletiert (siehe 5.1.7). Von diesen
aufgereinigten autologen T-Zellen wurden jeweils 5x10% Zellen in 100 pl RPMI 1640/10%
FKS in die Ndpfe einer 96-Loch-Rundbodenplatte ausgesét. Zu diesen Zellen wurden in den
Verhdtnissen MoDC zu T-Zelle von 1:7, 1:20, 1:60, 1:180 und 1:540 MoDC in 100 pl Me-
dium zugegeben. Die Ansétze enthielten FIP (200 uM Endkonzentration) und SEA (1 ng/ml
Endkonzentration). Als Kontrollen dienten Ansétzen ohne MoDC mit SEA und Ansédtze mit
MoDC ohne SEA. Die Sl wurden entsprechend der For mel 5-5 berechnet.

5.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und ,Western Blot“-
Analyse

Durch Verwendung einer diskontinuierlichen Polyacrylamidgelelektrophorese kénnen
Proteine in einem Geltréger nach Anlegen einer elektrischen Spannung entsprechend ihrer
Grole aufgetrennt werden. Nach Transfer der Proteine aus dem Gel auf Protein-bindende
Membranen kénnen unter Einsatz von Antikorpern Proteinbanden spezifisch dargestellt und
analysiert werden.

5.7.1 Herstellung von Zelllysaten

Pro Ansatz und Zeitpunkt wurden 1x10° bis 1,5x10° MoDC eingesetzt. Entsprechend den
Angaben des Herstellers wurde zu den pelletierten Zellen (10 min, 400xg, O - 4°C) peqgGOLD
TriFast™-Reagenz zugegeben und die Zellen aufgearbeitet. Das praparierte Proteinpellet
wurde in einer 1%igen SDS-L6sung geldst und der Proteingehalt kolorimetrisch unter Ver-
wendung des Protel nkonzentrati onsbestimmungssets von Sigma bestimmt. Die Proteinprépa-
rate wurden bel —20°C gelagert.
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5.7.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die zu analysierenden Proben wurden in einem reduzierenden Probenpuffer aufgenommen
und pro Spur gleiche Proteinmengen aufgetragen. Durch das denaturierende Agenz SDS wer-
den die Proteine in eine zylindrische Form aufgefaltet und mit einer Hille aus SDS-Moleki-
len umgeben. Dadurch erhalten die Molekile entsprechend ihrer Grof3e eine negative Ladung
und konnen in einem elektrischen Feld innerhalb einer Gelmatrix aufgetrennt werden. Die
Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems erlaubt die Aufkonzentration der verschie-
denen Proben an der Grenze zwischen dem sogenannten Sammelgel und dem folgenden
Trenngel. Das im Sammelgel und im Probenpuffer enthaltene Glyzin liegt aufgrund des pH-
Wertes im Sammelgel als Zwitterion vor. Somit werden die Proteine zwischen den soge-
nannten Leitionen, den Chloridionen, und den Folgeionen, den Glyzinionen, gefangen und
unter dem Einfluf? des elektrischen Feldes fokussiert. Bei Erreichen des Trenngels kommt es
zu einem pH-Sprung von pH 6,8 auf pH 8,7. Das Glyzin liegt dann als Anion vor und wandert
als kleines Molekil zusammen mit den Chloridionen den grof3eren Proteinationen voraus. Die
Proteinationen sind nun nicht mehr zwischen den ehemaligen Leit- und Folgeionen gefangen
und werden in dem Trenngel unter dem Einflul? des angelegten elektrischen Feldes innerhalb
der Gelmatrix entsprechend ihrer Groéf3e aufgetrennt.

Bel Verwendung der grofRen Gelapparatur wurde eine Stromstérke von 50 mA eingestellt
und die Proben o/n aufgetrennt. In der Regel wurden pro Spur ~60 g an Protein aufgetragen.
Wurden die kleinen Gelapparaturen eingesetzt, so wurden die Proben (~25 pg pro Spur) bei
einer Stromstérke von 30 mA innerhalb von drel bis funf Stunden aufgetrennt.

5.7.3 ,Western Blot"-Analyse

Nach Beendigung des Gellaufs missen die im Gel aufgetrennten Proteine analysiert wer-
den. Hierzu wurden die Proteine mittels einer semitrockenen ,, Blottingapparatur® nach Anle-
gen eines Stromfeldes aus dem Gel auf eine Protein-bindende Nitrozellulosemembran transfe-
riert.

Das Gel wurde zunéchst in Kathodenpuffer &quilibriert. Auf die Kathode der ,, Blottingap-
paratur® wurden drei mit Kathodenpuffer befeuchtete 3SMM-Whatmanpapiere™ gelegt. Das
aquilibrierte Gel wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit einer in Kathodenpuffer befeuchteten
Nylonmembran bedeckt. Anschlief3end folgten zwei Schichten 3MM-Whatmanpapiere™ mit
je drei Lagen, die in 30 mM- bzw. in 300 mM-Anodenpuffer eingelegt waren. Der Transfer
der Proteine aus einem grof3en Gel erfolgte bei unbegrenzter Spannung und einer Stromstérke
von 100 mA fir eine Stunde.

Nach Beendigung des Proteintransfers wurden unspezifische Proteinbindungsstellen auf
der Nylonmembran mit Magermilchpuffer fir 30 — 60 min bel RT oder bel 4°C o/n blockiert.
Anschliel3end erfolgte eéin Immunonachweis der MxA- bzw. der MV-H-Proteine auf der Ni-
trozellulosemembran mittels spezifischer mAk. Die Ak-Verdinnungen (1:50) wurden in
PBS/Tween/10%Milchpulver angesetzt. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde die Membran
dreimal 10 min bei RT mit PBS/Tween gewaschen. Der Ak-Nachweis erfolgte Uber eine In-
kubation der Membran mit einem Ziege-anti-Maus-1gG-spezifischen Antikdrper (1:5.000
verdinnt in PBS/Tween/10%Milchpulver) gekoppelt an Meerrettichperoxidase. Nach erneu-
ten Waschschritten wurden mittels des ECL ™-Systems von Amersham die Proteine nachge-
wiesen. Die Meerrettichperoxidase setzte dabel ein Substrat um, wobel ein Rontgenfilm an
der Stelle der spezifisch markierten Proteinbanden Uber die dabei erfolgende Freisetzung von
Photonen geschwarzt wurde.
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5.8 Zytokinkonzentrationsbestimmung tber , ELISA*

Fur die Ermittlung der Konzentrationen an 1L-12p70 und IL-12p40 sowie des TNF-o. wur-
den kommerzielle Testsysteme basierend auf dem ,ELISA“-System verwendet. Unter
»ELISA", dem , enzyme-linked immuno-sorbent assay”, versteht man eine Methodik, bei der
die Oberflache der Né&pfe einer 96-Loch-Plastikplatte mit spezifischen Antikorpern, in diesem
Fall gegen die humanen Zytokine IL-12p70, 1L-12p40 und TNF-a, bedeckt ist. An diese An-
tikorper binden die Zytokine aus der Probe. Nach mehreren Waschschritten werden diese ge-
bundenen Zytokine durch einen zweiten Antikdrper gebunden, an den ein Enzym gekoppelt
ist, z.B. die Merrrettichperoxidase. Unter Umstanden erfolgt eine Signalverstarkung Uber das
Streptavidin/Biotinsystem. In diesem Fall ist der Sekundérantikorper mit Biotin markiert. An
dieses bindet ein Enzym-Streptavidin-Konjugat, so dal3 die Enzymaktivitét und somit auch die
Signalstérke pro gebundenem Antikorper deutlich verstérkt wird. Zumeist entsteht durch die
Enzymreaktion aus dem verwendeten Substrat ein farbiges Produkt. Durch Vergleich mit ei-
nem Referenzstandard kann die Zytokinkonzentration Uber die Intensitét der Farbentwicklung
kol orimetrisch festgestellt werden.

Die zu analysierenden Proben stammten von Ansétzen mit 2x10° MoDC in 1 ml MoDC-
Kulturmedium kultiviert in 24-Loch-Zellkulturplatten (siehe 5.4.3 und 5.4.4). Zu den angege-
benen Zeitpunkten wurden die Ansétze geerntet, die Zellen durch Zentrifugation (10 min, RT,
400xg) entfernt und die Uberstande bis zur Analyse bei —80°C gelagert. Die Proben wurden
entsprechend den Angaben des Herstellers (DuoSet® ELISA Development System, R&D
Systems) verdunnt. Mittels linearer Regressionsanalyse der Messungen der mitgelieferten
Referenzstandards konnten die Zytokinkonzentrationen berechnet werden.
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6.1 Infektion von humanen MoDC mit Masernvirus

6.1.1 Ausbildung eines zytopathischen Effekts nach Infektion mit MV

Unreife MoDC wurden mit einer Mock-Préparation oder mit dem MV Vakzinestamm Ed-
monston (ED-B, MOI 0,1) infiziert. Die Hafte der Mock-infizierten MoDC wurde durch Zu-
gabe von LPS (0,1 pg/ml) ausgereift. Nach drei Tagen in Kultur wurden die Zellsuspensionen
auf das Entstehen eines MV-induzierten zytopathischen Effekts untersucht und photographiert
(Bild 6-1). Die Riesenzellen waren in der ED-B-infizierten MoDC-Kultur deutlich zu erken-
nen. Ein dhnlicher, verglichen mit den ED-B-infizierten MoDC allerdings deutlicherer zyto-
pathischer Effekt unter Ausbildung von Synzytien war nach Infektion der MoDC mit dem
Wildtypstamm WTF zu beobachten (nicht gezeigt). In den Kontrollkulturen (Mock bzw. LPS)
waren solche Fusionszellen nicht vorhanden. Durch die Aktivierung mit LPS konnte zudem in
den Kulturen ein stérkere Tendenz Zellaggregate auszubilden beobachtet werden. Vergleich-
bare Aggregate waren in der Mock-infizierten Kultur auch zu finden, allerdings nur in niedri-
gerer Frequenz.

Mock EC-EMOIOA LPSO1 pgdml

Bild 6—1 Kulturen von MoDC drei Tage nach Infektion mit ED-B (MOI 0,1) (Mitte) bzw. mit Mock mit (rechts)
und ohne LPS-Zugabe (links)

Unreife MoDC wurden zur Kontrolle mit Mock oder mit dem Vakzinestamm ED-B mit einer MOI von 0,1 infiziert
(Mitte). Die Mock-infizierten MoDC wurden entweder ohne (links) oder mit dem Aktivierungsstimulus LPS (rechts)
kultiviert. Drei Tage p.i. wurden die Kulturen lichtmikroskopisch untersucht und photographiert.
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6.1.2 Virusproduktion von MoDC nach Infektion mit ED-B oder WTF

Um zu Uberprifen, ob die Infektion der MoDC mit den Masernviren ED-B und WTF pro-
duktiv ist, das bedeutet, ob infektiose Viruspartikel produziert werden, wurden MoDC
(5x10°/ml) mit ED-B bzw. mit WTF infiziert (MOl 0,05) und in Kultur genommen. Die In-
fektion fand mit oder ohne LPS (0,1 pg/ml) statt. Die Kulturlberstande bzw. die Zellpellets
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gesammelt und bei —20°C eingefroren. Die Titer an
Z€ll-assoziiertem und an |6slichem Virus wurden unter Verwendung der Spearman & Kérber-
Methode Uber eine Endpunkttitration auf B95a-Zellen berechnet. Wie in Bild 6-2 (B) zu er-
kennen ist, produzierten MoDC unter Einflul3 von LPS nach Infektion mit ED-B oder mit
WTF kaum infektidses Virus (WTF: ca. 8 TCIDso/ml Gesamtvirus nach 48 h p.i.; ED-B: ca. 6
TCIDso/ml Gesamtvirus nach 24 h p.i.). Erhielten die MoDC kein Reifungssignal (Bild 6-2
(A)), so produzierten die infizierten Kulturen deutliche grofiere Virusmengen. WTF-infizierte
MoDC produzierten 48 h p.i. 1570 TCIDso/ml Gesamtvirus, wobei ca. 85% des infektidsen
Virus Zell-assoziiert vorlag. ED-B-infizierte MoDC zeigten 36 h p.i. ein Maximum an Virus-
freisetzung, wobel das infektiose Virus nur Zell-assoziiert nachweisbar war und mit ca. 316
TCIDso/ml im Vergleich zu einer WTF-Infektion einen um den Faktor funf geringeren Titer
aufwies. In keinem Fall wurde die zur Infektion der MoDC eingesetzte Menge an Virus
(2,5x10* PFU auf 5x10° MoDC) freigesetzt oder gar tbertroffen.

6.1.3 Auswirkungen der MV-Infektion auf die Viabilitat der MoDC

Um den Einflu® der MV-Infektion auf die Viabilitdt der MoDC-Kulturen zu untersuchen,
wurden unreife MoDC mit ED-B MOI 0,1 infiziert und in Kultur genommen. Als Kontrolle
dienten Mock-infizierte MoDC, die zum Teil mit MKM aktiviert wurden. Zu den angegebe-
nen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und gegen ausgewahlte Aktivierungsmarker und
gegen MV-H geféarbt. Vor der durchflufdzytometrischen Analyse wurden die Zellen in einem
definierten Volumen einer Losung Fluoreszenzfarbstoff-markierter Kalibrierungsbeads resus-
pendiert.

Die Infektion der MoDC mit ED-B MOI 0,1 fuhrt innerhalb von 48 h p.i. zu einer deutli-
chen Abnahme der Zahl an lebenden MoDC auf 4642 % des Ausgangswertes (Bild 6-3 (A)).
Gleichzeitig reifen die Uberlebenden MoDC in der infizierten Kultur aus (Bild 6-3 (B)). Die
Infektion ist anhand der MV-H Expression an Tag 2 p.i. nachweisbar. Eine sehr deutliche
Aufregulation der Aktivierungsmarker CD71 und CD86 sowie eine moderate CD83 Expres-
sion sind 48 h p.i. zu beobachten. Vergleicht man hingegen die Viabilitét der MKM-ausge-
reiften MoDC mit der der ED-B-infizierten MoDC, so war der Unterschied in der Viabilitéat
zwischen den beiden Ansdtzen nicht mehr so ausgepragt (MKM-MoDC 69+2 % zu ED-B-
MoDC 47+2 %).
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Bild 6-2 Unreife MoDC produzieren nach Infektion mit ED-B oder WTF infektidses Virus, das v.a. Zell-as-
soziiert vorliegt

Unreife MoDC (5x105/ml) wurden mit ED-B bzw. WTF (MOI 0,05) infiziert und ohne (A) oder mit LPS (0,1 pg/ml)
(B) in Kultur genommen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Kulturibersténde und die Zellen geerntet
und bei —20°C gelagert. Die Titerbestimmung erfolgte nach der Methode von Spearman & Kéarber auf B95a-Zel-
len.

6.1.4 Aktivierungszustand von MoDC nach Infektion mit MV

Wie in Bild 6-3 bereits zu erkennen war, scheint die Infektion unreifer MoDC mit dem
Vakzinestamm ED-B die Zellen der Kultur zu aktivieren, was durch eine Aufregulation eini-
ger MoDC-Aktivierungsmarkern (CD83, CD71 und CD86) festgestellt werden konnte. Dieses
Phé&nomen wurde nun genauer untersucht. Unreife MoDC wurden mit dem Vakzinestamm
ED-B oder mit dem Wildtypstamm WTF mit einer MOI von 0,05 infiziert und anschlief3end
in Kultur genommen. Parallel wurden MoDC zur Kontrolle mit Mock infiziert und mit oder
ohne LPS as Reifungsstimulus kultiviert. Zwei Tage post infectionem wurden die Kulturen
geerntet und die Infektion und der Reifungszustand der MoDC durch Oberfl&chenfarbungen
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mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten mAk und anschlief3ender FACS-Analyse bestimmt. Es
wurden DC-Aktivierungsmarker (HLA-DR, CD25, CD83) und kostimulatorische Oberfl&-
chenantigene (CD40, CD80, CD86) uberpruft. Deren Aufregulation oder Neuexpression auf
den mit LPS aktivierten MoDC im Vergleich zu den Mock-infizierten, nicht aktivierten
MoDC ist kennzeichnend fur reife oder aktivierte MoDC. Die Infektion mit MV wurde Uber
den Nachweis von MV-H auf der Zelloberflache nachgewiesen.
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Bild 6-3 Durch eine Infektion mit ED-B MOI 0,1 sinkt die Zahl der lebenden Zellen auf unter 50% der Aus-
gangszahl (A), wahrend die Uberlebenden MoDC ausreifen (B)

Unreife MoDC wurden Mock-infiziert oder mit ED-B MOI 0,1. Ein Teil der Mock-infizierten MoDC wurde mit MKM
(20 % V/V) aktiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, mit mAk gegen MV-H, CD71,
CD83 oder CD86 markiert und nach Zugabe von Kalibrierungsbeads im FACS gemessen. (A) Dargestellt ist der
Anteil an iberlebenden MoDC in Prozent aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichung betrug
unter zehn Prozentpunkte. (B) Entwicklung der MV-H-, CD83-, CD86- oder CD71-Expression auf den lebenden
MoDC dargestellt als Prozent positive Zellen.

Wiein Bild 64 zu erkennen ist, fihrte die Kultivierung unreifer MoDC in Gegenwart von
LPS (Bild 64 zweite Reihe) im Vergleich zu Mock-infizierten MoDC (Bild 64 erste Reihe)
Zu einer verstarkten Expression von HLA-DR, CD40, CD80 und CD86). Das d's allgemeiner
DC-Aktivierungsmarker geltende CD83 wurde auf den LPS-MoDC neu exprimiert. Eine Ex-
pression von MV-H war weder bei den Mock-MoDC noch bei den LPS-MoDC nachzuwei-
sen.
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Bild 6—4 Die Ausreifung von nicht-aktivierten MoDC nach Infektion mit dem Wildtypstamm WTF ist im
Vergleich zum Vakzinestamm ED-B verstarkt

Unreife MoDC wurden zur Kontrolle mit Mock infiziert und ohne oder mit Reifungsstimulus (LPS 0,1 pg/ml, erste
Reihe bzw. zweite Reihe) in Kultur genommen. Parallel wurden unreife MoDC mit einer MOI von 0,05 mit dem
Vakzinestamm ED-B (dritte Reihe) oder mit dem Wildtypstamm WTF (vierte Reihe) infiziert. Zwei Tage p.i. wur-
den die Zellen geerntet und durchfluBzytometrisch die Expression von MoDC-Aktivierungsmarkern, von kostimu-
latorischen Antigenen und der Grad der Infektion unter Verwendung von direkt oder indirekt mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markierten mAk bestimmt.

Sowohl die Infektion der MoDC mit ED-B als auch mit WTF konnte Uber die MV-H Ex-
pression nachgewiesen werden. Beide Virusstdmme induzierten eine Ausreifung der infizier-
ten MoDC-Kultur, wobei die Aufregulation an Aktivierungs- und kostimulatorischen Antige-
nen auf der Oberfléche der WTF-infizierten MoDC verglichen mit der der ED-B-infizierten
MoDC deutlicher war und dem Expressionsmuster LPS-aktivierter MoDC glich. Besonders
klar wurde dieser Unterschied zwischen ED-B- und WTF-infizierten MoDC, wenn das Ex-
pressionsniveau der Antigene CD83, CD80 und CD25 miteinander verglichen wurde. WTF-
infizierte MoDC zeigten in allen Falen ein Expressionsmuster, das dem der LPS-aktivierten
MoDC ahnelte. Hingegen kam es nur zu einer schwachen CD25- und CD83-Aufregulation
nach Infektion mit ED-B. CD80 wurde sogar kaum stérker exprimiert verglichen mit Mock-
infizierten Kulturen.

6.1.5 Einflul der zur Infektion eingesetzten Virusmenge auf den Grad der
MoDC-Ausreifung

Um den Einflul3 der Virusmenge auf den Reifungszustand der MoDC zu bestimmen, wur-
den unreife MoDC mit steigenden Mengen an ED-B infiziert und in Kultur genommen. Zur
Kontrolle wurden unreife MoDC Mock-infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
die Zellkulturen geerntet und die Zellen mit direkt- oder indirekt-markierten mAk gegen aus-



6 Ergebnisse 6-6

gewdahlte MoDC-Aktivierungsmarker und zum Nachweis der Infektion gegen MV-H geférbt.
In Bild 6-5 sind die Ergebnisse fur die nach der Morphologie intakten MoDC dargestellt. Die
Anzahl der CD86, CD25, CD83 oder MV-H exprimierenden MoDC ist in Prozent, die Stérke
der CD80-Expression a's mittlere Fluoreszenzintensitét angegeben.

Mit zunehmender Menge an eingesetztem Virus wurde auch mehr MV-H auf der Oberfl&
che der infizierten MoDC-Kulturen nachgewiesen, wobel das MV-H Protein erst 48 h p.i.
mittels der FACS-Farbung deutlich detektierbar war. Die zunehmende Expression von CD80
im Laufe der Infektion scheint ebenfalls von der zur Infektion der MoDC eingesetzten Menge
an ED-B abhangig zu sein, da die mittlere Fluoreszenzintensitét fir CD80 mit der Menge des
zur Infektion eingesetzten Virus korrelierte.

Keine direkte Korrelation bestand hingegen bei der Expressionsentwicklung von CD25,
CD83 und CD86, die weitestgehend unabhangig von der Zahl an MV-H-positiven Zellen
bzw. von der Menge an Virus zum Zeitpunkt der Infektion war. So war die Aufregulation von
CD25, CD83 und CD86 bereits 24 h p.i. zu beobachten, als MV-H noch nicht auf der Ober-
flache der MoDC nachwei sbar war.

6.1.6 Ausreifung von MoDC nach Infektion mit verschiedenen MV-Stammen

Unreife MoDC wurden mit Vakzinestammen (ED-B, ED-Zagreb, AIK-C, Moraten und
Schwarz) oder mit Wildtypstdmmen (WTF, TC5679 und Chicago-1) mit einer MOI von 0,1
infiziert und in Kultur genommen. Die Expression der Oberflachenantigene MV-H, CD83,
CD86 und pan-HLA-D wurden durchfluf3zytometrisch zu den angegebenen Zeiten p.i. be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Bild 6-6 zusammenfassend dargestellt. Zum Vergleich dien-
ten Mock-infizierte MoDC, die zum Teil mit LPS (0,1 pug/ml) aktiviert wurden.

Die Mock-infizierten MoDC zeigten in Abwesenheit von LPS Uber den beobachteten Zeit-
raum von drel Tagen p.i. nur eine geringe Aufregulation der pan-HLA-D- (als mittlere Fluo-
reszenzintensitét angegeben), CD83- und CD86-Expression (jeweils in Prozent positive
MoDC angegeben). Durch Zugabe von LPS konnte eine Aktivierung der MoDC erzielt wer-
den, die sich in einer Aufregulation der gefarbten Aktivierungsmarker und stimulatorischen
Molekule zeigte (Bild 6-6, erste Reihe).
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Bild 6-5 Die Ausreifung der MoDC nach Infektion mit ED-B nimmt zum Teil mit der eingesetzten Menge an
infektiosem Virus zu bzw. ist von dieser unabhangig, je nachdem welcher Aktivierungsmarker betrachtet
wird

Unreife MoDC wurden mit zunehmender MOI an ED-B infiziert und mit einer Mock-Infektion in Kultur genommen.
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und mAk gegen CD86, CD80, CD83, CD25 und
MV-H gefarbt. Die Ergebnisse der durchfluRzytometrischen Messungen sind in Prozent positive Zellen an mor-
phologisch intakten MoDC (CD25, CD83, CD86, MV-H) oder als mittlere Fluoreszenzintensitat (mfi, CD80) ange-
geben.

Die verwendeten Vakzinestamme ED-B, ED-Zagreb und AlK-C sowie Schwarz und Mo-
raten wiesen unterschiedliche Infektionskinetiken auf (Bild 6-6, zweite bzw. dritte Reihe).
ED-B, ED-Zagreb und AIK-C zeigten eine kontinuierliche Zunahme in der Zahl MV-H posi-
tiver MoDC mit einer sehr dhnlichen Kinetik (72 h p.i. ca. 50 — 70% positive MoDC, zweite
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Reihe). Die Stamme Moraten und Schwarz hingegen erreichten ab 24 h p.i. ein Infektionsni-
veau von ca. 20 — 30% positive MoDC, das auch zwei oder drel Tage p.i. nicht welter an-
stieg. Unabhéngig von der beobachteten Infektionskinetik zeigten alle MoDC-Kulturen nach
Infektion mit den verschiedenen Vakzinestdmmen eine deutliche Aufregulation der Aktivie-
rungsmarker HLA-D, CD83 und CD86, wobei der Vakzinestamm Schwarz im Vergleich zu
den anderen Vakzinestammen die infizierte MoDC-Kultur mit Ausnahme der HLA-D-Ex-
pressionsentwicklung schneller ausreifen lief3.

Deutlich unterschiedlich verhielten sich die auf BJAB-Zellen gezogenen Wildtypviren
WTF und TC5679 (Bild 6-6 vierte Relhe). Sie zeigten im Vergleich zu allen getesteten Vak-
zineviren eine schnellere Infektionskinetik, die sich u.a. darin &uferte, dal3 72 h p.i. ale
MoDC in den WTF- bzw. TC5679-infizierten Kulturen einen fortgeschrittenen CPE mit zahl-
reichen Riesenzellen zeigten. Einzelzellen waren kaum noch vorhanden, und die Kulturen
konnten durchfluf3zytometrisch nicht mehr analysiert werden. Zudem zeigten diese Kulturen
im Vergleich zu den Vakzinestamm-infizierten MoDC-Kulturen eine schnellere und stérkere
Aufregulation von CD83 und CD86.

Ein intermedidres Verhalten zeigte der auf Verozellen gezogene Wildtypstamm Chicago-1
(Bild 6-6, vierte Reihe). Seine Infektionskinetik dhnelte in ihrem Verlauf der eines Vakzine-
stammes. Die Ausbildung eines CPE verlief nicht so dramatisch wie bel den beiden anderen
Wildtypviren, so dal3 eine durchfluf3zytometrische Analyse auch 72 h p.i. noch méglich war.
Allerdings induzierte eine Infektion mit Chicago-1 eine sehr starke Ausreifung der MoDC-
Kultur vergleichbar mit der durch WTF oder TC5679. Hier wurde sehr deutlich, dal3 72 h p.i.
praktisch alle Zellen der MoDC-Kultur aktiviert waren, obwohl nur ca. 35 % der MoDC MV—
H auf der Oberflache exprimierten.

6.2 Mechanismen der MoDC-Aktivierung nach MV-Infektion

6.2.1 MoDC-Ausreifung durch UV-inaktiviertes MV

Virusstockpréparationen von ED-B wurden durch UV-Bestrahlung inaktiviert. Zur Kon-
trolle der Inaktivierung wurde der ED-B-Virusstock auf einem konfluenten Verozellrasen
ausplattiert und auf Plaquebildung Gberprift. Die mit einem UV-Crosslinker behandelten ED-
B-Praparationen (1,5 Jcm?) zeigten auf \Verozellen keinen CPE.

Unreife MoDC wurden Mock-infiziert und mit oder ohne LPS kultiviert. Paralel dazu
wurden MoDC-Kulturen mit ED-B MOI 0,1 infiziert (Bild 6-7, linke Spalte) bzw. mit UV-
inaktiviertem ED-B inkubiert entsprechend einer MOI von 0,1 bzw. 1,0 (Bild 6-7, rechte

Spalte).
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Bild 6—6 Infektion und Ausreifung von MoDC erfolgt mit Wildtypviren, die Uber BJAB-Zellen gezogen
wurden, schneller und deutlicher als mit Vakzineviren, die Vero-adaptiert sind

Unreife MoDC wurden mit einer MOI von 0,1 mit verschiedenen Vakzine- oder Wildtypviren infiziert oder zur Kon-
trolle mit Mock infiziert oder durch LPS-Zugabe aktiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen
geerntet und mit mAk gegen ausgewahlte Oberflachenantigene markiert und im FACS analysiert. Die Ergebnisse
sind in Prozent Antigen-positive Zellen bzw. als mittlere Fluoreszenzintensitat (mfi) der lebenden Zellen angege-
ben.
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Bild 6—7 Inkubation mit UV-inaktiviertem MV flhrt zu einer Aktivierung von unreifen MoDC

Unreife MoDC wurden Uber einen Zeitraum von 48 h mit UV-inaktiviertem ED-B (Inaktivierung auf Verozellrasen
getestet) inkubiert. Parallel wurden Kontrollkulturen mit Mock-infizierten MoDC ohne/mit LPS-Zugabe (0,1 pg/ml)
bzw. mit ED-B-infizierten MoDC (MOI 0,1) angesetzt. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten ge-
erntet und mit mAk gegen ausgewahlte Oberflachenantigene gefarbt und im FACS analysiert. Dargestellt sind die
unter den morphologisch intakten MoDC fiir die jeweiligen Antigene positiven Zellen in Prozent oder die mittlere
Fluoreszenzintensitat (mfi).

Eine Ausreifung der MoDC-Kultur konnte sowohl durch Zugabe von LPS, durch Infektion
mit ED-B MOI 0,1 a's auch durch Inkubation mit UV -inaktiviertem ED-B beobachtet werden.
Hierbel korrelierte die Aktivierung gemessen an der Aufregulation von CD83, CD86 und
HLA-DR mit der zugegebenen Menge an UV-inaktiviertem Virus. Eine Infektion der MoDC
durch das inaktivierte Virus war auszuschlief3en, da zum einen kein CPE im Plaguetest auf
Verozellen gefunden wurde (siehe oben) und zum zweiten der Anteil an MV-H positiven
Zellen mit der Zeit nicht zunahm. Somit scheint eine Ausreifung der MoDC auch durch Re-
plikations-inkompetentes Virus induziert zu werden.



6 Ergebnisse 6-11

6.2.2 MxA-Induktion in MoDC-Kulturen nach Infektion mit MV und nach
Inkubation mit UV-MV

MXA ist ein 78 kDa grof3es, GTP-bindendes Protein, das durch Typ I-Interferone (IFN-a
und —) in humanen Zellen induziert wird. In einigen Virus-Zellsystemen konnte fir MxA
eine antivirale Wirkung in vitro nachgewiesen werden (zusammengefald in Haller et al.,
1998). Typ I-Interferone werden von fast alen Zelltypen nach Infektionen insbesondere mit
RNS-Viren produziert. Um zu Uberprifen, ob auch MoDC nach Infektion oder Kontakt mit
UV-inaktiviertem MV MxA exprimieren, was gleichzeitig auch auf die Anwesenheit von Typ
I-Interferon hindeuten wirde, wurden unreife MoDC mit steigenden Mengen an infektidsem
oder UV-inaktiviertem Virus inkubiert und in Kultur genommen. Als Kontrolle dienten
Mock-infizierte MoDC. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und mit
mAKk gegen MV-H in einer Oberflachenfarbung oder gegen MxA in einer intrazelluldren Far-
bung markiert. Die Analyse erfolgte mit einem Durchflul3zytometer und die Ergebnisse sind
in Bild 6-8 a's Prozent positive Zellen dargestel|t.

MxA wurde nach Infektion mit ED-B unabhangig von der eingesetzten Virusmenge und
unabhéngig von der Uber die MV-H-Farbung bestimmten Infektionskinetik in den MoDC in-
duziert, erreichte bereits 24 h p.i. sein Expressionsmaximum (Bild 6-8, (A) und (B)) und
wurde in nahezu allen Zellen exprimiert. Im Gegensatz dazu konnte UV-inaktiviertes Virus
MXA nur transient in ca. 75 % aller MoDC zwischen 24-48 h p.i. induzieren (Bild 6-8 (C)).
Allerdings schien auch hier die Menge des eingesetzten Virus keinen Einfluld auf die MxA-
Induktion zu haben. Bereits geringe Mengen an UV-inaktiviertem ED-B (MOI 0,1), die noch
keine deutliche Aktivierung der MoDC hervorriefen (vgl. Bild 6-7, rechte Spalte), induzier-
ten eine klare MxA-Expression.

6.2.3 MoDC produzieren einen MxA-induzierenden, léslichen Faktor nach
Infektion mit ED-B

Verozellen kénnen kein Typ I-Interferon produzieren, moglicherweise aber andere Me-
diatoren, die eine MxA-Induktion direkt oder indirekt bewirken kénnten. Um auszuschlief3en,
dai’ die Viruspraparationen einen oder mehrere MxA-induzierende(n) Faktor(en) aus den fir
die Viruszucht verwendeten Zellinien enthalten, wurden ED-B-Pré&parationen und Mock-Pré&
parationen aus Verozellen ultrazentrifugiert. Der Uberstand mit dem/den potentielle(n) MxA-
induzierendem/n Faktor(en) wurde abgenommen und das resultierende Pellet in PBS resus-
pendiert. Unreife MoDC wurden mit den Uberstanden bzw. den Pelletsuspensionen aus ultra-
zentrifugierten Mock- und ED-B-Praparationen inkubiert. Verwendet wurden die einer MOI
von 0,2 &quivalenten Volumina. Die MoDC wurden in Kultur genommen, zu den angegebe-
nen Zeitpunkten geerntet und die Oberflachenexpression des MV-H oder die intrazellulére
Expression des MxA durchflul3zytometrisch untersucht. Eine Induktion des MxA-Proteins
fand weder durch den Mock- noch durch den ED-B-Uberstand (Bild 6-9, linke Spalte), noch
durch die Suspension des pelletierten Mock-Materias statt. MxA konnte nur nachgewiesen
werden, wenn der infektiose Teil der ED-B-Prdparation, das nach der Ultrazentrifugation re-
suspendierte Pellet, mit den MoDC inkubiert wurde (Bild 6-9, mittlere Spalte). Der Nach-
weis, dald infektioses ED-B nur im resuspendierten Material der ultrazentrifugierten ED-B-
Praparation zu finden ist, gelang Uber die FACS-Farbungen gegen das Hamagglutinin (Bild
6-9, rechte Spalte). Eine MV-H Expression konnte nur in den MoDC-Kulturen nachgewiesen
werden, die mit pelletiertem Material aus dem Virusstock inkubiert worden waren. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dal3 die fur die ED-B-Zucht verwendeten Verozellen einen
MxA-induzierenden Faktor produzierten. Gleichzeitig bedeuteten diese Ergebnisse, da die
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MxA-Expression Uber Typ I-Interferone reguliert wird, dald MoDC Typ I-Interferon als Re-
aktion auf eine Infektion mit ED-B produzieren.
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Bild 6-8 Infektion von unreifen MoDC mit ED-B induziert eine stabile MxA-Expression unabhéngig von der
verwendeten Virusmenge, wahrend UV-inaktiviertes ED-B nur transient MxA induziert

Unreife MoDC wurden mit Mock oder mit ED-B (verschiedene MOI) infiziert oder mit UV-inaktiviertem ED-B (un-
terschedliche Mengen) inkubiert und in Kultur genommen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen
geerntet und mit mAk gegen MV-H (Oberflachenfarbung) oder gegen MxA (intrazelluldre Farbung) markiert. Dar-
gestellt ist der Anteil an Antigen-positiven Zellen in Prozent.
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Bild 6-9 Verozellen produzieren keinen MxA-induzierenden Faktor; die MxA-Produktion in MoDC erfolgt
nur nach Inkubation mit pelletiertem, infektidsem Virus

Mock- und ED-B-Praparationen aus Verozellen wurden durch Ultrazentrifugation in einen léslichen und einen
pelletierten Anteil getrennt. Linke Spalte: Unreife MoDC wurden mit Uberstanden der Mock- (diinne Linie) oder
der ED-B-Préaparation (dicke Linie) inkubiert. Mittlere Spalte: Unreife MoDC wurden mit resuspendiertem Pellet-
material aus Mock- (diinne Linie) oder ED-B-Praparationen (dicke Linie) inkubiert. Rechte Spalte: Unreife MoDC
wurden mit Uberstand (diinne Linie) oder mit resuspendiertem Pelletmaterial (dicke Linie) aus einer ultrazentrifu-
gierten ED-B-Préaparation inkubiert. Die Zellen wurden in Kultur genommen und zu den angegebenen Zeitpunkten
geerntet. Mittels mAk wurde die MxA-Expression (linke und mittlere Spalte) bzw. die MV-H-Expression (rechte
Spalte) der MoDC festgestellt. Die Zahl in den Histogrammen gibt jeweils den Anteil an positiven Zellen in Pro-
zent an.



6 Ergebnisse 6-14

6.2.4 Semiquantitative Bestimmung der Typ I-Interferon-Produktion nach
Infektion von MoDC mit ED-B

Wiein 6.2.3 gezeigt, produzieren MoDC nach Infektion mit ED-B einen Faktor, der in der
MoDC-Kultur MxA induziert. Eine Induktion von MxA ist strikt Typ I-Interferon-abhangig,
so dal3 davon auszugehen ist, dal3 infizierte MoDC Typ I-Interferon sezernieren. Unter Ver-
wendung eines semiquantitativen Bioassays konnte die Menge an Typ I-Interferon abge-
schétzt werden, die von MoDC nach einer Infektion mit ED-B sezerniert wurde. Als Indika-
torzellinie dienten BJAB-Zellen, die mit definierten Konzentrationen an rekombinantem Typ
I-Interferon oder mit konditionierten Uberstanden aus MoDC-Kulturen kultiviert wurden.
Diese Uberstande waren MV-frei und stammten aus dem unteren Kompartiment des unter
5.4.5 beschriebenen Zweikammerzellkultursystems. Nach zwei Tagen wurden die BJAB-
Zellen geerntet, Lysate hergestellt und die Proteine mittels einer SDS-haltigen Polyacryla-
midgelelektrophorese aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nylonmem-
bran transferiert und das MxA-Protein mit einem mAk und der ECL ™-Methodik nachgewie-
sen.

Unreife MoDC wurden entweder Mock- oder ED-B infiziert (MOI 0,05 und MOI 0,1) oder
mit LPS nach entsprechender Mock-Infektion stimuliert (Bild 6-10, (B)). Die Virus-freien
Uberstande der MoDC-Kulturen wurden ein bis drei Tage p.i. abgenommen und auf BJAB-
Kulturen auf ihren Typ I-Interferongehalt getestet (pro Kultur 200ul). Paralel wurden BJAB
mit steigenden Konzentrationen an rekombinanten humanem IFN-f inkubiert (Bild 6-10,
(A)). Aus dem Vergleich der Bandenintensitédt konnte abgeschétzt werden, dal3 unabhéngig
von der eingesetzten Virusmenge die infizierten MoDC bereits nach 24 h p.i. mit ca. 50-500
U/ml IFN ihre maximale IFN-Sekretion erreichten und diese Uber drel Tage p.i. aufrechter-
hielten.

6.2.5 MxA-Induktion in MoDC nach Infektion mit ED-B und WTF

Unreife MoDC wurden nach unterschiedlichen Behandlungen (Mock-Infektion, Infektion
mit ED-B oder WTF mit MOI 0,05 oder MOI 0,1) in Kultur genommen. 24 h bzw. 48 h p.i.
wurden die MoDC geerntet, Lysate hergestellt und Uber eine SDS-Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die Proteine wurden anschlief3end auf eine Nylonmembran transferiert und mit mAk
gegen MV-N (61kDa apparentes Molekulargewicht) und ssimultan MxA (79-81 kDa appa-
rentes Molekulargewicht) getestet. Die markierten Banden wurden mit ECL ™ detektiert.

Auch wenn ein Tag p.i. das MV-N Protein kaum oder nicht nachweisbar war, so wurde in
diesen MoDC-Kulturen sowohl nach ED-B- as auch nach WTF-Infektion (Bild 6-10 (C),
1 Tag p.i. Nummern 5 und 6) MxA bereits deutlich produziert. Zwe Tage p.i. war das MV-N
Protein klar nachweisbar, wobei trotz gleicher MOI mehr MV-N nach Infektion mit ED-B
produziert wurde als nach Infektion mit WTF.

Die Induktion von MxA ist sowohl nach einer ED-B- as auch nach einer WTF-Infektion
mit MOI 0,05 nachweisbar. Allerdings scheint die WTF-Infektion in den MoDC-Kulturen
verglichen mit den ED-B-infizierten MoDC-Kulturen geringfiigig weniger MxA zu induzie-
ren (Bild 6-10 (C), 2 Tage, Nummern 3 und 4). Als Kontrollen wurden Lysate von Mock-
infizierten oder LPS-stimulierten MoDC-Kulturen verwendet (Bild 6-10 (C), Nummern 1
und 2). In diesen Spuren konnte keine 61 kDa-Proteinbande nachgewiesen werden. Die nicht-
infizierten MoDC exprimierten nach Mock-Infektion in den beiden unabhangigen Versuchs-
reithen deutliche MxA-Proteinhintergriinde, deren Intensitét aber nach Infektion oder LPS-
Stimulation stérker wurde.
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6.2.6 Rolle der Typ I-Interferone in der Aktivierung unreifer MoDC

Wie in den vorigen Abschnitten bereits beschrieben fihrte eine Infektion der MoDC mit
MV zu einer Ausreifung der MoDC-Kulturen. Es konnte beobachtet werden, dald dabei der
Antell an ausgereiften MoDC nicht immer mit der Zahl der MV-H positiven Zellen Uberein-
stimmt (Bild 64, Bild 6-5, Bild 6-6 und Bild 6-7). Neben dem bereits nachgewiesenen
Typ I-IFN konnten auch andere Faktoren durch MoDC nach Kontakt oder Infektion mit MV
gebildet werden, wie dies bereits fur andere in vitro-Infektionsmodelle beschrieben ist (Ho et
al., 2001, Ignatius et al., 2000; Kadowaki et al., 2000; Kelleher et al., 1999; Chougnet et al.,
1999). Die sezernierten Faktoren wirden dann auto- und parakrin wirken und zu einer allge-
meinen Ausreifung der Zellkultur unabhangig vom Infektionsstatus der einzelnen MoDC fih-
ren. Um diese Hypothese zu testen, wurde ein in vitro-Zellkultursystem unter Verwendung
von Filtereinsdtzen entwickelt. Durch den Einsatz dieser Filter mit einer Porengréf3e von
20 nm war es moglich, ein Zweikammersystem aufzubauen, in dem niedermolekulare Verbin-
dungen, aber nicht hochmolekulare Strukturen wie das Masernvirus (pleomorphe Struktur mit
einer Grof3e von ~200 nm) von einem Kompartiment zum anderen Kompartiment diffundie-
ren konnten (siehe 5.4.5).

Unter Verwendung dieses Zellkammersystems konnte gezeigt werden, dal3 unreife MoDC
unter dem Einfluf3 |6slicher Faktoren, die von Virus-infizierten oder LPS-aktivierten MoDC-
Kulturen sezerniert wurden, eine Aufregulation von CD83, CD86 sowie eine Induktion von
MxA zeigten. Die Aktivierung der MoDC nach Kokultur mit den ED-B-infizierten MoDC
erfolgte um ca. 24 h verzogert, verglichen mit der Aktivierung der MoDC unter Einflufd von
Uberstand LPS-aktivierter MoDC. Durch Verwendung des rekombinanten Masernvirus
MG/FV (Bild 4-1), das ein Fusionsprotein aus der Transmembran- und extrazellul&ren Do-
mane des VSV-G Proteins sowie aus dem zytoplasmatischen Teil des MV-F Proteins as
Hullprotein exprimiert, konnte zudem ausgeschlossen werden, dal3 die Masernglykoproteine
H und F eine besondere Rolle in der Induktion dieser Reifungsfaktoren spielen (Bild 6-11

(A)).
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Bild 6-10 Infizierte MoDC produzieren uber einen Zeitraum von drei Tagen kontinuierlich 50 — 500 U/ml
IFN, wobei sowohl| ED-B als auch WTF MxA induzieren

(A) Eine MxA-Induktion nach Inkubation von BJAB-Zellen mit definierten Mengen an IFN-$ dient als Referenz fir
die Bestimmung des von MoDC nach ED-B-Infektion sezernierten IFN. Aufgetragen sind gleiche Proteinmengen
der BJAB-Lysate. (B) BJAB-Zellen wurden mit konditionierten Zellkulturiiberstanden 36 h inkubiert (200 pl Uber-
stand aus Mock-infizierten, Mock-/LPS-behandelten und ED-B-infizierten MoDC-Kulturen (MOI 0,05 bzw. 0,1) mit
1x10° MoDC). Die MxA-Proteindetektion erfolgte durch einen MxA-spezifischen mAk. (C) Unreife MoDC wurden
mit Mock (Spaltennummer 1), mit Mock und mit LPS (Spaltennummer 2), mit ED-B MOI 0,05 (Spaltennummer 3)
bzw. mit MOI 0,1 (Spaltennummer 5) oder mit WTF MOI 0,05 (Spaltennummer 4) bzw. mit MOI 0,1 (Spalten-
nummer 6) behandelt. Die Zellen wurden nach 24 h oder 48 h geerntet, Lysate prapariert, die Proteine nach ge-
lelektrophoretischer Auftrennung auf eine Nylonmembran transferiert und simultan mit mAk gegen MxA und MV-N
getestet.

Durch tégliche Gabe von neutralisierenden Antiseren gegen IFN-o oder IFN-B oder in
Kombination gegen beide Typ I-Interferone zu den unbehandelten MoDC-Kulturen konnte
gezeigt werden, dal3 Typ I-Interferone an der Expressionsverstarkung und Induktion von
CD86 und MxA beteiligt waren (Bild 6-11 (B)). Die Induktion von CD86 durch das kondi-
tionierte Medium ED-B-infizierter MoDC konnte durch die synergistische Wirkung beider
neutralisierender Antiseren aufgehoben werden. Hingegen schien die CD86-Aufregulation
durch konditioniertes Medium LPS-aktivierter MoDC durch diese Seren kaum beeinfluf3t zu
werden. Nur o-IFN-o reduzierte den Anteil an CD86-exprimierenden MoDC geringfiigig.
Ahnlich verhielt es sich mit der MxA-Induktion. Konditioniertes Medium LPS-aktivierter
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MoDC verlor seine MxA-induzierende Wirkung, wenn a-IFN-o. zum Medium zugesetzt
wurde. Erneut wurden beide neutralisierenden Antiseren benttigt, um den MxA-induzieren-
den Effekt von konditioniertem Medium ED-B-infizierter MoDC aufzuheben.

Moglicherweise wurden durch die LPS-Aktivierung neben IFN-o weitere Zytokine freige-
setzt, die fur die starke und anhaltende CD86-Expression auch in Anwesenheit der neutralisie-
renden Antiseren sorgten. Hingegen schienen die Typ I-Interferone im Falle konditionierten
Mediums ED-B-infizierter MoDC fir die beobachteten Effekte, Induktion von MxA und
CD86, aleine verantwortlich zu sein. Die Neutralisierung der Typ | Interferone durch die ein-
gesetzten Antiseren hatte keinen Einfluld auf die Expressionsentwicklung anderer Aktivie-
rungsmarker oder kostimulatorischer Molekule der MoDC (nicht gezeigt).
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Bild 6-11 Konditioniertes Medium aus infizierten MoDC-Kulturen aktiviert unreife MoDC unabhé&ngig von
Kontakt oder Infektion mit MV, wobei einer der l6slichen Faktoren, das Typ I|-Interferon, fur die Induktion
von MxA und CD86 verantwortlich ist

(A) Unreife MoDC wurden durch eine Membran von unreifen MoDC-Populationen getrennt, die zuvor mit Mock,
mit ED-B MOI 0,1 oder mit MG/FV MOI 0,5 infiziert wurden. Ein Teil der Mock-infizierten MoDC wurde durch Zu-
gabe von LPS aktiviert. Zu den angegebenen Zeiten wurden die unbehandelten MoDC geerntet und mit mAk
gegen die ausgewahlten Antigene markiert und im FACS analysiert. Dargestellt sind die Antigen-positiven Zellen
in Prozent der morphologisch intakten Zellen. (B) Unter Verwendung des gleichen experimentellen Aufbaus
wurde die Rolle des Typ I-Interferons fir die Ausreifung der MoDC untersucht. Unreife MoDC waren durch einen
Membraneinsatz (Porengrof3e 20 nm) von MoDC getrennt, die mit Mock (obere Reihe) oder mit ED-B MOI 0,05
(untere Reihe) infiziert waren. Zusatzlich wurden unreife MoDC Mock-infiziert und anschlieBend mit LPS
(0,1 pg/ml) aktiviert (mittlere Reihe). Jeden Tag wurden neutralisierende Antiseren in verschiedenen
Kombinationen (1.000 NU/ml o-IFN-a, 1.000 NU/ml a-IFN-B oder je 1.000 NU/ml a-IFN-o. & a-IFN-f) oder
entsprechende Volumenaquivalente an Medium zu den unbehandelten MoDC-Kulturen gegeben. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden diese MoDC geerntet, mit mAk gegen CD86 und MxA gefarbt und im FACS
analysiert. Dargestellt sind Antigen-positive MoDC in Prozent der morphologisch intakten Zellen.

6.2.7 Produktion von TNF-a durch MoDC nach Infektion mit MV

Ein proinflammatorisches Zytokin, das von MoDC nach Aktivierung freigesetzt wird, ist
TNF-o.. Um zu testen, ob unreife MoDC auch nach einer Infektion mit MV ebenfalls TNF-a.
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produzieren, wurden MoDC-Kulturen nach einer Mock-Infektion, nach einer Infektion mit
ED-B MOI 0,05, mit WTF MOI 0,05 und als ein weiteres Virus mit VSV MOI 0,001 ange-
setzt. Als Positivkontrolle fir die Bildung von TNF-a diente eine LPS-Aktivierung unreifer
MoDC. Uberstande dieser Kulturen (2x10° MoDC/ml) wurden 24 h, 48 h und 72 h p.i. abge-
nommen und mittels eines TNF-a-spezifischen ELISAs der Gehalt an TNF-o bestimmt. Wie
in Bild 6-12 zu erkennen ist, war sowohl nach Aktivierung mit LPS a's auch durch die ver-
schiedenen Infektionen mit MV-ED-B, MV-WTF oder VSV TNF-a in den Uberstanden
nachweisbar (Bild 6-12). Dies deutet allgemein auf eine Aktivierung der MoDC hin, die
durch eine Infektion mit MV oder VSV hervorgerufen wurde.
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Bild 6-12 MoDC produzieren TNF-a nach Stimulation mit LPS oder nach Infektion mit WTF, ED-B oder
auch VSV

Unreife MoDC wurden mit Mock infiziert oder nach Mock-Infektion mit LPS aktiviert und in Kultur genommen.
Parallel wurden MoDC-Kulturen angelegt und mit ED-B (MOI 0,05), WTF (MOI 0,05) oder VSV (MOI 0,001) infi-
ziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellkulturiiberstidnde geerntet und in einem TNF-a-spezifi-
schen ELISA die Konzentration an TNF-a bestimmt. Dargestellt sind die TNF-a-Konzentrationen produziert von
2x10° MoDC.

6.3 Funktionalitat von MoDC nach Infektion mit MV

Bislang wurde nur der Aspekt der DC-Ausreifung nach Infektion mit MV betrachtet. Im
folgenden wurde nun untersucht, ob eine Infektion von MoDC-Kulturen deren Funktionalitét
verandert im Hinblick auf T-Zellaktivierung und T-Zellproliferation oder auf die Fahigkeit
der MoDC IL-12 zu sezernieren und somit Einfluld auf die T-Zellpolarisierung zu nehmen.
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Des weiteren wurde untersucht, ob die infizierten MoDC in eéinem Kokultivierungssystem mit
T-Zellen interagieren, diese Zellen aktivieren und eine T-Zellproliferation induzieren konnen.

6.3.1 IL-12-Produktion in MoDC nach Infektion mit MV — Nachweis durch
intrazellulare FACS-Farbung

Unreife MoDC wurden mit Mock-, EDeGFP- oder UV-EDeGFP-Praparationen infiziert
und in Anwesenheit eines Proteintransportinhibitors in Kultur genommen. Die infizierten
MoDC wurden mit LPS, SAC oder mit CD40L stimuliert und 24 h p.i. geerntet. 1L-12 wurde
durch einen direkt-markierten mAk im FACS nachgewiesen. Die Infektion der MoDC mit
EDeGFP wurde Uber die eGFP-Expression und die Infektion mit VSV Uber eine Farbung mit
einem V SV-G-spezifischen mAk im FACS nachgewiesen.

Wiein Tabelle 6-1 und in Bild 6-13 dargestellt, nahm der Anteil an IL-12-produzierenden
Zéellen in einer MoDC-Kultur nach Infektion mit EDeGFP im Vergleich zur Mock-Infektion
deutlich ab. Diese Abnahme konnte nach einer Infektion mit VSV, aber auch nach Inkubation
mit UV-inaktiviertem EDeGFP beobachtet werden und war von der Art der MoDC-Stimula-
tion unabhangig. Eine Ausnahme bildet hier die CD40L-Stimulation der MoDC nach VSV-
Infektion; verglichen mit Mock-infizierten MoDC stieg der Antell an 1L-12-produzierenden
Zéllen nach Infektion mit VSV und anschlief3ender CD40L-Stimulation deutlich von 24,5% +
4,86 auf 43.92% + 2,17 an.

Tabelle 6-1 Nachweis von IL-12 in MoDC nach Infektion mit EDeGFP (MOI 1,0), UV-EDeGFP (MOI 1,0) und
VSV (MOI 0,005) unter verschiedenen Stimulationsbedingungen (Angaben in Prozent positive
Zellen + SD von vier unabhangigen Experimenten).

Stimulation Infektion
keine LPS SAC CD40L eGFP/VSV-G'
Mock 0,36 + 0,09 7,06+ 234 1419+1,2 20,26 + 8,05 0,18 + 0,19
EDeGFP 0,24 + 0,09 3,17+1,49 5,4+ 0,69 5,54 + 0,02 44,13 + 12,68
UV-EDeGFP 0,19 + 0,07 1,66 + 0,45 58+0,15 7,6 + 0,36 12,5+ 6,96
VSV 0,5%+0,18 2,38+ 0,76 2,02+0,28 4392 + 2,17 71,79+ 18,51

Durch die UV-Bestrahlung konnte das EDeGFP-Virus anscheinend nicht komplett inakti-
viert oder die eGFP-Expression nicht vollig verhindert werden. Zumindest konnte das Aus-
mal3 der Infektion bzw. der Antell eGFP-positiven Zellen um mehr al's 70 % reduziert werden.
Allerdings nahm der Anteil an IL-12-produzierenden MoDC nicht im gleichen Male zu, so
dal3 fur die Abnahme der Zahl IL-12-produzierender MoDC nicht nur eine Infektion der
Z€llen verantwortlich wére, sondern wahrscheinlich auch noch weitere Faktoren wie Kontakt-
vermittelte Inhibition der IL-12-Synthese eine Rolle spielen konnten (Karp et al., 1996).
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Bild 6-13 Intrazellulare IL-12-Farbungen in MoDC nach Infektion mit EDeGFP oder VSV Stimulation
Unreife MoDC wurden nach Infektion mit Mock, EDeGFP (MOI 1,0), UV-EDeGFP (MOI 1,0) oder VSV (MOI
0,005) mit verschiedenen Stimuli in Gegenwart von BFA (5 pg/ml) kultiviert und anschlieRend auf intrazellulares
IL-12 gefarbt. Das akkumulierte IL-12, sowie die Infektionen mit dem EDeGFP (lber die eGFP-Expression) bzw.
mit dem VSV (uber die VSV-G-Expression) wurden im FACS nachgewiesen. Dargestellt ist eine reprasentative
Farbung aus vier Experimenten. Die Quadranten wurden anhand entsprechender Isotypkontrollfarbungen fest-
gelegt.

6.3.2 Bestimmung von IL-12p40 und IL-12p70 produziert von MoDC nach
Infektion mit MV unter verschiedenen Stimulationsbedingungen — Nachweis
durch ELISA

Durch die in Bild 6-13 dargestellten intrazelluldren IL-12-Farbungen unter Verwendung
eines 1L-12p40-spezifischen mAk wurden sowohl die IL-12p40-Homodimerformen als auch
das bioaktive IL-12 p70—Heterodimer nachgewiesen. Eine Aussage Uber die Qualitédt der IL—
12-Antwort ist somit nicht moglich. Aus diesem Grunde wurden MoDC mit Mock-, ED-B-,
WTF- oder VSV-Prdparationen infiziert, unter verschiedenen IL-12-induzierenden Bedingun-
gen in Kultur genommen und Zellkulturibersténde nach 24 h bzw 48 h gesammelt. Mittels
IL-12p40— oder IL-12p70-spezifischer ELISA wurden die Konzentrationen dieser Zytokine
im Zellkulturliberstand bestimmt. In Tabelle 6-2 sind die Werte aus zwei unabhéngigen Expe-
rimenten firr 2x10° MoDC in pg/ml angegeben.
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Tabelle 6-2: Ubersicht tber die IL-12p40- und IL-12p70-Produktion von MoDC nach Infektion mit ED-B
(MOl 0,05), WTF (MOI 0,05) oder VSV (MOI 0,001) 2 Tage p.i.. Angegeben sind die Zytokinkon-
zentrationen in pg/ml sezerniert von 2x10° MoDC.

Experiment 1 Experiment 2

Stimulation keine LPS SAC CD40L keine LPS SAC CD40L
IL-12p40 Mock 2.729 44590 101.090 82.375 0 30.246 37.750 28.800
(pg/ml)  ED-B 0 24.065 20915 69.973 0 23.836 36.386 29.517
WTF 225 38.115 3188 97.357 1.383 21.356 6.476 38.575

VsV 0 85.090 102.440 64.552 0 26.406 38.866 31.525

IL-12p70 Mock 0 1475 3.303 4.645 0 535 1470 4.529
(pgml)  Epp 0 667 116  4.89 0 300 229 4665
WTF 9 3.809 0 5.599 104 1.370 0 4974

AVAS\Y) 0 1544 1059 2954 0 487 1.106 3.268

Wie aus Tabelle 6-2 zu ersehen ist, hatte eine Infektion mit ED-B, WTF oder VSV keinen
Einflul auf die durch CD40-Ligation induzierte I1L-12p40- und IL-12p70—Produktion der
MoDC-Kulturen. Allgemein hatte eine Infektion mit VSV weder nach Stimulation mit
CD40L-transfizierten Zellen noch nach Stimulation mit LPS oder SAC einen wesentlichen
Einflul3 auf die IL-12-Produktion. Im Gegensatz dazu fihrte die Infektion mit ED-B nach
Stimualtion mit SAC oder LPS zu einer deutlichen Reduktion sowohl der IL-12p40- als auch
der IL-12p70-Produktion. Eine Infektion mit WTF fuhrte hingegen zu einem differenzierte-
ren Bild: Bereits ohne Stimulation wurde sowohl IL-12p40 als auch das bioaktive IL-12p70
sezerniert. Eine Reduktion der IL-12—Synthese nach LPS-Stimulation trat nach einer WTF-
Infektion nicht auf. Vielmehr wurde sogar die IL-12p70-Produktion nach einer WTF-Infek-
tion verstarkt, also mehr bioaktives IL-12 sezerniert. Interessanterweise hatte die WTF-Infek-
tion aber eine inhibitorische Wirkung auf die SAC-induzierte 1L-12-Produktion. 1L-12p70
wurde nicht mehr sezerniert und die Mengen an sezerniertem IL-12p40 sanken um ca. 90 %
in den entsprechenden Zellkulturtiberstanden.

6.3.3 Wechselwirkung von MoDC mit allogenen T-Zellen

Verglichen mit nicht-aktivierten besitzen aktivierte MoDC in vitro die Fahigkeit T-Zellen
sehr gut zu aktivieren und deren Proliferation zu induzieren. Da infizierte MoDC ebenfalls
aktiviert werden, lag es nahe zu untersuchen, ob und wie infizierte MoDC mit T-Zellen inte-
ragieren und deren Zellteilung stimulieren konnten.
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Bild 6-14 Kokulturen von ED-B-infizierten MoDC mit allogenen T-Zellen fihren zur Ausbildung von
Zellaggregaten innerhalb von 48 h, die sich deutlich von Aggregaten unterscheiden, die sich mit anderen
MoDC bilden

Unreife MoDC wurden mit Mock, ED-B (MOI 0,1) oder mit Mock und anschlieRender Aktivierung durch LPS be-
handelt und 24 h in Kultur genommen. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und mit allogenen T-Zellen in
einem Verhaltnis von 1:20 kokultiviert. Die Kokulturen wurden Gber 48 h beobachtet und photografiert.

Unreife MoDC wurden mit Mock- oder ED-B-Pré&parationen (MOI 0,1) infiziert und 24 h
in Kultur genommen. Ein Tell der Mock-MoDC wurde mit LPS aktiviert. Anschlief3end wur-
den die Zellen geerntet, gewaschen und mit allogenen, nicht-aktivierten T-Zellen in einem
Verhdtnis von 1:20 kokultiviert.

Bild 6-14 zeigt die typische Entwicklung von Zellaggregaten, die sich nach 24 h bzw. 48 h
Kokultur in den Ansétzen ausgebildet hatten. Unter Mock-Infektionsbedingungen, also unter
Verwendung von kaum aktivierten MoDC bildeten sich nur kleinere Zellaggregate aus (Bild
6-14 oben). Diese Zellaggregate besalien aber genau wie die Zellaggregate aus T-Zellen und
LPS-aktivierten MoDC einen Hof aus kleineren Zellen. Dieser Hof war bei den LPS-akti-
vierten MoDC sehr gut ausgepragt. Hierbel handelte es sich wahrscheinlich um aktivierte und
vielleicht proliferierende T-Zellen (Bild 6-14 Mitte).
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Ein anderes Bild boten die ED-B-infizierten MoDC. Wie in Bild 6-14 unten zu erkennen
ist, entstanden innerhalb der ersten 24 h der Kokultur deutliche Zellaggregate. Diese nahmen
im Laufe der ndchsten 24 h weiter an Grol3e zu. Von den Aggregaten aus T-Zellen und LPS-
aktivierten MoDC unterschieden sich diese Zellansammlungen deutlich: Die Zellen schienen
dichter gepackt zu sein. Zudem fehlte der charakteristische Hof aus umgebenden kleineren
Zéellen, bel denen es sich um aktivierte und proliferierende T-Zellen handeln kénnte.

6.3.4 MV-infizierte MoDC in einer ,Mixed Leukocyte Reaction*

Auch wenn MV-infizierte MoDC mit allogenen T-Zellen wechselwirken (Bild 6-14),
scheinen sich die kontaktierten T-Zellen im Vergleich zu den T-Zellen aus Kokulturen mit
Mock-infizierten oder LPS-aktivierten MoDC anders zu verhalten. Die Zellaggregate zeigten
eine dichtere Zellpackung, und ein Hof aus kleineren, wahrscheinlich aktivierten, proliferie-
renden T-Zellen fehlte. Um zu testen, ob in diesen T-Zell/MoDC-Kokulturen unter allogenen
Bedingungen eine T-Zellproliferation induziert wird, wurde ein klassischer Versuchsansatz
gewadhlt, die sogenannte ,, Mixed Leukocyte Reaction oder , Mixed Leukocyte Culture”.

In Bild 6-15 sind die Stimulationsindizes allogener T-Zellen nach Kokultur mit MoDC
dargestellt, die unter verschiedenen Infektionsbedingungen in Anwesenheit von FIP kultiviert
worden waren. Das ,, fusions-inhibitorische Peptid“ (FIP) verhindert eine Infektion der T-Zel-
len bzw. eine Fusion infizierter MoDC mit nicht-infizierten Zellen in den Kokulturen und
wurde in der as optimal ausgetesteten Endkonzentration von 200 UM eingesetzt. Entspre-
chend dem Aktivierungszustand der MoDC zeigten die nicht-aktivierten, Mock-infizierten
MoDC verglichen mit den MKM-ausgereiften, Mock-infizierten MoDC geringere Stimulati-
onsindizes (Bild 6-15 (A)). Interessanterweise kam es in den T-Zellansdtzen, die mit den
ED-B- oder WTF-infizierten MoDC kokultiviert wurden, zu keinem Thymidineinbau und
damit zu keiner Induktion einer T-Zellproliferation (Bild 6-15 (B) und (C)). Bei den ED-B-
infizierten MoDC schien dabel das Ausmal? der Hemmung der MLR vom Grad der Infektion
der MoDC abzuhangen. Je mehr Virus fr die Infektion eingesetzt und je mehr Zellen infiziert
waren, umso geringer war die T-Zélproliferation. Im Fale der WTF-infizierten MoDC
konnte keine T-Zellproliferation mehr festgestellt werden. Die Hemmung war vollstandig und
war bereits mit der geringsten WTF-Menge, die zur Infektion der MoDC eingesetzt worden
war, zu beobachten. Vergleicht man die WTF- mit den ED-B-infizierten MoDC, so reichten
bereits ca. 800 MoDC aus, unter denen nur 24 bis 96 Zellen MV-N" waren, um eine Hem-
mung der T-Zellproliferation zu erreichen. Mit den ED-B-infizierten MoDC wurde eine ver-
gleichbare Inhibition erst bel einer Zahl von ca. 7.500 MoDC pro Ansatz mit etwa 1.900 MV—
N*Zellen erreicht.
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Bild 6-15 In einer allogenen MLR mit MV-infizierten MoDC kann die Proliferation der kokultivierten T-
Zellen nicht mehr induziert werden

Unreife MoDC wurden mit Mock-Praparationen oder mit ED-B bzw. WTF (MOI 0,05, MOI 0,1 bzw. MOI 0,2) infi-
ziert und zwei Tage kultiviert. Als Positivkontrolle fiir die Ausreifung der MoDC dienten Mock-infizierte MoDC
aktiviert mit MKM (20 % V/V). Die Infektion und der Reifungszustand der MoDC wurde nach AbschluB3 der Infek-
tion durch FACS-Farbungen bestimmt. Zwei Tage p.i. waren 8 % (MOI 0,05), 11 % (MOI 0,1) bzw. 25 % (MOI
0,2) der ED-B-infizierten MoDC MV-N-positiv, sowie 3 % (MOI 0,05), 6 % (MOI 0,1) und 12 % (MOI 0,2) der WTF-
infizierten MoDC. Die MoDC und die T-Zellen wurden in Gegenwart von FIP (200 uM) kultiviert, um eine Infektion
oder Zell-Zellfusion zu verhindern. Fir die letzten 16 h der funftdgigen Kokultur wurde [MethyI-SH]-Thymidin
(0,5 uCi pro Ansatz) zugegeben. Der Einbau ist als Stimulationsindex [(CpM T-Zellen kokultiviert mit MoDC) +

(CpM T-Zellen alleine)] + SD dargestellt.
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6.3.5 Aktivierungszustand der T-Zellen in einer allogenen MLR mit MoDC

Um den Aktivierungszustand der T-Zellen nach Kokultur in einer allogenen MLR mit den
entsprechenden MoDC zu Uberprifen, wurden MoDC drel Tage p.i. mit nicht-aktivierten al-
logenen T-Zellen in Gegenwart von FIP kokultiviert. In Bild 6-16 (A) ist der Phanotyp der
verwendeten MoDC-Kulturen drel Tage nach Infektion mit ED-B (MOI 0,1) bzw. mit Mock
mit/ohne Zugabe von LPS dargestellt. Sowohl die LPS-aktivierten als auch die ED-B-infi-
zierten MoDC zeigten verglichen mit den Mock-infizierten MoDC einen aktivierten Oberfl&
chenphénotyp, wobei ca. 70 % der ED-B-infizierten MoDC MV-H auf ihrer Oberflache ex-
primierten.

Nach funf Tagen wurden die Kokulturen geerntet, die Zellen mit Antikdrpern gegen CD3,
CD25, CD69, HLA-DR, MV-H und MV-N geféarbt und in einem FACS-Gerdt gemessen. In
Bild 6-16 (B) ist der Anteil an Antigen-positiven Zellen innerhalb der morphologisch intak-
ten CD3" Zellpopulation angegeben. Die kokultivierten T-Zellen zeigten im Vergleich zu den
T-Zellen ohne MoDC-Zugabe alle einen gewissen Grad an Aktivierung. Die durch LPS-
MoDC aktivierten T-Zellen wiesen einen deutlichen Anteil an Zellen auf, die CD25, HLA—
DR und CD69 exprimierten (20%, 22% und 20%). Gleiches gilt fur T-Zellen nach Kultur mit
Mock-MoDC. Allerdings exprimierten unter diesen Bedingungen weniger Zellen CD25 (7%
CD25", 16% HLA-DR" und 22% CD69"). Mit ED-B-infizierten MoDC kultivierte T-Zellen
zeigten eine verstérkte CD69-Expression (31% CD69"), sowie eine hohe HLA-DR- (21%
positive MoDC) und eine erhbhte CD25-Expression (11% positive MoDC). Von den CD3"
Zellen waren 56% positiv fir MV-H, alerdings nur 13% der Zellen positiv fir MV-N. Wiein
Bild 6-17 zu sehen it, bilden nur die T-Zellen Blasten aus, sind also aktiviert und beginnen
zu proliferieren, die mit Mock-infizierten oder mit LPS-aktivierten MoDC kokultiviert wor-
den waren. Insgesamt scheinen die T-Zellen nach Kokultur mit ED-B-infizierten MoDC einen
intermediaren Aktivierungszustand zu besitzen (HLA-DR*, CD25"°, CD69"), ohne Anzeichen
einer Proliferation (kaum Blastenbildung) oder einer starken Infektion (ca. 13% (abzlglich
der Hintergrundfarbung nur ca. 10%) exprimieren MV-N).
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Bild 6-16 Aktivierungszustand von allogenen T-Zellen nach funftagiger Kokultur mit MoDC infiziert mit
Mock- oder mit ED-B-Préparationen (MOI 0,1) oder aktiviert mit LPS

(A) Unreife MoDC wurden Mock- oder ED-B-infiziert (MOI 0,1) und anschlieRend drei Tage kultiviert. Ein Teil der
Mock-infizierten MoDC wurde mit LPS (100 ng/ml) aktiviert. Zur Uberpriifung des MoDC-Aktivierungszustands
und der Infektion wurde ein Teil der MoDC fir eine nachfolgende FACS-Analyse mit mAk geféarbt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil an positiven Zellen innerhalb der morphologisch intakten Zellpopulation. (B) Drei Tage p.i.
wurden die MoDC in einem Verhaltnis von 1:20 mit allogenen T-Zellen in 48-Loch-Zellkulturplatten in Gegenwart
von FIP (200 uM) kokultiviert. Nach funf Tagen wurden die Zellen geerntet und mit mAk gegen CD3, CD25,
CD69, HLA-DR, MV-N und MV-H gefarbt. Angegeben ist der Anteil an positiven Zellen in Prozent innerhalb der
CD3"-Population.
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nur allogene T-Zellen Mock-MoDC

D 4340 72

Bild 6-17 Allogene T-Zellen bilden nach Kokultur mit Mock- oder mit LPS-aktivierten MoDC, nicht aber
nach Kokultur mit ED-B-infizierten MoDC Blasten aus

Unreife MoDC wurden mit ED-B MOI 0,1 infiziert und in Kultur genommen. Mock-infizierte MoDC, die ohne/mit
LPS kultiviert wurden, dienten als Kontrollen. Drei Tage p.i. wurden die Zellen geerntet und mit allogenen T-Zellen
im Verhaltnis 1:20 kokultiviert. Nach finf Tagen wurden die Kulturen geerntet und die Blastenbildung bestimmt.
Der Rahmen in den morphologischen Darstellungen enthélt die T-Zellblasten. Angegeben ist der prozentuale
Anteil an Blasten innerhalb der CD3"-Zellpopulation (Mittelwert aus zehn Messungen + SD).

6.3.6 MV-infizierte MoDC induzieren Kkeinen proliferationsinhibitorischen
Phéanotyp in nicht-infizierten MoDC

Moglicherweise produzieren MoDC in Folge einer Infektion mit MV einen oder mehrere
Faktoren, die einen MoDC-Phanotyp induzieren konnten, der inhibitorisch auf die Prolifera-
tion allogener T-Zellen in einer MLR wirkt. Um diese Mdglichkeit zu Gberprifen, wurde als
Quelle fir MoDC das bereits unter 5.4.5 und 6.2.6 beschriebene Zweikammersystem verwen-
det. Unreife MoDC unter Einflul® von konditioniertem Medium Mock-infizierter, LPS-akti-
vierter oder ED-B (MOI 0,1)-infizierter MoDC wurden drei Tage p.i. aus der unteren Kam-
mer geerntet. Eine Infektion der MoDC aus der unteren Kammer mit ED-B konnte durch eine
MV -H-Farbung ausgeschlossen werden (nicht gezeigt, siehe auch Bild 6-11). Die MoDC
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wurden in einer Standard-MLR mit allogenen T-Zellen funf Tage kokultiviert, wobel wahrend
der letzten 16 h [Methyl-*H]-Thymidin zugegeben wurde. In Bild 6-18 ist der Einbau an
Thymidin in die DNS der T-Z€llen as Stimulationsindex dargestellt. Die stérkste T-Zellproli-
feration gemessen am Thymidineinbau konnten MoDC induzieren, die unter Einflul3 von
LPS-aktivierten MoDC standen. Die beiden anderen MoDC-Populationen (Einflu3 von
Mock-infizierten MoDC oder Einflul3 von ED-B-infizierten MoDC) zeigten eine sehr &hnli-
che T-Zellstimulationskapazitét. Moglicherweise reichten die Mengen an Relfungsfaktoren
nicht aus (IFN-o/f3, TNF-a. und vermutlich weitere Zytokine) , die wahrend einer ED-B-In-
fektion von den infizierten MoDC gebildeten wurden, dal3 ein Aktivierungszustand der nicht-
infizierten MoDC erreicht wurde, der dem dhnlich war, der durch den Uberstand LPS-akti-
vierter MoDC induziert wurde (siehe Bild 6-11). Auf jeden Fall entwickelten die MoDC
durch Inkubation mit dem Uberstand der ED-B-infizierten MoDC einen Phanotyp, der die
T-Zellproliferation nicht inhibierte.
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Bild 6-18 Unter dem Einflul3 infizierter MoDC kultivierte MoDC entwickeln keinen T-Zellproliferations-
inhibitorischen Phéanotyp und sind in einer MLR aktiv

Unreife MoDC wurden in einem Zweikammersystem unter dem Einflu? von Mock-infizierten, LPS-aktivierten oder
ED-B (MOI 0,1)-MoDC drei Tage kultiviert. AnschlieRend wurden die MoDC aus dem unteren Kompartiment des
Zweikammerzellkultursystems geerntet, anhand einer MV-H-spezifischen FACS-Farbung eine Infektion mit ED-B
ausgeschlossen und die Zellen in einer Standard-MLR mit allogenen T-Zellen eingesetzt. Angegeben ist der Ein-
bau radioaktiv-markierten Thymidins Uber die letzten 16 h einer finftagigen Kokultur als Stimulationsindex. Die
Standardabweichung betrug unter 10 % und ist nicht angegeben.



6 Ergebnisse 6-29

6.3.7 Zugabe von IL-12 kann Hemmung der MLR durch ED-B-infizierte MoDC
nicht aufheben

Aufgrund der immunostimulatorischen Eigenschaften von 1L-12 und aufgrund von Beob-
achtungen, dal3 ED-B-kontaktierte Monozyten und PBMC bzw. ED-B-infizierte MoDC (Karp
et al., 1996; zusammengefaldt in Gately et al., 1998) und Bild 6-13, Tabelle 6-1 und Tabelle
6-2) keine oder nur eine deutlich reduzierte 1L-12-Produktion zeigen, wurde vermutet, dal3
das Fehlen von bioaktivem IL-12 eine Rolle in der MV-induzierten allgemeinen Immun-
suppression spielt und mitverantwortlich ist fir das Ausbleiben einer T-Zellproliferation, z.B.
in einer MLR. Dies wirde der durch RLV induzierten Immunsuppression gleichen (Kelleher
et al., 1999; Williams et al., 1998).

In einer Standard-MLR wurde Uberprtft, ob durch Zugabe von rekombinantem humanen
IL-12 eine Hemmung der T-Zdlproliferation mit ED-B-infizierten MoDC ausblieb. Die ver-
wendeten ED-B-infizierten MoDC exprimierten zwel Tage p.i. zu 34 % MV-H. Bild 6-19
zeigt, dald die Zugabe von IL-12 zu einer MLR die Hemmung der T-Zellproliferation durch
ED-B-infizierte MoDC nicht aufheben konnte. Das zugegebene IL-12 war bioaktiv, da die
Thymidineinbaurate von IL-12-aktivierten T-Zellen gegentiber T-Zellen ohne IL-12 gesteigert
war (T-Zellen ohne IL-12 1306,4+213,5 CpM gegenuber T-Zellen mit IL-12 2497,2+242,6
CpM). Vorinkubation der MoDC mit IL-12 (ohne, 10 ng/ml oder 100 ng/ml) mit anschlief3en-
der Zugabe von IL-12 (ohne, 10 ng/ml oder 100 ng/ml) in die MLR konnte die Hemmung der
T-Zdlproliferation durch MV-infizierte MoDC ebenfalls nicht aufheben (nicht gezeigt).
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Bild 6-19 Eine Zugabe von IL-12 zu einer Standard-MLR mit ED-B-infizierten MoDC fuhrt nicht zu einer
Aufhebung der Hemmung der T-Zellproliferation

Unreife MoDC wurden mit Mock oder mit ED-B (MOI 0,1) infiziert, ein Teil der Mock-infizierten MoDC mit LPS (0,1
pg/ml) aktiviert und zwei Tage p.i. mit allogenen T-Zellen in einer Standard-MLR kokultiviert. Zu einem Teil der
Absétze wurde rekombinantes humanes IL-12 zugegeben (10 ng/ml). Dargestellt ist der Thymidineinbau als Sti-
mulationsindex. Die Standardabweichung betrug unter 10 % und ist nicht angegeben.
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6.3.8 Kinetik der T-Zellproliferationsinhibition in der MLR

Um die Inhibition einer MLR durch MV-infizierte MoDC néher zu charakterisieren, wur-
den die MLR-Bedingungen verdndert. Als APC in einer allogenen MLR dienten ED-B-infi-
zierte MoDC (MOI 0,1 48 h-Infektion, 33 % MV-H* MoDC), wobei die Kokultur nach 2 h,
24 h, 72 h, 120 h oder 168 h mit radioaktivem Thymidin markiert wurde. Parallel dazu wur-
den unreife MoDC mit ED-B (MOI 0,1) infiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i.
geerntet. Nach Bestimmung des Antells infizierter Zellen (MV-H-Expression 6 h p.i. 3,5 %,
24 h p.i. 55 % und 48 h p.i. 26,2%) wurden die MoDC in Gegenwart von FIP in einer Stan-
dard-MLR mit allogenen T-Zellen kokultiviert.

In Bild 6-20 (A) ist dargestellt, dal3 eine Hemmung der MLR bereits nach 24 h Kokultur
mit den infizierten MoDC im Vergleich zu den nicht-infizierten MoDC zu beobachten war.
Diese Hemmung der MLR wurde nach 72 h Kokultur sehr deutlich und blieb tber den beob-
achteten Zeitraum von 168 h Kokultur bestehen. Entsprechend den in Bild 6-20 (B) zusam-
mengefaldten Daten tritt eine Hemmung der MLR bereits bel einer Infektion von 5 % der
MoDC auf, eine deutliche MLR-Hemmung wurde beobachtet, wenn ca. ein Viertel der einge-
setzten MoDC das MV-Hamagglutinin auf ihrer Oberflache exprimieren.

6.3.9 UV-inaktiviertes ED-B hemmt eine allogene MLR

Moglicherweise war fur die hemmende Wirkung von MV in einer MLR eine Replikation
des Virus nicht notwendig. Oberflachenstrukturen, wie die MV-Glykoproteine, schienen aus-
zureichen, um diesen Effekt hervorzurufen. Daher sollte es moglich sein, die T-Zelprolifera-
tion auch in Abwesenheit einer Infektion der MoDC alleine durch Zugabe von Replikations-
inkompetentem ED-B zu hemmen. Nach UV-Inaktivierung der Viruspraparation (1,5 Jcm?)
wurden nicht-infizierte, mit LPS aktivierte MoDC in einer allogenen MLR mit und ohne Zu-
gabe von UV-inaktiviertem Virus (entsprechend einer MOI 1,0) eingesetzt. Wie in Bild 6-20
(C) zu erkennen ist, reichte die Zugabe des Replikations-inkompetenten ED-B aus, um eine
MLR vollstandig zu hemmen.

6.3.10 Eine MLR ist gehemmt, wenn als APC mit Viren infizierte MoDC
verwendet werden, die die MV-Glykoproteine exprimieren

Unter Einsatz reverser Genetik wurden ein molekularer Klon des MV-Vakzinestamms
ED-B, Edtag, sowie auf diesem molekularen Klon basierende rekombinante MV konstruiert
(Bild 4-1 und 5.2). Das rekombinante MV MG/FV exprimiert anstelle der beiden MV
Glykoproteine als Hullprotein ein Hybridprotein aus der zytoplasmatischen Domane des MV
Fusionsproteins und der Transmembran- und extrazelluldren Doméane des VSV
Glykoproteins. Im rekombinanten MGV sind die beiden MV-Glykoprotein-ORFs vollstandig
durch einen VSV-G ORF ersetzt. Unter Verwendung dieser rekombinanten Viren konnte
gezeigt werden, da3 fur die in der MLR zu beobachtende Hemmung der T-Zell-
proliferationsinduktion die Anwesenheit der extrazelluléren Doménen der MV-Glykoproteine
notwendig war.
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Bild 6-20 Die Induktion einer T-Zellproliferation in einer MLR ist bereits nach 24 h, spatestens aber nach
72 h Kokultur deutlich gehemmt und ist abhangig von der Anzahl MV-H-exprimierender MoDC in der allo-
genen Kokultur — zudem kann eine MLR auch durch Zugabe UV-inaktivierten Virus véllig gehemmt wer-
den

(A) Unreife MoDC wurden mit Mock oder mit ED-B (MOI 0,1) infiziert, nach 48 h geerntet und das Ausmal der
Infektion 48 h p.i mittels einer gegen das Hamagglutinin gerichteten Oberflachenfarbung bestimmt (33% MV-H"
MoDC). Die MoDC wurden in Gegenwart von FIP (200 uM) mit allogenen T-Zellen kokultiviert und die Anséatze zu
den angegebenen Zeitpunkten mit [Methyl-3H]-Thymidin fur 16 h markiert. Der Thymidineinbau ist als Stimulati-
onsindextStandardabweichung angegeben. (B) Unreife MoDC wurden mit Mock oder mit ED-B (MOI 0,1) infiziert
und zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. geerntet, gegen MV-H gefarbt und mit T-Zellen in einer allogenen MLR in
Gegenwart von FIP kokultiviert. Der Thymidineinbau ist als relative Proliferation der durch Mock-infizierte MoDC
induzierten T-Zellproliferation (entspricht 100 %) angegeben. (C) LPS-aktivierte MoDC wurden in einer allogenen
MLR mit oder ohne Zusatz von UV-inaktiviertem ED-B (entsprechend einer MOI von 1,0) mit T-Zellen kokultiviert
und der Thymidineinbau nach funf Tagen bestimmt.
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In Bild 6-21 (A) erkennt man, da3 mit MG/FV infizierte MoDC eine MLR ahnlich gut wie
LPS-aktivierte, Mock-infizierte MoDC induzieren konnten, obwohl 31 % der MoDC das Hy-
bridprotein exprimierten. Im Vergleich dazu war die MLR in Gegenwart ED-B-infizierter
MoDC (31 % MV-H") nahezu vollstandig gehemmt. Ein dhnliches Bild ergab sich, wenn
MGV-infizierte MoDC eingesetzt wurden (Bild 6-21 (B)). Der molekulare Klon von ED-B,
Edtag, induzierte nach Infektion der MoDC ebenfalls eine klare Hemmung der T-Zellprolife-
rationsinduktion. MGV -infizierte MoDC verhielten sich hingegen in der MLR stimulatorisch
ahnlich gut wie Mock-infizierte MoDC.

6.3.11 ED-B-infizierte MoDC koénnen in trans eine PHA-stimulierte
T-Zellproliferation hemmen, aber nicht MG/FV-infizierte MoDC

Die Gegenwart der MV-Glykoproteine (als UV-inaktiviertes Virus oder deren Expression
auf infizierten MoDC) war anscheinend ausreichend, um eine MLR-Induktion zu hemmen.
Um zu testen, ob diese Wirkung dominant war, d.h., ob sie durch andere die T-Zellen aktivie-
rende Behandlungen aufgehoben werden kann oder diese ebenfalls unterdriickt, wurden allo-
gene und autologe T-Zellen mit MoDC nach einer Mock-Infektion, nach einer Mock-Infek-
tion und anschlieffender LPS-Aktivierung oder nach einer Infektion mit ED-B (MOI 0,1) oder
mit MG/FV (MOI 0,2) in einem Verhaltnis von 4:1 kokultiviert. Etwa 37 % der ED-B- infi-
Zierten MoDC exprimierten MV-H bzw. 41 % der MG/FV-infizierten das VSV-G/MV-F-
Fusionsprotein. Wie in Bild 6-21 (C) zu erkennen ist, konnten die ED-B-infizierten MoDC
die PHA-stimulierte T-Z€lproliferation deutlich hemmen. Hingegen zeigte die Kokultivie-
rung mit MG/FV-infizierten MoDC keinen hemmenden, sondern eher einen stimulierenden
Effekt, ahnlich dem, der nach Zugabe LPS-aktivierter MoDC zu beobachten war. Mit autolo-
gen T-Zellen wurden anal oge Ergebnisse erhalten (nicht gezeigt).

6.3.12 MV-infizierte MoDC hemmen ebenfalls eine SEA-induzierte
T-Zellproliferation

LPS-ausgereifte MoDC wurden mit SEA beladen und mit autologen T-Zellen kokultiviert.
Die durch die MoDC stimulierte Proliferation autologer T-Zellen, die durch ,,Panning* gegen
HLA-DR von aktivierten T-Zellen und verbliebenen APCs depletiert worden waren (5.1.7),
konnte durch Zugabe von Mitomycin C-inaktivierten BJAB bei geringeren DC-Zahlen leicht
gesteigert werden (Bild 6-22 A.). Hingegen fuhrte die Zugabe von BJAB-Z€llen, die persis-
tent mit ED-B infiziert sind, zu einer klaren Reduktion der SEA-induzierten T-Zellprolifera
tion. Eine stdrkere Hemmung der T-Zellprolifeartion konnte durch Zugabe von persistent mit
WTF infizierten BJAB-Zellen induziert werden. Eine Infektion der MoDC oder der T-Zellen
konnte ausgeschlossen werden, da der Test in Gegenwart von FIP durchgefthrt wurde und
persistent infizierte BJAB kaum infektioses Virus freisetzen (Weidmann, 2000b). Die Prolife-
ration der T-Zellen wurde (iber den Einbau an [*H]-Thymidin bestimmit.
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Bild 6—21 MV-infizierte MoDC hemmen sowohl die Induktion einer MLR als auch eine PHA-stimulierte T—
Zellproliferation, wenn sie die MV-Glykoproteine exprimieren

(A) Unreife MoDC wurden mit ED-B (MOI 0,1) oder mit MG/FV (MOI 0,2) infiziert, zwei Tage p.i. gegen MV-H
bzw. gegen die extrazellulare Doméane des VSV-G-Proteins geféarbt und der Anteil an infizierten Zellen im FACS
bestimmt (31 % ED-B- und 31 % MG/FV-infizierte MoDC). Die Zellen wurden zusammen mit Mock-infizierten,
LPS-aktivierten MoDC in einer allogenen MLR in Gegenwart von FIP (200 uM) eingesetzt und die T-Zellprolifera-
tion tGiber den Einbau von Tritium-markiertem Thymidin bestimmt. (B) Ansatz wie in (A) nur unter Verwendung von
Edtag- (MOI 0,1) und MGV-infizierter MoDC (MOI 0,2). (C) Allogene T-Zellen wurden in Gegenwart von PHA
(2,5 pg/ml) und FIP (200 pM) mit Mock-infizierten MoDC, mit Mock-infizierten, LPS-aktivierten MoDC oder mit
infizierten MoDC (ED-B MOI 0,1 oder MG/FV MOI 0,2) in einem Verhaltnis von 4:1 kokultiviert und der
Thymidineinbau nach 72 h bestimmt.

Nach Ausreifung mit LPS, um eine gleichférmige Expression an MHC Klasse 11-Mol ekii-
len auf alen Zellen zu gewdhrleisten, wurden die Zellen mit ED-B unterschiedlicher MOI
infiziert bzw. mit Mock inkubiert und zwei Tage p.i. in Gegenwart von FIP mit autologen
T-Zellen kokultiviert. Durch die infizierten MoDC konnte die Proliferation der T-Zellen um
bis zu 20 % gemessen am Kontrollwert der Mock-infizierten MoDC-Kokulturen reduziert
werden (Bild 622 B.).
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Bild 6-22 MV-infizierte BJAB oder MoDC kdnnen das AusmaR der Proliferation SEA-stimulierter T-Zellen
hemmen

(A) Analog einer Standard-MLR wurden SEA-beladene MoDC in absteigenden Zellzahlen mit 50.000 autologen
nicht-aktivierten T-Zellen kokultiviert. Nach drei Tagen wurde die Kultur mit [3H]-Thymidin markiert und der Einbau
nach 16 h bestimmt. 50.000 Mitomycin-C-inaktivierte BJAB-Zellinien, nicht infiziert oder persistent infiziert mit ED-
B oder WTF, wurden in Gegenwart von 200 uM FIP zu den Kulturen gegeben. (B) Mit ED-B-infizierte oder Mock-
infizierte MoDC wurden mit 50.000 autologen T-Zellen kokultiviert. Die SEA-abhangige Proliferation der T-Zellen
wurde nach drei Tagen durch eine 16 h-Markierung mit [3H]-Thymidin bestimmt. Zu den Kulturen wurde 200 uM
FIPgegeben.
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Akute Masern werden von einer generellen Immunsuppression begleitet, die sich dadurch
auszeichnet, daid v.a. die zellulére T-Zell-vermittelte Immunantwort ausbleibt (von Pirquet,
1908; Tamashiro et al., 1987; Greenstein und McFarland, 1983; Fulginiti und Arthur, 1969;
Arneborn and Biberfeld, 1983; Hirsch et al.,1984; Wedley et al., 1978). Die Patienten werden
gegentiber Superinfektionen sehr empfanglich, was den Verlauf und Ausgang einer MV-In-
fektion komplizieren kann, in einigen Fallen mit fatalen Konsequenzen fir den Patienten. Fur
das Ausbleiben einer zelluldren Immunantwort gegentiber Superinfektionen wird unter ande-
rem ein durch das MV induziertes Zytokinungleichgewicht verantwortlich gemacht, so dal3
statt Tyl- préferentiell Ty2-Immunantworten ausgelost werden (Griffin und Ward, 1993;
Karp et al., 1996). Das ex vivo und in vitro zu beobachtende Ausbleiben der Aktivierung einer
priméren T-Zellantwort oder einer Gedéachtniszellantwort wird durch Mechanismen erklart,
die sowohl infizierte as auch nicht-infizierte T-Zellen betreffen und in diesen eine
Proliferationsblockade induzieren (Yanagi et al., 1992; Schlender et al., 1997; Schnorr et al.,
1997a; Engelking et al., 1999; Weidmann et al., 2000b). Eine natlrliche MV-Infektion
verlauft Uber Infektion der Epithelien der unteren Atemwege und breitet sich Uber lokale
Lymphknoten systemisch aus (Riley et al., 1978; Ruckle und Rogers, 1957). Innerhalb der
Lungenepithelien bilden DC ein Netzwerk, dessen Zellen schnell auf Entziindungszeichen
reagieren und mobilisiert werden. Die DC wandern in die lokalen, Mukosa-assoziierten
Lymphknoten ein und sind dort in den T-Zell-reichen Gebieten zu finden (Holt et al., 1988;
Holt et al., 1989; McWilliams et al., 1994; Xia et al., 1995; Vermaelen et al., 2001). In in
vivo-Modellen konnte eine Interaktion oder Infektion von DC-Populationen bislang nicht
gezeigt werden (McChesney et al., 1997; Zhu et al., 1997; Rosic-Brkic et al., 2001), dennoch
konnte MV bereits zu einem frihen Zeitpunkt mit den DC in der Lunge in Kontakt kommen
und diese infizieren. Als herausragende APC, die sowohl primére T-Zellantworten und deren
Polarisierung kontrolliert als auch sekundéare Immunantworten ausldsen kann, kénnte eine
Infektion der DC durch das MV mit diesen Funktionen interferieren und zu den beobachteten
Immunstérungen in MV-infizierten Patienten fuhren.

Unter in vitro-Bedingungen konnte bereits durch Schnorr und Mitarbeiter gezeigt werden,
dal? humane DC aus dem peripheren Blut sowohl mit Vakzine- als auch mit Wildtypviren
infizierbar sind (Schnorr et al., 1997b). Verglichen mit den DC aus dem peripheren Blut, die
eine Mischpopulation aus lymphoiden und myeloiden reifen und unreifen DC darstellen, bil-
den die in der vorliegenden Arbeit verwendeten, aus Monozyten in vitro generierten MoDC
eine homogene und klar definierte Population, die unreifen, myeloiden DC entspricht (Bild 5—
2). Die MoDC sind mit alen eingesetzten MV-Stammen infizierbar (Bild 6-6). Durch die
Infektion bildet sich der fur MV typische CPE mit Riesenzellbildung (Bild 6-1). Bereits
Schnorr et al. beschrieben, dal3 PB-DC durch den Wildtypstamm WTF mit einer schnelleren
Kinetik infiziert werden as mit ED-B, einem Vakzinestamm (Schnorr et al., 1997b). Diese
Beobachtung konnte in dieser Arbeit auf MoDC ausgedehnt werden. WTF infiziert MoDC
schneller als ED-B (Bild 6-4, Bild 6-5), zudem produzieren MoDC nach WTF-Infektion
mehr Virus als nach ED-B-Infektion (Bild 6—2). MoDC produzieren ca. das Funffache an in-
fektibssem WTF as an ED-B unter vergleichbaren Bedingungen, wobei das Virus v.a. Zéll-
assoziiert vorliegt. Dennoch ist die Virusreplikation in den MoDC nicht effizient, sondern



7 Diskussion 7-2

bleibt mit 1.570 TCIDsy/ml im Falle von WTF bzw. 316 TCIDsy/ml von ED-B deutlich unter
der zur Infektion eingesetzten Virusmenge (25.000 TCIDso/ml).

Diese Befunde werden durch die Arbeiten anderer Gruppen bestétigt (Fugier-Vivier et al.,
1997; Servet-Delprat et al., 2000a). Auch hier erfolgt nur eine méafdige Replikation der MV-
Stdmme in den MoDC, die kaum die zur Infektion der Zellen eingesetzten Virusmengen er-
reicht. Allerdings kann durch Stimulation mit CD40L-transfizierten Fibroblasten oder alter-
nativ durch Kokultur mit voraktivierten, CD40L-exprimierenden T-Zellen die produzierte
Virusmenge um das Sieben- (Fugier-Vivier et al., 1997) bis Funfundzwanzigfache gesteigert
werden (Servet-Delprat et al., 2000a). Dies steht im Widerspruch zu den Daten mit LPS-akti-
vierten MoDC. Nach LPS-Stimulation produzieren die infizierten MoDC sowohl nach WTF-
als auch nach ED-B-Infektion kaum detektierbare Virusmengen (Bild 6-2). Mdglicherweise
werden durch die beiden unterschiedlichen Aktivierungssignale auch unterschiedliche Akti-
vierungszustéande in den MoDC induziert, die sich hemmend (LPS) oder foérderlich (CD40L)
auf die Virusreplikation in den MoDC auswirken.

Neben WTF wurden die weiteren Wildtypviren TC5679 und Chicago-1 eingesetzt.
TC5679 wurde wie WTF Uber die Zellinie BJAB propagiert. Chicago-1 wurde durch Passage
Uber Verozellen analog zu den Vakzinestammen ED-B, ED-Zagreb, Schwarz, Moraten und
AIK-C kultiviert (siehe 5.2). Die schnellsten Infektionskinetiken zeigen die Gber BJAB pro-
pagierten Wildtypviren WTF und TC5679. Dies wird auch dadurch deutlich, dal3 zwel Tage
p.i. keine Zellen in Kultur mehr intakt, sondern entweder abgestorben oder zu Riesenzellen
fusioniert waren (Bild 6-6). Der Wildtypstamm Chicago-1 zeigt eine Infektionskinetik &hn-
lich den Vakzinestdmmen ED-B, ED-Zagreb und AIK-C. Am langsamsten infizieren die bei-
den Vakzinestdmme Schwarz und Moraten die MoDC (Bild 6-6). Der unterschiedliche
MoDC-Tropismus zwischen Wildtyp- und Vakzineviren wird wahrscheinlich durch das H&
magglutinin bestimmt. Ohgimoto und Kollegen konnten zeigen, dal3 unter Verwendung mole-
kularer Klone basierend auf ED-tag (Bild 4-1) die rekombinanten Viren am besten MoDC
infizieren kdnnen, die statt des H-Proteins von ED-B das von WTF exprimierten (Ohgimoto
et al., 2001). Dies steht moglicherweise in Zusammenhang mit einer veranderten Rezeptor-
nutzung. Es konnte gezeigt werden, dal3 WTF eine Adaption durchlauft, wenn es tber Vero-
zellen passagiert wird, die zu einer verstérkten Nutzung von CD46 as Rezeptor fuhrt (Bartz
et al., 1998). Da CD150 der generelle Wildtypvirusrezeptor ist (Tatsuo et al., 2000; Hsu et al.,
2001; Erlenhofer et al., 2001), mufdte z.B. Chicago-1 einen Rezeptorwechsel nach Passage
Uber Verozellen erfahren haben und statt CD150 nun CD46 auf den DC verwenden. Ob fur
die beobachteten Unterschiede auf MoDC tatséchlich ausschliefdlich die MV-Glykoproteine
verantwortlich sind, missen weiterfihrende Experimente zeigen. Méglicherweise verringert
sich durch einen Rezeptorwechsel von CD150 auf CD46 die Geschwindigkeit der Virusauf-
nahme, was zu langsameren Infektionskinetiken fihren kdnnte. Auch ist eine Rolle weiterer
Virusproteine in der Kontrolle der Replikation nicht auszuschlief3en. So konnten Escoffier et
al., 1999 zeigen dal? das C-Protein von ED-B fir eine effiziente Replikation in PBMC von
Bedeutung ist, allerdings keine Rolle bei der Replikation in Zellinien spielt (Radecke und
Billeter, 1996). In vivo-Daten zeigen, dal3 das Fehlen des C-Proteins zu einem milden Krank-
heitsverlauf fuhrt (Patterson et al., 2000). Zudem scheint das V-Protein in vivo Uber Regula-
tion der RNS-Transkription und Replikation die Ausbreitung im Gewebe (Tober et al., 1998)
und die Pathogenitét zu steuern (Patterson et al., 2000). Zudem konnten Takeda et al., 1998
zeigen, dal3 Mutationen in den Polymerasegenen (L- und P-Proteine) und im akzessorischen
Gen fur das C/V-Protein mit einer Abnahme der Replikation von MV in Zellkultur verant-
wortlich ist.
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Aufgrund der zu beobachtenden Riesenzellbildung nach Infektion mit MV wurde die Via-
bilitét der infizierten MoDC mittels quantitativer Durchfluf3zytometrie bestimmt (5.5.4). In-
nerhalb von zwei Tagen p.i. fuhrt ED-B zu einer Zellzahlabnahme auf 46+2 % des Aus-
gangswertes (Bild 6-3 A.). Eine Aktivierung der MoDC durch MKM fuhrt ebenfalls zur Ab-
nahme der Viabilitét der Zellen (69+2 %). Dies deutet daraufhin, dal3 eine Ausreifung der
MoDC-Population, entweder durch Infektion oder durch MKM, an sich mit einer Abnahme
der Viabilitét der Zellen verbunden ist. Allerdings ist der Zellverlust in den infizierten Kultu-
ren deutlich grof3er. Zu @nlichen Ergebnissen kamen Studien anderer Gruppen. So beobach-
teten Grosjean und Mitarbeiter, daid aus CD34"-Vorlsuferzellen generierte DC nach Infektion
mit MV-Vakzine- oder -Wildtypstammen ebenfalls an Viabilitét verlieren und die Zellzahl
vier Tage p.i. auf ca. 50 % der Ausgangszellzahl sinkt (Grogean et al., 1997). Fugier-Vivier
und Kollegen zeigten, dal3 die Viabilitét der MoDC zwei bis drei Tage p.i. ebenfalls auf ca
50 % sinkt (Fugier-Vivier et al., 1997). Sowohl Grogean et al. als auch Fugier-Vivier et al.
wiesen nach, dal3 eine MV-Infektion einer DC-Population zu einer Zunahme der Apoptose
der MoDC fuhrt. Daher ist diein Bild 6-3 A. gezeigte Abnahme der Zellviabilitéat sehr wahr-
scheinlich ebenfalls auf eine Zunahme der Apoptose zuriickzufthren. Mdglicherweise erfolgt
die Apoptosezunahme aufgrund der Infektion an sich. Denkbar ist auch, dal3 durch den MV-
bedingten CPE die in Kultur bereits als Hintergrund vorliegende Apoptose verstarkt wird,
somit nicht direkt Folge der Infektion ist, wie dies auch fur HIV-infizierte Zellen gezeigt wer-
den konnte (Scheller und Jassoy, 2001). Was letztlich der Grund fur die in diesem System zu
beobachtende Zellzahlabnahme nach Infektion mit ED-B ist, mif3te durch geeignete Versuche
ermittelt werden.

Parallel zu der Abnahme der Viabilitét in den infizierten MoDC-Kulturen kann eine alge-
meine Aktivierung gemessen an der Aufregulation typischer DC-Aktivierungsmarker festge-
stellt werden (Bild 6-3 B.). Bild 64 zeigt, dal3 eine Infektion mit WTF eine stéarkere Ausrei-
fung der MoDC hervorruft as eine Infektion mit ED-B. Diese Beobachtung konnte auf den
Wildtypstamm TC5679 ausgedehnt werden. Verglichen mit den anderen Vakzinestdmmen
zeigten die beiden Wildtypen WTF und TC5679 die schnellste Induktion von CD83 und
CD86 (Bild 6-6). Auch hier konnten Befunde von PB-DC auf MoDC ausgedehnt werden
(Schnorr et al., 1997b). Schnorr und Kollegen zeigten, dal3d WTF zu einer schnelleren und
stérkeren Ausreifung der PB-DC filhrt verglichen mit ED-B-infizierten PB-DC. Dal3 eine
MV -Infektion zu einer DC-Ausreifung fuhrt, wird ebenfalls durch die Ergebnisse von Servet-
Delprat und Mitarbeitern bestétigt (Servet-Delprat et al., 2000a). Auch hier kdnnte ein Grund
fur die schnellere Ausreifung der MoDC nach Infektion mit WTF oder TC5679 der stérkere
DC-Tropismus der Wildtypviren fir MoDC verglichen mit Vakzineviren sein (Ohgimoto et
al., 2001).

Allgemein konnte in mehreren in vitro-Studien gezeigt werden, dal3 Infektionen zu einer
Ausreifung der verwendeten DC-Populationen fihren. So reifen MoDC nach Infektion mit
dem Dengue Virus aus (Ho et al., 2001), ebenso nach Infektion mit Adenoviren (Rea et al.,
1999), Canarypoxviren (Ignatius et al., 2000) oder Vacciniavirus (Saurwein-Teisd et al.,
1998). Im Falle von MV konnte gezeigt werden, dal3 das Mal3 der Aufregulation von Aktivie-
rungsmarkern zumindest teilweise von der eingesetzten MOI abhéngig ist und somit mit der
Zahl infizierter Zellen korreiert (Bild 6-5, Expressionsentwicklung von CD25 und CD80).
Zum Teil scheint allerdings die Aufregulation nicht mit der Zahl infizierter Zellen zu korrelie-
ren, sondern eine Folge der Infektion zu sein und indirekt vermittelt zu werden (Bild 6-5,
Expressionsentwicklung von CD86).

Neben der Zahl infizierter MoDC konnte auch die Zahl der durch das MV kontaktierten
MoDC fur das Ausmal} der Reifung der DC-Population bestimmend sein. Tatsachlich kann
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UV-inaktiviertes ED-B, wie in Bild 6-7 gezeigt, unabhangig von einer Infektion der MoDC,
aber abhangig von der inkubierten Virusmenge eine begrenzte MoDC-Aktivierung induzie-
ren. Als mdgliche Mechanismen kommen hier Rezeptor-vermittelte Signale in Frage, die zu
einer Aktivierung der MoDC fuhren. So konnten Milone und Fitzgerald-Bocarsly 1998 zei-
gen, dal3 PB-DC durch umhtllte RNS- oder DNS-Viren Uber den Mannoserezeptor aktiviert
werden konnen. Neben dem Mannoserezeptor werden auf DC weitere Mustererkennungsre-
zeptoren exprimiert, die sogenannten , Toll-like receptors®, TLR (Muzio et al., 2000; Visintin
et al., 2001). Zumindest fUr das Fusionsprotein des RSV konnte gezeigt werden, dal? es Uber
CD14 und TLR4 Monozyten aktivieren kann (Kurt-Jones et al., 2000). Ob und welche Re-
zeptoren an der Aktivierung der MoDC nach Inkubation mit UV-inaktiviertem MV beteiligt
sind, mussen weitergehende Versuche zeigen. Denkbar sind hier Studien mit neutralisieren-
den Antikorpern, die selektiv Rezeptoren auf den DC oder Strukturen auf den Virionen ab-
blocken.

Bereits Henderson und Kollegen sowie Ho und Kollegen konnten zeigen, dal3 DC pro-in-
flammatorische Zytokine nach einer Infektion produzieren (Henderson et al., 1997; Ho et al.,
2001). Diese Zytokine konnten auto- oder parakrin die Reifung der DC induzieren. Nach In-
fektion mit MV produzieren MoDC Typ I-Interferone (Bild 6-9, Bild 6-10) und TNF-a (Bild
6-12). Die Induktion der Typ I-Interferone wurde tber die Expression des IFN-induzierbaren
Proteins MxA bestimmt. So konnte gezeigt werden, dal3 als Reaktion auf UV-inaktiviertes
MV MxA und somit Typ I-Interferone nur transient induziert werden (Bild 6-7). Neben der
alleinigen Kontakt-vermittelten Induktion durch UV-inaktiviertes MV scheinen somit weitere
Signale fur eine anhaltende Expression von Typ I-Interferonen nétig zu sein. Mdglicherweise
werden nur durch replizierendes Virus grof3e Mengen Typ I-Interferon induziert. Durch die
Virusreplikation entsteht dsRNS, die verschiedene Signaltransduktionswege in der Zelle akti-
vieren kann (siehe zur Ubersicht Bild 7-1 und lordanov et al., 2000 und lordanov et al.,
2001). Cella und Kollegen konnten zeigen, dal’3 dsRNS ein sehr potentes Reifungssignal fir
MoDC darstellt, das zudem einen antiviralen Status in den Zellen induziert und sie vor dem
CPE durch Influenza A-Virus schitzt (Cella et al., 1999b). In diesem Zusammenhang miissen
vielleicht auch die in Bild 6-2 B. dargestellten Ergebnisse gesehen werden. Durch die Akti-
vierung mit LPS wird in den MoDC moglicherweise ein antiviraler Status induziert, der die
infizierten MoDC zwar nicht vor dem CPE durch MV schiitzt (Bild 6-1, Bild 6-3 A.), aber
die Virusreplikation und vor alem die Bildung infektiésen Virus verhindert. Ob hier aler-
dings Uber LPS-induzierte IFNs eine Rolle spielen bzw. ob tatséchlich der Zusammenbau und
die Freisetzung infektidsen Virus nach LPS-Stimulation gestort ist, missen nattrlich weiter-
gehende Experimente zeigen. Denkbar sind hier der Einsatz von Inhibitoren von Kinasen der
in Bild 7-1 dargestellten Signaltransduktionswege, um den Einfluld der dsRNS-induzierten
Signalwege in der Ausreifung der MoDC nach MV -Infektion zu untersuchen. Zudem mufite
die Rolle von MxA in diesem System untersucht werden, das durch LPS induziert wird und
dem bereits eine Rolle in der Eindammung der MV-Ausbreitung in humanen monozytéren
Zé€llinien (Schnorr et al., 1993) und in humanen Gliazellinien zugewiesen wurde (Schneider-
Schaulies et al., 1994). Mdglicherweise wird MV in APC generell schlecht repliziert, obwohl
sowohl eine Transkription als auch eine Trandation stattfindet, wobei dies vom Aktivierungs-
oder Differenzierungsstatus der APC abhéngen konnte (Helin et al., 1999).

Der Einflud der gebildeten Zytokine auf die MoDC-Ausreifung wurde in einem Zwei-
kammerzellkultursystem untersucht (5.4.5). Unreife MoDC werden durch den Uberstand der
infizierten MoDC aktiviert (Bild 6-11 A.). Sollten virale Glykoproteine ins Medium abgege-
ben werden und in Kontakt mit den nicht-infizierten MoDC gelangen, so wére die beobach-
tete MoDC-Ausreifung nicht virusspezifisch, da sowohl Uberstande ED-B- als auch MG/FV-
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infizierter MoDC wirksam sind. Wahrscheinlicher ist eine Reifung der DC aufgrund der Wir-
kung von Zytokinen, die von den infizierten MoDC produziert werden. Allerdings ist die
Ausreifung der nicht-infizierten MoDC, die mit den ED-B-infizierten MoDC kokultiviert
wurden, gegentiber den mit LPS-aktivierten MoDC leicht verzégert. Moglicherweise liegt
dies an einer effizienteren Ausreifung mit einhergehender stérkerer Zytokinproduktion durch
die LPS-aktivierten MoDC. Eine aternative Erklérung wére, dal3 das LPS den Filter passieren
und die nicht-infizierten MoDC Uber Wechselwirkung mit TLR4 ausreifen |&3t (Ardeshna et
al., 2000; siehe auch Bild 64 und Bild 6-6).

Virus Infektion
dsRNS \
e Signalweiterleitung,
'TR £ # Has Komponenten unbekannt
PKR-P 2°-5"A MKKK s NIK
eIF-2u¢ * ‘f"# H *
elF-2a-P RNaselL MKK4 MKK3 / MKKBE IKK-K om plex
| |
L ' ' § NF-kB: 1B
Translation / JNK p38 SAPK NF-KB : I-kBP
Mediatoren Transkriptionsfaktoren NF-kB

! b

IFN-Produktion .
Apoptose inflammatorische Reaktion sliuberiasen

Bild 7-1 Ubersichtsdarstellung der durch dsRNA aktivierten Signaltransduktionswege und die daraus
resultierenden Zellreaktionen (modifiziert nach lordanov et al., 2001 & lordanov et al., 2000)

Als Nebenprodukt einer viralen Infektion entsteht dsRNS, die wahrscheinlich zwei voneinander unabhéngige
Signalwege aktiviert. Der Giber PKR und 2°-5"OAS laufende Signalweg wirkt pro-apoptotisch, der liber Stresskina-
sen und NF-kB-Mobilisierung anti-apoptotisch und pro-inflammatorisch.

Durch Gabe neutralisierender Antikorper konnte gezeigt werden, dal3 Typ I-Interferone an
der Induktion von CD86 und von MXA beteiligt sind (Bild 6-11 B.). Dies bestétigt auch Er-
gebnisse von Luft und Kollegen, die zeigen konnten, dal3 IFN die Ausreifung von DC aus
CD34"-Vorlauferzellen und von LC ex vivo verstarkt (Luft et al., 1998). Zusitzlich wird die
Ausreifung von nicht-infizierten MoDC in Kulturen mit MV infizierten MoDC durch Arbei-
ten einer anderen Gruppe bestétigt (Servet-Delprat et al., 2000b). Allerdings wird in diesen
Arbeiten die Ausreifung der nicht-infizierten ,Bystander -MoDC Uber den Kontakt oder
durch die Aufnahme apoptotischer Zellfragmente MV-infizierter MoDC erklért. Eine Beteili-
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gung aktivierender Zytokine wurde nicht untersucht. Ob und in welchem Umfang apoptoti-
sche Zéellreste bei der MoDC-Ausreifung im hier verwendeten Zweikammersystem eine Rolle
spielen (Bild 5-3, Bild 6-11) muften weitergehende Versuche zeigen. Aufgrund der Aus-
schluRgrofe des Filtereinsatzes von 20 nm sollten apoptotische Zellreste oder vesikuldre
Zelltrimmer as Mediatoren einer DC-Aktivierung alerdings keine Rolle spielen (Mack et
al., 2001).

Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dal3 die MxA-Induktion durch LPS-akti-
vierte MoDC Typ I-Interferon-abhangig ist, die CD86-Induktion jedoch nicht. Moglicher-
weise werden durch LPS verschiedenste pro-inflammatorische Zytokine, u.a. auch IFN indu-
zZiert. Diese Zytokine wirken synergistisch und kénnen die Neutralisierung des IFN kompen-
sieren, so dal3 die CD86-Expression unbeeinflul3t ist, wahrend das Ausbleiben der strikt durch
IFN regulierten Expression des MxA nach Neutralisierung nicht kompensiert werden kann.
Um dies zu Uberprifen, mufdten Versuche mit neutralisierenden Antikorpern gerichtet gegen
TNF-a, IL-6 und IL-1o/ durchgefiihrt werden. Da die Neutralisierung des IFN keinen
Einflufd auf die Induktion anderer Reifungsmarker hat, kénnte so auch festgestellt werden, ob
und welchen individuellen Beitrag diese pro-inflammatorischen Zytokine in der Ausreifung
der nicht-infizierten MoDC durch den Uberstand infizierter MoDC leisten.

Fur die in Bild 6-6 zu findenden Variationen im Ausmal3 und in der Kinetik der Ausrei-
fung der infizierten MoDC-Kulturen abhangig vom verwendeten MV-Stamm kénnten meh-
rere Mechanismen verantwortlich sein. Neben der fir die beiden Wildtypviren WTF und
TC5679 bereits diskutierten unterschiedlichen Rezeptornutzung und der daraus resultierenden
schnelleren Infektionskinetik mit einhergehender schnellerer Ausreifung, induzieren die ein-
zelnen Stdmme nach Infektion der MoDC mdglicherweise unterschiedliche Mengen an pro-
inflammatorischen Zytokinen. Zumindest scheint ED-B im Vergleich mit WTF &hnliche
Mengen an IFN oder TNF-a zu induzieren (vgl. Bild 6-10 C. und Bild 6-12), so dal3 hier fur
den zu beobachtenden Unterschied in der Ausreifung der Kulturen der stérkere DC-Tropis-
mus der Wildtypviren aleine verantwortlich sein konnte. Die eng verwandten Virusstdmme
ED-B, ED-Zagreb und AIK-C weisen dhnliche Infektions- und Reifungskinetiken auf. Hinge-
gen unterscheiden sich die Stamme Moraten und Schwarz nicht nur in ihrer Infektionskinetik
von allen anderen Viren, sondern zeigen auch, gemessen an den Expressionsmustern der infi-
Zierten MoDC, andere Reifungskinetiken (Bild 6-6). Ihre Ausreifung gleicht der von Vakzi-
nestammen (Moraten) oder gar Wildtypstémmen (Schwarz). Da sie die MoDC langsamer
infizieren als Vakzine- oder Wildtypstamme, mifdten sie mindestens gleiche oder héhere
Mengen an aktivierenden Zytokinen sezernieren. Weiterfihrende Untersuchungen sollten
AufschliiRe Uber die durchschnittliche Zytokinproduktion von MoDC nach Infektion mit den
verschiedenen Virusstammen unter vergleichbaren Bedingungen erbringen.

Allgemein herrscht Unklarheit Gber die Fahigkeit von Wildtyp- oder Vakzineviren IFN in
vivo induzieren zu kénnen. So beschreiben Petralli et al. 1965 und Crespi et al., 1988, dal sie
IFN nach Vakzinierung bzw. direkt nach akuten Infektionen nachweisen kdnnen, hingegen
finden Shiozawa et al., 1988 und Tilles et al., 1987 keine Anzeichen von bioaktivem IFN im
Serum von MV -Erkrankten oder Vakzinierten. In vitro-Daten legen nahe, dal3 IFN sehr wonhl
durch MV induziert werden kann. Salonen et al. bemerkten die Sekretion von IFN-a. nach
Infektion PHA-stimulierter PBMC (Salonen et al., 1989), ebenso konnten in ELISPOT-As-
says IFN-produzierende Zellen aus PBMC nach MV-Kontakt identifiziert (Feldman et al.,
1994), sowie IFN-mRNS in Gliazellinien nach MV-Infektion nachgewiesen werden
(Schneider-Schaulies et al., 1993). In Gliazellen scheint zudem das IFN-p fur die MHC
Klasse I-Induktion verantwortlich zu sein (Dhib-Jalbut und Cowan, 1993). Andererseits
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konnten Naniche und Kollegen zeigen, dal3 Wildtypviren im Vergleich zu Vakzineviren nach
Infektion von PBMC kaum IFN induzieren (Naniche et al., 2000). Die zu beobachtenden
Unterschiede mdgen daraus resultieren, dal3 in vivo nach MV-Infektion oder -Vakzinierung
nicht notwendigerweise die Serumlevel, sondern besonders in infizierten Geweben oder
Kompartimenten die Konzentrationen an IFN deutlich ehdht sind. In vitro konnte die
Verwendung unterschiedlicher Zellinien und Viruspraparationen auch zu unterschiedlichen
Ergebnissen fihren. Naniche und Kollegen postulieren, dal3d MV-Isolate, die ausschliefdich
Uber PBMC oder die Zdlinie B95-8 propagiert wurden, eine IFN-Induktion unterdriicken und
nur geringe Mengen an IFN in infizierten PBMC induzieren. Diese Eigenschaft verlieren die
Isolate, wenn sie wiederholt wie Vakzinestdmme Uber Verozellen passagiert werden.
Verozellen, verglichen mit PBMC, produzieren aufgrund eines Defekts kein IFN als Reaktion
auf Virusinfektionen. Somit besteht kein Selektionsdruck, der die Amplifikation eines IFN-
unterdriickenden Virusphénotyps begiinstigen wirde. Die Uber Verozellen gezogenen MV
sollen demnach die Féhigkeit verlieren, die endogene IFN-Produktion der Wirtszellen zu
unterdrticken.

In Bild 6-10 wird dargestellt, dal3 neben ED-B auch WTF IFN nach Infektion von MoDC
induziert, gemessen an der MxA-Induktion durch Virus-freien Uberstand in der Indikatorzel-
linie BJAB. WTF kann als Wildtypvirus gelten, da es tber die B-Zellinie BJAB isoliert und
seitdem propagiert wurde. Dadurch behielt WTF seine Rezeptorspezifitdt und infiziert Zellen
Uber den Wildtyprezeptor CD150 (Erlenhdfer et al., 2001 und Bartz et al., 1998). Die von
Naniche et al. beschriebene deutlich geringere IFN-Induktion durch Wildtypviren kann mit
dem Wildtypvirus WTF nicht gezeigt werden. Mdglicherweise sind die Unterschiede in der
Art der Viruszucht zu suchen, einmal Zucht tUber PHA-aktivierte PBMC oder die B-Zellinie
B95-8 (Naniche et al., 2000), zum anderen die Zucht Uber die B-Zellinie BJAB (vorliegende
Arbeit). Dies scheint als Grund fir die zu beobachtenden Unterschiede wenig wahrscheinlich,
dadie fur die WTF-Propagation verwendete B-Zellinie BJAB der B-Zellinie B95-8 éhndlt (in
beiden Fallen wahrscheinlich Rezeptornutzung von CD150 und ein intaktes IFN-System vor-
handen). Eher sind die Ursachen fir die zu beobachtenden Unterschiede in der Infektion ver-
schiedener Zellpopulationen zu suchen. Um diese Unklarheit zu beseitigen, mufdten PHA-ak-
tivierte PBMC mit WTF infiziert und anschlief?end die Produktion an Typ I-IFN bestimmt
werden. Zumindest anhand der aktuellen Befunde mul3 festgehalten werden, dal3 ED-B- und
WTF-infizierte MoDC vergleichbare Mengen an IFN produzieren und in diesem Punkt keine
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Vakzineviren bestehen.

Trotz der Ausreifung der MV-infizierten MoDC, gemessen an der Aufregulation von DC-
typischen Aktivierungsmarkern, muf3 die Funktionalitét der infizierten MoDC Uberprift wer-
den. Zundchst wurde bestimmt, ob und unter welchen Bedingungen die MV-infizierten
MoDC IL-12 produzieren kénnen. IL-12 wird als bioaktives 1L-12p70, bestehend aus
IL-12p40 und IL-12p35, oder as uber die IL-12-Rezeptoren antagonistisch wirkendes
IL-12p40 (IL-12p40-Homodimer) sezerniert. 1L-12p70 gilt as ein Schliisselzytokin, das die
Polarisierung von naiven T-Zellen in Ty1-T-Zellen steuert (zusammengefaldt in Gately et al.,
1998). DC produzieren IL-12 als Reaktion auf mikrobielle Produkte oder Infektion mit
Bakterien oder Viren oder nach CD40-Ligation (Henderson et al., 1997; Cella et al., 1999b;
Celaet al., 1996). Die Aktivierung durch mikrobielle Produkte (LPS, SAC, dsRNS) kdnnte
in vivo in der Peripherie erfolgen, die Aktivierung Uber CD40 im Lymphgewebe wahrend des
Kontakts mit aktivierten T-Zellen. Bereits durch Schnorr et al., 1997b wurde eine leichte
Induktion der IL-12p70-Produktion durch PB-DC nach Infektion mit ED-B oder WTF und
einhergehender Stimulation mit LPS oder SAC beschrieben. Allerdings liefern diese Daten
keinen genauen Anhaltspunkt Uber den Einflu® einer MV-Infektion auf die IL-12-Produktion
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von DC, da es sich bei PB-DC um mindestens drei verschiedene DC-Populationen handelt
(Grabbe et al., 2000).

Die Regulation der IL-12-Produktion in MoDC ist sehr komplex. Ausgehend von CD14"-
Monozyten kénnen durch Wahl geeigneter Differenzierungsbedingungen DC-Populationen in
vitro generiert werden, die 1L-12p70 produzieren und somit eine Tyl-Polarisierung steuern
koénnen (Chang et al., 2000; Rissoan et al., 1999) oder die diese Fahigkeit verlieren und eine
Ty2-T-Zellpolarisierung unterstiitzen (Chang et al., 2000; Kalinski et al., 1998; Kalinski et
al., 2001). Zudem bendtigen in vitro-generierte MoDC eine Voraktivierung, die eine optimale
Induktion von IL-12p70 und einhergehend einer Ty1-T-Zellpolarisierung ermoglicht (Hilkens
et al., 1997). Dieser Stimulus mul3 wahrend der ersten Phase der DC-Aktivierung vorhanden
sein, ansonsten verlieren die ausgereiften MoDC die Fahigkeit auf 1L-12-induzierende Stimuli
reagieren zu konnen (Hilkens et al., 1997; Kalinski et al., 1999; Ebner et al., 2001). Somit
scheinen die in vitro definierten Bedingungen wahrend der MoDC-Generierung und anschlie-
enden Aktivierung eine in vivo-Infektionssituation nachzuahmen. Der Charakter der lokalen
Entziindungsreaktion (pro-inflammatorische Zytokine, bakterielle Produkte, inflammatorische
Mediatoren wie PGE; etc.) induziert die DC-Ausreifung und bestimmt die finale T-Zellpolari-
sierungskapazitét der reifen DC (zusammengefaldt in Lanzavecchia und Sallusto, 2001).

Der Nachwels der I1L-12-Produktion in MV-infizierten MoDC erfolgte mittels IL-12p40-
spezifischer intrazelluldrer FACS-Farbungen und 1L-12p40- bzw. 1L-12p70-spezifischer
ELISA. In den intrazellul&ren Farbungen zeigen die EDeGFP-infizierten MoDC unter alen
Stimul ationsbedingungen einen Riickgang an 1L-12p40" Zellen. Der Riickgang an 1L-12p40°-
Zéellen nach Inkubation mit UV-inaktiviertem EDeGFP (Tabelle 6-1, Bild 6-13) konnte auf-
grund einer Interaktion der viralen Hillproteine mit CD46 zustande kommen. Ein modulatori-
scher Effekt von CD46 auf die IL-12-Produktion wurde bereits bei Monozyten beschrieben,
der sich nur inhibitorisch (Karp et al., 1996) oder abhéangig vom Ligand aktivierend oder in-
hibitorisch auswirkt (Kurita-Taniguchi et al., 2000).

Mittels ELISA lassen sich differenziertere Aussagen Uber den Einfluld einer MV -Infektion
auf die IL-12-Produktion machen (Tabelle 6-2). So hat weder eine WTF- noch eine ED-B-
Infektion einen deutlichen Einflul3 auf die Produktion von IL-12p40 oder IL-12p70 nach
CD40-Stimulation. Dies scheint alerdings in Gegensatz zu Daten von Fugier-Vivier et al.,
1997 zu stehen, die eine klare Abnahme an 1L-12p70 im Uberstand MV-infizierter MoDC
nach CD40L-Stimulation beobachten. Allerdings sind diese Daten nicht direkt miteinander zu
vergleichen. Die von Fugier-Vivier et al., 1997 registrierte Abnahme an 1L-12p70 findet nicht
24h p.. statt, sondern wird erst drei Tage p.i. deutlich. Zu diesem Zeitpunkt registrieren
Fugier-Vivier und Kollegen allerdings auch eine starke Abnahme an vitalen DC, wie sie auch
in Bild 6-3 beschrieben ist. Somit ist es eher wahrscheinlich, dal3 die in dieser Arbeit
beschriebenen Effekte einer MV-Infektion auf die IL-12p70-Sekretion nach CD40-Ligation
auf eine Abnahme IL-12-produzierender Zellen zurtickzufiihren ist. Zudem finden die
gleichen Autoren in einer spateren Arbeit, dal3 24h p.i. mit MV die mRNS-Transkription fir
IL-12p35 nach CD40-Ligation im Vergleich zu nicht-infizierten MoDC kaum verandert ist
und nur die Transkriptionrate fir IL-12p40-mRNS abgenommen hat (Servet-Delprat et al.,
2000a). Bedenkt man, dal3 fur die Sekretion an bioaktivem IL-12p70 vor allem die Expression
von 1L-12p35 bendtigt wird, so lassen sich die in diesen Ver6ffentlichungen beschriebenen
Daten sehr gut mit den Daten der vorliegenden Arbeit in Ubereinstimmung bringen. Die
CD40-Ligation hat keinen oder nur geringen Einflufd auf die IL-12p35-Transkription (Servet-
Delprat et al., 2000a) und damit auf die IL-12p70-Sekretion (diese Arbeit), hingegen kann die
Transkription von IL-12p40 betroffen sein (Servet-Delprat et al., 2000a), was sich auch in
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einem Fall in reduzierter Sekretion an 1L-12p40 nach ED-B-Infektion bemerkbar macht
(Tabelle 6-2).

Ein anderes Bild ergibt sich nach Stimulation MV-infizierter MoDC mit bakteriellen Pro-
dukten. Abhéngig vom eingesetzten MV-Stamm ist die IL-12-Produktion generell stark redu-
ziert (ED-B) oder der Einfluld der Infektion auf die IL-12p70- und IL-12p40-Produktion ergibt
sich aus dem verwendeten Stimulus (WTF). Nach einer WTF-Infektion fuhrt die Stimulation
mit SAC zu reduzierten IL-12p40-Mengen und zu einer vollstandigen Hemmung der
IL-12p70-Sekretion. Hingegen wird nach LPS-Stimulation geringfligig weniger 1L-12p40,
dafir aber deutlich mehr bioaktives 1L-12p70 produziert. Interessanterweise kann IL-12p40
und auch bioaktives IL-12p70 durch Infektion mit WTF induziert werden, ohne dal3 eine
weitere Stimulation der Zellen vorliegt. Eine Induktion an IL-12p35- und IL-12p40-mRNS
konnten auch Servet-Delprat et al., 2000a nachweisen, allerdings nach Infektion mit dem
Vakzinestamm MV-Hallé.

Uber die Mechanismen, die den unterschiedlichen Einfliissen einer WTF- oder einer ED-
B-Infektion auf die IL-12-Produktion nach Stimulation mit LPS oder SAC zugrundeliegen,
kann nur spekuliert werden. Bemerkenswerterweise aktivieren beide bakteriellen Produkte
Immunzellen Uber TLRs, LPS lber TLR4 und SAC Uber TLR2 (zusammengefaldt in Aderem
und Ulevitch, 2000). Uber TLR2- (Thoma-Uszynski et al., 2000) als auch iiber TLR4-Signal-
transduktionswege (Weinmann et al., 2001) kann IL-12p40 induziert werden. Zudem werden
sowohl TLR2 alsauch TLR4 auf MoDC exprimiert (Muzio et al., 2000; Visintin et al., 2001).

Somit sind mehrere Szenarien denkbar. Erstens, MV interferiert nach Infektion mit den Si-
gnaltransduktionswegen der TLRs Uber Interaktion von viralen Proteinen mit Komponenten
der Transduktionsmaschinerie. Interessanterweise besitzt TLR4 zwei unabhéngige Haupt-
transduktionswege (Kaisho et al., 2001), wobei ein Weg, der abhangig vom Adaptormol ekl
MyD88 ist, auch von TLR2 und weiteren TLRs verwendet wird (zusammengefaldt in Daun
und Fenton, 2000). MyD88 konnte also ein Ziel fur eine MV-vermittelte Hemmung der TLR-
Signalweiterleitung sein. ED-B wirde sowohl den MyD88-abhéngigen a's auch den MyD88-
unabhéngigen Signalweg hemmen, WTF hingegen nur den MyD88-abhangigen. So kdnnte
LPS nach WTF-Infektion weiterhin Gber TLR4 signalisieren, die Aktivierung durch SAC Uber
den ausschliefdich MyD88-abhangigen TLR2 wirde aber nicht mehr stattfinden (Kaisho et
al., 2001). Da sowohl CD46 as auch CD150 Transmembranmolekiile sind, die extrazellulare
Signale Uber verschiedene Moleklle in das Zellinnere transduzieren kénnen (Astier et al.,
2000, Shlapatska et al., 2001; Wong et al., 1997), kdnnten ED-B und WTF auch tber Bin-
dung an ihre jeweiligen Rezeptoren Signale transduzieren. Diese Signale konnten sich unter-
schiedlich auf die Signaltransduktion der TLRs auswirken. Interessanterweise scheint die
Rolle von CD46 in der Regulation der IL-12-Produktion bei Monozyten von deren Aktivie-
rungszustand abhangig zu sein, wobei CD46 nach Bindung an MV die IL-12-Produktion
hemmt (Karp et al., 1996) oder stimuliert (Kurita-Taniguchi et al., 2000). Drittens, sowohl
ED-B as auch WTF kénnten direkt mit TLRs interagieren. Eine derartige Interaktion eines
Virusproteins mit einem TLR ist bereits beschrieben worden (Kurt-Jones et al., 2000). Als
Konsegquenz konnten TLR-spezifische Signalwege aktiviert (WTF aktiviert TLR4 und wirkt
synergistisch mit LPS, hemmt aber die Bindung von SAC an TLR2) oder gehemmt werden
(ED-B wiurde als Antagonist sowohl von LPS auf TLR4 als auch auf TLR2 fur SAC wirken).

Die von Karp und Kollegen formulierte Hypothese, dal3 eine allgemeine Deregulation der
IL-12-Produktion nach Kontakt oder Infektion mit MV auftritt und zu einer Zytokinderegula-
tion fuhrt, die Ty2-Immunreaktionen bevorzugt (Karp et al., 1996), kann durch die vorlie-
genden Ergebnisse nicht bestétigt werden. Eine alternative Erklarung fur die in vivo nach e-
ner MV-Infektion zu beobachtende Stérung des Immunsystems Ty1-Antwort auszul6sen (u.a.
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ersichtlich am Fehlen einer DTH-Reaktion im Tuberkulintest) liefern neueste Untersuchungen
Uber das Expressionsmuster des MV -Wildtyp-Rezeptors CD150 (Tatsuo et al., 2001, Hsu et
al., 2001, Erlenhofer et al., 2001). Hamalainen und Kollegen konnten zeigen, dal3d SLAM
hauptséchlich auf Gedachtnis-T-Zellen oder aktivierten T-Zellen mit einem Tyl-Zytokin-
muster exprimiert wird (Hamalainen et al., 2000). Zudem fuhrt die Bindung von SLAM auf
aktivierten T-Zellen zu einer verstérkten Sekretion von IFN-y, die sogar in Ty2-T-Zellklonen
zu beobachten war (Aversa et al., 1997), sowie zu einer allgemeinen Aktivierung der
CD4'/CD150"-T-Zellen (Cocks et al., 1995). Mdglicherweise binden die Wildtypviren in ei-
ner akuten Maserninfektion Uber SLAM an Gedachtniszellen oder aktivierte T-Zellen und
infizieren diese. Dies konnte zu Beginn der Infektion zu einer allgemeinen und unspezifischen
Aktivierung des zelluldaren Immunsystems fihren, wie dies auch bei akuten Masern zu beob-
achten ist (zusammengefaldt in Griffin, 1995), und wahrend spéterer Phasen einer MV -Infek-
tion zu einer Eliminierung dieser Zellpopulation einhergehend mit einem Ausbleiben an Ty1-
vermittelten Immunreaktionen fuhren. Ergénzend muf3 aber auch erwdhnt werden, dal3 die
wahrend einer akuten Masern und der anschlief3enden Immunsuppression ausbleibenden Ge-
déachtniszellantworten im Rekonvaleszenten wieder zu beobachten sind. Eine vollige Elimi-
nierung des immunologischen T-Zellgedachtnisses kann daher nicht stattfinden. AulRerdem
konnte in einer Vakzinierungsstudie eine derartige postulierte Ty2-Polarisierung nicht beob-
achtet werden, alerdings fanden sich Hinweise auf eine generelle Aktivierung des T-Zell-
kompartiments (Schnorr et al., 2001).

Eines der wichtigsten funktionellen Merkmale reifer DC ist ihre Fahigkeit, sehr effizient
die Proliferation von allogenen T-Zellen zu stimulieren. Diese Fahigkeit kann in einer alloge-
nen MLR (siehe 5.6.1) getestet werden. Zuerst wurde Uberprift, ob allogene T-Zellen mit DC
interagieren konnen. Wie in Bild 6-14 zu erkennen ist, bilden T-Zellen mit MV-infizierten
MoDC sehr dichte Zellaggregate. Im Gegensatz zu LPS-ausgereiften oder Mock-infizierten
MoDC, die einen Ring aus moglicherweise aktivierten T-Zellen aufweisen, fehlt diese Zell-
haufung um die Aggregate aus infizierten MoDC und T-Zellen. Offensichtlich kénnen allo-
gene T-Zellen mit ED-B-infizierten MoDC interagieren, allerdings scheint diese Zell-Zell-
Interaktion anderer Natur zu sein, as zwischen nicht-infizierten MoDC und T-Zellen. Mégli-
cherweise weisen infizierte MoDC ein verandertes Expressionsmuster der Adhésionsmolekii-
len auf, die die Bindung der T-Zellen an MoDC verstarken. Einen Einflufd auf die Expression
von CD11a/CD18 oder CD54 durch Infektion mit verschiedenen MV-Vakzinestammen
wurde bereits fir Endothelzellen bzw. fir Monozyten beschrieben (Harcourt et al., 1999;
Hummel et al., 1998). Zusétzlich kdnnte das auf den infizierten MoDC exprimierte H-Protein
eine Interaktion zwischen den MoDC und den T-Zellen tber CD46:H-Protein-Bindung ver-
mitteln (Soilu-Hanninen et al., 1996). Weitere Studien konnten unter Einsatz blockierender
Antikorper gegen Adhasionsmolekile oder gegen das H-Protein die Grinde fur die ausge-
pragte Aggregatbildung zwischen infizierten MoDC und allogenen T-Zellen aufkléren. Er-
ganzend konnte unter Einsatz von Kollagenmatrizes das Wanderungsverhalten MV-infizierten
MoDC und die Interaktion mit T-Zellen untersucht werden (Gunzer et al., 2000).

Das veranderte Bild in der Zell-Z€ll-Interaktion zwischen T-Zellen und infizierten bzw.
nicht-infizierten MoDC spiegelt sich auch in einer MLR wider. Wie Bild 6-15 anschaulich
zeigt, konnen weder ED-B- noch WTF-infizierte MoDC eine MLR ausldsen. Zusétzlich
scheinen die durch WTF-infizierten MoDC stérker betroffen zu sein als die ED-B-infizierten
MoDC. Das Ausbleiben einer MLR kann nicht aufgrund eines mangelnden Aktivierungszu-
stands der infizierten MoDC erklart werden. Wie bereits diskutiert, fuhrt eine MV-Infektion
zu einer MoDC-Ausreifung (siehe auch Bild 6-3 B., Bild 6-6). MoDC, die nach Infektion mit
ED-B einen @hnlichen Reifungsstatus aufweisen wie LPS-ausgereifte MoDC (siehe Bild 6-16
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A.), kdnnen keine Blastenbildung in T-Zellen induzieren, wie in Bild 6-17 dargestellt. Fur
das Ausbleiben der T-Zellproliferation muf3 einer Infektion der T-Zellen nur eine geringe Be-
deutung zugestanden werden. Zum einen wurde das Fusions-inhibitorische Peptid
(Richardson et al., 1980; Weidmann, 2000a) standardméalsig in MoDC:T-Zellkokulturen
eingesetzt, um eine Infektion der T-Zellen oder eine Fusion mit DC zu verhindern. Zum
anderen zeigt Bild 6-16 B., dai’ die kokultivierten allogenen T-Zellen nur zu 13 % positiv fur
MV-N, aso moglicherweise infiziert waren, allerdings in ihrer Gesamtheit keine
Blastenbildung zeigten (Bild 6-17). Der hohe Anteil an MV-H-positiven T-Zellen erkléart sich
wahrscheinlich durch einen Austausch von Membranmaterial von DC auf T-Zelle wahrend
einer Zell-Zell-Interaktion, wie sie auch schon fur andere Molekile beschrieben ist und durch
Exosomen vermittelt wird (zusammengefaldt in Denzer et al., 2000). Mdglicherweise handelt
es sich bei diesem Phédnomen des Membranaustauschs wahrend einer Zell-Zell-Interaktion um
eine generelle Eigenschaft von Leukozyten (Mack et al., 2001). Dieses Ergebnis wird durch
die Arbeit von Fugier-Vivier et al., 1997 bestétigt, die ebenfalls nur eine marginale Infektion
von T-Zellen nach Kokultur mit MV-infizierten MoDC feststellen.

MV-infizierte MoDC produzieren keinen 10slichen Faktor, der nicht-infizierte MoDC in
ihrer allostimulatorischen Reaktivitdt hemmt. MoDC aus Zweikammerzellsystemen, die unter
der Einwirkung des Uberstands von ED-B-infizierten MoDC standen, konnen, wie in Bild 6—
18 zu sehen ist, eéine MLR induzieren. Dal die nicht-infizierten MoDC eine schwéchere MLR
induzieren als die Kontroll-DC, die durch Uberstand LPS-aktivierter MoDC aktiviert wurden,
mag an der leicht verzogerten Ausreifung der ,, ED-B-Uberstand-MoDC* verglichen mit den
,LPS-Uberstand-MoDC" liegen (vgl. Bild 6-11). Zudem konnte LPS den Filter passieren und
die Zellen zusdtzlich stimulieren (s.0.).

Als néchstes wurde die Rolle von IL-12 in MLRs mit MV-infizierten MoDC untersucht.
Obwohl im vorliegenden in vitro-Modell durch die infizierten MoDC bioaktives IL-12 produ-
ziert werden kann (s.0. und Tabelle 6-2), so scheint die IL-12-Produktion in vivo zumindest
bei MV-vakzinierten Kindern im Alter von sechs bis zwdlf Monaten als Reaktion auf eine
Restimulation mit MV-Antigenen ca. drei Monate spater suboptimal zu sein (Gans et al.,
1999). Zudem verhindert das Rauscher Leukamie Virus (RLV) nach Infektion von Mausen
Uber die Hemmung der 1L-12-Produktion in murinen DC eine MLR. Durch Gabe von IL-12
zum Zeitpunkt der Infektion konnte erneut trotz RLV-Infektion eine MLR induziert werden
(Williams et al., 1998). Ebenso verloren DC, die mit RLV inkubiert waren, in vitro die F&
higkeit IL-12, zu produzieren und eine allogene T-Zellproliferation zu induzieren. Durch IL-
12-Gabe in die MLR konnte die IL-12-Produktion durch die DC wiederhergestellt werden,
wie auch die T-Zdlprolifertion (Kelleher et al., 1999). Allerdings konnte, wie in Bild 6-19
gezeigt, die Zugabe von IL-12 in eine allogene MLR mit ED-B-infizierten MoDC die T-Zéll-
proliferation nicht wiederherstellen. Gleiches gilt fir MoDC, die mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen an IL-12 (0, 10, 100 ng/ml) wahrend der Infektion vorinkubiert wurden und de-
nen wahrend der MLR IL-12 (0, 10, 100 ng/ml) zugesezt wurde. Da eine MLR mit MV-infi-
zierten MoDC durch Zugabe von IL-12 nicht wiederhergestellt werden konnte, spielt eine
mogliche Hemmung oder suboptimale IL-12-Produktion in infizierten MoDC fir das Aus-
bleiben einer allogenen MLR, im Gegensatz zum RLV -Infektionsmodell keine Ralle.

Die nahere Charakterisierung der Hemmung der allogenen MLR zeigt, wie in Bild 6-20
dargestellt, dal? bereits nach 24 h Kokultur ein Unterschied in der T-Zellproliferation zwi-
schen T-Zellen stimuliert mit nicht-infizierten oder mit ED-B-infizierten MoDC auftritt (Bild
6—20 B.). Zudem wird fir die Hemmung der MLR eine DC-Population benétigt, die zu einem
gewissen Grad mit MV infiziert ist (Bild 6-20 B.). Interessanterwei se konnte eine MLR eben-
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falls durch Zugabe von UV-inakiviertem ED-B gehemmt werden (Bild 6-20 C.). Diese Er-
gebnisse werden durch Grosiean et al., 1997 mit DC aus CD34-Vorlauferzellen und durch
Steineur et al., 1998 mit LC nach Infektion mit MV bestétigt. Die Zugabe infizierter DC zu
einer MLR fuhrt zu einer deutlichen Hemmung der T-Zellproliferation, die abhéngig von der
Zahl der infizierten DC ist. Zudem konnen UV-inaktivierte oder fixierte infizierte DC eine
MLR hemmen. Dal3 die Autoren eine MLR nicht durch Zugabe von UV-inaktiviertem Virus
hemmen konnten, mag daran liegen, dald sie im Vergleich zur vorliegenden Arbeit nur ein
inaktiviertes MV-Partikel pro zwel T-Zellen statt ein Partikel auf eine T-Zelle eingesetzt ha-
ben. Sowohl in den Arbeiten von Grogean et al., 1997, von Steineur et al., 1998 als auch in
der vorliegenden Arbeit scheint eine ausreichende Infektion mit einhergehender Expression
der MV-Glykoproteine (mindestens 25 % exprimieren MV-H) oder allgemein eine Inkubation
mit ausreichend MV-Glykoprotein prasentierenden Strukturen (UV-inaktiviertes Virus) aus-
zureichen, um eine allogene MLR zu hemmen.

Wie die folgenden Versuchen zeigen, beruht die Hemmung der allogenen MLR durch infi-
zierte MoDC tatsachlich auf der Expression der MV-Glykoproteine. Werden MoDC mit re-
kombinanten Viren infiziert (Bild 4-1), die keine funktionellen MV -Glykoproteine mehr ex-
primieren, so ist eine MLR nicht mehr gehemmt (Bild 6-21 A. und Bild 6-21 B.). Zudem ist
die Wirkung der MV-infizierten MoDC auf eine PHA-induzierte T-Zellproliferation domi-
nant-inhibitorisch (Bild 6-21 C.). Dieses Ergebnis spiegelt auch die Befunde von Schnorr et
al., 1997b mit PB-DC wider, die ebenfalls nach Infektion, trotz nachgewiesener Aktivierung,
eine PHA-stimulierte T-Zellproliferation blockieren konnten. Erweitert wird dieser Befund
durch die in Bild 6-22 dargestellten Ergebnisse. Persistent infizierte BJAB oder MV-
infizierte MoDC konnen die durch das Superantigen SEA induzierte T-Zelproliferation
reduzieren, wirken sich also auch direkt inhibitorisch auf Signale aus, die Uber den TCR in die
T-Zelle vermittelt werden.

Somit dhnelt der in vitro gefundene Mechanismus der Inhibition einer MLR durch MV-in-
fizierte MoDC dem bereits beschriebenen Mechanismus der Kontakt-vermittelten Immun-
suppression. Wie bereits bei Schlender et al., 1997 beschrieben, reicht der Kontakt mit UV-
bestrahlten, die MV-Glykoproteine exprimierenden Zellen aus, um die Proliferation PHA-
stimulierter PBMC, aber auch die Spontanproliferation lymphozytérer oder myeloider Zelli-
nien zu hemmen. Weidmann et al., 2000b wies nach, dal3 fur die Ausprégung der Kontakt-
vermittelten Inhibition weder eine Fusion noch eine Hemifusion zwischen den beteiligten
Zellen stattfinden muf3, so dal3 folglich eine Infektion as Ursache fir die Proliferationsinhibi-
tion der PHA-stimulierten PBM C ausgeschlossen werden kann. Im Kontaktsystem zeigen die
proliferationsgehemmten T-Zellen einen Arrest in der Go/G;-Phase des Zellzyklus (Schnorr et
al., 19974), der mit einer Deregulation der Zellzykluskontrollproteine assoziiert ist (Engelking
et al., 1999). Diese Befunde kénnen auch auf die Situation der MV-infizierten MoDC in einer
allogenen MLR ausgedehnt werden. Fur eine effiziente Hemmung der MLR reicht die Ex-
pression der MV-Glykoproteine aus. Rekombinante Viren ohne diese Proteine kdnnen eine
MLR nach Infektion der MoDC nicht hemmen.

Interessanterweise konnte in einem in vivo-System belegt werden, dal3 MV-Glykoproteine
eine systemische Immunsuppression hervorrufen (Marie et al., 2001). In dieser Arbeit wurden
CD46'9-Mé&use eingesetzt und die Hypersensitivitdtsantworten gegen Antigene, die eine CD8-
abhangige oder eine CD4-abhéngige T-Zellreaktion induzieren, beobachtet. Durch Injektion
von UV-inaktiviertem MV kann die Immunreaktion gegen diese Antigene vollstandig inhi-
biert werden. Mittels adoptiver Transferexperimente wurde nachgewiesen, dal3 die Funktion
der dendritischen Zellen durch die Behandlung mit UV-inaktiviertem Virus komplett ge-
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hemmt ist. Der zugrundeliegende Mechanismus fir diese Art der MV-vermittelten Immun-
suppression scheint sich jedoch grundlegend von der hier beschriebenen Kontakt-vermittelten
Immunsuppression Uber die MV-Glykoproteine zu unterscheiden. Die Inaktivierung der DC-
Funktionen erfolgt Uber das transgene CD46 auf den DC. Dies fiuhrt u.a. zu eéiner Hemmung
der IL-12-Produktion in diesen Zellen und allgemein zu einer funktionellen Inaktivitdt der
DC, so dal3 die DC keine T-Zéellproliferationen in vivo mehr induzieren kénnen. Ob eine der-
artiger Effekt auch im humanen System zu beobachten ist, mifiten entsprechende Versuche
mit MoDC in einer allogenen MLR zeigen, die zuvor mit UV-inaktiviertem MV léngere Zeit
inkubiert worden sind.

Neben den Glykoproteinen spielt in diesem System auch das MV-N ene bedeutende im-
munsuppressive Rolle. Uber Bindung des MV-N an den FcyR auf den DC werden diese eben-
falls immunsuppressiv und verlieren ihre T-Zell-stimulatorischen Funktionen und zeigen eine
verringerte IL-12-Produktion. Dieser Mechanismus soll vor allem bei Wildtypviren zum Tra-
gen kommen, die nicht oder nur niederaffin mit CD46 interagieren. Auch hier mifdten in vi-
tro-Versuche mit humanen MoDC zeigen, ob dieses in vivo-Modell unter Einsatz einer
CD46'%-Maus auf die Situation im Menschen (ibertragbar ist.

Fur die in vitro zu beobachtende Hemmung der MLR durch MV-infizierte MoDC wird as
Mechanismus durch Rabourdin-Combe und Mitarbeiter zudem noch durch MV-infizierte
MoDC vermittelte Apoptose der kontaktierten T-Zellen angefuhrt (Fugier-Vivier et al., 1997).
Die Apoptose der T-Zellen soll durch TRAIL vermittelt werden (Vidalain et al., 2000). Tat-
sachlich exprimieren myeloide DC nach Stimulation mit IFN-o TRAIL und kdnnen Uber se-
zerniertes TRAIL Apoptose-sensitive Zellinien abtoten (Fanger et al., 1999). Ob allerdings in
nicht-infizierten, nicht-transformierten T-Zellen ebenfalls durch TRAIL Apoptose ausgel dst
wird, wurde in dieser Studie nicht gezeigt. Somit bleibt der Beitrag, den eine TRAIL-Produk-
tion durch MV-infizierte DC zu einer generellen Immunsuppression leistet, bislang fraglich.

Neben der TRAIL-vermittelten Apoptose der kontaktierten T-Zellen sollen die MV-infi-
zierten MoDC Uber Ligation von CD95 durch Kontakt mit CD95L -exprimierenden aktivierten
T-Zellen eliminiert werden (Fugier-Vivier et al., 1997; Servet-Delprat et al., 2000b). Dies
wirde alerdings voraussetzen, dal3 die fur DC beschriebene Resistenz gegentiber Fas-ver-
mittelter Apoptose, die auf der konstitutiven Expression von FLIP beruht (Rescigno et al.,
2000), durch eine MV-Infektion aufgehoben wird. Auch hier fehlen weitere Daten, wie eine
MV-Infektion die Sensitivitét von DC gegeniber Fas-vermittelter Apoptose verandert, um
diese Befunde in ein Gesamtbild der MV-induzierten Immunsuppression einzuordnen.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dal3 aus Monozyten generierte MoDC sowohl durch
Vakzine- as auch durch Wildtypviren infizierbar sind. Die Infektion geht mit einer phanoty-
pischen, allerdings nicht mit einer funktionellen Reifung der MoDC einher. Diese Ausreifung
wird zumindest zu einem gewissen Teil durch pro-inflammatorische Zytokine vermittelt
(IFN-o/p3, TNF-ar). Trotz der verstérkten Expression von typischen DC-Aktivierungsmarkern
oder kostimulatorischen Molekulen sind die infizierten MoDC in einem funktionellen Test,
einer MLR, nicht aktiv. Die Hemmung der MLR beruht auf der Expression der Glykoproteine
von MV, des H- und des F-Proteins. Eine generelle Hemmung der IL-12-Produktion durch
MV-infizierte MoDC konnte nicht festgestellt werden. Vielmehr erfolgt eine Modulation der
IL-12p40- und IL-12p70-Sekretion in Abhéngigkeit vom eingesetzten Virus und des verwen-
deten Stimulus.

Neben den bereits in der Diskussion angesprochenen mdglichen Ankntpfungspunkte fir
weiterfihrende Arbeiten, scheinen folgende Gebiete von besonderem Interesse zu sein und
sollen hier zusammenfassend aufgefiihrt sein:
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1. Diedurch die MV-Glykoproteine vermittelte Hemmung der T-Zellproliferation in einer
allogenen MLR sollte genauer charakterisiert werden. Sind die T-Zellen ebenfalls
leicht aktiviert, wie bereits in Bild 6-16 angedeutet, und zeigen einen Zellzyklusarrest
in der Go/G;-Phase, wie es fur T-Zellen im Modell der Kontakt-vermittelten Prolifera-
tionshemmung charakteristisch ist (Engelking et al., 1999)? Zudem sollte untersucht
werden, ob die AKT-Kinase in den kontaktierten T-Zellen ebenfalls eine Rolle in der
beobachteten Proliferationshemmung spielt, wie es der Fall in der Kontakt-vermittelten
Proliferationsinhibition durch UV-inaktiviertes ED-B ist (Avotaet al., 2001).

2. Wie interferieren WTF bzw. ED-B mit der TLR-abhangigen Induktion von IL-127?
Fals es sich dabel um ein Virusstamm-spezifisches Phdnomen handelt, sollten die be-
teiligten Proteine und minimalen Effektorstrukturen bestimmt werden, die hier die Sti-
mulus- und MV-Stamm-spezifische Interferenz mit dem TLR-Signalweg vermitteln.
Der von Avota et al., 2001 beschriebene Einflul der MV-Glykoproteine auf die Akti-
vitédt der AKT-Kinase kénnte auch Einflul3 auf die Signalgebung Uber TLRs haben,
zumindest beeintréchtigt die Hemmung der AKT-Kinase nach TLR4-Aktivierung das
Uberleben von MoDC und filhrt zu verstarkter Apoptose (Ardeshnaet al., 2000).

3. Welchen Einflul3 haben die durch die Infektion der MoDC freigesetzten Zytokine auf
die Polarisierung einer T-Zellantwort? Sowohl IFN as auch IL-12 kénnen zumindest
in vitro eine Tyl-T-Zellpolarisierung ermoéglichen (Sareneva et al., 2000, Nguyen et
al., 2001; Farrar et al., 2001). Zudem zeigen mit bestimmten Viren infizierte plas-
macytoide DC in vitro deutlich eine Tyl-Induktion von naiven T-Zellen (Cella et al.,
2000, Kadowaki et al., 2000). Eine vergleichende Analyse der T-Zellpolarisierungsei-
genschaften von MoDC und IPC-DC wére denkbar, zumal nun Techniken vorhanden
sind, groRere Zellzahlen an plasmacytoiden DC in vitro zu generieren (Blom et al.,
2000).
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AET 2-Aminoethylisothiouroniumbromidhydrobromid
Ak Antikérper

APC antigen presenting cell

APS Ammoniumperoxodisulfat

BFA Brefeldin A

BSA bovines Serumalbumin

Bqg Becquerel

bzw. beziehungsweise

ca circa

CD cluster of differentiation

Ci Curie

CPE cytopathic effect

cpm counts per minute

Da Dalton

DC Dendritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsdure

dsRNS doppelstrangige RNS

DTH delayed type hypersensitivity reaction
ECL enhanced chemiluminescence

ED-B Edmonston B-Masernvirusvakzinestamm
EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP enhanced green flourescent protein
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FACScan fluorescence activated cell scanner
FIP fusionsinhibitorisches Peptid

FITC Fluorescel ni sothiocyanat

FKS fotales Kalberserum

GM-CSF granul ocyte/makrophage-colony stimulating factor
h Stunde
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9-2

HIV
IFN

1¢
IL

MACS
mAKk
MEM
mfi
min
MKM
MLC/MLR
MoDC
MOl
MRNS
MV
NK
NTE
NU

o/n
ORF
PB-DC
PBL
PBMC
PBS
PE
PFA
PHA

p.i.

humanes Immundefizienzvirus
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Joule

Liter

Lipopolysaccharid

Molar

Milli- / Meter

Mikro-

magnetic cell sorting
monoklonaler Antikorper
minimal essential medium
mittlere Fluoreszenzintensitét
Minute

M akrophagen-konditioniertes Medium
mixed leukocyte culture/reaction
monocyte-derived dendritic cells
multiplicity of infection
messenger-Ribonukleinsaure
Masernvirus

naturliche Killerzelle
Natriumchlorid/TriSEDTA
neutralizing unit

over night

open reading frame

peripheral blood DC

peripheral blood lymphocytes
peripheral blood mononuclear cells
phosphate-buffered saline
Phycoerythrin

Paraformaldehyd
Phytoha@magglutinin

post infectionem
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9-3

PFU
RPMI
RT
SAC
SD
SDS
sek

Sl
TCIDso
TNF
uv
VSV
WTF

plague forming unit
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur
Saphyllococcus aureus-Cowan strain
standard deviation
sodium dodecylsulfate
Sekunde
Stimulationsindex
tissue culture infectious dose 50
Tumornekrosefaktor
Ultraviolett
Vesikuléres Stomatitisvirus
Wildtyp Fleckenstein-Masernviruswildtypstamm
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