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1. Einleitung 11

1. Einleitung

Selbst Jahrzehnte nach der Entdeckung des Humanen Immundefizienz-Virus (engl. human
immunodeficiency virus, HIV) sterben noch immer weltweit jahrlich fast zwei Millionen
Menschen an den Folgen des erworbenen Immunschwachesyndroms (engl. acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS) [1].

Dank der heutzutage verfligbaren antiretroviralen Medikamente ist die Diagnose HIV kein
sofortiges Todesurteil der Betroffenen mehr. Jedoch gibt es bis heute keine Heilung oder
einen Impfstoff. Dies ware vor allem in drmeren Landern der Erde wichtig, in denen eine
lebenslange antiretrovirale Behandlung nicht selbstverstandlich ist. Insofern ist die weitere
Erforschung dieser Erkrankung unerlasslich.

Asiatische Rhesusmakaken (Macaca mulatta, RM) stellen die wichtigsten Modelltiere zur
Erforschung der HIV-Erkrankung des Menschen dar, da sie sich experimentell mit dem
Affen-Immundefizienz-Virus (engl. simian immunodeficiency virus, SIV) infizieren lassen [2].
Viele Kennzeichen des Krankheitsverlaufs und der Immunreaktion sind &hnlich zwischen HIV
und SIV, jedoch ist die Krankheitsdauer bei Makaken bis zum Ausbruch von AIDS wesentlich
kiurzer. Durch jahrzehntelange Forschung mit diesem Modell konnten unzahlige Erkenntnisse
Uber die HIV-Infektion gewonnen werden und die Medikamentenentwicklung vorangetrieben
werden. Eine gute Charakterisierung des Makakenmodells und weitere Forschung in
verschiedenen Bereichen sind dabei essentiell, um Erkenntnisse besser auf die menschliche
HIV-Infektion Gbertragen zu kénnen.

In dieser Dissertation soll eine umfassende phanotypische und funktionelle
Charakterisierung von B-Zellpopulationen und Plasmazellen longitudinal im Verlauf einer
SIV-Studie durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen zu B-Zellen sind wichtig, da es
wahrend der HIV-Infektion nicht nur bei T-Zellen zu zahlreichen Defekten kommt [3]. Die
Schadigung der B-Zellen resultiert in einer ineffektiven humoralen Immunantwort. Dies
erschwert auch die Herstellung eines effizienten Impfstoffs, weshalb ein tiefgreifendes

Verstandnis der B-Zell-Dysfunktionen notwendig ist.
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1. Einleitung 12

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit analysierte Studie befasst sich mit der Bedeutung der
akzessorischen Gene nef und vpr. Dabei sollen RM mit verschiedenen SIV-Mutanten infiziert
werden und die Auswirkungen auf die in vivo Pathogenese sowie die virale Kinetik und
Immunaktivierung sollen untersucht werden. Zuséatzlich zu der grundlichen phanotypischen
und funktionellen Analyse der B-Zellen sollen zusatzlich T-Zellen berucksichtigt werden. Das
schlieRt die Kinetik der CD4" T-Zellen im Blut und in verschiedenen Organen im Allgemeinen
sowie spezieller Populationen wie follikuldrer T-Helferzellen (Tey-Zellen) im Lymphknoten
(LN) ein.

Bereits vorhandene Untersuchungen offenbarten die essentielle Rolle der akzessorischen
Gene fur die virale Replikation und Pathogenese von HIV/SIV. Unterschiede bezlglich dieser
kénnen die unterschiedliche Pathogenitdt von HIV-1 und HIV-2/SIV bedingen, was die

Forschung in diesem Gebiet unerlasslich macht.
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2. Literaturubersicht

2.1 HIV und AIDS

2.1.1 Entdeckung

Im Jahre 1981 hauften sich in den USA Berichte Uber eine neue erworbene Immunschwéache
bei vorher gesunden, homosexuellen Mannern sowie bei Drogenabhangigen, die klinisch
durch mukosale Candidiosen, Pneumocystis carinii-Pneumonien (aktuelle Nomenklatur:
Pneumocystis jirovecii), multiple virale Infektionen und durch die Entwicklung von Kaposi-
Sarkomen auffielen [4-6]. Zu dem Zeitpunkt wurde bereits vermutet, dass der Ausbildung der
Immunschwéche eine Erniedrigung der Lymphozytenzahl, besonders der CD4" T-
Helferzellen (engl. cluster of differentiation, Differenzierungsgruppen) zugrunde liegt.

In den néachsten Jahren offenbarten wodchentliche Berichte des Zentrums flr
Krankheitskontrolle und Pravention (engl. Center for Disease Control and Prevention, CDC)
immer neue Falle von AIDS [7], doch erst 1983 wurde die Ursache fir diese Erkrankung
entdeckt. Es wurde ein sich auf T-Zelllinien vermehrendes T-lymphotropes Virus identifiziert
und wiederholt aus Patienten im Vor-AIDS- und AIDS-Stadium isoliert [8, 9]. Zunéachst als
humanes T-lymphotropes Virus-lll (HTLV-Ill) oder Lymphadenopathie-assoziiertes AIDS
Virus (LAV) bezeichnet [8, 10], wurde 1986 eine Umbenennung des Erregers in HIV [11]
vorgeschlagen, die dann auch offiziell vom Internationalen Komitee fiir die Taxonomie von
Viren (engl. International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) angenommen wurde.
1986 wurde in einem senegalesischen Patienten ein neues HI-Virus isoliert [12], zunachst
LAV Il benannt und spater vom ICTV in HIV-2 umbenannt. HIV wurde analog hierzu in HIV-1
umgetauft.

Fir die Entdeckung von HIV als auslésendes Agens fiir AIDS bekamen Luc Montagnier und

Frangoise Barré-Sinoussi 2008 den Nobelpreis flr Medizin verliehen.

13



2. Literaturtibersicht 14

2.1.2 Klassifikation und Vergleich von HIV-1 und HIV-2

HIV-1 wird aufgrund phylogenetischer Kriterien in vier Gruppen unterteilt (Abbildung 1): M
(Abkurzung fur engl. Main oder Major, Haupt-), O (Abkirzung fir engl. Outlier, Sonderfall)
[13, 14], N (Abkirzung fir engl. New oder non M-non O, neu oder nicht M-nicht O) [15] und
P [16]. Letztere wurde P benannt, da die Nomenklatur bei der Entdeckung neuer Gruppen
alphabetisch fortgeflihrt werden sollte [17] .

Wahrend die Hauptgruppe M dominiert und die Ursache der weltweiten Pandemie ist,
kommen die Gruppen O, N und P nur sehr sporadisch vor [18]. Die Gruppe M wird weiterhin
aufgrund der genetischen Diversitat und der geographischen Verteilung in die Stamme A-K
unterteilt, wobei HIV-1C v.a. in Indien, China und der Subsahara vorkommt und der am
haufigsten vertretende Stamm weltweit ist. HIV-1B ist dagegen v.a. in Nordamerika und
Europa verbreitet. HIV-2 wird in die Subtypen A-H unterteilt.

Der Ursprung von HIV-1 und HIV-2 wird stark diskutiert. Hierbei steht die Theorie im
Vordergrund, dass beide auf verschiedene SIV-Stamme als Vorlaufer zuriickzuflihren sind,
die als Zoonose von Affen auf den Menschen ubertragen worden sind und sich an den
menschlichen Wirt adaptiert haben. Unklar ist, wie genau diese Begebenheiten
stattgefunden haben. Ursachen kénnten der Verzehr von Affenfleisch (v.a. in Afrika)
gewesen sein, wodurch sowohl SIV von Affen auf den Menschenaffen als auch auf den
Menschen Ubertragen wurde. SIV der Rauchmangaben (engl. Sooty mangebey,
Cercocebus atys, SIVsm) gilt als gesicherter Vorlaufer von HIV-2 [19]. Hierflr sprechen die
identische Genomstruktur (auch das Vorhandensein des vpx Gens), die enge
phylogenetische Verwandtschaft, die geographische Koinzidenz zwischen dem naturlichen
Habitat von mit SIVsm infizierten Rauchmangaben und den Gebieten, in denen HIV-2
endemisch vorkommt sowie plausible Transmissionsrouten wie der Verzehr von Affenfleisch
oder das Halten von Affen als Haustieren. Fir HIV-1 gilt SIV der Schimpansen (engl.

Chimpanzee, Pan troglodytes, SIVcpz) als gesicherter Vorlaufer [20].

14
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Abbildung 1: Phylogenetische Verwandschaft zwischen HIV-1, SIVcpz und SiVgor.
Dargestellt ist ein phylogenetischer Baum, der die evolutionaren Beziehungen zwischen den
Gruppen von HIV-1 und den dazugehérigen SIV-Stdmmen veranschaulicht. gor, Gorilla; cpz,
Schimpanse (Plantier 2009).

HIV-1 und HIV-2 teilen die meisten strukturellen und biologischen Eigenschaften, wie z.B.
den Tropismus flir CD4 exprimierende Zellen und die Fahigkeit AIDS auszuldsen,
unterscheiden sich jedoch stark in ihren genetischen Komponenten bezlglich der Nukleotid-
und Aminosauresequenzen mit lediglich 42% Homologie [21].

HIV-2 ist weniger pathogen als HIV-1. Bei einer Infektion mit HIV-2 kommt es im Vergleich zu
einer Infektion mit HIV-1 zu einem verzdgerten Ausbrechen von AIDS und damit zu einer
verlangerten Lebensdauer [22, 23]. Dieses hat verschiedene Ursachen; eine davon ist die
geringere Viruslast im Blut und in Koérperflissigkeiten nach Infektion mit HIV-2 im Vergleich
zu der mit HIV-1 [24, 25]. Dieses erklart ebenfalls die in epidemiologischen und
mathematischen Studien gezeigte niedrigere Ubertragungsrate von HIV-2 [26] und seine
geringere Replikationsrate in infizierten Zellen [27]. Eine starkere Immunantwort des Wirts,
wie sie sich v.a. in der vermehrten Produktion von neutralisierenden Antikdrpern und der
effizienteren T-Zell-Helfer-Antwort wiederspiegelt, tragt zur effektiven Kontrolle der HIV-2

Replikation bei [28].
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2.1.3 Weltweite Verbreitung

Laut dem 2013 verdffentlichten Bericht des Gemeinsamen Programms der Vereinten
Nationen zu HIV/AIDS (engl. Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS) Gber
die weltweite Verbreitung von AIDS [1] gab es 2012 35,3 Millionen Erwachsene und Kinder
mit HIV. Das sind einige Millionen mehr als noch 2001. Dieses ist jedoch kein Zeichen von
einem Anstieg an Neuinfektionen, sondern einer verlangerten Lebensdauer trotz HIV-
Infektion aufgrund deutlich verbesserter antiretroviraler Therapiemdglichkeiten. Die Zahl der
neu infizierten Personen weltweit sank von 3,4 Millionen im Jahr 2001 auf 2,3 Millionen in
2012. Auch die Anzahl der Todesfalle aufgrund von AIDS sank von 2,3 Millionen im Jahr

2005 auf 1,6 Millionen im Jahr 2012.

2.1.4 Ubertragung

Die ersten epidemiologischen Studien in den Achtzigerjahren offenbarten, dass die meisten
HIV-Infizierten zu einer oder mehreren der folgenden Risikogruppen gehéren:
Homosexuelle/Bisexuelle, Drogenabhangige und Hamophilie-Patienten [29]. Dieses zeigt,
dass die Hauptiubertragungswege fir HIV sexueller Kontakt und Blut sind. Am haufigsten
wird HIV Uber die Schleimhaut durch ungeschitzten Geschlechtsverkehr Ubertragen, bei
dem in Samen- oder Vaginalflissigkeit befindliches Virus uber die Schleimhaut der
Geschlechtsorgane oder des Rektums der Individuen ausgetauscht wird. Zu Anfang nahm
man an, dass nur homosexuelle Manner betroffen seien, doch schnell wurde klar, dass die
Ubertragung auch bei heterosexuellem Geschlechtsverkehr méglich ist [30, 31].

Auch Uber Blut und Blutprodukte, v.a. im Rahmen von Bluttransfusionen ist eine Infektion
mdglich [32]. Hiervon waren besonders die Patienten mit Hamophilie vor 1985 betroffen, als
das Donorblut noch nicht routinemaRig auf HIV-1 getestet worden ist. Ab 1989 werden

Blutspenden auch auf HIV-2 untersucht. Drogenabhangige, die sich dieselben Spritzen

16
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teilen, infizieren sich auch Uber Blutkontamination der Nadeln mit HIV, da Drogen wie z.B.
Heroin intravends verabreicht werden [33].

Eine weitere mégliche Transmissionsroute ist die vertikale Ubertragung von der Mutter auf
das Neugeborene. Dieses kann wahrend der Schwangerschaft Gber die Plazenta, im Verlauf
der Geburt Uber Blut oder wahrend der Stillzeit Gber die Milch erfolgen [34-36]. Im

alltdglichen Umgang wird das Virus nicht Ubertragen [37].

2.1.5 Klinik und Pathogenese

Die HIV-Infektion verlauft ohne Behandlung klassisch dreiphasig (Abbildung 2) [38]. Nach
einigen Tagen bis wenigen Wochen nach der Infektion kommt es in den meisten Féllen zu
einer akuten Krankheitsphase, die bis zu vier Wochen anhalten kann und in der es zu
grippedhnlichen Symptomen wie Fieber, Abgeschlagenheit, Lymphadenopathien,
Gewichtsverlust und Myalgien kommen kann [39]. Sie ist gekennzeichnet durch eine
generelle Immunaktivierung und hohe Viruslast mit Erreichen der Spitzenviramie (engl. peak
viremia). Zudem kommt es zu einem massiven Verlust von CD4" T-Zellen, v.a. in der
Mukosa des Darms, was zuerst im SIV-Modell an Rhesusaffen gezeigt wurde [40, 41] und
fur HIV bestatigt wurde [42-44]. AnschlieRend folgt die chronische Phase, die weitgehend
symptomfrei verlauft und sich tGber mehr als 10 Jahre hinziehen kann. Die CD4-Zellzahlen
steigen im Blut wieder an und erreichen eine Plateauphase unter dem Ausgangswert,
wohingegen die CD4-Zellen im Darm sich nicht wieder erholen. Die Viruslast sinkt ab und
bleibt stabil, ist aber weiterhin messbar. Die Immunaktivierung bleibt chronisch erhoht.

Die Infektion mindet schlieBlich in das AIDS-Stadium, das gepragt ist von AIDS-
definierenden opportunistischen Erkrankungen wie Pneumocystis jirovecii-Pneumonien,
Enteritiden, Parasitosen, mukosalen Candidiosen und malignen Tumoren, die nach wenigen
Wochen bis Monaten zum Tode flihren. Durch die chronische Immunaktivierung ist das
Immunsystem erschopft, CD4-Zellzahlen fallen im Blut massiv ab und auch die Viruslast

steigt wieder an.

17



2. Literaturtibersicht 18

Immune
100 ¢ activation
6
CD4* T-cell -5
counts in blood ;
Viremia
—4
50 % o
T Q
—-—3 X
<
Mucosal —2
» CD4* T-cells
: — 1
Acute L Chronic , ( AIDS
L | i |
Weeks Years Months

Abbildung 2: Klassischer dreiphasiger Verlauf der HIV-Infektion. Auf der x-Achse ist die
Zeit nach der Infektion aufgetragen und auf der y-Achse die Veranderungen der Viruslast im
Plasma, der CD4" T-Zellen im Blut sowie mukosalen Geweben und des Grades der
Immunaktivierung im Verlauf der HIV-Infektion (Grossman 2006).

2.1.6 Therapie

Eine lebenslange Kontrolle von HIV ist dank der 1995 eingeflihrten antiretroviralen Therapie
basierend auf der Kombination verschiedener Medikamente (engl. combined antiretroviral
therapy, cART) mdglich, die in den letzten Jahrzehnten zahlreichen Veranderungen und
Optimierungen unterworfen war und erfolgreicher als eine Monotherapie ist [45-48].

Die verschiedenen Substanzklassen sind nach der jeweiligen Struktur benannt, gegen die
sie im Replikationszyklus gerichtet sind. So gibt es die Reverse-Transkriptase (RT)-
Inhibitoren (nicht-nukleosidisch und nukleosidisch), die das Enzym fir die Reverse
Transkription von RNA in DNA blockieren, Proteaseinhibitoren, die verhindern, dass das
Gag-Pol-Polyprotein gespalten wird und somit infektidse Viruspartikel entstehen und
Viruseintritt-Inhibitoren, die an verschiedenen Zeitpunkten der Infektion das Virus am Eintritt
in die Zelle hindern. Neuere Substanzklassen sind die Integrasehemmer, die den Einbau des

Virus in das Genom der Zielzelle hemmen und CCR5-Antagonisten (engl. C-C Chemokine

18



2. Literaturtibersicht 19

Receptor, CC-Motiv-Rezeptoren), die den essentiellen Korezeptor zum Eintritt in die
Zielzellen blockieren.

Unter erfolgreicher cART gelangt die Viruslast unter die Nachweisgrenze und der Patient
erreicht im besten Fall eine fast vollstdndige Immunrekonstitution ohne das Auftreten
opportunistischer Infektionen. Jedoch sind diverse unerwinschte Wirkungen, wie z.B.
gastrointestinale Nebenwirkungen oder Lipodystrophie bei einer lebenslangen Therapie
bekannt [49] und auch das Auftreten von Resistenzen, v.a. bei ungenugender Komplianz des
Patienten erschwert die Effektivitdt der Behandlung. Obwohl man durch die antiretrovirale
Therapie nahezu die gleiche Lebenserwartung hat wie ein gesunder Mensch, ist eine
vollstandige Eradikation des Virus aus dem Koérper kaum moglich. Hierfir gibt es nur das

Beispiel des ,Berliner Patienten, das jedoch eine Ausnahme bildet [50].

2.1.7 Impfstoffentwicklung

Eine der groften Herausforderungen der HIV-Forschung liegt in der Entwicklung einer
effizienten Vakzine. Hierbei gibt es verschiedene Ansatzmdglichkeiten, die entweder die
humorale Immunantwort und hier speziell neutralisierende Antikorper oder die zellulare
Immunantwort basierend auf zytotoxischen Gedachtnis-T-Zellen stimulieren.

Viele Hindernisse stehen einer erfolgreichen optimalen prophylaktischen Vakzine im Weg,
die vor einer Infektion schitzen wirde. Daraus resultierend kdnnte ein moglicher Ansatz
sein, eine suboptimale Vakzine zu entwickeln, die zwar nicht vor der Infektion schitzt, aber
die es schafft, eine lebenslange Immunkontrolle des Virus post infectionem (nach Infektion,
pi) zu erreichen [51]. Die weltweit hohe Diversitat von HIV-1, seine Fahigkeit sich der
Immunabwehr zu entziehen und sich in der proviralen Form latent in schwer zuganglichen
Reservoiren zu verbergen sowie das Unvermdgen des Wirtskdrpers effektive
neutralisierende Antikérper zu produzieren, werden es auch in der Zukunft schwer machen,

einen wirksamen Impfstoff zu entwickeln und auf den Markt zu bringen.
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2.2 SIV und das SlV-Makakenmodell als Modell fiir die HIV-Infektion des

Menschen

Die SlIV-Infektion der RM stellt das wichtigste Tiermodell fur die Erforschung der HIV-
Infektion des Menschen dar [2].

Erste Berichte von Makaken mit schweren Immundefizienzen gab es Anfang der
Achtzigerjahre in einer Zuchtgruppe im New England Regional Primate Research Center
[52]. 1985 wurde dann von dort das ursachliche Agens isoliert und ahnlich der damaligen
Nomenklatur flir das menschliche Virus als Affen-T-Lymphotropes Virus Typ lll (engl. simian
T-lymphotropic virus, STLV-Ill) deklariert [53]. Spater wurde es analog zu HIV in SIV
umbenannt [11].

Spezies-spezifische SIV konnten bis heute aus 41 verschiedenen afrikanischen
Primatenspezies isoliert werden [54]. Dabei werden diese Spezies als natlrliche Wirte
angesehen, da sie in den Individuen nur in den seltensten Fallen AIDS verursachen,
ungeachtet der Tatsache, dass z.T. hohe Viruslasten im Blut nachgewiesen werden kdnnen
[55]. Jungere Forschungsergebnisse zeigten jedoch eine erhdhte Anzahl von pathogenen
Verlaufen bei freilebenden, mit SIVcpz infizierten Schimpansen. Symptome sind hier eine
gestiegene Mortalitat und Jungtiersterblichkeit sowie eine verringerte Fruchtbarkeit bei
Weibchen [56].

Kommt es zu einer Ubertragung von einem SIV-Stamm einer Primatenspezies auf eine
andere, so kann es zu pathogenen Verlaufen kommen. Bei asiatischen Primatenspezies wie
z.B. dem RM kommt eine naturliche SIV-Infektion nicht vor. Experimentell lassen sich RM
jedoch infizieren und aufgrund des infektionsbedingten Krankheitsbildes, das dem der
menschlichen HIV-Infektion sehr &hnlich ist, stellen sie ein geeignetes Modell zur
Erforschung des HIV dar.

Die ersten Versuche einer erfolgreichen experimentellen Infektion von Makaken mit SIV gab

es 1985 im New England Regional Primate Research Center [57].

20



2. Literaturtibersicht 21

Einige Aspekte im zeitlichen Verlauf sind jedoch unterschiedlich bei der HIV-Infektion des
Menschen und der SIV-Infektion der RM (Abbildung 3). Bei SIV-infizierten Makaken, ist die
Gesamtdauer der Infektion kiirzer. Es kommt bereits eine Woche friher zur Spitzenvirdmie
als bei HIV-infizierten Menschen und auch die Viruslast ist im Schnitt 2.5-fach héher [58]. Ein
entscheidender Unterschied ist auch die Dauer der chronischen Phase bis zum Ausbruch
von AIDS; diese belauft sich bei SIV auf ca. ein bis drei Jahre, beim Menschen dagegen auf

acht bis zehn Jahre [58].

- SIV — HIV
107 -1 week difference in establishment of
peak viral load and -2.5-fold higher magnitude
10 0.5-3 years
to AIDS

-1log difference’
at set point

Number of viral RNA copies per ml of plasma
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Nature Reviews | Imnmunology

Abbildung 3: Virale Kinetik von SIV und HIV im Vergleich. Auf der x-Achse sind die
Wochen nach HIV-/ und SIV-Infektion aufgetragen und auf der y-Achse die Anzahl der
viralen Kopien/ml Plasma (Shedlock 2009).
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2.3 Struktur von HIV und SIV

2.3.1 Morphologie

Der Durchmesser eines HIV- bzw. SIV-Viruspartikels betragt ca. 130nm. Eine
Lipiddoppelmembran umgibt das zylindrisch geformte Kapsidprotein p24 (bei SIV p27) [59],
das die RNA als zwei identische Kopien enthalt. Eine schematische Darstellung des HIV-
Virions ist in Abbildung 4 gezeigt. In der Lipiddoppelmembran, die sich das Virus bei dem
Vorgang der Knospung beim Virusaustritt von der Wirtszelle aneignet, befindet sich das
10nm grof3e Glykoprotein gp160, welches proteolytisch in den extrazellularen Teil gp120 (bei
SIV gp130) und den transmembranen Teil gp41 gespalten wird. Das p17-Matrixprotein ist an
der Innenseite der Virushulle verankert [59]. Die RNA liegt gebunden an das Nukleoprotein
p7 und die Reverse Transkriptase p66 vor. Weitere wichtige Enzyme sind p32, die Integrase
und p11, die Protease.

gpd1 p17 matrix
A

gp120

p24 capsid

Protease
RNA—

Reverse

Abbildung 4: Morphologie von HIV. Dargestellt ist der Aufbau eines infektidsen HIV-
Virions. Eine Lipiddoppelmembran umgibt das p17 Matrixprotein, das p24 Kapsidprotein, die
RNA und die Enzyme Integrase, Protease und Reverse Transkriptase. Das externe
Glykoprotein gp120 und das transmembran verankerte Glykoprotein gp41 befinden sich auf
der Virushille. p, Protein; gp, Glykoprotein (Kumar 2007).
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2.3.2 Genomische Organisation

Im Vergleich zu anderen Retroviren ist das Genom der Lentiviren sehr komplex. Neben den
Genen gag (engl. group-antigen), das fur Matrix-und Nukleokapsidproteine kodiert, pol (engl.
polymerase), das fur die Polymerase kodiert und env (engl. envelope), welches fir die
Hullproteine kodiert, haben sie zusatzlich funf bis sechs akzessorische Gene (Abbildung 5).

Diese sind tat (engl. transactivator of transcription), rev (engl. regulator of expression of viral
proteins), vif (engl. virion infectivity factor), vpu (engl. viral protein u), vpx (engl. viral protein
x), nef (engl. HIV-1 negative factor) und vpr (engl. viral protein r). HIV-1, HIV-2 und SIVmac
besitzen tat, rev, vif, vor und nef. Das vpx-Gen besitzen HIV-2 und SIVmac, wohingegen

HIV-1 Uber vpu verflgt.

. HIV-1, SlVcpz, SIVgsn, SIVmon, SIVmus, SiVden

[ = ] O -
S — EIE_?Q/ T~
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. HIV-2, SIVsm/SIVmac/SIVstm, SIVrem, SIVmnd-2, SIVdrl
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Abbildung 5: Genomische Organisation der verschiedenen HIV- und SIV-Stamme. In
der oberen Abbildung ist die genomische Organisation von HIV-1 und eng verwandten SIV-
Stdmmen gezeigt, wohingegen die untere Abbildung der genomischen Organisation von
HIV-2 und verwandten SIV-Stdammen gewidmet ist. LTR, Long Terminal Repeat; cpz,
Schimpanse; gsn, Greater Spot-nosed monkey; mon, Mona monkey, mus, Mustached
Guenon; den, Dent’s Mona monkey; sm, Graue Halsbandmangaben; mac, Rhesusmakaken;
stm, Stump-tailed macaque ; rcm, Rotkappen Mangaben,; mnd-2, Mandrill; drl, Drill (Van de
Wounde 2006).
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2.3.3 Vpr und Nef

Das vpr Gen kodiert fiir das virale Protein R (Vpr), das 14kDa (kiloDalton) grof ist und aus
96 Aminosauren besteht. Die Funktionen von Vpr sind in Abbildung 6 schematisch
dargestellt. Vpr ist wichtig fur die Replikation in Makrophagen [60] und wird spezifisch in reife
Virionen inkorporiert, sodass es schon friih in der Infektion eine Rolle spielt. Zu den
Aufgaben gehdrt der Import von viraler DNA in Form des Praintegrationskomplexes in den
Zellkern [61], wo das virale Genom dann in das zellulare Genom integriert wird. Zudem
beeinflusst es die Genauigkeit des Prozesses der Reversen Transkription; in Abwesenheit
von Vpr ist die Mutationsrate bei der Reversen Transkription bis zu vierfach erhéht [62].
Weiterhin ist Vpr wichtig fur die Zellzyklus-Arretierung in der G2/M-Phase [63]. Dieses
geschieht durch die Aktivierung des SLX4-Komplexes, was dazu fihrt, dass akkumulierte
virale DNA prozessiert wird, was wiederum zu einer Vermeidung des Aufspurens durch die
angeborene Immunantwort fihrt und letztlich Typ | Interferon-Antworten unterdriickt [64].

Frihere Infektionsexperimente mit SIV vpr-Mutanten in RM lieferten widersprichliche
Ergebnisse. Gibbs et al. demonstrierten, dass es keine Unterschiede hinsichtlich der
Virusbeladung, CD4-Zellverlust oder der Progression zu AIDS zwischen SIVmac239 Wildtyp-
infizierten RM und RM, die mit vpr-Deletionsmutanten infiziert worden sind, gab [65]. In
anderen Studien schienen vpr-Mutanten in infizierten RM teilweise zu einer niedrigeren

Viruslast und einer langsameren Progression zu AIDS zu flihren [66, 67].
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Abbildung 6: Funktionen von Vpr im viralen Lebenszyklus. Schematisch in rot
hervorgehoben sind die verschiedenen Funktionen von Vpr im viralen Lebenszyklus. PIC,
Praintegrationskomplex (Glnzel 2014).

Das nef Gen kodiert fiir das gleichnamige Protein. Dieses ist bei SIVmac 34kDa grof3 und ist
essentiell fir die Aufrechterhaltung von hohen Viruslasten und der Ausbildung der vollen
Pathogenitat, was zuerst im Rhesusaffen-Modell gezeigt wurde [68]. Dass Nef wichtig fur die
Pathogenese und Krankheitsprogression ist, lie3 sich auch bei Menschen beweisen, die mit
nef-defekten Formen von HIV-1 infiziert waren. Sie entwickelten nur langsam oder gar nicht
AIDS [69, 70].

Nef Ubt zahlreiche komplexe Funktionen aus, die von der Modulation von verschiedenen
Oberflachenproteinen Uber die Manipulation der Antigenprasentation und der
Signaltransduktion reichen. Viele Funktionen von Nef dienen dazu, dass virusinfizierte Zellen
spater oder gar nicht vom Immunsystem erkannt werden und somit fiir das Virus ein Umfeld
geschaffen wird, in dem effizient weitere infektidse Virionen produziert und verbreitet werden
kénnen. Dazu gehodrt v.a. die Modulation der Zelloberflachenexpression verschiedener

Molekile. Als wichtigstes hierzu zahlt die Herabregulierung von CD4 [71, 72], die dazu flhrt,
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dass infizierte Zellen vor einer Superinfektion geschutzt sind [73, 74]. Zudem wird die
Antigenprasentation durch Herabregulierung von MHC (engl. major histocompatibility
complex, Haupthistokompatibilititskomplex) -Klasse-I-Molekilen gestért, was die infizierte
Zelle vor der Erkennung und Eliminierung durch zytotoxische T-Zellen bewahrt [75, 76].
Ebenfalls eingegriffen wird in die Regulation des mit CD3 komplexierten TCR, der ebenfalls
herabreguliert wird [77]. Das Nef Protein von Virus-Stdmmen wie HIV-1 und eng verwandten
SIVs (SIVepz, SIVgsn, SIVmus, SIVmon), die im Laufe der Evolution vpu erworben haben,
haben jedoch diese spezifische Fahigkeit verloren [78]. Das fiihrt zu dem Unvermdgen, die
T-Zell-Aktivierung zu Dblockieren und somit moglicherweise zu einer erhohten
Immunaktivierung und daraus resultierendem Zelltod (AICD, engl. activation induced cell
death). Es wird angenommen, dass dieser Defekt die gesteigerte Pathogenitat von HIV-1 im
Vergleich zu HIV-2 bedingt. Zudem ist zu diskutieren, ob dies dem direkten Vorlaufer von
HIV-1 zu einer erhdhten Virulenz verholfen hat und diesen dazu pradisponiert hat, auf den
Menschen (bertragen zu werden [78]. Das gleiche Muster lasst sich auch fir CD28
anwenden [77, 79], das als Rezeptor flir das essentielle kostimulierende Signal durch
Bindung an CD80 auf Antigen-prasentierenden B-Zellen (engl. antigen presenting cells,
APC) dient und somit ebenfalls naive T-Zellen aktiviert. Auch hier ist bei einer fehlenden
Herabregulierung bei HIV-1 und verwandten SIVs eine Verstarkung der T-Zellaktivierung zu
beobachten [78].

Bei naturlichen, nicht-pathogenen SIV-Infektionen, wie z.B. bei SIVagm der Afrikanischen
Grinen Meerkatzen (AGM) kann Nef effizient TCR-CD3 herunterregulieren. Dieses fihrt
(neben anderen Mechanismen) auch dazu, dass ihre Ansprechbarkeit auf Aktivierung und
somit die chronische Immunaktivierung und AICD ausbleibt. Somit wird eine kontinuierliche
Virusreplikation und Persistenz gewahrleistet, bei der Virus und Wirt im Gleichgewicht
koexistieren. Bei Tieren, die trotz der natirlichen SIV-Infektion nur niedrige CD4-Zellzahlen
aufwiesen, wurde gezeigt, dass diese auch eine ineffiziente TCR-CD3 Herabregulierung
hatten [78]. Letzteres korreliert mit dem Verlust von CD4-Zellen [80] und der erhéhten

Immunaktivierung [81].
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Das pathogene SIVmac-Rhesusaffenmodell unterscheidet sich von der natirlichen SIV-
Infektion, obwohl beide die Fahigkeit besitzen, durch Nef die T-Zell-Aktivierung zu hemmen.
Die Infektion der RM resultiert jedoch in einer chronischen Immunaktivierung und AIDS, was
bedeutet, dass die TCR-CD3 Herabregulierung nicht allein ausreicht eine Krankheit zu
verhindern. Eine effiziente TCR-CD3 Herabregulierung schitzt somit nicht generell vor einer
Progression zu AIDS, was in SlIVmac-infizierten RM [68] und HIV-2-infizierten Menschen
gezeigt wurde [81]. Die Inokulation von Rauchmangaben mit SIVmac (entstanden aus dem
naturlichen SIVsm) fuhrte zu keiner pathogenen Infektion [82], was darauf hindeutet, dass
die Virulenz eher in der Wirtsspezies begrundet liegt als in dem Virusstamm selbst.

Eine Studie, in der eine nef-Mutante erzeugt wurde, die TCR-CD3 herabregulieren kann,
jedoch nicht mehr CD4 und MHC-Klasse-I-Molekiile, war in infizierten RM stark attenuiert

[83].

2.3.4 Replikationszyklus

Ein Schema des viralen Replikationszyklus ist in Abbildung 7 verdeutlicht.

Schon frih wurde gezeigt, dass beim Eintritt von HIV oder SIV in die Zielzelle das
Oberflachenprotein CD4, das v.a. auf T-Lymphozyten, aber auch auf Monozyten,
Makrophagen und Dendritischen Zellen vorhanden ist, als primarer Rezeptor fungiert [84,
85]. Dieser reicht jedoch fiir eine effiziente Infektion der Zelle nicht aus; weitere Experimente
identifizierten CXCR4 (CXC-Motiv-Rezeptor) [86] und CCR5 [87-89] als notwendige
Korezeptoren. Dabei dominieren in Dendritischen Zellen und Makrophagen CCRS5 und in
aktivierten T-Zellen CXCR4, was u.a. den jeweiligen Zelltropismus bedingt. Individuen mit
einem  homozygoten = CCRb5-Gendefekt  sind  resistent  gegenliber  M-tropen
Immundefizienzviren [90].

Gp120 bindet beim Eintritt an CD4 und verursacht Konformationsanderungen im
Glykoprotein, die eine Interaktion mit den jeweiligen Korezeptoren ermdéglichen. Dieses ist

die Voraussetzung fir die nachfolgende Fusion der Virusmembran mit der
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Wirtszellmembran, bei der gp41 eine zentrale Rolle spielt [91]. So gelangt das Viruskapsid
ins Innere der Wirtszelle und nach dem Entleeren des viralen Genoms (engl. Uncoating) in
das Zytoplasma findet die Reverse Transkription statt. Dabei wird die virale einstrangige
RNA zunachst in doppelstrangige provirale DNA umgeschrieben, die in nicht-integrierter
Form vorliegt. Erst nach einer Aktivierung der Zelle wird diese dann in den Zellkern
transportiert und in die DNA der Wirtszelle integriert. In diesem Stadium kann es zu einer
latenten Infektion kommen, die tber Jahre verdeckt vorliegen kann. Es kann aber auch zu
einer produktiven Infektion mit Transkription des proviralen Genoms und anschlieRender
Translation in die einzelnen Virusproteine und der Produktion neuer Virionen kommen, die

sich anschlieRend von der Wirtsmembran abschniren (engl. Budding) und in die Reifung
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Abbildung 7: Replikationszyklus von HIV. Schematisch dargestellt ist der virale
Replikationszyklus von HIV. mRNA, messenger RNA (Fauci 2008).
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2.4 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystem, um den Organismus vor
Krankheitserregern oder schadigenden Substanzen zu schitzen. Es stellt ein komplexes
Zusammenspiel zwischen verschiedenen Zelltypen und Molekllen dar. Man unterscheidet
zwischen der angeborenen und der erworbenen/adaptiven Immunantwort.

Die angeborene Immunantwort reagiert sehr schnell auf ankommende Pathogene, ist dabei
aber unspezifisch. Das erworbene Immunsystem reagiert hingegen spezifisch und gezielt auf
bestimmte Antigene. Beim ersten Kontakt mit einem Antigen dauert die Entwicklung der
erworbenen Immunantwort wesentlich l1anger als die angeborene Immunantwort. Bei einem
erneuten Kontakt ist die Reaktion jedoch effizient und schnell, da das Immunsystem auf ein
immunologisches Gedachtnis zurlickgreifen kann. In vielen Féllen ist sogar eine lebenslange
Immunitat moéglich. Das angeborene und das adaptive Immunsystem umfassen zellulare
Immunantworten, vermittelt durch verschiedene Typen von Leukozyten. Zusatzlich gibt es
bei dem erworbenen Immunsystem die humorale Immunantwort, die auf der Bildung von

Antikérpern durch B-Zellen basiert.

2.4 .1 Zellvermittelte Immunantwort

T-Zellen stellen eine Subpopulation von Lymphozyten dar. Sie sind fir die zellvermittelte
Immunantwort der adaptiven Immunitat verantwortlich. Bei der klonalen Selektion im Thymus
wird ein Repertoire von naiven T-Zellen gebildet, die eine Vielzahl verschiedener
spezifischer Rezeptoren auf ihrer Oberflache tragen, ihrem Antigen aber noch nicht
begegnet sind. So stellt das Immunsystem eine Auswahl von T-Zellen, die unterschiedlichste
Antigene erkennen kdénnen. Trifft eine reife naive T-Zelle auf eine APC, die ihr spezielles
Antigen als Peptidfragment Uber den MHC-Klasse-I- oder MHC-Klasse-II-Komplex auf der
Oberflache exprimiert, wird diese T-Zelle aktiviert, vermehrt sich und differenziert zu einer

Effektorzelle. Dabei wird zwischen zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen unterschieden.
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Zytotoxische T-Zellen exprimieren das Oberflachenprotein CD8, erkennen virusinfizierte
Zellen und eliminieren diese gezielt. Sie binden Gber den CD8-Rezeptor an MHC-Klasse-I-
Moleklle, an die virale Peptide gebunden sind. Fast alle Zellen exprimieren diesen MHC-
Typ. Die Zytotoxizitat wird u.a. durch die von den T-Zellen gebildeten Proteine Perforin und
Granzym B vermittelt.

Unterteilt werden die Helferzellen in Ty1-Zellen, die v.a. Makrophagen aktivieren und Ty2-
Zellen, die B-Zellen stimulieren, sodass letztere proliferieren und differenzieren, um
Antikérper zu produzieren. Der auf der Oberflache befindliche CD4-Rezeptor bindet dabei an
MHC-Klasse-lI-Molekile. Diese sind auf spezialisierten Zellen wie B-Zellen, Dendritischen
Zellen und Makrophagen vorhanden. Zytotoxische T-Zellen und Ty1-Zellen produzieren
diverse Zytokine, z.B. Interferon (IFN)-y, das direkt die virale Replikation hemmt und
Makrophagen gezielt zu Infektionsherden lenkt [92]. Andere wichtige T-Helferzellen sind
Th17-Zellen im Intestinaltrakt und Tgy-Zellen in lymphoiden Geweben.

Th17-Zellen sind die wichtigsten Helferzellen in mukosalen Geweben zur Aufrechterhaltung
der epithelialen Integritat. Dieses wird durch die Produktion von Interleukin (IL)-17 vermittelt,
das durch Hochregulierung von verschiedenen Claudinen enge Verbindungen ausbildet [93]
und durch die Hochregulierung der Expression von [(-Defensin mikrobielle Produkte
bekampft [94]. Studien an SlIV-infizierten Rhesusaffen haben gezeigt, dass eine Depletion
von Th17-Zellen mit einer systemischen Translokation von Bakterien wie Salmonellen durch
die Darmbarriere assoziiert ist [95].

Teu-Zellen sind zum ersten Mal im Jahr 2000 als eine CXCR5" T-Zellpopulation in
Lymphfollikeln beschrieben worden [96]. Sie sind essentiell fir die Bildung von Keimzentren
(engl. germinal centers, GC) in lymphoiden Organen, in denen sie Hilfe fir Antigen-
spezifische B-Zellen liefern. Somit sind sie fir die Generation von hochaffinen und

spezifischen langlebigen Plasmazellen wichtig [97].
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2.4.2 Humorale Immunantwort

Die humorale Immunantwort basiert im Gegensatz zu der zelluldren Immunantwort auf nicht-
zellularen Bestandteilen, die im Blut und extrazellulédren Flissigkeiten zu finden sind. Damit

gemeint sind die Antikdrper, die von ausdifferenzierten Plasmazellen produziert werden.

2.4.3 B-Zellen

B-Zellen entstehen aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks (KM). Unreife B-
Zellen tragen wie alle lymphoiden unreifen Zellen CD10 auf der Oberflache [98], sowie die
typischen B-Zell-Marker CD19 und CD20 und ein vollstdndiges Immunglobulin (lg) M-
Molekiil. Sie verlassen das KM und entwickeln sich durch weitere Differenzierungsschritte zu
naiven reifen B-Zellen, die CD10 verlieren, jetzt jedoch IgM und IgD auf der Oberflache
tragen. Zusatzlich ist CD21 auf der Oberflache vorhanden und auch CXCRS5, das den naiven
B-Zellen als Chemokinrezeptor zum Eintritt in lymphoide Gewebe dient. Sie zirkulieren
zwischen Blut und lymphoidem Gewebe, v.a. LN bis sie ihr spezifisches Antigen treffen. Ist
dieses geschehen, migrieren sie zu GC in lymphoiden Geweben, wo die weiteren Schritte
der Proliferation und Affinitatsreifung stattfinden. Das Antigen bindet an den B-Zell-Rezeptor-
Komplex (engl. B cell receptor complex, BCR) und aktiviert die Zelle. Der BCR besteht aus
einem Zelloberflachenimmunglobulin (bei der naiven reifen Zelle v.a. IgM), das spezifisch an
das Antigen bindet. Damit assoziiert sind eine Iga- (CD79a) und eine IgB-Kette (CD79b) [99,
100], die nicht spezifisch fur das Antigen sind und als Signalmolekile fungieren. Zusatzlich
wird das Antigen ins Zellinnere beférdert, wo es prozessiert und an MHC-Klasse-II-Molekule
gebunden wird, die dann an der Oberflache prasentiert werden. Ty2-Zellen kénnen dieses
erkennen und notwendige kostimulierende Signale liefern, die zur B-Zell-Aktivierung und
Proliferation fihren. Diese Antigene bezeichnet man als thymusabhangige Antigene, da nur

durch die Hilfe der T-Zellen eine B-Zell-Reaktion hervorgerufen wird.
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Es gibt jedoch auch thymusunabhangige Antigene, womit v.a. bakterielle Bestandteile wie
Polysaccharide und Lipopolysaccharide (LPS) gemeint sind. Sie 16sen im Kdrper eine T-Zell-
unabhangige AntikOrperreaktion aus. Nach Aktivierung der B-Zellen kommt es zur
Proliferation, somatischen Hypermutation und zum Isotyp-/Klassenwechsel. Das fihrt zu
einer hoheren Spezifitdt und Effektorkapazitat der Immunglobuline. Beim Isotypwechsel wird
die Immunglobulinklasse gewechselt. Statt wie bei naiven B-Zellen IgM und IgD, werden nun
IgA, 1gG oder IgE exprimiert.

Die Keimzentrums-B-Zellen (GC-B-Zellen)  entwickeln sich entweder  zu
Plasmablasten/Plasmazellen oder zu Gedachtnis-B-Zellen. Beide kénnen Antikorper
sezernieren, letztere jedoch nur in geringen Mengen. Plasmablasten sind im Gegensatz zu
Plasmazellen noch teilungsfahig und kurzlebig. Sie differenzieren letztlich zu Plasmazellen,
die hochspezialisierte Uberlebensnischen im KM besetzen. Diese Zellen haben eine sehr
lange Lebenszeit und liefern bei Bedarf hochaffine Antikrper. Beide Zelltypen haben den B-
Zell-Marker CD20 verloren, exprimieren jedoch die klassischen Plasmazell-Marker CD38 und
CD138. Gedachtnis-B-Zellen (engl. memory B cells) sind hochspezialisierte Zellen des
immunologischen Gedachtnisses, die bei einem erneuten Kontakt mit ihrem Antigen sehr
schnell reagieren und diese durch eine rasche Entwicklung zu Antikérper-sezernierenden
Plasmablasten und Plasmazellen bekdmpfen. Gedachtnis-B-Zellen teilen sich, wenn
Uberhaupt, nur sehr langsam und exprimieren vornehmlich IgG oder IgA, sezernieren diese
jedoch kaum. Sie haben zudem eine gesteigerte Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen,
die eine schnelle Prasentation der Antigene an T-Helfer-Zellen gewahrleisten.

Sie tragen im Gegensatz zu Plasmazellen CD20 auf ihrer Oberflache und exprimieren
zusatzlich CD27. Es gibt verschiedene Gedachtnis-B-Zell-Subpopulationen; eine genaue
phanotypische Charakterisierung dieser Zellen und Plasmablasten/Plasmazellen wird

ausfuhrlicher im Ergebnisteil dieser Doktorarbeit erfolgen.
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2.4.4 Antikbrper

Ein Antikorper (siehe Abbildung 8) ist ein Protein, das spezifisch an sein Antigen binden
kann. Alle Antikérper gehdren aufgrund ihrer besonderen Struktur zu der Familie der
Immunglobuline. Sie kénnen membrangebunden in Form des BCR vorliegen oder von
Plasmazellen sezerniert werden. Funktionell besteht ein Antikbrper aus einem Antigen-
bindenden Teil (variable Region), der die Diversitdt und Spezifitdt des Antikdrpers bedingt
und einem Effektor-vermittelnden Teil (konstante Region). Strukturell besteht jeder
AntikGrper aus vier gepaarten leichten und schweren Polypeptidketten. Die zwei schweren
Ketten sind in der konstanten Region Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden. In der
variablen Region bindet jede schwere Kette eine leichte und formt so zwei véllig identische
Antigen-Bindungsstellen, die auch zwei Strukturen gleichzeitig binden kénnen.

Es gibt funf Hauptklassen von Immunglobulinen: IgM, IgD, I1gG, IgA und IgE.

IgM ist der erste gebildete Antikdrper wahrend einer Immunreaktion, da er schon auf naiven
B-Zellen exprimiert wird und somit kein Klassenwechsel notwendig ist. Seine Affinitat ist
relativ gering; die Aviditat bedingt durch seine Pentamerstruktur jedoch hoch. IgD wird
wahrend der B-Zellentwicklung zusammen mit IgM exprimiert, jedoch nach Antigenkontakt
reduziert. Seine genaue Funktion ist bis heute unbekannt. Es kann IgM bei Bedarf in seiner
Funktion ersetzen [101] und spielt eine Rolle bei der Immunabwehr im oberen
Respirationstrakt [102]. IgG dominiert mengenmaflig im menschlichen Plasma. Diese
Immunglobulinklasse ist durch Klassenwechsel entstanden, weist also eine hohe Affinitat
auf. IgA ist v.a. in mukosalen Geweben des Respirations- und Verdauungstraktes
vorhanden. Es liegt normalerweise als Monomer vor, beim Transport durch Epithelien formt

es sich jedoch zum Dimer. IgE ist an allergischen Reaktionen des Korpers beteiligt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Antikorpermolekiils. Prasentiert ist eine
schematische Darstellung eines Antikdrpermolekils. In grin sind zwei schweren Ketten und
in gelb die zwei leichten Ketten dargestellt (modifiziert nach Janeway, 2005).

Antikérper haben drei verschiedene Hauptaufgaben: Neutralisation, Opsonierung und
Aktivierung des Komplementsystems.

Bei der Neutralisation binden Antikorper direkt an das Antigen, meistens bakterielle Toxine
oder Viren, und schutzen diese so vor schadlichen Wechselwirkungen mit den Zellen des
Wirts. Dieser Antigen-Antikérper-Komplex wird von Makrophagen aufgenommen und
eliminiert. Die Opsonierung ist das Markieren von Antigenen durch Antikérper als
kérperfremd, um es Makrophagen zu ermdglichen, diese zu phagozytieren. Das ist bei vielen
Bakterien von Bedeutung, die der direkten Erkennung durch Makrophagen entgehen. Durch
die Opsonierung erkennen die Makrophagen nun die konstante Region des Antikérpers. Die
dritte Funktion ermdglicht es bestimmten Plasmaproteinen des Komplementsystems an
Antikorper zu binden, die an Antigene komplexiert sind, und somit diese direkt zu lysieren

oder die Phagozytose durch Makrophagen zu stimulieren.
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2.5 Auswirkungen von HIV/SIV auf das Inmunsystem und Immunantworten

2.5.1 Auswirkungen der HIV/SIV-Infektion auf T-Zellen und die zellvermittelte

Immunantwort

Die schwerwiegendsten Veranderungen nach HIV- bzw. SlIV-Infektion beruhen auf der
Depletion von Gedachtnis-CCR5'CD4" T-Zellen. Diese tritt bereits in der akuten Phase auf
und ist am deutlichsten im mukosalen Gewebe des Intestinaltraktes ausgepragt [40-44].
Diese Depletion ist auf eine Infektion dieser Zellpopulation und daraus resultierender
Zerstérung zurickzufihren [103]. Im peripheren Blut kommt es auch zu einem Verlust dieser
Zellpopulation; dieser ist jedoch weniger ausgepragt und die Prozentzahlen erholen sich in
der chronischen Phase. Ausgangswerte werden jedoch nicht erreicht, da die Verluste nur
teilweise ausgeglichen werden koénnen [104]. Im Darm sind die Veradnderungen oft
irreversibel. Von den Gedéachtnis-CCR5'CD4" T-Zellen werden hauptsachlich die in der
Mukosa des Darms befindlichen Th17-Zellen depletiert [95], was zu einer Schadigung der
Darmbarriere, systemischer Translokation von mikrobiellen Produkten und letztlich zu einer
persistierenden chronischen Immunaktivierung fuhrt [105]. Die chronische Immunaktivierung
gilt als ein zentrales Merkmal der progressiven HIV-/SIV-Infektion und besitzt eine hohe
Aussagekraft fir den Krankheitsverlauf.

Virusspezifische zytotoxische CD8" T-Zellen proliferieren schon friih nach Infektion und die
Expansion dieser Population korreliert mit dem Abfall der Viruslast, den man zu Beginn in
der chronischen Phase beobachten kann [106]. In Depletionsversuchen im SIV-Modell
konnte die wichtige Rolle der zellvermittelten Immunantwort bewiesen werden [107]. Wenn
CD8" T-Zellen noch vor der Infektion mit SIV depletiert werden, kommt es zu einer schnellen
Krankheitsprogression ohne Abfall der Viruslast. Eine Depletion in der chronischen Phase
bewirkt einen raschen Anstieg der Virusbeladung und bei einer erneuten Prasenz dieser

Zellen einen Abfall der Viruslast.
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Tey-Zellen akkumulieren in der chronischen Phase der HIV- und SIV-Infektion [108, 109].
Diese Erhdhung korreliert mit erhdhten Serum-IgG und tragt potentiell zu der bei HIV und

SIV beschriebenen Hypergammaglobulindmie bei [109].

2.5.2 Auswirkungen der HIV/SIV-Infektion auf B-Zellen und die humorale

Immunantwort

Die Auswirkungen der HIV-/SIV-Infektion auf B-Zellen lassen sich in direkte, durch das Virus
ausgeldste Schaden und indirekte Schaden durch die gesamte Dysregulation des
Immunsystems aufteilen. Es ist bekannt, dass das HI-Virus direkt mit B-Zellen interagiert,
was in einer polyklonalen Stimulierung in vitro resultiert [110]; es gibt jedoch kaum Hinweise,
dass das HI-Virus in vivo in B-Zellen replizieren kann. Der Mechanismus der Interaktion
erfolgt Uber den Komplementrezeptor CD21 [111]. Diese Immunkomplexe, die zwar
hochinfektios sind und der Zell-zu-Zell-Ubertragung des Virus dienen [112], sind jedoch nur
zu einem geringen Prozentsatz vorhanden, was auf andere bedeutendere Mechanismen bei
der Dysregulation des humoralen Immunsystems hindeutet.

Die chronische Immunaktivierung ist ein zentrales Merkmal der HIV-/SIV-Infektion. Auch B-
Zellen sind davon betroffen, was zu einer polyklonalen B-Zell-Aktivierung mit
Hypergammaglobulinamie [113-115], erhdhter Expression von Aktivierungsmarkern wie z.B.
CD80 [116], erhohter Differenzierung zu Plasmablasten [117] und erhdhtem Auftreten von B-
Zell-Malignitaten [118] fuhrt. Die genauen Mechanismen der B-Zell-Aktivierung sind noch
nicht abschlieBend geklart, beinhalten aber zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren wie
TNF (engl. tumor necrosis factor), IL-10, CD40L(igand) und BAFF (engl. B cell activating
factor) [119-121].

Eine weitere Veranderung der B-Zellen bei der HIV-/SIV-Infektion ist das erhdhte Auftreten
von atypischen Populationen im peripheren Blut. Damit gemeint sind unreife CD10"
Ubergangs-B-Zellen als Folge der Virus-induzierten T-Zell-Lymphopenie [116, 122] und

erschopfte B-Zellen. Letztere werden Gewebe-ahnliche Gedachtnis-B-Zellen (engl. tissue-
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like memory B cells) genannt und weisen einen CD21°CD27" Phanotyp auf [123]. Sie haben
durch die chronische Immunaktivierung und der daraus resultierenden permanenten
Belastung ihre Funktion verloren.

Eine weitere wichtige Veranderung der B-Zellen wahrend der Infektion betrifft die
Gedachtnis-B-Zellen und das serologische Gedachtnis. Bereits in der akuten Phase kommt
es zu einem Verlust an Gedachtnis-B-Zellen, der dann in der dauerhaften Schadigung des
immunologischen Gedachtnisses resultiert [124-126]. Die humorale Immunantwort gegen
HIV/SIV ist extrem ineffektiv und durch die zahlreichen oben gelisteten Veranderungen
gestort. Schon einige Wochen nach erfolgter Infektion lassen sich erste Antikdrper gegen
HIV/SIV nachweisen, die im Verlauf ansteigen. Die frih gebildeten neutralisierenden
Antikérper Uben einen Selektionsdruck auf das Virus aus, der zur Evolution von
Fluchtmutanten (engl. escape mutants) fiuhrt, die der Neutralisation entkommen kdnnen
[127]. Zudem ist nur ein kleiner Anteil der Antikorper-produzierenden Plasmablasten
spezifisch flr das Virus [128]. Dieses steht im klaren Gegensatz zu anderen Infektionen wie
z.B. der Infektion mit dem Influenzavirus, bei denen ein hoher Prozentsatz von
virusspezifischen Antikérper-sezernierenden Zellen (engl. antibody secreting cells, ASC)
nachgewiesen werden kann [129]. Virusspezifische Gedachtnis-B-Zellen kénnen ebenfalls
zu einem geringen Prozentsatz nachgewiesen werden und sind meistens vom IgG-Typ [130].
Der Beitrag von IgA zu der virusspezifischen Antwort in mukosalen Regionen ist im

Gegensatz zu IgG reduziert [131].
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2.6 Ziele dieser Arbeit

Ebenso wie Untersuchungen zu T-Zellen sind auch solche zu B-Zellen essentiell, da diese
ebenfalls durch die HIV-/SIV-Infektion von zahlreichen Defekten betroffen sind. Ein
grundlegendes Verstandnis der B-Zell-Dysfunktionen ist somit notwendig. Ziel dieser Arbeit
war es, die Verteilung und die Anzahl unterschiedlicher B-Zell-Populationen sowie der
Plasmazellen im Blut und in verschiedenen Organen von SlV-infizierten Rhesusaffen mittels
polychromatischer durchflusszytometrischer Analyse zu bestimmen und anschlieBend Ak-
produzierende Zellen im Blut mithilfe des B-Zell-ELISpots zu quantifizieren. Urspringlich
sollte fur diese Analysen bereits asserviertes Sektionsmaterial (Milz, KM, Colon, Jejunum,
Duodenum und LN verschiedener Lokalisationen) von SlV-infizierten RM aus
unterschiedlichen Infektionsstudien herangezogen werden. Um Plasmazellen in RM adaquat
zu charakterisieren, musste im Vorfeld jedoch untersucht werden, welchen Phanotyp diese
Population im RM aufweist. Diese Ergebnisse sollten in einer funktionellen Analyse bestatigt
werden.

Im Verlauf der Doktorarbeit wurde ersichtlich, dass sich kryokonserviertes Material
durchflusszytometrisch von frischem Material unterscheidet, was v.a. im KM deutlich wurde.
Dies betraf hauptsachlich den Marker CD27, der auf Gedachtnis-B-Zellen vorhanden ist und
durch Kryokonservierung beeintrachtigt wird. Fur die durchflusszytometrische Analyse von T-
Zellen in eingefrorenem Material gibt es bereits Studien mit widersprichlichen Ergebnissen
beziiglich des Nutzens von kryokonserviertem Material und die durch das Einfrieren
induzierten Veranderungen [132-139]. Vergleichbare Studien Gber kryokonserviertes Material
und dessen Nutzen in der phanotypischen und funktionellen Charakterisierung von B-Zellen
existieren jedoch weder mit menschlichen Proben noch solchen von RM, weshalb daraufhin
der Fokus verlegt und eine systematische direkte Vergleichsstudie zwischen eingefrorenem
und frischem Organmaterial angeschlossen wurde, um Effekte der Kryokonservierung auf B-

Zellen genauer zu untersuchen.
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Aufgrund der Ergebnisse der eingeschrankten Nutzbarkeit der kryokonservierten Proben
sollte daraufhin die phanotypische und funktionelle Charakterisierung von Immunzellen im
Blut und in verschiedenen Organkompartimenten im Rahmen einer SIV-Pathogenesestudie
longitudinal analysiert werden. Diese Studie stellt das Kernstlck dieser Doktorarbeit dar. Sie
befasst sich mit der Bedeutung der akzessorischen Gene nef und vpr in vivo bei einer SIV-
Infektion. Dabei sollten zwei Gruppen mit jeweils drei RM mit bestimmten SIV-Mutanten
infiziert werden und zu einer SIVmac239 Wildtyp-Virus Infektion verglichen werden. Eine
SIV-Mutante weist dabei eine komplette Deletion von vpr auf, wohingegen die andere
Mutante Punktmutationen im nef Gen aufweist, sodass spezifisch die TCR-CD3
Herabregulierung ausgeschaltet ist.

Ein Grund fur die Initiierung dieser Studie waren aktuelle Untersuchungen, die zeigen, dass
Vpr den Zellzyklus Uber die Aktivierung des SLX4-Komplexes arretiert und resultierend
daraus die Induktion von Typ | Interferon inhibiert [64]. Somit kénnte Vpr die angeborene
antivirale Immunantwort hemmen und moglicherweise die Etablierung der Infektion
behindern.

Die Bedeutung der Nef-vermittelten TCR-CD3 Herabregulierung ist insofern interessant, als
dass HIV-1 diese Funktion verloren hat und dies mdglicherweise zu der gesteigerten
Pathogenitat mit massiver T-Zellaktivierung und chronischer Erschopfung des
Immunsystems beitragt [78]. Im Rahmen dieser Dissertation soll hier v.a. auch die
Immunaktivierung untersucht werden. Bislang sind die Auswirkungen dieses Defekts nicht in
einem in vivo SIV-Makakenmodell untersucht worden.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation sollten von einer umfassenden
phanotypischen und funktionellen Charakterisierung von Immunzellen im Blut und
lymphoiden sowie mukosalen Organen zu der Analyse der viralen Kinetik, Immunaktivierung
und Krankheitsprogression reichen. Somit sollte ein umfassendes und detailliertes Bild der
Auswirkungen der Mutationen der akzessorischen Gene auf die in vivo Pathogenese im SIV-

Makakenmodell geschaffen werden.
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3. Material und Methoden

Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der verwendeten Medien und Lésungen.

Medium/L6ésung

Collagenasemedium 500ml

Ansatz
475ml LPL-Medium (siehe Tabelle)

+ 15ml Collagenaselésung (10mg/ml
Collagenase llI, Fa. Biochrom)

+ 5ml Trypsininhibitorldsung (10mg/ml; Fa.
Sigma)

+ 5ml DNaseldsung (10mg/ml; Fa. Roche)

DTT-Stock

10ml PBS (Fa. PAN-Biotech)
+15mg DTT (Dithiothreitol; Fa. Merck)

EDTA-Lésung

442,5ml PBS

+12,5ml Hepes
(Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsaure;
Fa. Pan-Biotech)

+ 5ml Penicillin/Streptomycin (Fa. PAN-
Biotech)

+ 25ml Fetales Kélberserum (engl. fetal calf
serum, FCS; Fa. PAA)

+ 5ml Amphotericin (Fa. PAN-Biotech)
+10mlI EDTA 100mM (Fa. Sigma)

Einfriermedium

70% FCS

+ 20% DMSO (Dimethylsulfoxid, Fa. Merck)
+ 10% RPMI 1640 Medium (Fa. PAN-
Biotech) kompl.

ELISA-Blockierungspuffer

PBS + 5% Milchpulver (Fa. Roth)

ELISA-Carbonat-Coatingpuffer

500ml Aqua bidest.

+ 2,659 Na,CO3; (Fa. Merck)
+ 2,19 NaHCO3; (Fa. Merck)
+ 0,59 NaNj3; (Fa. Merck)

pH 9.6

ELISA-Stopplosung

930,5ml Aqua bidest.
+ 69,5ml konzentrierte H,SO,4 (Fa. Merck)

ELISA-Waschpuffer

PBS + 0,05% Tween20 (Fa. Sigma)
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Fix/Lyse-Puffer

Erythrozyten-Lyse (Fa. BioLegend), 10x, mit

destilliertem Wasser auf 1x verdinnt

Fix/Perm-Puffer

FOXP3 Fix/Perm-Puffer (Fa. BioLegend), 4x,

mit PBS auf 1x verdinnt

LPL-Medium

500mI RPMI 1640 Medium (+ Glutamin; +
2,0g/L NaHCO3; + 25mM Hepes)

+ 5ml Penicillin/Streptomycin

+ 5ml Amphotericin

+50mlI FCS

+ 500ul B-Mercapthoethanol (Fa. Sigma)

MACS-Puffer

PBS
+ 0,5% BSA (Fa. PAN-Biotech)

+ EDTA 2mM

Lymphozytenseparationsmedium, Dichte
Pancoll

1,077g/ml (Fa. PAN-Biotech)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (engl.
PBS phosphate buffered saline, PBS)

pH 7,2

PBS/0,5% FCS

PBS + 0,5% FCS

PBS/0,5%BSA

PBS + 0,5% BSA

PBS/5% FCS

PBS + 0,5% FCS

Percoll 30%

Basis 450ml Percoll (Fa. Amersham
Biosciences) + 50ml 10xPBS, daraus 30%
Percoll mit HBSS + Phenolrot (engl. Hank’s
Balanced Salt Solution; Fa. PAN-Biotech)

ansetzen

Percoll 70%

Basis 450ml Percoll + 50ml 10xPBS, daraus
70% Percoll mit HBSS ohne Phenolrot (Fa.

PAN-Biotech) ansetzen

Perm-Puffer

FOXP3 Perm-Puffer (Fa. BioLegend), 10x,

mit PBS auf 1x verdinnt

RPMI 1640 Medium kompl.

RPMI 1640 (+ Glutamin + 2,0g/L NaHCO;)
+10% FCS

+ 1% Penicillin/Streptomycin
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3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten subadulte bis adulte Rhesusaffen verschiedenen Geschlechts, die
in der Abteilung Infektionsmodelle und in der Primatenhaltung des Deutschen
Primatenzentrums (DPZ) gehalten wurden. Sie wurden im DPZ zu Versuchszwecken
geziichtet und in Ubereinstimmung mit §§7-9 des Deutschen Tierschutzgesetzes, das eine
direkte Umsetzung der Richtlinie 2010/63/EU des Europaischen Parlamentes und des Rates
zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendete Tiere darstellt, gehalten und
verwendet. Die Affen wurden gemal den Versuchsanforderungen in Einzel- oder
Kleingruppenhaltung in Tiereinheiten der biologischen und gentechnischen Sicherheitsstufe
2 gehalten. Sie wurden taglich von erfahrenen Tierpflegern oder Tierarzten des DPZ
begutachtet. Im Falle von Schmerzen oder Leiden der Tiere wurde ein im Vorfeld
angefertigtes Bewertungssystem angewendet und bei Uberschreiten der Punktzahl die
Euthanasie durchgefihrt. Details zu den verwendeten Tiere sind den Tabellen 2 und 3 zu

entnehmen.

42



43

3. Material und Methoden

alo1| apualal||oLjuoy ISeISnUIA ‘Y LJossalbold ‘d ‘dossalboiduoN-wia1buo ‘dNLT epjelenul “xi
{SQUaABIUL ““A’l ‘ydl|gIam ‘M fydljuuew ‘w ‘Buniaipos||9z ayosiaubew ‘BuiLIos [j80 pajeAijoe-onaubew ‘SOVIN ‘ewse|d Wi Ise|sniiA “JA ‘Aessy jusglosounwiw|
payull-ewAzu3 ‘¥SI13 ‘10dS|13-11I9Z-9 ‘dS3-119Z-9 ‘9SA|euy ayosuIawolAzssnyaIng ‘buiLios jjao pajenjoe-aousdsaiony ‘§Jv4 ‘Bunyonsisun ‘sn

X X - X X dN.LT Ggl -0S1 el I L GZOBWAIS 6 w €16gl
X X - X X dN.LT 061 -0vi el I L GZOBWAIS 6 w L06€1
X X - X X dN.L1 143 el ol L GZOBWAIS 6 w 906€1
X X - X X dN.LT 9l el Jg[lISu0} | GZOBWAIS 8l w ¥v98
- X - X X dN.L1 oSy el JE[lISU0}  GEZOBWAIS ¢l w clie
X X - X X dN.L1 Sh¥ -00v el JE[lISu0}  GEZOBWAIS ¢l w 114
X X - X X dN.lT oy el JB||ISu0}  GECIBWAIS ¢l w £€61¢
- X - X X dN.L1 ovy el Jg[lISU0}  GEZOBWAIS ¢l w 6€LC
- X X X X d ZG-0 usu Nl 6ECOBWAIS 14 w 1741
- X X X X A ¢G-0 ulsu Nl G6ECOBWAIS S M Ly8YlL
- X X X X d ZG-0 usu Nl 6ECOBWAIS 14 w L19¢
- X X X X A 450 usu N 6ECOBWAIS S M G.8¥1
- X X X X d Gy-0 usu Nl GECIBWAIS 14 w £86¢
- X X X X d 2G-0 usu N 6ECOBWAIS S M £€05¢
- X X X X d Ge-0 usu N 6ECOBWAIS 14 w 1441
- X X X X d 0S-0 usu N 6ECOBWAIS S w £68¥1
- X X X X d ¢G-0 uisu N 6ECOBWAIS S M (43141

ds3 snjejs sn 4op

SOVN A VSIT3 -lIeZ-9 SOV4 -suopyaju] wnenidz  Bunsaisiunww)  synoy SNIIA JBYV  Jyo9|yosen Jswwinuial]
alal] apaIZYUI-AIS dMaIsAleuy :Z ajjaqe]

43



44

3. Material und Methoden

|epjalenul ‘a0

{sQUaABIUI A1 ‘YDIgIam ‘M ‘ydljuuew ‘w ‘Bunaipos|jaz ayosiaubew ‘Buipios jjo pejeijoe-onaubew ‘SOVIN ‘Bwse|d Wi 1Se|SnIA “A ‘Aessy juagiosounwiu|
payul-ewAzuz ‘w113 0dS|13-119Z7-9 ‘dS3-119Z-9 ‘osA|euy ayosuiawolfzssnyoing ‘buipios (|89 pajerjoe-aousdsaion)y ‘§9v4 ‘Bunyonsiaun ‘sn

- - - X - - - - - - G w vS6vL
- - - X - - - - - - v w 2192
- - - X - - - - - - 6l m 9076
- - - X - - - - - - S w zese
- - - - - - - - - - ¥ w 962
- - - X - - - - - - 1 w zeee
- - - - - - - - - - 8 w €9€2
- - - - - - - - - - 2l w 6022
- - - - X - uopes - - - ¥ w 9.8v1
- - - - X - UOIBS - - - v w SvSe
- - - - X - uopes - - - v w Lesz
- - - - X - uopaS - - - v w 0€sz
- - - - X - UOIBS - - - 5Y w 9252
- - - - X - uopes - - - Gy w 2052
- - - - X - uoaS - - - Gy m L6V2
- - - - X - UOIBS - - - g w g8ve
- - - - X - uopeS - - - G w S.ve
- - - - X - uopes - - - GG w 6972
- - - - X - UOIBS - - - G w €GPe
- - - - X - uopIes - - - 9 w §192

SOVIN

A VSI3

ds3
-l1I9Z-9

Sov4d

snjejs
-suonpjau|

sn Jap
wnesaz

Buniaisiunwuwiy

aInoy SnIIA IV

1Y99|Yos99

Jawwinuial]

aia1] annebau-pA|S audIsAleuy :¢ djjaqel

44



3. Material und Methoden 45

3.1.1 Narkotisierung

Alle Proben wurden aus Grunden des Arbeits- und Tierschutzes nur von narkotisierten
Tieren entnommen. Der Ké&fig ist so konstruiert, dass die Ruckwand vorgezogen werden
kann, um dem Tier das Anasthetikum intramuskular zu applizieren. Dazu diente bei
leichteren, weitestgehend schmerzfreien Eingriffen wie z.B. der Blutentnahme 0,10-0,15
ml/kg Kérpergewicht (KGW) Ketavet® (Wirkstoff: Ketamin; Fa. Pfizer). Bei schmerzhafteren
Eingriffen, bei denen auch eine tiefere und langere Narkose der Tiere notwendig war, wurde
0,15-0,2 ml/kg KGW der Goéttinger Mischung Il (GMII) eingesetzt. 1ml GMII enthalt 5%
Ketavet®, 1% Rompun (Wirkstoff: Xylazin, Fa. Bayer) und 0,1% Atropinsulfat-Lésung (Fa.
Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH) auf der Basis von isotonischer Kochsalzlésung (Fa.

B.Braun).

3.1.2 Infektion mit SIV

Das Hauptexperiment dieser Doktorarbeit, das sich mit der Rolle der Proteine Vpr und Nef
auf die SIV-Pathogenese befasst, besteht aus neun Tieren, die mit 500TCIDs, (engl. tissue
culture infectious dose) bzw. ca. 1000ng p27 SIVmac239 einmalig intravends inokuliert
worden sind. Drei Tiere fungierten hier als Kontrolltiere, die mit SIVmac239 Wildtypvirus
inokuliert wurden und drei Tiere erhielten die SIVmac239Avpr-Deletionsmutante [140], die
uns von Prof. Dr. Frank Kirchhoff aus der Abteilung Molekulare Virologie der Universitat Ulm
zur Verfigung gestellt worden ist. Ebenfalls von dort wurde die SIVmac239 nef-Mutante
bezogen, mit der die drei restlichen Tiere inokuliert wurden. Bei dieser wurden drei
spezifische Punktmutationen (davon zwei mit funktioneller Relevanz) eingefihrt, sodass die
Funktion der TCR-CD3 Herabregulierung ausgeschaltet ist. Wie in der Einleitung
beschrieben, ist dieses naturlicherweise bei HIV-1 und eng verwandten SIV-Stdmmen der
Fall, was die gesteigerte Pathogenitat durch massive T-Zellaktivierung und chronische

Erschdpfung des Immunsystems bedingt.
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Zusatzlich zu diesen Tieren wurden auch Langzeit-SIV-infizierte Rhesusaffen, sogenannte
Longterm-Nonprogressors (LTNPs) analysiert. Diese Tiergruppe ist bezlglich des
verwendeten Virus, der Inokulationsroute und eventuellen vorherigen Immunisierungen sehr
heterogen, allen gleich ist aber die erfolgreiche Kontrolle der Infektion Uber einen langeren
Zeitraum. Ebenfalls wurden an SIV-negativen Kontrolltieren zahlreiche Tests durchgefihrt.

Details sind den Tabellen 2 und 3 zu entnehmen.

3.1.3 Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurde das Vacutainer-System mit dazugehoérigen Réhrchen (Fa. BD)
benutzt. Punktiert wurde die Vena femoralis in der Inguinalregion nach Desinfektion des
Bereichs mit Sterilium® Virugard (Fa. Bode Science Center). Fur die
durchflusszytometrische Analyse wurden Réhrchen mit EDTA (Ethylendiamintetraacetet) als
Gerinnungshemmer benutzt, fur die Aufarbeitung von mononukledren Zellen (engl.
mononuclear cells, MNCs) aus dem peripheren Blut (engl. peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) fanden analog Réhrchen mit Zitrat als Gerinnungshemmer Verwendung.
Serum wurde aus speziellen Réhrchen gewonnen, die ein Trenngel enthalten, das sich bei

der Zentrifugation zwischen die geronnenen Erythrozyten und das Serum schiebt.

3.1.4 Beckenkammpunktion

Far die Punktion des Beckenkamms wurden die Tiere mit 0,15-0,2ml GMIll/kg KGW
narkotisiert und in Bauchlage positioniert. Vor der Punktion wurde 0,1ml/kg KGW Metacam®
(Wirkstoff Meloxicam, Fa. Boeringer Ingelheim) subkutan zur Analgesie verabreicht.

Der entsprechende Bereich um die Cristae iliacae wurde geschoren und mit Sterilium®
Virugard und Braunol® (Fa. B.Braun, Melsungen) vorbereitet. Ein steriles OP-Tuch wurde
entsprechend platziert. Als Gerinnungshemmer wurde Zitrat aus einem Vacutainerréhrchen

in eine 10ml Spritze vorgelegt. Fur die Punktion wurde eine 18-Gauge (G)-Nadel verwendet.
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Die Crista iliaca wurde palpiert, zwischen zwei Fingern fixiert und mit der Kaniile in kranio-
kaudaler Richtung in einem ca. 45° Winkel punktiert. Durch Anziehen des Stempels wurde
ein negativer Druck erzeugt, der Knochenmark aus dem Beckenkamm in die Spritze
aufsaugen lie3 (Abbildung 9). Es wurde nicht mehr als 0,5-1ml Aspirat gesammelt, da
anderenfalls eine Blutkontamination nicht vermieden werden kann. Nach Herausziehen der

Spritze wurde die Punktionsstelle mit einem sterilen Tupfer fur finf Minuten abgedruckt.
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Abbildung 9: Fotos der Beckenkammpunktion. Das linke Bild veranschaulicht die
Erhebungen der Cristae iliacae durch Kennzeichnung mit zwei schwarzen Pfeilen. Die Bilder
rechts zeigen die adaquate Punktion eines Beckenkammes noch ohne Anzug des Stempels
(oben) und mit Aspirat durch Erzeugung des negativen Druckes (unten) (Katharina Raue).

3.1.5 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die Tiere wurden tief mit 0,2ml/kg KGW GMII narkotisiert, um den Hustenreiz mdglichst
effektiv auszuschalten. Sie wurden in Rickenlage, mit dem Oberkérper und Kopf erhéht,

gelagert. Der Kiefer wurde an den Eckzahnen gespreizt und der Kopf Uberstreckt, um eine
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gute Sicht auf den Kehlkopf zu garantieren. Mittels Laryngoskop (Fa. Aesculap) mit
integrierter Lichtquelle wurde der Zungengrund heruntergedriickt, so dass die Stimmritzen
und der Kehldeckel sichtbar wurden. Das flexible Bronchoskop (Fa. Richard Wolf GmbH)
wurde bis zur Bifurcatio tracheae vorgeschoben und dann in einen Hauptbronchus
weitergefihrt. Vorgewarmte Kochsalzlésung wurde als Bolus von 15ml durch den
Arbeitskanal eingegeben und anschlielend lber eine 5ml Spritze sukzessive riickgewonnen.
Ein weiterer 15ml Bolus der Kochsalzlésung wurde eingegeben und abgesaugt. Ungefahr
20-25ml konnten insgesamt zuriickgewonnen werden. Die Spulflissigkeit wurde vor der

weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt.

3.1.6 Lymphknotenextirpation

Fur die komplette chirurgische Entnahme eines peripheren LN wurden die Tiere mit 0,15-
0,2ml GMIlI/kg KGW narkotisiert und in Rickenlage positioniert. Der entsprechende Bereich
(inguinal oder axillar) wurde geschoren und chirurgisch mit Sterilium® Virugard und
Braunol® vorbereitet. Mit einem Skalpell (Fa. B.Braun) wurde die Haut und Unterhaut ca.
1cm lang eingeschnitten und das darunterliegende Gewebe stumpf prapariert, bis der
Lymphknoten frei lag. Die GefalRversorgung wurde abgeklemmt und der Lymphknoten
abgetrennt. Er wurde in 10ml RPMI 1640 Medium kompl. Gberflhrt und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gestellt. Die Haut und Unterhaut wurde intrakutan vernaht. Als

postoperative Versorgung der Tiere wurde ein Breitbandantibiotikum verabreicht.

3.1.7 Lymphknoten-Feinnadelaspiration (LN-FNA)

Fir die LN-FNA wurden die Tiere mit 0,10-0,15ml Ketavet® sediert und in Rickenlage
positioniert. Der Bereich um den entsprechenden Inguinallymphknoten wurde geschoren und
mit Sterilium® Virugard desinfiziert. Der LN wurde mit zwei Klemmen von beiden Seiten

fixiert und mit einer 2ml Spritze, auf die eine 25-G-Kanile geschoben worden war, punktiert.
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Durch Rickziehen des Spritzenstempels wurde ein Vakuum erzeugt, das mononukleare
Zellen aufsaugt. Durch flnfmaliges Passagieren des LN wurde eine ausreichende
Zellausbeute garantiert. Der Inhalt der Spritze wurde in 8ml RPMI 1640 kompl. tUberfihrt und

auf Eis gestellt.

3.1.8 Colonbiopsien (CB)

Zur Entnahme von CB wurden die Affen mit 0,2ml/kg KGW narkotisiert und in Seitenlage
positioniert. 24h vor Probenentnahme erfolgte eine Nahrungskarenz, um mdglichst wenig
stérenden Kot im Colon zu haben. Unter Sichtkontrolle wurde ein mit Wasser angefeuchtetes
Endoskop (Fa. Fujinon) vorsichtig ca. 10-20cm weit in das Colon descendens vorgeschoben.
Durch Luft- oder Wassereingabe wurde ein guter Blick auf die Darmschleimhaut
gewahrleistet und die Wand des Colon gespannt. Wenn das Endoskop korrekt positioniert
war, wurde eine spezielle Biopsiezange vom Durchmesser 2,3mm (Fa. Fujinon) durch den
Arbeitskanal eingefiihrt und ca. 10 bis 15 Bioptate von verschiedenen Stellen gewonnen.

Diese wurden in PBS aufgenommen und auf Eis gelagert.

3.1.9 Euthanasie und Sektion

Nach einer tiefen vorbereitenden Narkose mit 0,2-0,3ml/kg KGW wurden die Tiere in die
Sektionshalle der Infektionspathologie des DPZ gebracht. In der Linea alba wurde die
Bauchhohle erdffnet. Die Euthanasie fand Uber eine Kombination von Blutentzug Uber die
Punktion der Aorta abdominalis und Uberdosis von Narcoren® (Wirkstoff: Pentobarbital-

Natrium; Fa. Merial) statt. Erst dann wurden die Organproben gewonnen.
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3.2 Isolierung von mononuklearen Zellen

3.2.1 Isolierung von mononuklearen Zellen aus Vollblut

Zur Trennung von mononuklearen Zellen aus Vollblut wurden spezielle 15mlI-Rdhrchen
(Leucosep™, Fa. Greiner bio-one) benutzt, die eine Trennmembran aufweisen. Unterhalb
dieser wurden sie mit 3ml Pancoll befullt; anschlieRend wurden maximal 6ml unverdinntes
Vollblut auf die Trennmembran gegeben. Nach 25min Zentrifugation bei 800xg wurde eine
klare Trennung von Erythrozyten, die sich unterhalb der Trennmembran anlagerten und dem
Lymphozytensaum, der oberhalb der Membran zwischen dem Pancoll und dem zellfreien
Plasma lag, ersichtlich. Der Saum wurde vorsichtig abgenommen und in 9ml PBS uberfihrt.
Nach zwei Waschschritten mit PBS bei 1200rpm fir 10min wurde das Zellpellet
resuspendiert und eine kleine Menge zur Zellzahlbestimmung abgenommen. Nach einer
erneuten Zentrifugation wurden die Zellen in der bendtigten Konzentration in RPMI1640

kompl. oder PBS aufgenommen.

3.2.2 Isolierung von mononuklearen Zellen aus der BAL

Das Rdhrchen mit der Lavage-Flussigkeit wurde mit PBS/5%FCS auf 50ml aufgefillt und fir
6min bei 450xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet in 10ml
PBS/5%FCS aufgenommen. Dies wurde uber ein 70um Zellsieb (Fa. BD Falcon) gegeben,
um grofRere Partikel zurlckzuhalten. Nach Auffillen mit PBS/5%FCS wurde erneut
gewaschen und eine Zahlprobe entnommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die

Probe in einem definierten Volumen PBS aufgenommen.
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3.2.3 Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Lymphknoten

Der entnommene LN wurde in einem ersten Schritt komplett durch ein 100um Zellsieb
gerieben. Die gewonnenen Zellen wurden in PBS aufgefangen und zweimal fiur 10min bei
1200rpm gewaschen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden sie in einem definierten

Volumen in PBS aufgenommen.

3.2.4 Isolierung von mononuklearen Zellen aus Lymphknoten-Feinnadelaspiraten

Da durch die LN-FNA schon mononukledre Zellen gewonnen wurden, musste keine separate
Isolierung vorgenommen werden. Die Zellen, die nach der Probenentnahme in RPMI kompl.
aufgenommen wurden, wurden mit PBS gewaschen und in ein fir die nachfolgenden Tests

definiertes Volumen aufgenommen.

3.2.5 Isolierung von mononuklearen Zellen aus Colonbiopsien

Zur Isolierung von mononukledren Zellen aus CB war es zuerst notig diese manuell zu
zerkleinern. Sie wurden auf Objekttragern positioniert und mit einem Skalpell grob
geschnitten. Danach wurden Objekttrager und Skalpell mit Collagenasemedium fir den
enzymatischen Verdau abgespult. Mit einem Gesamtvolumen von 8ml Collagenasemedium
pro Tier wurden die Biopsien drei Stunden bei 37°C im Schuttler Multitron Standard (Fa.
Infors HT) inkubiert. Danach wurden die Proben mit einem Spritzenstempel tber ein 100um
Zellsieb gerieben. Alles wurde mit PBS/0,5%FCS nachgespilt und auf das
Gesamtprobenvolumen von 50ml aufgeflllt. Nach einer Zentrifugation bei 450xg fur 6min
wurde das Zellpellet in 6ml 30% Percoll-L6sung resuspendiert. Dieses wurde nun vorsichtig
auf 5ml 70% Percoll-L6sung geschichtet und 20min bei 1000xg zentrifugiert. Die
Lymphozyten befanden sich in der Interphase und wurden vorsichtig abpipettiert, mit

PBS/0,5%FCS aufgefillt und erneut zentrifugiert. Nach Resuspension in 1ml PBS/0,5%FCS
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wurde eine kleine Menge hiervon zur Zahlprobe abgenommen und nach Bestimmung der

Zellzahl in einem fir die weiteren Tests notwendigen Volumen aufgenommen.

3.2.6 Isolierung von mononuklearen Zellen aus Milz, Knochenmark aus dem Femur

und Darm aus der Sektion

Gewonnene Resektate aus Milz und KM aus dem Femur wurden in einem ersten Schritt
komplett durch ein 100um Zellsieb gerieben. Da beide Organe einen hohen Anteil an
Erythrozyten aufweisen, wurden beide anschlieend -ahnlich zu der Isolierung von PBMCs-
in speziellen Pancoll-gefillten Leucosep™ Ro6hrchen zentrifugiert. Nach Abnahme des
Leukozytensaums und der Uberfilhrung in PBS wurde zweimalig mit PBS fiir 10min bei
1200rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Zellzahl bestimmt und die Proben in einem
definierten Volumen PBS aufgenommen.

Die Resektate aus Dunn- und Dickdarm wurden zuerst in kleine Sticke zerteilt, vom
Peritoneum befreit und in 50ml PBS gegeben. Hierzu wurde 50ul der DTT-Stockldsung
zugegeben und fir 10min bei 37°C im Schittler inkubiert. Nach einer sechsminttigen
Zentrifugation bei 450xg wurde der Uberstand verworfen und nochmals mit PBS zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Proben fir 20min in 40ml der EDTA-L6sung bei 37°C im Schuttler
inkubiert. Der Uberstand mit den bereits gelésten Zellen wurde abgenommen und
zentrifugiert. Das daraus resultierende Zellpellet wurde in 5ml PBS/5%FCS resuspendiert
und auf Eis gestellt. Das ubrige Gewebe wurde mit 40ml Collagenasemedium fir 1h im
Schittler bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen, zentrifugiert
und das Zellpellet in 5ml PBS/0,5%FCS aufgenommen und auf Eis gestellt. Die Inkubation in
Collagenasemedium sowie die nachfolgenden Schritte wurden wiederholt. Die erhaltenen
Zellsuspensionen wurden Uber ein 100um Zellsieb gegeben und anschlielend zentrifugiert.
Jedes Zellpellet wurde in 25ml 30% Percoll-Lésung resuspendiert und auf 10ml 70% Percoll-
Lésung geschichtet. Nach der Zentrifugation fir 20min bei 1000xg konnte die Interphase

abgenommen werden. Nach zweimaliger Zentrifugation mit PBS wurde eine Zahlprobe

52



3. Material und Methoden 53

entnommen und die Zellzahl auf die fiir die weiteren Tests erforderliche Konzentration

eingestellt.

3.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung fand mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer (Fa. Marienfeld-
Superior) statt. 20l der zuvor isolierten mononuklearen Zellsuspension wurde im Verhaltnis
1:2 mit Trypanblau vermischt. Bei der Zahlung im Lichtmikroskop (Fa. Zeiss) erschienen tote
Lymphozyten blau, da sie den Farbstoff durch die erhdhte Membrandurchlassigkeit

aufnahmen.

3.4 Kryokonservierung von Probenmaterial

3.4.1 Einfrieren von PBMCs und MNCs

Die gewiinschte Menge an Zellen (iblicherweise 5x10°-1x10”) wurde nach einer
Zentrifugation bei 1200rpm fir 10min in 0,9ml kaltes RPMI 1640 kompl. aufgenommen und
in ein Einfrierréhrchen (Fa. ratiolab) Uberfuhrt, in dem bereits 0,9ml| kaltes Einfriermedium
vorgelegt waren. Der Inhalt des Rohrchens wurde gut gemischt, dann zlgig in eine
Einfrierbox (Mr. Frosty™, Fa. Nalgene) gestellt und unverziglich in einen -80°C-
Tiefgefrierschrank Uberfuhrt, wo eine Abkuhlung von 1°C pro Minute auf -80°C stattfand. Dort

wurden sie auch final fur zwei bis sechs Monate gelagert.
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3.4.2 Einfrieren von Plasma und Serum

Anfallendes Plasma bei der Isolierung von PBMCs wurde vorsichtig abgenommen, in 0,5-1ml
Roéhrchen (Fa. Eppendorf) tberfihrt und bei -20°C eingefroren und gelagert. Serum wurde
wie oben beschrieben aus speziellen Nativblutréhrchen gewonnen und ebenfalls bei -20°C

gelagert.

3.4.3 Auftauen von PBMCs und MNCs

Die Proben wurden ziugig bei 37°C aufgetaut. Der Inhalt wurde in 10ml vorgewarmtes
RPMI1640 kompl. Uberfuhrt. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 1200rpm fir 10min wurde
die Zellzahl bestimmt und die Zellen in einer definierten Konzentration fur die weiteren Tests

aufgenommen.

3.4.4 Auftauen von Plasma und Serum

Plasma- und Serumproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut.

3.5 Methoden

3.5.1 Bestimmung der Viruslast im Plasma mittels gRT-PCR

Die Viruslast aus EDTA-Plasma der infizierten Tiere wurde mit der Methode der quantitativen
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. quantitative real-time polymerase chain reaction,
gRT-PCR) von Dr. Ulrike Sauermann, Abteilung Infektionsmodelle des DPZ analysiert.
Hierbei wurden die viralen Kopien quantitativ bestimmt [141]. Hierzu wurde der Rotor-Gene

Q (Fa. Qiagen) benutzt. Die Nachweisgrenze lag bei 40 Kopien/ml Plasma.

54



3. Material und Methoden 55

In einem ersten Schritt musste die virale RNA aus dem Plasma isoliert werden. Dazu wurde
das QIAmp Viral RNA Mini Kit (Fa. Qiagen) gemal den Herstellerangaben benutzt. Die gRT-

PCR wurde wie in Tabelle 4 beschrieben angesetzt.

Tabelle 4: Reaktionsansatz der qRT-PCR.

Reagenz Konzentration/Menge pro Ansatz ‘
Mastermix (Fa. Qiagen) 12,5ul/Ansatz*
Primer Gag sense 10 pmol/pl
Primer Gag antisense 10 pmol/pl
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Sonde 10 pmol/pl
RT-Mix 0,5U/Ansatz
Plasma/RNA 8,5ul/Ansatz
H20 (RNAse- und DNAse-frei; Fa. Merck) ad 25l

*Konzentration ist durch die Firma nicht angegeben; 12,5ul werden pro Ansatz enthommen!

Die Bedingungen fir die Durchfihrung der PCR im Rotor-Gene Q sind in Tabelle 5
beschrieben. Als Positivkontrolle wurden die RNA-Standards 10, 50, 10, 103, 10%, 10°, 10°,
10, 10® RNA-Kopien/ml benutzt. Als Negativkontrolle diente der in der Tabelle 4

beschriebene Ansatz, jedoch mit RNAse- und DNAse-freiem H,0 statt RNA.

Tabelle 5: Ablauf der PCR im Rotor-Gene Q zur Quantifizierung der viralen Kopien.

‘ Zyklusschritt Temperatur (°C) Dauer (min) Anzahl der Zyklen
Reverse
50 30 1
Transkription
Initiale Aktivierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,15
Annealing 60 0,40 45
Elongation 72 0,20
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3.5.2 SIV-ELISA

Der ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) ist eine Methode, die sich der
spezifischen Erkennungsreaktion zwischen Antigen und Antikérper bedient und diese durch
eine enzymatische Farbreaktion sichtbar und messbar macht.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ein ELISA fiir die SIV-Antigene p27 (Gag-Protein) und
gp130 (Env-Protein) durchgefihrt. Alle Ansatze wurden in Doppelbestimmungen
durchgefihrt. In einem ersten Schritt wurden spezielle 96-well-ELISA-Platten mit mittlerer
Bindungskapazitdt (Fa. Greiner bio-one) separat mit den Antigenen p27 und gp130
(Ausgangskonzentration 1mg/ml, Einsatz 1ug/ml, Fa. NIBSC) in Carbonat-Coatingpuffer
beschichtet und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit dem
Waschpuffer PBS/0,05% Tween20 wurde zuerst fiur 1,5h ein Blockierungspuffer auf die
Platte gegeben, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach erneutem
zweimaligem Waschen wurde Plasma in Doppelbestimmungen in einer Verdinnung von
1:200 in Blockierungspuffer fir 3h zugegeben. Plasma vom Zeitpunkt 0, d.h. vor der SIV-
Infektion wurde 1:50 und 1:100 eingesetzt. Eine adaquate Negativ- und Positivkontrolle
(eingefrorenes historisches Material von Rhesusaffen mit bekanntem Antikdrperstatus)
wurde zur Qualitatskontrolle des Tests ebenfalls auf die Platte gegeben. Bei der
Positivkontrolle erfolgte eine Endpunkttitration. In der Inkubationsphase wurden nun die im
Plasma befindlichen IgG-Antikérper gegen p27 und gp130 an die Platten-Antigene
gebunden. Durch Einsatz des Waschpuffers wurde ungebundenes Material entfernt.
AnschlieRend wurde ein POD (Peroxidase)-gekoppelter Sekundarantikdrper gegen IgG (Fa.
Jackson Bio-lab) in einer Verdinnung von 1:3000 fur 1,5h inkubiert, der an die Antigen-
Antikérper-Komplexe band. Durch Einsatz von Tetramethylbenzidin (TMB, Fa. Sigma) als
Chromogen wurde eine enzymatische Nachweisreaktion eingeleitet, die durch eine
schwefelsaurehaltige Stopplésung unterbrochen wird. Die optische Dichte (OD) wurde

anschlieRend zugig bei 450nm im ELISA-Reader Sunrise™ (Fa. TECAN) gemessen. Eine

56



3. Material und Methoden 57

positive Reaktion war vorhanden, wenn der gemessene Wert Uber dem selbst festgelegten

Schwellenwert (Mittelwert von drei Werten vor der Infektion multipliziert mit 2) lag.

3.5.3 B-Zell-ELISpot

In Abbildung 10 ist schematisch der B-Zell-ELISpot fiir die Erfassung von Gesamt-lgG-ASC
und Antigen-spezifischen ASC dargestellt.

Der B-Zell-ELISpot dient dem Nachweis von Antikdrper-sezernierenden Zellen. Dabei kann
sowohl die direkte Antwort der Plasmablasten nach Infektion bzw. Immunisierung gemessen
werden als auch die Gedachtnis-B-Zell-Antwort nach einer mehrtagigen Stimulation der
Zellen. Hierfur wurde ein kommerzielles Kit fir IgG und IgA von Mabtech benutzt, das mit
einigen speziellen Reagenzien erganzt wurde. Fir den Assay wurden klare MultiScreenyrs
96-well-Platten mit einer hydrophoben Immobilon-P PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran
(Fa. Merck Millipore) benutzt. Diese wurden zunachst mit 15ul frisch angesetztem 35%
Ethanol aktiviert und anschlieRend mit sterilem Aqua dest. finfmalig gewaschen. Fir die
Bestimmung des Gehalts an Gesamt-IgG/IgA-sezernierenden Zellen wurde die Platte mit
einem Fanger- (engl. capture) Antikdrper gegen IgG oder IgA bestiickt und bei 4°C inkubiert.
Fir die spezifischen SIV-ASC wurde die Platte mit p27 und gp130 inkubiert. Als
Negativkontrolle diente Bovines Serumalbumin (Fa. PAN-Biotech). Alle Ansatze wurden in
Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Am nachsten Tag wurde die Platte zuerst finfmalig mit
sterilem PBS gewaschen und dann fiir ca. 3h mit RPMI 1640 kompl. bei 37°C inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. In der Zwischenzeit wurden MNCs aus Vollblut
isoliert (siehe 2.1 Isolierung von mononukledaren Zellen aus Vollblut) und in einer
Konzentration von 10° Zellen pro ml RPMI 1640 kompl. aufgenommen. In die Kavitaten fiir
Gesamt-IgG/IgA wurden 100.000 Zellen gegeben, in die Kavitaten zur Bestimmung der SIV-
spezifischen ASC und der Negativkontrolle dagegen 200.000 Zellen pro Kavitat. In der nun
folgenden Inkubationszeit von 20h bei 37°C wurden Antikérper produziert, die an die SIV-

Antigene oder den Fanger-lgG/IgA banden.
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Zur Bestimmung von Gedachtnis-B-Zellen war es dagegen erforderlich die isolierten PBMCs
vorher fur drei Tage mit speziellen Reagenzien zu stimulieren. Dieses erfolgte in 48-well-
Platten (Fa. Greiner bio-one) in einer Zellkonzentration von 2x10%ml in RPMI1640 kompl. bei
Zugabe von 10ug/ml PWM (engl. pokeweed mitogen, Fa. Sigma) und 5ug/ml CpG (Cytosin-
Phosphat-Guanin) Klasse B ODN 2006 (Fa. InvivoGen). Ersteres ist generell fir die
Stimulation von Lymphozyten zustandig, wohingegen letzteres ein direkter TLR (toll-like
receptor)-9-Agonist und starker B-Zell-Aktivator ist. Zusammen initieren sie die
Differenzierung von Gedachtnis-B-Zellen zu Plasmablasten, die aktiv Antikdrper sezernieren.
Als Vergleichsstimulation wurde eine Kombination von rh (rekombinant human) IL-2 und
R848 (Resiquimod) (beide Fa. Mabtech) gewahlt. Im Ergebnisteil werde ich genauer auf die
Etablierung der Stimulation eingehen. Am Entwicklungstag wurde zunachst alles, was nicht
gebunden hat, durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt. AnschlieRend kam ein Biotin-
gekoppelter Detektions-Antikorper zum Einsatz, der an die Antigen-AntikGrper- bzw.
Antikérper-Antikérper-Komplexe band. Nachfolgend wurde die Streptavidin-Alkaline
Phosphatase (ALP) zugegeben, die Uber Streptavidin an Biotin bindet. Nach Zugabe des
chromogenen Substrats BCIP/NBT (Bromchlorindolylphosphat/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid)
PLUS (Fa. Moss) fir maximal 30min im Dunkeln konnte eine Ausbildung von Punkten
beobachtet werden. Die Reaktion wurde mit Leitungswasser gestoppt und die Platte fir drei
Tage getrocknet. AnschlieBend wurden die Punkte mit dem Bioreader 6000-V™ (Fa.
BIOSYS) gezahlt. Die Anzahl der Gesamt-lgG/IgA ASC wurde auf 10° PBMCs nach
Subtraktion der Negativkontrolle normiert. Die Anzahl der SIV-ASC nach Subtraktion der

Negativkontrolle wurde als prozentualer Anteil an den Gesamt-IgG/IgA ASC dargestellt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des B-Zell-ELISpots. Links dargestellt ist ein B-
Zell-ESP zur Erfassung von Gesamt-IgG ASC, rechts dagegen der spezielle B-Zell-ESP zur
Quantifizierung von Antigen-spezifischen ASC (Mabtech).

3.5.4 Magnetische Zellseparation

Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 11 gezeigt.

Die magnetische Zellseparation (engl. magnetic activated cell sorting, MACS) erfolgte
manuell Uber spezielle Microbeads mit einem OctoMACS™ Separator und speziellen MS-
Saulen (beides Fa. Miltenyi Biotec). Dieses System wurde genutzt, um CD138"
Plasmablasten/Plasmazellen aus dem Blut aufzureinigen und anschlielend im Gesamt-IgG
B-Zell-ELISpot einzusetzen. Hiermit sollte der Nachweis erbracht werden, dass phanotypisch
charakterisierte CD138" Zellen tatsachlich Plasmablasten/Plasmazellen sind, die spontan
IgG sezernieren. Zunachst wurden PBMCs aus dem Vollblut isoliert (siehe 3.2.1 Isolierung
von mononukleadren Zellen aus Vollblut). Ein Teil der isolierten PBMCs wurde direkt fur
den Gesamt-IgG B-Zell-ELISpot und die Durchflusszytometrie eingesetzt, ein anderer Teil
wurde fiir die Aufreinigung von CD138" Zellen genutzt. Letzterer wurde mit 5ul des anti-
CD138-FITC Antikoérpers (Fa. eBioscience) gefarbt und 30min im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in MACS-Puffer aufgenommen und fir 10min bei 1200rpm

zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands und Aufnahme der Zellen in 90ul MACS-
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Puffer wurden 10ul anti-FITC microbeads dazugegeben, die an die FITC-markierten CD138"
Zellen banden. Dieses wurde 15min bei 4°C inkubiert und nach einer erneuten Zentrifugation
und Dekantieren des Uberstandes in 500ul MACS-Puffer resuspendiert. Wahrenddessen
wurden die MS-Saulen in den Separator gesetzt und mit MACS-Puffer gespllt. Die Saule
wurde nun mit der Zellsuspension beladen und dreimalig mit je 500ul MACS-Puffer gespililt.
Dieser Durchfluss stellte die CD138  Fraktion dar, die ebenfalls im Gesamt-lgG B-Zell-
ELISpot und durchflusszytometrisch analysiert wurde. Die CD138" Zellen waren jedoch
durch die Microbeads magnetisch markiert und somit in der Saule und dem Magnetfeld des
Separators gefangen. Um diese Fraktion zu erhalten, musste die Saule aus dem Separator
entfernt werden, auf ein neues Réhrchen gesetzt werden und mit dem MS-Saulen-Stempel
aus der Saule gedriickt werden. Diese Fraktion wurde aufgrund der sehr geringen Zellzahl
komplett im Gesamt-IgG B-Zell-ELISpot eingesetzt. Somit fand die durchflusszytometrische
Uberpriifung der Reinheit der Proben indirekt (iber die CD138 Fraktion im Vergleich zur

Fraktion vor der Aufreinigung statt.

Abbildung 11: Schematische Darstellung der magnetischen Zellseparation. (Miltenyi
Biotec)

3.5.5 Polychromatische Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von verschiedenen Zelltypen in einer

heterogenen Zellsuspension. Dabei werden die Zellen in einer sehr hohen Geschwindigkeit
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einzeln in einem laminaren Flissigkeitsstrom durch die Messzelle des Durchflusszytometers
(LSR II, Fa. BD) geleitet und mit Laserlicht verschiedener Wellenldngen bestrahlt. Uber den
Vorwartsstreulichtdetektor (engl. Forward Scatter, FSC) und den Seitwartsstreulichtdetektor
(engl. Side Scatter, SSC) kénnen die einzelnen Zellen anhand der unterschiedlichen
Intensitédt des von ihnen gestreuten Lichts bezlglich GroRe und Granularitat charakterisiert
werden. So streuen Granulozyten deutlich mehr Licht als die kleinen glatten Lymphozyten,
da sie eine raue Oberflache besitzen und im Inneren Uber eine hohe Granularitat verfligen.
Eine weitere Form der Charakterisierung erfolgt tGber Fluorochrom-gekoppelte monoklonale
Antikérper (mAKk), die an bestimmte Molekile an der Oberflache oder im Inneren der Zelle
binden. Wenn die Laserstrahlen die Zelle passieren, werden Uber die Fluorochrome
spezifische optische Signale unterschiedlicher Wellenlangen ausgesandt (Emission), die
durch Filter aufgeteilt werden und von Detektoren ausgewertet werden. Das LSR || am DPZ
verfugt Uber eine Ausstattung von drei verschiedenen Lasern, einem violetten Laser der
Wellenlange 405mm, einem blauen Laser mit der Wellenlange 488nm und einem roten Laser
der Wellenlange 633nm. Vor jeder Messung wurde eine adaquate Kompensation mit Beads
(Fa. Spherotech) durchgefiihrt, da es trotz spezifischer Filter fur die Wellenlangenbereiche
immer noch zu Uberlappung der Emissionsspektren kommen kann. Die Aufnahme der
Signale erfolgte mit der Software FACS Diva (Fa. BD, Version 6.1.3) und fir die Auswertung
wurde die Software FlowJo (Fa. Treestar, Version 9.6.4) benutzt.

Far die Markierung von extrazellularen oder intrazellularen Antigenen wurden frisches EDTA-
Blut, isolierte PBMCs, Beckenkammaspirat, Lymphknoten-Feinnadelaspirat, isolierte MNCs
aus Lymphknoten, Milz, Knochenmark aus dem Femur, BAL und Darm benutzt. Dabei
wurden vom Vollblut und Knochenmarkaspirat 50ul pro Farbung eingesetzt. Von dem
restlichen Material (frisch oder aufgetaut) wurden nach der Zellzahlung ca. 500.000 Zellen in
50ul PBS pro Farbung eingesetzt. Die Farbung fand in speziellen Rundbodenréhrchen (Fa.

BD) statt. In Tabelle 6-8 sind alle verwendeten Antikdrper aufgelistet.
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3.5.5.1 Farbung mit direkt Fluorochrom-gekoppelten Antikbrpern

Zu den 50pl Probe wurde in einem ersten Schritt das Antikdrpergemisch zugegeben und fur
30min im Dunkeln bei Raumtemperatur (RTemp) inkubiert. Die Antikérper banden nun an
passende Molekile an der Oberflache der Zellen. Eine Erythrozytenlyse (Fix/Lyse-Puffer) fur
15min wurde angeschlossen. Nach einer finfminttigen Zentrifugation bei 1200rpm wurde
der Uberstand verworfen, eine erneute Zentrifugation mit PBS/0,5%BSA angeschlossen und

die Probe final in 50ul PBS/0,5%BSA aufgenommen.

3.5.5.2 Farbung mit indirekt Fluorochrom-gekoppelten Antikbrpern

Diese Farbung war ahnlich wie die oben genannte Farbung. Vor dem finalen Schritt fand
jedoch noch eine Gegenfarbung mit Streptavidin, an das ein Fluorochrom gekoppelt war,
statt. Streptavidin band an den Biotin-gekoppelten Antikérper aus dem Antikérpergemisch
des ersten Schrittes. Dies wurde 30min bei RTemp im Dunkeln inkubiert, anschliefend mit

PBS/0,5%BSA gewaschen und final in 50ul PBS/0,5%BSA aufgenommen.

3.5.5.3 Intrazelluldre Farbung

Die ersten Schritte der intrazellularen Farbung waren die gleichen wie bei den anderen
Farbungen. Jedoch war es hier nach der Oberflachenfarbung zuséatzlich notwendig, die
Zellmembran zu permeabilisieren, damit spezielle Antikdrper wie z.B. IL-21 ins Zellinnere
gelangen konnten. Dazu wurde ein kombinierter Fixierungs- und Permeabilisierungsschritt
mit dem Fix/Perm-Puffer fir 20min bei RTemp im Dunkeln durchgefihrt. Nach der
Zentrifugation fur 5min bei 1200rpm wurde eine weitere Waschung und Zentrifugation,
diesmal mit einem Perm-Puffer, angeschlossen. In einem nachsten Schritt wurde dieser zur
Probe zugegeben und fir 15min bei RTemp im Dunkeln inkubiert. Nach der anschliellienden

Zentrifugation wurde der Antikérper, der ins Zellinnere gelangen soll, zugegeben und fir
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30min inkubiert. Die Probe wurde abschlieRend mit PBS/0,5%BSA zentrifugiert und final in

50ul PBS/0,5%BSA aufgenommen.

3.5.5.4 Farbung mit TruCOUNT™-R6hrchen

Zur Bestimmung von absoluten Zellzahlen wurden spezielle TruCOUNT™-Réhrchen (Fa.
BD) benutzt, die Uber eine definierte Anzahl fluoreszierender Beads verfigen. Die Probe
wurde vorsichtig oberhalb des Edelstahltankers pipettiert und darauf das Antikérpergemisch
zugegeben. Dieses wurde flr 15min im Dunkeln bei RTemp inkubiert. Anschlielend wurde
eine Erythrozytenlyse flr 15min angeschlossen. Diese Proben mussten unverziglich
gemessen werden. Die Beads im Rohrchen lagen als Lyophilisat vor und wurden durch
Zugabe der Probe und des Antikérpergemisches aufgeldst bzw. freigesetzt. Die absolute

Zellzahl einer bestimmten Population pro pl in der Probe wurde zu den Beads normalisiert:

Anzahl der aufgenommenen Zellpopulation X Anzahl der definierten beads

Anzahl der aufgenommenen beads Testvolumen
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3.5.5.6 Auflistung der verwendeten Antikbrper

Tabelle 6: Verwendete Antikorper fiir die B-Zellfarbung.

B-Zellen

Antigen Klon Fluorochrom Firma

CD3 SP34-2 AF700 BD

CD10 HI10a APC-Cy7 BL

CD20 L27 PE-Cy7 BD

CD21 B-Ly4 FITC BD

CDh27 M-T271 APC BD

CD45 TU116 PerCP BD

CD45 D058-1283 V500 BD

CcD80 L307.4 PE BD
IgD-Biotin polyklonal BV570 SouthernBiotech
IgD-Biotin polyklonal V500 SouthernBiotech
lebend/tot - BV570 BL

AF, Alexa Fluor; APC, Allophycocyanin; APC-Cy7, Allophycocyanin-Cyanin7; BD, Becton
Dickinson; BL, BioLegend; BV, Brilliant Violet; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE,
Phycoerythrin; PE-Cy7; Phycoerythrin-Cyanin7; PerCP, Peridinin-Chlorophyll-Protein.
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Tabelle 7: Verwendete Antikorper fiir die T-Zellfarbung.

T-Zellen

Antigen Klon Fluorochrom Firma
CD3 SP34-2 AF700 BD
CD4 L200 V450 BD
CD4 L 200 PerCP-Cy5.5 BD
CD8 3B5 PO Invitrogen
CD8 RPA-T8 APC BL
CD8 SK1 APC-Cy7 BD

CD28 CD28.2 FITC BD
CD45RA 2H4 ECD BC
CD69 TP1.55.3 ECD BC
CD95-Biotin DX 2 V500 BD
CD95 DX 2 PE-Cy7 BL
CD127 eBioRDR5 FITC eBioscience

HLA-DR L243 APC-Cy7 BD
IL-21 3A3-A2 APC BL
PD-1 EH12.2H7 PE-Cy7 eBioscience

65

AF, Alexa Fluor; APC, Allophycocyanin; APC-Cy7, Allophycocyanin-Cyanin7; BC, Beckmann
Coulter; BD, Becton Dickinson; BL, BioLegend; BV, Brilliant Violet; ECD, Energy Coupled
Dye; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PE-Cy7; Phycoerythrin-Cyanin7;
PerCP, Peridinin-chlorophyll-protein; PerCP-Cy5.5, Peridinin-Chlorophyll-Protein-Cyanin5.5;

PO, Pacific Orange.
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Tabelle 8: Verwendete Antikorper fiir die Farbung von Plasmazellen.

Plasmazellen

Antigen Klon Fluorochrom Firma
CD3 SP34-2 AF700 BD
CD10 HI10a APC-Cy7 BL
CD19 J3.119 PE BC
CD20 L27 PE-Cy7 BD
CD38 OKT10 APC NIH
CD45 D058-1283 V500 BD

CD138 DL-101 FITC eBioscience
lebend/tot - V450 Invitrogen

AF, Alexa Fluor; APC, Allophycocyanin; APC-Cy7, Allophycocyanin-Cyanin7; BC, Beckmann
Coulter; BD, Becton Dickinson; BC, Beckman Coulter; BL, BiolLegend; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat; NIH, National Institute of Health; PE, Phycoerythrin; PE-Cy7;
Phycoerythrin-Cyanin7.
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3.6 Neopterinmessung im Urin

Die Bestimmung von Neopterin im Urin spiegelt den Aktivierungszustand des zellularen
Immunsystems wider. Bei viralen Infektionen wie z.B. HIV finden sich erhdhte
Neopterinspiegel im Serum und auch im Urin [142], was als Marker in der Uberwachung von
HIV-Patienten genutzt wird. In einer Immunreaktion wird IFN-y von aktivierten T-Zellen
gebildet und regt seinerseits Makrophagen zur Neopterinproduktion an [143]. Dieses lasst
sich dann im Serum und -bei einer intakten Nierenfunktion- im Urin messen. Da das
Neopterin photolabil ist, muss es in dunklen Probengefalten gesammelt werden oder mittels
Aluminiumfolie geschutzt werden. So wurde fiir die SIV-Studie an verschiedenen Zeitpunkten
vor der Infektion und bis Tag 31 nach der Infektion Morgenurin gesammelt.

Die Analyse der Neopterin-Werte im Urin wurde von der Abteilung fir Biologische Chemie
von Prof. Dr. Fuchs durchgefiihrt und die Rohdaten wurden unserer Abteilung zur Verfiigung
gestellt. Die Analyse erfolgte dort mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl.
high performance liquid chromatography, HPLC) wie zuvor beschrieben [144]. Kurz
zusammengefasst wird eine Umkehrphasenchromatographie mit C18-Saulen und Sérensen-
Phosphatpuffer (0,015 M, pH = 6.4) als Laufmittel eingesetzt (Flussrate 1,0 ml/min.), dass
eine rasche, empfindliche und genaue Messung erlaubt. 100ul Urin werden mit 1000l
Elutionspuffer gemischt, der 2g/l EDTA enthalt, um eventuell vorhandenes Sediment
aufzuldsen. Neopterin wird durch Fluoreszenzmessung (Anregungsmaximum: 353nm,
Emissionsmaximum: 438nm) und Kreatinin durch Messung der UV-Absorption bei 235nm
erfasst. Physiologische Konzentrationsschwankungen des Urins werden durch den Bezug
auf Kreatinin als internen Standard ausgeglichen. So wird immer der Quotient Neopterin

(wmol) pro Kreatinin (mol) angegeben.
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3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5.0f fir Mac OS
10.9 durchgefuhrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit dem SEM (Standardfehler um den
Mittelwert, engl. standard error of the mean) oder der SD (Standardabweichung, engl.
standard deviation) gezeigt. Fur die Ermittlung von signifikanten Unterschieden wurde der
nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test flr nicht verbundene Daten und der gepaarte t-
test fir verbundene Daten verwandt. Fur Korrelationsanalysen wurde die Spearman-Rang-
Korrelation genutzt. Testergebnisse wurden als statistisch signifikant definiert, die ein

Signifikanzniveau (p-Wert) kleiner als 0,05 hatten.
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleichende phanotypische und funktionelle Charakterisierung von B-
Zellpopulationen und Plasmazellen in frischen und tiefgefrorenen Proben von

PBMCs und MNCs aus Knochenmark, Milz, Lymphknoten und Darm

Aufbauend auf den von uns publizierten Ergebnissen zur Charakterisierung von B-Zellen und
Plasmazellen in frischen PBMCs, Knochenmark und sekundéaren lymphatischen Organen mit
Hilfe der polychromatischen Durchflusszytometrie [145, 146] sollte in dieser Doktorarbeit
anschlieBend eine Querschnittsanalyse mit einer umfassenden phanotypischen
Charakterisierung von B-Zellpopulationen und Plasmazellen in kryokonservierten Proben von
SlIV-infizierten Rhesusmakaken aus unterschiedlichen Infektionsstudien durchgefuhrt
werden.

Bei den ersten Farbungen und Analysen zeigte sich bei den aufgetauten Proben im
Vergleich zu frischem Material jedoch ein deutlicher Unterschied. Dieses betraf v.a. die
Gedachtnis-B-Zellpopulationen, bei denen ein Verlust von CD27 auf der Zelloberflache
beobachtet wurde. Daraufhin wurde der Fokus des kryokonservierten Materials verlegt und
eine systematische Studie mit einer Kohorte von 12 SIV-negativen Rhesusaffen mit Material
aus den Sektionen angeschlossen. Hier sollte die phanotypische Charakterisierung
vergleichend zwischen frischem und dazugehdrigem kryokonserviertem Material
durchgeflhrt werden, um die Verwendbarkeit von eingefrorenem Material zu evaluieren. Die

Ergebnisse haben wir in Teilen schon publiziert [145].
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4.1.1 Gating-Strategie der B-Zellpopulationen

Im Bereich der durchflusszytometrischen Analysen ist ein Gate im Folgenden definiert als
Region zur Identifizierung einer Teilmenge von Ereignissen (engl. events) an einer
vorangegangenen Population. Das Gating ist folgerichtig das dazugehdérige Schema.

Eine exemplarische Gating-Strategie fur jedes untersuchte Organ, mit der die wichtigsten B-
Zellpopulationen adaquat erfasst werden, ist in Abbildung 12 gezeigt. Diese Gating-Strategie
musste fiir die tiefgefrorenen Proben in einigen Punkten angepasst werden. So erfolgte bei
dieser fir die Doktorarbeit verwendeten Vergleichsstudie die Charakterisierung der
Lymphozyten nicht Gber CD45 und einen niedrigen SSC-A, sondern uber die Kombination
eines niedrigen FSC-A und SSC-A. Beide verfigbaren monoklonalen Antikdrper fur CD45
lieferten durchflusszytometrisch keine ausreichende Trennung der negativen und positiven
Population. Gleiches galt fir CD80 als Aktivierungsmarker auf B-Zellen, weshalb dieser bei
der spateren Analyse ausgeschlossen wurde.

In einem ersten Schritt des Gatings wurden die Lymphozyten anhand eines niedrigen FSC-A
und SSC-A erfasst. Nach Ausschluss der Dubletten zur adaquaten ausschlieBlichen
Erfassung von Einzelzellen (engl. singlets) wurden lebende und tote Zellen diskriminiert. Die
lebenden Zellen wurden anschlieRend Gber CD10 in reife und unreife Zellen unterschieden.
Unreife CD10" Zellen wurden weiter auf CD20 Expression analysiert, um unreife B-Zellen
prozentual zu erfassen. Reife Zellen haben die CD10 Expression auf der Oberflache
verloren, sind somit CD10". Die Population wurde dann weiterhin nach CD3 und CD20
Expression diskriminiert, wobei ersterer ein typischer T-Zell-Marker und letzterer ein
klassischer B-Zell-Marker bei Rhesusaffen ist. Die CD20" B-Zellen wurden dann nach CD21
und CD27 Expression unterschieden. Diese Einteilung erlaubt die Differenzierung zwischen
naiven CD21°CD27" B-Zellen, ruhenden CD21°'CD27" Gedachtnis-B-Zellen, aktivierten
CD21°CD27" Gedachtnis-B-Zellen und Gewebe-ahnlichen CD21°CD27" Gedéachtnis-B-Zellen
[147]. Exemplarische Dot Plots hierzu fir frische und kryokonservierte MNCs aus Organen

sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Ebenfalls von B-Zellen ausgehend wurden Zellen identifiziert, die unterschiedliche Klassen
von Immunglobulinen sezernieren. Dabei bestehen die IgD'CD27" Zellen aus den
Gedachtnis-B-Zellen, die bereits eine Klassenanderung durchgefiuhrt haben und somit 19G
oder IgA-sezernierende B-Zellen darstellen, wohingegen die IgD*CD27" Population
diejenigen B-Zellen sind, die vornehmlich IgM sezernieren [148, 149]. Exemplarische Dot

Plots fir kryokonservierte Proben sind ebenfalls in Abbildung 13 gezeigt.
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Abbildung

12:

Gating-Strategie der

B-Zellen

in den einzelnen Organen

: - + +
Lymphozyten Singlets Lebende Zellen CD10 CD20*/CD3
M\ 50¢ E N\ 250K 250K
200K 200K 200K
73
O 150K 150K 150K %
% 100K 100K 0637 100K
o //
50K 50K )_
<
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0102 10°  10' 10° 0102 10° 10 10°
250K 250K 250K 250K
x
e
g 200K 200K 200K 200K
c | 150k 1504 150K
[J]
<
S | 100k 100K] 100K
]
§ 50K 50K ] 50K
0+ 0 (R T T T (R T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0102 10° 10t 10° 0102 10° 10* 10°
250K 250K ]
200K 200K
N
= B 1504
100K 100K]
50K 50K
0+ 0
<F 0 50K 100K 150K 200K 250K I 0 50K 100K 150K 200K 250K <)I: 0102 o
T
O o] O N
(] %) (] [m)
(%) s %] O
250K 250K | 250K
o S
—= @ 200K 200K 200K
O +=
= O
o S| 5ok 1504 150K
= X
c c
© & 1ok 100K] 100K
s E
2 3| s 50K 50K s
=4
T T T T T 0 T T T T T 0 T " T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 010  10° 010? 10% 10* 10°
250K 250K 250K
§ 200K 200K 200K
3
150K 1504 150K
j 50 50 50
c
5 | 100k 100K] 100K
(a]
50K 50K 50K
0 T T T T 0 T T T T T 0w T T T - T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0102 10° 10* 10° 0102 10° 10t 10° 0102 10% 10* 10°
250K 250K ] 250K
200K 200K 200K
g 150K 150K] 150K
(]
2| o 100K] 100K
Q
a 50K 50K
—T T T T T 0 T T T T T 0 T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0102 10° 10t 10°
I FSC—A% I FSC—A% —Lebend/%
tot

72

in

kryokonservierten Proben. Dargestellt sind exemplarische Dot Plots der verschiedenen
Zellpopulationen in PBMCs, Knochenmark, Milz, mesenterialem Lymphknoten, in Dinn- und
Dickdarm. Rosa Linien markieren ein Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als
prozentualer Anteil an der vorherigen Population angegeben. Identifiziert werden CD3" T-
Zellen oder CD20" B-Zellen lber eine vorherige Charakterisierung von Lymphozyten,
Einzelzellen, lebenden Zellen und CD10" Zellen.
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Abbildung 13: Exemplarische Dot Plots zur Unterteilung der CD20" Subpopulationen.
Dargestellt sind Dot Plots der verschiedenen Zellpopulationen in PBMCs, Knochenmark,
Milz, mesenterialem Lymphknoten, in Dinn- und Dickdarm. Rosa Linien markieren ein Gate,
die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der vorherigen
Population angegeben. Von CD20" B-Zellen allgemein werden B-Zell-Populationen nach
CD21 und CD27 Expression (A) und nach CD27 und IgD Expression in (B) in frischen und
zugehorigen kryokonservierten Proben gezeigt.
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4.1.2 Vergleich der prozentualen Anteile von B-Zellen und Subpopulationen in

frischen und kryokonservierten Proben von Blut und verschiedenen Organen

Im Folgenden Abschnitt liegt der Fokus auf dem Vergleich der prozentualen Anteile von
CD20" B-Zellen generell und speziellen B-Zellpopulationen im Blut und in verschiedenen
Organen, die vergleichend zwischen frischem und tiefgefrorenem Material aufgelistet sind
(Tabelle 9). So sollen mogliche Veranderungen durch die Kryokonservierung evaluiert
werden. Im Folgenden sind die Werte als Mittelwert in Prozent + Standardfehler in Prozent
dargestellt.

Bei der Analyse der CD20" B-Zellen als prozentualer Anteil an den CD10 reifen
Lymphozyten fiel auf, dass es im KM (frisch 8.4% + 3.4 vs. tiefgefroren 16.2% + 4.7,
p=0.0004), in der Milz (frisch 30.7% % 7.6 vs. tiefgefroren 54.9% + 10.3, p <0.0001), im
Lymphknoten (frisch 16.2% + 7.1 vs. tiefgefroren 33.6% + 9.5, p=0.0003) und Dickdarm
(frisch 11.3% + 5.5 vs. tiefgefroren 29.7% + 10.0, p <0.0001) zu einem signifikanten Anstieg
nach Kryokonservierung gekommen ist. Im Dinndarm kam es auch zu einem prozentualen
Anstieg (frisch 25.8% + 17.5 vs. gefroren 38.9% + 22.4), der jedoch nicht statistisch
signifikant war. Im Gegenteil hierzu gab es keinen signifikanten Unterschied der Anteile der
B-Zellen zwischen frischen und kryokonservierten PBMCs (frisch 34.4% + 8.0 vs. tiefgefroren
38.8% £ 7.9).

Die unreifen CD10°CD20" B Zellen waren im Vergleich zu frischem KM in kryokonserviertem
KM funffach erniedrigt (p < 0.0001). In Dinn- und Dickdarm waren sie ebenfalls erniedrigt,
wenngleich nicht statistisch signifikant. In PBMCs und den sekundaren lymphatischen
Organen gab es keinen signifikanten Unterschied.

Die deutlichsten Veranderungen nach Kryokonservierung betrafen alle Zellpopulationen, die
CD27 auf der Oberflache tragen. So gab es einen massiven Verlust an aktivierten
Gedachtnis B-Zellen in tiefgefrorenen Proben von (am starksten betroffenen) KM (frisch
46.5% = 17.7 vs. tiefgefroren 6.1% + 6.2, p <0.0001), PBMCs (frisch 56.3% + 11.6 vs.

tiefgefroren 34.4% + 10.6, p=0.0006), Milz (frisch 30.6% + 7.5 vs. tiefgefroren 7.8% + 3.6, p

74



4. Ergebnisse 75

<0.0001), LN (frisch 5.2% + 2.7 vs. tiefgefroren 2.1% % 1.7, p=0.0061), Dinndarm (frisch
56.2% + 21.3 vs. tiefgefroren 21.5% £ 15.1, p=0.0070) und Dickdarm (frisch 58.7% % 13.6 vs.
tiefgefroren 19.1% + 10.1, p <0.0001).

Das gleiche Phanomen war bei den meisten Organen auch fiir die ruhenden Gedachtnis-B-
Zellen zu beobachten, deren Spiegel (in %) ebenfalls signifikant niedriger in
kryokonservierten Proben waren (PBMCs: frisch 3.4% * 1.1 vs. tiefgefroren 3.6% + 1.4,
p=0.7950; KM: frisch 2.1% + 1.1 vs. tiefgefroren 0.3% + 0.2, p=0.0001; Milz: frisch 10.0% *
3.1 vs. tiefgefroren 6.1% + 3.0, p=0.0073; Dinndarm: frisch 1.9% + 1.9 vs. tiefgefroren 0.1%
+ 0.1, p=0.0111; Dickdarm: frisch 6.1% % 9.7 vs. tiefgefroren 0.2% + 0.1, p <0.0001; LN:
frisch 9.1% £ 5.7 vs. tiefgefroren 5.5% + 3.3, p=0.1259, keine statistische Signifikanz).

Die Proportion der Gewebe-dhnlichen Gedachtnis-B-Zellen zeigte dagegen prozentual
héhere Werte in kryokonservierten PBMCs (p=0.0024). Im KM (p=0.0002), Dunndarm
(p=0.0070) und Dickdarm (p <0.0001) verdoppelten sich die Prozentzahlen jeweils. Diese
Population war nach Kryokonservierung in sekundaren lymphatischen Organen nicht
signifikant verandert.

Die Prozentzahlen der reifen naiven B-Zellen wiesen signifikant hdéhere Werte in
kryokonservierten PBMCs (p=0.0073), Milz (p <0.0001) und Dickdarm (p=0.0376) auf.
CD21*CD27 B-Zellen im KM, LN und Diinndarm waren nicht signifikant verandert.

Bei der Analyse der IgG/IgA-sezernierenden B-Zellen war ein bis zur Halfte reduzierter
Prozentsatz dieser Population in kryokonservierten PBMCs (p=0.0004), Milz (p=0.0006), LN
(p=0.0002) und Dinndarm (p=0.0379) zu beobachten, wohingegen der Dickdarm davon
nicht betroffen war. Ahnlich zu den anderen Ergebnissen war auch hier KM am stérksten
betroffen mit einem neunfachen Verlust in kryokonserviertem Material.

Gleichzeitig waren die Prozentzahlen der IgM-sezernierenden Zellen um die Halfte in
kryokonservierten PBMCs (p=0.0120), Milz (p=0.0130), LN (p=0.0166), Duiunndarm
(p=0.0111) und um das Dreifache im Dickdarm (p=0.0015) reduziert. Im KM (p <0.0001) war
ein ca. 17-facher Verlust an IgM-sezernierenden Zellen in kryokonservierten Proben zu

verzeichnen.
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Zusammenfassend lieR sich festhalten, dass CD20" B-Zellen in PBMCs nach
Kryokonservierung stabil blieben, jedoch prozentual in allen anderen Organen anstiegen.
Bezuglich der Expression des Markers CD27 war in PBMCs und allen Organen ein Verlust
nach Kryokonservierung zu beobachten, der somit zu einem prozentualen Verlust aller

Populationen fiihrte, die CD27 auf der Oberflache exprimierten.

4.1.3 Gating-Strategie der Plasmazellen

Die Gating-Strategie ist in Abbildung 14 dargestellt. Dem Ausschluss der Dubletten folgte die
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen. Nach Identifizierung der CD19"CD20°

Zellen wurden CD38"CD138" Plasmazellen erfasst [150].
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Abbildung 14: Gating-Strategie der Plasmazellen in kryokonservierten Proben von
PBMCs und KM. Dargestellt sind exemplarische Dot Plots der verschiedenen
Zellpopulationen in PBMCs und KM. Rosa Linien markieren ein Gate, die Menge der darin
enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der vorherigen Population angegeben.
Identifiziert werden CD38°CD138" Plasmazellen Uber Einzelzellen, lebende Zellen und
CD19°CD20 Zellen.
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4.1.4 Vergleich der prozentualen Anteile von Plasmazellen in frischen und

kryokonservierten Proben von PBMCs und KM

Aus dem gleichen Grund wie B-Zellen und Subpopulationen wurden auch Plasmablasten
sowie Plasmazellen in PBMCs und KM vergleichend in frischen und tiefgefrorenen Proben
untersucht. Die CD19*CD20" Population war in frischen (0.5% * 0.1) und kryokonservierten
PBMCs (0.5% % 0.3) vergleichbar, im KM dagegen gab es vierfach héhere Werte in
kryokonservierten Proben (frisch 5.0% + 2.1 vs. tiefgefroren 20.9% + 11.2, p=0.0002).

In frischen Proben von PBMCs und KM war es mdglich, eine CD38*CD138" Zellpopulation
und eine CD38"CD138"" Population abzutrennen, die Plasmablasten bzw. Plasmazellen
charakterisierten. Leider war diese Separation bei kryokonserviertem Material nicht moglich,
weswegen nur eine CD38'CD138" Population mit geringer Fluoreszenzintensitat definiert
werden konnte (Abbildung 16). Bei Proben von PBMCs und KM konnte ein vierfacher Verlust
dieser Population als Prozentzahl aller Zellen nach Kryokonservierung beobachtet werden
(PBMCs: frisch 0.2% + 0.1 vs. tiefgefroren 0.06% + 0.1, p=0.0005; KM: frisch 4.0% + 1.9 vs.

tiefgefroren 1.0% + 0.6, p <0.0001).
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Abbildung 15: Exemplarische Dot Plots der CD19°CD20"° und CD38'CD138"
Zellpopulationen in frischen und kryokonservierten Zellsuspensionen von KM. Rosa
Linien markieren ein Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer
Anteil an der vorherigen Population angegeben. Die Dot Plots der oberen Reihe zeigen die
CD19'CD20" Population und die CD38"'CD138" Plasmazellen sowie die CD38"'CD138"
Plasmablasten in einer frischen KM-Probe. In der unteren Reihe sind die gleichen
Populationen in der zugehodrigen kryokonservierten KM-Probe dargestellt. In
kryokonserviertem Material lasst sich bezuglich der Plasmablasten und Plasmazellen keine
klare Trennung erkennen, weswegen nur ein Gate gesetzt wurde.
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Tabelle 9: Prozentzahlen der verschiedenen B-Zellpopulationen und Plasmazellen im
Vergleich zwischen frischen und tiefgefrorenen Proben.

Organ und Population frisch kryokonserviert  p-Wert
PBMCs (n=12)
CD20" 34.4+8.0 38.8+7.9 0.1746
CD20'CD10" (unreife B Zellen) 24+1.2 25+0.7 0.6860
CD21'CD27" (naive B Zellen) 18.3+8.0 30.6+9.7 0.0073
CD21'CD27" (ruhende Gedachtnis- 3411 3614 0.7950
B-Zellen)
CD21°'CD27" (aktivierte 56.3+11.6 34.4+£10.6 0.0006
Gedachtnis-B-Zellen)
CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 21.8+5.2 31.3+7.2 0.0024
Gedachtnis-B-Zellen)
CcD20'CD27* 59.6 + 13.1 36.8 +10.5 0.0005
CcD3*CD27" 95.0+2.0 76.9+8.8 <0.0001
CD27%1gD" (IgG-/IgA- 43.6 +9.0 25.3+9.3 0.0004
sezernierende B-Zellen)
CD27°'IgD"  (IgM-sezernierende 23275 16.7 £ 3.9 0.0120
B-Zellen)
CD27IgD* (naive B-Zellen) 29.1 £ 8.1 52.8+12.5 0.0004
CD19"CD20 0.5+0.1 05+0.3 0.7290
CD38'CD138" (Plasmazellen) 0.2+0.1 0.06 £ 0.1 0.0005
Knochenmark (n=12)

CD20* 8.4+34 16.2+4.7 0.0004
CD20"CD10" (unreife B Zellen) 9.3+3.0 20+04 < 0.0001
CD21'CD27" (naive B Zellen) 23.7+6.4 26.9+11.2 0.4883
CD21'CD27" (ruhende Gedéchtnis- 2111 0.3+0.2 0.0001
B-Zellen)
CD21°'CD27" (aktivierte 46.5+17.7 6.1+6.2 <0.0001
Gedachtnis-B-Zellen)
CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 27.5+14.8 66.6 + 13.6 0.0002
Gedachtnis-B-Zellen)
CcD20'CD27* 49.9 + 18.3 74+6.7 <0.0001
CD3'CD27" 934 +53 770+ 11.4 0.0002
CD27%1gD" (IgG-/IgA- 443 + 16.8 5.8+6.0 <0.0001
sezernierende B-Zellen)
CD27'IgD"  (IgM-sezernierende 51+29 0.3+0.3 < 0.0001
B-Zellen)
CD27IgD* (naive B-Zellen) 34.0+£9.8 36.0 £ 19.3 0.4705
CD19"CD20 5.0+ 2.1 209+ 11.2 0.0002
CD38'CD138" (Plasmazellen) 40+£1.9 1.0+£0.6 < 0.0001
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Gedachtnis-B-Zellen)

Milz (n=12)
CD20" 30.0+7.6 54.9 £ 10.3 <0.0001
CD20'CD10" (unreife B Zellen) 4617 40+1.9 0.3555
CD21'CD27" (naive B Zellen) 449 +9.2 71.5+85 < 0.0001
CcD21'CcD27* 10.0 £ 3.1 6.1+3.0 0.0073
(ruhende Gedachtnis-B-Zellen)
CD21°'CD27" (aktivierte 30.6+7.5 7.8+3.6 <0.0001
Gedachtnis-B-Zellen)
CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 143+5.2 144149 0.9770
Gedachtnis-B-Zellen)
CcD20'CD27* 40.9+£10.3 126 +7.1 <0.0001
CD3'CD27" 944 +1.9 80.8 +14.8 0.0003
CD27%1gD" (IgG-/IgA- 274 +7.3 11778 0.0006
sezernierende B-Zellen)
CD27°'IgD"  (IgM-sezernierende 10.2 £ 3.7 6.7 £ 3.9 0.0130
B-Zellen)
CD27IgD* (naive B-Zellen) 48.9 + 8.8 66.6 £ 12.1 0.0014

Mesenterialer Lymphknoten
(n=12)
CD20* 16.2+7.1 33.6+9.5 0.0003
CD20'CD10" (unreife B Zellen) 56+1.5 6.2+1.9 0.6650
CD21'CD27" (naive B Zellen) 76.4 £9.7 79.8 £ 101 0.3123
CD21'CD27" (ruhende Gedéchtnis- 9.1+57 55+3.3 0.1259
B-Zellen)
CD21°'CD27" (aktivierte 52+27 2117 0.0061
Gedachtnis-B-Zellen)
CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 9.2+35 125+7.1 0.2481
Gedachtnis-B-Zellen)
CcD20'CD27* 13.6+7.4 6.0+3.5 0.0073
CD3'CD27" 96.8+1.5 82.8 +£6.8 <0.0001
CD27%1gD" (IgG-/IgA- 5.0+2.6 0.8+0.8 0.0002
sezernierende B-Zellen)
CD27°'IgD"  (IgM-sezernierende 1.9+1.2 0.8+0.7 0.0166
B-Zellen)
CD27IgD* (naive B-Zellen) 78.1£6.0 83.7+12.0 0.1409
Diunndarm (n=7)

CD20* 25.8+17.5 38.9+224 0.2086
CD20'CD10" (unreife B Zellen) 13.3+10.3 53+1.5 0.3062
CD21'CD27" (naive B Zellen) 0.6+1.1 04+0.5 0.7012
CD21'CD27" (ruhende Gedéchtnis- 19+1.9 0.1+£0.1 0.0111
B-Zellen)
CD21°'CD27" (aktivierte 56.2 £ 21.3 215+ 151 0.0070
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CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 41.1+21.3 77.6 £14.9 0.0070
Gedachtnis-B-Zellen)

CcD20'CcD27* 60.4 £ 20.8 234 +15.3 0.0070

CD3'CD27" 74.1£16.5 3741143 0.0041

CD27%1gD" (IgG-/IgA- 354 +£16.7 18.2+12.9 0.0379

sezernierende B-Zellen)

CD27°IgD" IgM-sezernierende 112156 42+3.2 0.0111

B-Zellen

CD27IgD* (naive B-Zellen) 8.5+4.8 30.8 £ 18.7 0.0041
Dickdarm (n=10)

CD20* 11.3+5.5 29.7 £10.0 <0.0001

CD20'CD10" (unreife B Zellen) 13.8£10.7 74+4.0 0.1655

CD21'CD27" (naive B Zellen) 0.6+0.7 1.3+£0.7 0.0376

CD21'CD27" (ruhende Gedéchtnis- 6.1+9.7 0.2+0.1 <0.0001

B-Zellen)

CD21°CD27" (aktivierte 58.7 £ 13.6 19.1 £ 10.1 <0.0001

Gedachtnis-B-Zellen)

CD21CD27° (Gewebe-ahnliche 345+8.3 79.2+9.9 <0.0001

Gedachtnis-B-Zellen)

CcD20'CcD27* 67.1+8.2 19.6 £ 11.0 <0.0001

CcD3'CD27" 90.1 £ 8.1 65.1+12.6 0.0001

CD27%1gD" (IgG-/IgA- 36.3+7.4 35.7+125 0.7394

sezernierende B-Zellen)

CD27°'IgD"  (IgM-sezernierende 18.3+11.0 57+1.7 0.0015

B-Zellen)

CD27IgD* (naive B-Zellen) 13.1+5.2 14.2 £ 10.3 1.0000

Die Prozentzahlen sind als Mittelwerte mit dem Standardfehler dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede (ab p <0.05), ermittelt mit dem Mann-Whitney-U-Test sind fett

gedruckt.

4.1.5 Funktioneller Vergleich zwischen frischen und tiefgefrorenen PBMCs

Die Auswertung der quantitativen Bestimmung von IgG- und IgA-sezernierenden Zellen

normiert auf 10° PBMCs (n=>5) ergab eine geringere Anzahl von ASC in kryokonservierten im

Vergleich zu frischen Proben (IgG: frisch 188.6 £ 74.3 vs. tiefgefroren ohne Ruhephase 69.6

+ 12.4; IgA: frisch 361.2 £ 101.1 vs. tiefgefroren ohne Ruhephase 255 + 83.3). Dieses liel3

sich ebenfalls beobachten, wenn vor dem Ansatz des B-Zell-ELISpots eine zweistlindige
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Ruhephase fur die Zellen eingehalten wurde (IgG: 123.4 + 49.3; IgA: 298.6 + 162.4),

obgleich diese zu einem besseren Erhalt der ASC gefuhrt hat (Abbildung 16A+B).
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Abbildung 16: Vergleich der quantitativen Bestimmung von Gesamt-IgG und Gesamt-
IgA ASC zwischen frischen und tiefgefrorenen PBMCs mit und ohne Ruhephase. Auf
der x-Achse sind die frischen und kryokonservierten Proben ohne Ruhephase und mit einer
zweistliindigen Ruhephase bei 37°C unterschieden. Auf der y-Achse sind die Anzahl der
Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen (A) und Gesamt-IgA-sezernierenden Zellen (B) von 10°
PBMCs aufgetragen. Querstriche demonstrieren Mittelwerte, die Vertikalbalken den
Standardfehler.

4.2 Analyse von CD138 als moglichem Marker zur Charakterisierung von

Plasmazellen von Rhesusmakaken

Im Rahmen der phanotypischen Charakterisierung von B-Zellen wurden auch
Plasmablasten/Plasmazellen berticksichtigt. Im Vorfeld musste jedoch untersucht werden,
welchen Phanotyp Plasmazellen im RM aufweisen, da diese Population zu Beginn dieser
Doktorarbeit im RM noch nicht ausreichend charakterisiert war. Als moglicher Marker wurde
CD138 in Betracht gezogen, da Plasmazellen im humanen System v.a. Uber diesen
klassischen Marker definiert sind [151], dessen Expression mit dem Reifegrad der Zellen

steigt [152]. CD138 steht fir Syndecan-1, ein Mitglied der transmembranen Proteoglykan-
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Familie und ist zusténdig fur Zell-zu-Zell Adhasion und zytoskelettale Organisation sowie
Zell-Matrix-Interaktionen.

AnschlieBend zur phanotypischen Charakterisierung musste ein funktioneller Nachweis
erbracht werden, der zeigte, dass CD138" Zellen tatsichlich Plasmazellen darstellen.
Plasmazellen sezernieren spontan Ak, somit musste dies fir CD138" Zellen bewiesen
werden. Dazu wurden CD138" Zellen aus PBMCs mittels magnetischer Separation
angereichert und anschlieBend im B-Zell-ELISpot eingesetzt (n=8). Die Ergebnisse dieser
phanotypischen und funktionellen Charakterisierung wurden von uns bereits publiziert [145].
Der Nachweis Uber die Reinheit erfolgte indirekt mittels durchflusszytometrischer Analyse. In
Abbildung 17 sind zwei exemplarische Dot Plots gezeigt; der linke stellt PBMCs vor der
magnetischen Aufreinigung, der rechte das CD138" Eluat dar. Im rechten Plot sind nahezu
keine CD138" Zellen mehr vorhanden.

In den PBMCs befanden sich vor der Aufreinigung noch 0.76% + 0.18 CD138" Zellen, in der
unmarkierten CD138" Fraktion dagegen nur 0.11% * 0.02 (p=0.0002) (siehe Abbildung 18).
Die CD138" aufgereinigten Zellen lieferten durchflusszytometrisch leider keine verlasslichen
Ergebnisse, da die magnetischen Beads die Analyse verfélschten. Somit sind die Ergebnisse
dieser Fraktion nur im ELISpot gezeigt. Der Nachweis Uber die Reinheit erfolgte demnach

indirekt.

vor Aufreinigung CD138-

0641 250K % T 0.021
200K

150K 1

SSC-A —m>

100K

50K 13

—
10°

CD138

v

Abbildung 17: Exemplarische Dot Plots von PBMCs vor und nach der magnetischen
Separation der CD138" Zellen. Dargestellt ist links der Dot Plot einer Probe vor der
magnetischen Aufreinigung der CD138" Plasmazellen und rechts das CD138 Eluat der
gleichen Probe nach der magnetischen Aufreinigung. Rosa Linien markieren das CD138"
Plasmazell-Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der
vorherigen Population angegeben.
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil von CD138" Zellen in Proben vor und nach der
magnetischen Aufreinigung (n=8). Auf der x-Achse sind die Proben vor der Aufreinigung
und die CD138 Eluate nach der Aufreinigung dargestellt. Auf der y-Achse sind die Anteile
der CD138" Plasmazellen als Prozent der Singlets angegeben. Querstriche demonstrieren
Mittelwerte, die Vertikalbalken den Standardfehler. Der Querbalken demonstriert den
signifikanten Unterschied von *** p < 0.001 nach dem Mann-Whitney-U-Test.

Die Ergebnisse aus dem B-Zell-ELISpot sind der Abbildung 19 zu entnehmen. Vor
Aufreinigung lag die Anzahl von Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen an 10° PBMCs bei 382 +
99, nach der Separation bei 331 + 45 im CD138 Eluat und bei 1785 + 346 in der CD138"
aufgereinigten Fraktion. Somit ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den CD138" Zellen und dem CD138" Eluat (p=0.0009) sowie den Zellen vor der Aufreinigung

(p = 0.0109).

Zusammenfassend ist zu nennen, dass CD138 ein geeigneter Marker fir die

Charakterisierung von Plasmazellen im RM ist, da CD138" Zellen spontan IgG sezernieren.
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Abbildung 19: Anzahl der Gesamt-lgG-sezernierende Zellen in den Fraktionen vor und
nach der magnetischen Separation der CD138" Plasmazellen (n=8). Auf der x-Achse sind
die Proben vor der Aufreinigung und die CD138 Eluate sowie die CD138" aufgereinigten
Proben nach der Separation aufgetragen. Auf der y-Achse sind die Anzahl der Gesamt-IgG-
sezernierenden Zellen von 10° PBMCs dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte mit der
Standardabweichung. Die Querbalken demonstrieren die signifikanten Unterschiede
zwischen den Fraktionen nach dem Mann-Whitney-U-Test, * p < 0.05, *** p < 0.001.

4.3 Pathogenesestudie mit einer SIV-nef-Mutante und einer SIV-vpr-

Deletionsmutante im Rhesusaffenmodell

Eine SIV-Studie wurde longitudinal bis Woche 52 nach Infektion in Hinblick auf
Krankheitsprogression sowie immunologische und virologische Parameter im
Rhesusaffenmodell verfolgt. Wie in Tabelle 10 ersichtlich, wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten im Infektionsverlauf Blut und unterschiedliche Organe analysiert. Zur Erfassung
von Basiswerten wurden vor der Infektion Blut und alle Organe mehrmals analysiert und die

Mittelwerte dieser Analysen wurden genutzt.
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Die Studie bestand aus drei Versuchsgruppen mit jeweils drei Tieren. Die Kontrollgruppe
wurde mit einem SIV-Wildtypvirus (SIVmac239wt, wt) infiziert und eine zweite Gruppe mit
einer SlIV-Variante, die zwei Punktmutationen im akzessorischen Gen nef aufwies
(SIVmac239CD3ko-nef, CD3knockout, CD3ko). Hier ist spezifisch die Funktion der TCR-
CD3 Herabregulierung ausgeschaltet. Die dritte Gruppe wurde mit einer Deletionsmutante im
akzessorischen Gen vpr infiziert (SIVmac239Avpr, Avpr). Dieses stellt eine komplette 101bp

(engl. base pairs, Basenpaare) grof3e Deletion dar [140].

Tabelle 10: Tabellarische Auflistung der Probenentnahme im Infektionsverlauf.

‘ Proben Wochen nach SIV-Infektion
1 2 4 6 8 12 14 16 20 24 32 36 44 52

Blut X X X X X X X X X X X X X X
KM X X X X X X X X
LN X X X X X X X X X
BAL X X X X X
CB X X X X X X

4.3.1 Krankheitsprogression und AIDS

In Abbildung 20 ist die Uberlebensrate in einem Kaplan-Meier-Plot dargestellt.

Zwei Tiere aus der Kontrollgruppe mussten wegen AIDS-ahnlicher Symptome euthanasiert
werden und ein Tier aus der CD3ko-Gruppe verstarb spontan ohne vorherige
Krankheitserscheinungen. Kein Tier aus der Avpr-Gruppe zeigte bis Woche 52 nach
Infektion AIDS-assoziierte Symptome.

In der Kontrollgruppe wurde ein Tier (15226wt) zu Woche 35 nach Infektion (engl. weeks
post infection, wpi) aufgrund von rezidivierendem, nicht therapierbarem Durchfall
euthanasiert. Die makroskopische und histologische Untersuchung ergab eine hochgradige

chronisch-aktive katarrhalische Gastroenteritis, die krankheitsbestimmend war. Eine
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weiterflihrende bakteriologische und parasitologische Untersuchung wies einen schweren
Befall mit verschiedenen opportunistischen Krankheitserregern hin, die dieses Krankheitsbild
bedingten. Zusatzlich war das lymphatische System inaktiv und depletiert, was auf eine

Immunsuppression hindeutete.

33

100 '
© 8- —— SIVmac239wt
2 2/3 == SIVmac239CD3ko-nef
é 60 == SIVmac239Avpr
| § 40- 1/3
X 90-

O ) J J J J ]

S O (19 ‘bQ O (OQ Q)Q
Wochen nach SIV-Infektion
Abbildung 20: Uberlebende Tiere. Dargestellt ist ein Kaplan-Meier-Plot, auf dessen x-
Achse der zeitliche Verlauf nach SlIV-Infektion angegeben ist und auf der y-Achse die

Fraktion der Uberlebenden in Prozent. Die Gruppen sind separat aufgetragen, schwarz = wt,
rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr.

Ein weiteres Tier aus der Kontrollgruppe (14893wt) musste zu Woche 51 nach Infektion
aufgrund von hochgradiger Dyspnoe und anderen respiratorischen Symptomen euthanasiert
werden. Die makroskopische und histologische Untersuchung ergab eine hochgradige
diffuse interstitielle = Pneumonie  mit Nachweis von groRen intranukledren
Einschlusskorperchen in Endothelzellen und Pneumozyten, ausgelést durch das
opportunistisch agierende Cytomegalievirus. Zudem lag eine akute katarrhalische Colitis,
ausgeldst durch weitere Opportunisten wie Trichuris, Giardia und Entamdba vor. Ein Tier aus
der CD3ko-Gruppe (2583CD3ko) verstarb zu Woche 45 nach Infektion spontan ohne
vorherige sichtbare Krankheitssymptome. In der Sektion zeigte sich makroskopisch eine
Umfangsvermehrung im Bereich des Harnblasenhalses, die zur Obstruktion der Ureteren im

Einmindungsbereich und zum Harnrickstau und damit verbundener akuter Uramie als
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Todesursache gefiihrt hat (Abbildung 21). Histologisch lieR® sich diese Umfangsvermehrung
als gro3zelliges B-Zell-Lymphom definieren. Mittels Pan-Herpes-PCR und Sequenzanalyse

aus den Tumorzellen konnte das Rhesus Lymphocryptovirus als ursachliches Agens isoliert

werden.

M.Bleyer,
2015

Abbildung 21: Makroskopische Darstellung des Lymphoms im Tier 2583CD3ko. Links
ist der Bauchsitus mit der makroskopisch sichtbaren Umfangsvermehrung im Bereich des
Harnblasenhalses und den bilateralen Hydrourethern gezeigt. Rechts ist die erdffnete
Harnblase mit gleichzeitigem Anschnitt der Umfangsvermehrung sichtbar.

4.3.2 Viruslast im Plasma

Wie in Abbildung 22 dargestellt, wurde bei allen Tieren der Kontroll- sowie der CD3ko-
Gruppe bereits eine Woche nach Infektion virale RNA im Plasma nachgewiesen.

Bei diesen beiden Gruppen war die Spitzenviramie bereits zwei Wochen nach Infektion
erreicht und vergleichbar zwischen beiden Gruppen mit Werten von durchschnittlich 4.1x10’
in der Kontrollgruppe und 2.9x10” RNA-Kopien/ml Plasma in der CD3ko-Gruppe (siehe
Abbildung 23). In der Avpr-Gruppe trat die VirAmie etwas spater als in den beiden anderen
Gruppen auf. Bei zwei Tieren (2617Avpr und 15216Avpr) war zu Woche 1.4 nach Infektion
virale RNA im Plasma nachweisbar, bei dem Tier 14847Avpr dagegen erst zu Woche 2.4
nach Infektion. Dementsprechend lag eine verzégerte Spitzenviramie (Woche 3 und 4 nach

Infektion) im Vergleich zu den anderen Gruppen vor. Die Spitzenviramie war ca. 30-fach
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niedriger als in der Kontroligruppe mit durchschnittlich 2.6x10° RNA-Kopien/ml Plasma

(Abbildung 22).

14892wt
14893wt

15226wt
2503CD3ko-nef
2583CD3ko-nef
14875CD3ko-nef
2617Avpr

14847 Avpr
15216Avpr

RNA-Kopien/ ml Plasma

EENENERE

1 01 Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll I“.

Wochen nach SIV-Infektion

Abbildung 22: RNA-Viruslast im Plasma im Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die
Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die RNA-Kopien/ml Plasma in einer
logarithmischen Darstellung. Die Tiere sind separat dargestellt, schwarz = wt, rosa = CD3ko-

nef, grin = Avpr.

108-
107.

106- pn

10° T

RNA-Kopien/ml Plasma

Abbildung 23: Vergleich der Spitzenviramie zwischen den Gruppen. Die x-Achse zeigt
die untersuchten Tiergruppen und die y-Achse die RNA-Kopien/ml Plasma in einer
logarithmischen Darstellung. Die Tiere sind pro Gruppe einzeln aufgetragen, schwarz = wt,
rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr. Querstriche demonstrieren Mittelwerte, die Vertikalbalken

den Standardfehler.
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In der frlhen chronischen Phase, die ab Woche 8 nach Infektion beginnt, lagen die Werte
der Viruslast im Plasma in der Kontrollgruppe durchschnittlich bei 8.3x10° und in der CD3ko-
Gruppe etwas hoher bei 4.6x10° RNA-Kopien/ml Plasma. Zu diesem Zeitpunkt wies die Avpr-
Gruppe eine niedrigere Viruslast mit durchschnittlich 8x10* Viruskopien/ml Plasma auf.
Auffallend an den zwei Einzeltieren 14875CD3ko und 14847 Avpr war, dass bei ihnen bereits
ab Woche 6 nach Infektion die Viruslast abnahm, und ab Woche 16 unter die
Nachweisgrenze fiel. Wahrend dieses Phanomen bei 14875CD3ko bis Woche 52 nach
Infektion persistierte, kontrollierte 14847 Avpr die Viruslast nur temporar. Ab Woche 32 nach
Infektion stieg die Viruslast wieder an und erreichte ab Woche 44 nach Infektion mit 1.2x10°
Viruskopien/ml Plasma ihr Plateau. Ab der spaten chronischen Phase ab Woche 24 bis
Woche 52 nach Infektion lag die Viruslast im Plasma in diesem Zeitraum in den Ubrigen
Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich bei 1.2x10°, in der CD3ko-Gruppe bei 2.7x10° und
etwas niedriger in der Avpr-Gruppe mit durchschnittlichen Viruslasten von 4.4x10°

Viruskopien/ml Plasma.

4.3.3 Neopterinbestimmung im Urin

Der Neopterinspiegel im Urin nach der Infektion wurde als x-facher Wert des Basiswerts vor
der Infektion dargestellt, da Neopterin schon vor der Infektion (individuell unterschiedlich
hoch) nachgewiesen werden kann. Bemerkenswert waren die Neopterinspiegel in der
Kontrollgruppe zu Tag 15 nach Infektion mit einem ca. 17-fachen Anstieg in Relation zum
Ausgangswert. Dieses war jedoch bedingt durch die sehr hohen Spiegel bei einem Tier
(14892wt); die anderen beiden prasentierten einen ca.11-fachen Anstieg im Vergleich zum
Ausgangswert. In der CD3ko-Gruppe war ein ca. 11-facher Anstieg zu verzeichnen. Im
Gegensatz dazu zeigte die Avpr-Gruppe nur einen geringen Anstieg um das ca. 2-fache im
Vergleich zum Ausgangswert (siehe Abbildung 24). Nach diesem (gruppenunterschiedlichen)
raschen Anstieg der Neopterinspiegel zu Tag 15 pi kam es zu einem ebenso raschen Abfall.

Bereits an Tag 17 nach Infektion konnte man in der Kontroll- und CD3ko-Gruppe nur noch
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einen ca. 7-fachen Anstieg beobachten. Die Werte in der Avpr-Gruppe veranderten sich nur
wenig im Vergleich zu Tag 15. An Tag 31 nach Infektion waren in allen Gruppen nahezu die

Ausgangswerte erreicht.

w
g

—— 14892wt

= 14893wt

= 15226wt

—o— 2503CD3ko-nef
= 2583CD3ko-nef
—— 14875CD3ko-nef
—— 2617Avpr

-=- 14847 Avpr

== 15216Avpr
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(das x-fache des Basiswerts)

Tage nach SIV-Infektion

Abbildung 24: Neopterinspiegel im Urin. Die x-Achse zeigt die Tage nach SIV-Infektion
und die y-Achse die Neopterin/Kreatinin-Ratio als x-fachen Wert des Basiswerts. Die Tiere
sind einzeln aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr.

Wie der Abbildung 25 zu entnehmen ist, korrelieren die Neopterinwerte signifikant mit der

Spitzenviramie (p < 0.0001).
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Abbildung 25: Korrelation der Neopterinwerte mit der Spitzenviramie. Auf der x-Achse
sind die RNA-Kopien/ml Plasma zum Zeitpunkt der Spitzenviramie aufgetragen, wohingegen
die y-Achse die Neopterin/Kreatinin-Ratio als x-facher Wert des Basiswerts darstellt. Der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient rs und der dazugehdrige p-Wert verdeutlichen den
hochsignifikanten Zusammenhang beider Parameter.
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4.3.4 Durchflusszytometrische Analyse der T- und B-Zellpopulationen und

Plasmazellen

4.3.4.1 Gating-Strategie der T-Zellen

Nach Ausschluss der Dubletten zur Erfassung der Einzelzellen folgte die Charakterisierung
der Lymphozyten lber CD45 (Abbildung 26). Im Anschluss wurden die CD3" T-Zellen
insgesamt und danach die CD4" und CD8" T-Zellen speziell identifiziert. Von den CD4" T-
Zellen wurden anschliefend die Aktivierungsmarker HLA-DR sowie CD69 und die naiven T-
Zellen (CD28°CD95") sowie die zentralen (CD28"CD95") und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen

(CD28°CD95") charakterisiert.
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Abbildung 26: Gating-Strategie der T-Zellen in einer exemplarischen Vollblutprobe.
Dargestellt sind Dot Plots der verschiedenen T-Zellpopulationen. Rosa Linien markieren ein
Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der vorherigen
Population angegeben. Identifiziert wurden CD4" oder CD8" T-Zellen bei vorhergehender
Charakterisierung von Lymphozyten, Einzelzellen und CD3" T-Zellen. Von den CD4" T-
Zellen wurden die Aktivierungsmarker HLA-DR sowie CD69 und die naiven sowie die
zentralen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen charakterisiert.
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4.3.4.2 Etablierung der LN-FNA und Gating-Strategie der follikuléren T-Helferzellen

Um die Tru-Zellen longitudinal engmaschig untersuchen zu kdnnen, musste eine geeignete
Methode der Probengewinnung etabliert werden. Im Abschnitt Material und Methoden wurde
bereits die Methode der LN-FNA beschrieben. Zur Evaluierung der Vergleichbarkeit
zwischen der LN-FNA und der klassischen LN-Exstirpation wurde eine Studie mit sieben
SlV-negativen RM durchgefiihrt und verschiedene T-Zell-Populationen analysiert. Die
nachfolgenden Daten wurden bereits von uns publiziert; einige Abbildungen sind deshalb
originalgetreu entnommen [153].

Die Gating-Strategie fur die Vergleichsstudie und die modifizierte Gating-Strategie der SIV-
Studie sind in Abbildung 27A+B dargestellt. Erstere beginnt mit der Charakterisierung der
Lymphozyten ber einen niedrigen FSC-A und SSC-A. Nach Ausschluss der Dubletten folgte
die Erfassung der CD3" T-Zellen und der CD20" B-Zellen. Die Fokussierung erfolgte
anschlieRend auf die CD4" und CD8" T-Zellpopulationen mit weiterfihrender
Charakterisierung der CD4"'CD45RA" Gedéachtnis-T-Zellen. Von dieser wurden final die Tgy-
Zellen als PD-1"" und CD127" Population definiert. Die Gating-Strategie in der SIV-Studie
wurde modifiziert. Zur besseren Charakterisierung von Lymphozyten wurde nun der anti-
CD45 mAk benutzt. Die Definition der Tgy-Zellen erfolgte nur noch tber PD-1; der anti-
CD127 mAk wurde ausgeschlossen, da Teu-Zellen immer negativ fur diesen Marker waren.
Somit wurde PD-1 als ausreichend fur die Charakterisierung angesehen. Zusatzlich wurde in
der SIV-Studie fur die weitere Charakterisierung der Tgy-Zellen der anti-IL-21 mAK
eingeschlossen, der bei positivem Nachweis einen Hinweis auf die funktionelle Kapazitat der
Tey-Zellen gibt. Ebenfalls hinzugefiigt wurden CD21 und CD27, um auch B-Zell-Populationen

longitudinal zu analysieren.
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Abbildung 27: Gating-Strategie der Tgy-Zellen in einem LN-Feinnadelaspirat. Dargestellt
sind exemplarische Dot Plots der verschiedenen T-Zellpopulationen. Rosa Linien markieren
ein Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der
vorherigen Population angegeben. Unterteilt werden in (A) Lymphozyten, anschlielend
Einzelzellen, CD3" T-Zellen oder CD20" B-Zellen, dann CD4" oder CD8" T-Zellen, von CD4"
Zellen CD45RA" Gedéchtnis-T-Zellen und final Ten-Zellen. In (B) wird die modifizierte Gating-
Strategie in der SIV-Studie dargestellt.
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In Abbildung 28 sind CD20" B-Zellen, CD3" T-Zellen, CD4" und CD8" T-Zellen, CD45RA
Gedachtnis-T-Zellen sowie Tgn-Zellen vergleichend zwischen LN-Feinnadelaspiraten und
komplett exstirpierten LN in den SIV-negativen Tieren dargestellt. Die Ergebnisse in Tabelle
11 veranschaulichen die gute Vergleichbarkeit zwischen beiden Methoden. Dieses wird
ebenfalls in Abbildung 29 deutlich, in der eine positive Korrelation von CD4" T-Zellen
zwischen beiden Methoden dargestellt ist.

Zusatzlich wurden absolute Zellzahlen in den Aspiraten ermittelt (Abbildung 30). Die Zellzahl
lag zwischen 2.5x10° bis 8.1x10° mit durchschnittlich 5.6x10° Zellen in 50l Probe bei der
manuellen Zahlung mit einer Zahlkammer und war somit ausreichend fiir eine komplette
phanotypische Analyse. Bei der Analyse mit den TruCOUNT ™-Réhrchen variierten CD45"
Lymphozyten von 4.7x10* bis 1x10° mit einem Mittelwert von 4.5x10°. CD3* T-Zellen
rangierten von 4x10* bis 7.6x10°, im Durchschnitt lagen sie bei 3.7x10° Zellen.
Subpopulationen wie CD4" T-Zellen variierten von 2.4x10* bis 4.2x10° mit durchschnittlich
2x10° Zellen, wohingegen sich CD8* T-Zellen in einem Bereich von 1x10* bis 2.4x10° mit
durchschnittlich 1.2x10° bewegten. Tex-Zellen variierten von 6.5x10° bis 3.1x10* mit einem

Mittelwert von 1x10* Zellen.
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Abbildung 28: Vergleich von T-Zell-Populationen in LN-Feinnadelaspiraten und
Zellsuspensionen aus LN-Exstirpaten. Auf der x-Achse sind die Proben der LN-Exstirpate
sowie der LN-Feinnadelaspirate aufgetragen. Auf der y-Achse sind die prozentualen Anteile
der verschiedenen mittels Durchflusszytometrie analysierten Zellpopulationen angegeben.
Querstriche demonstrieren Mittelwerte.
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Tabelle 11: Prozentzahlen von T- und B-Zell-Populationen in Zellsuspensionen von
Lymphknotenexstirpaten und Feinnadelaspiraten.

‘ Zellpopulation LN ex LN-FNA

CD3" 64.1+4.1 545+7.0

CD20" 23.5+2.8 26.6 +4.7

CcD3'CD4" 60.8 £ 3.2 57257

CcD3'CD8" 31.5+23 36.3+44

CD3"CD4'CD45RA" (Gedéachtnis-T-Zellen) 529 +5.1 57.3+7.6

CD3'CD4'CD45RAPD-1""CD127" 1.7 £0.2 1.7 £04
(Tew-Zellen als % von CD4" T-Zellen)

Die Prozentzahlen sind als Mittelwerte mit dem Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 29: Korrelation der CD4" T-Zellen. Auf der x-Achse sind die CD4" T-Zellen aus
Zellsuspensionen der Lymphknotenexstirpate und auf der y-Achse die CD4" T-Zellen aus
Zellsuspensionen der Feinnadelaspirate darstellt. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient
rs und der dazugehérige p-Wert verdeutlichen den signifikanten Zusammenhang beider
Parameter.
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Abbildung 30: Absolute Zellzahlen in LN-Feinnadelaspiraten. Auf der x-Achse sind die
untersuchten Zellpopulationen dargestellt. Die y-Achse zeigt die absolute Zellzahl in einer
logarithmischen Darstellung in einer 50ul Probe. Die Zellzahl links auf der x-Achse wurde
separat mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Querstriche demonstrieren
Mittelwerte.

Somit erwies sich die LN-FNA als gut anwendbare Alternativmethode zur klassischen LN-
Exstirpation zum Zweck der Phanotypisierung von B- und T-Zellpopulationen in lymphoidem
Gewebe. Diese Methode ist schnell durchfiihrbar, minimal invasiv und schonend fir die Tiere
sowie die immunologische Homoostase, da kein ganzer Lymphknoten entfernt werden muss.
Dieses tragt ebenfalls zu dem Refinement des 3R-Prinzips nach Russel und Burch bei [154],

da es zu einer Verbesserung der Methoden in Tierversuchen flhrt.

4.3.4.3 CD4-Zellzahlen im Vollblut und lymphoidem sowie mukosalem Gewebe

Im Folgenden sind die Werte immer als Mittelwert in Prozent + Standardfehler in Prozent
dargestellt. Prozentzahlen von CD4" T-Zellen wurden im Blut, KM, LN, in der BAL und in CB
durchflusszytometrisch wahrend des Krankheitsverlaufes bestimmt (Abbildung 31). Im Blut
lagen die Ausgangswerte in der Kontrollgruppe bei 57% + 2 CD4-Zellen (von CD3-Zellen
allgemein) und zeigten einen deutlichen Abfall in Woche 4 nach Infektion mit 34% + 3. In den
folgenden Wochen erholten sich die CD4-Zellzahlen auf ca. 40% * 3, erreichten aber nie die
Ausgangswerte, sondern nahmen kontinuierlich ab. In Woche 52 nach Infektion waren

prozentual nur noch 35% + 6 CD4-Zellen im Blut messbar. In der CD3ko-Gruppe lagen die
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Ausgangswerte im Blut mit 47% % 2 zwar niedriger, erfuhren aber ebenfalls einen Abfall auf
37% = 3 an Woche 4 nach Infektion. Dieser initiale Verlust war in dem Tier 14875CD3ko
ebenfalls vorhanden, danach gab es jedoch eine rasche Erholung mit stabilen Zellzahlen im
restlichen Infektionsverlauf. In den darauffolgenden Wochen lagen die durchschnittlichen
Zellzahlen im Verlauf in der gesamten CD3ko-Gruppe bei ca. 40%. Nur das Tier 2583 wies
stetig fallende CD4-Zellzahlen bis zu seinem Tod in Woche 44 nach Infektion auf. Die Avpr-
Gruppe hatte Ausgangswerte von 53% * 0.3 und wies nahezu keinen Abfall in Woche 4 auf.
Damit unterschied sie sich deutlich von den anderen beiden Gruppen. Auch im Verlauf der
nachsten Wochen blieben die CD4-Zellen stabil. Nur in der Woche 52 nach Infektion kam es
zu einem Abfall auf 40% + 10, dieses war jedoch durch den starken Abfall der CD4-Zellen in
einem Tier (2617) begrindet.

Im KM lagen die Ausgangswerte in allen Gruppen ahnlich (wt: 31% % 4; CD3ko: 32% % 5;
Avpr: 29% £ 1). Bemerkenswert bei allen war der nahezu dreifache Anstieg der CD4-
Zellzahlen ab Woche 12 bis 16 nach Infektion (wt: 79% + 1; CD3ko: 74% + 3; Avpr: 83% *
2). Dieses war nicht bedingt durch einen tatsadchlichen Anstieg dieser Zellpopulation,
sondern durch eine prozentuale Verschiebung aufgrund eines Verlustes an CD8" T-Zellen.
Dieses wird auch deutlich in der Abbildung 32, die einen tatsachlichen Verlust der absoluten
Zellzahlen der CD8" T-Zellen illustriert. Nach Woche 16 normalisierten sich die
Prozentzahlen der CD4-Zellen (und ebenso die Zellzahlen der CD8-Zellen) auf

Ausgangslevel.
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Abbildung 31: Prozentzahlen von CD4" T-Zellen im Blut und den verschiedenen
Organen im Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-
Achse die Prozentzahlen der CD4-Zellen als Anteil der CD3" T-Zellen. Pro Bild sind die
Kurvenverlaufe individuell fir jedes Tier dargestellt. rot = Blut, grin = KM, blau = BAL,
schwarz = LN, gelb = Colon. Werte vor der Infektion sind als Mittelwert von zwei bis finf
Prawerten dargestellt.
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Abbildung 32: Individuelle absolute CD8-Zellzahlen im Knochenmark im
Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die
absoluten Zellzahlen der CD8-Zellen pro ul. schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr.
Der Wert vor der Infektion ist als Mittelwert von zwei Messungen angegeben.

In der BAL lagen die Ausgangsprozentsdtze der CD4-Zellen bei 40% % 4 in der
Kontrollgruppe, bei 31% £ 5 in der CD3ko-Gruppe und bei 42% £ 2 in der Avpr-Gruppe. In
Woche 4 kam es in allen Gruppen zu einem deutlichen Abfall (wt: 8% + 2; CD3ko: 6% = 2;
Avpr: 12% % 0.8), der in der Kontrollgruppe und bei zwei Tieren der CD3ko-Gruppe (2503,
2583) Uber die Zeit anhielt. Das Tier 14875CD3ko, das die Viruslast erfolgreich kontrollierte,
erreichte jedoch wieder Ausgangswerte. Dieses traf ebenfalls auf das Tier 14847 aus der
Avpr-Gruppe zu, das temporar die Viruslast kontrollierte. Bei den anderen beiden Tieren aus
letztgenannter Gruppe stiegen die CD4-Spiegel vorribergehend wieder an, um danach
jedoch wieder bis Woche 52 nach Infektion abzufallen.

Im LN nahmen die CD4-Werte in der Kontrollgruppe im Infektionsverlauf stetig ab (Woche 0:
62% % 1 vs. Woche 52: 34% + 6). Dieser war auch in zwei Tieren der CD3ko-Gruppe
vorhanden (2503: Woche 0: 55% vs. Woche 52: 37%; 2583: Woche 0: 63% vs. Woche 52:
28%). In dem die Viruslast kontrollierenden 14875 derselben Gruppe blieben die CD4-
Zellzahlen stabil. In der Avpr-Gruppe kam es zu einem weniger ausgepragten Verlust Uber
den Infektionsverlauf (Woche 0: 58% * 1 vs. Woche 52: 42% + 5). Hier waren die Werte des

temporar die Viruslast kontrollierenden Affen 14847 am stabilsten.
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Die Prozentzahlen im Colon, als das am starksten von der CD4-Depletion betroffenen

Organs, sind zusatzlich in der Abbildung 33 gezeigt.

Wochen nach SIV-Infektion
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Abbildung 33: Prozentzahlen von CD4" T-Zellen im Colon im Infektionsverlauf. Die x-
Achse zeigt die Werte der untersuchten Tiergruppen zu verschiedenen Zeitpunkt nach
Infektion und die y-Achse die Prozentzahlen der CD4-Zellen als Anteil der CD3-Zellen. Die
Werte der Tiere sind einzeln aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko, griin = Avpr. Werte
vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von zwei Prawerten dar. Querstriche
demonstrieren Mittelwerte, die Vertikalbalken den Standardfehler. Querbalken demonstrieren
zusammenhangende signifikante Unterschiede von * p < 0.05 nach dem gepaarten t-Test fur
verbundene Proben. 1, Tod.

Die Ausgangswerte der CD4-Zellen im Colon bewegten sich bei allen Tieren zwischen 31
und 33%. In der Kontrollgruppe kam es ab Woche 2 nach Infektion zu einem Abfall der
Prozentzahlen, der an Woche 12 (11% % 0.8) einen statistisch signifikanten Unterschied zu
den Ausgangswerten aufwies. Im weiteren Verlauf kam es zu einem Anstieg,
Ausgangsspiegel wurden jedoch nicht erreicht. In den beiden Tieren, die wegen einer AIDS-
Symptomatik euthanasiert werden mussten, lagen extrem niedrige CD4-Zellzahlen zum
Zeitpunkt der Sektion vor. In der CD3ko-Gruppe war ebenfalls ein Abfall ab Woche 2 nach

Infektion zu beobachten, der statistisch signifikant zu den Ausgangswerten war. In den
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folgenden Wochen blieben die Werte konstant um ca. 20%. Die Avpr-Gruppe wies im
Unterschied zu den anderen Tieren jedoch nur einen milden Abfall der mukosalen CD4-
Zellzahlen in der akuten Phase auf. Ab Woche 12 nach Infektion waren noch 23% an CD4"
T-Zellen vorhanden, die jedoch zwischen den Tieren in Woche 52 nach Infektion stark
divergierten. Nichtsdestotrotz waren die Werte in zwei von drei Tieren in dieser Gruppe
hoher als in der Kontrollgruppe.

Die Prozentzahlen der CD4-Zellen im gesamten Verlauf der Infektion korrelierten im Blut und
allen Organen invers mit der Plasmaviruslast zu den zugehdrigen Zeitpunkten (Abbildung
34). In den mukosalen Geweben wie Lunge und Colon ist dieses am deutlichsten. Lediglich

der Verlauf dieser Zellen im KM korrelierte nicht mit der Viruslast (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 34: Korrelation der CD4" T-Zellen im Blut und den verschiedenen Organen
mit der Viruslast im Plasma. Auf der x-Achse sind die RNA-Kopien/ml Plasma in
logarithmischer Darstellung aufgefiihrt, auf der y-Achse die CD4" T-Zellen als prozentualer
Anteil der CD3" T-Zellen von Woche 0 bis Woche 52 nach Infektion. Werte vor der Infektion
stellen sich als Mittelwerte von zwei bis finf Prawerten dar. Der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient rs und der p-Wert verdeutlichen die signifikante negative
Korrelation beider Parameter. In rot = Blut, blau = BAL, schwarz = LN, gelb = Colon.

101



4. Ergebnisse 102

4.3.4.4 Tey-Zellzahlen und IL-21" Try-Zellzahlen in lymphoidem Gewebe

In Abbildung 35 sind die Prozentzahlen der Tgy-Zellen als Anteil der CD45RA™ Gedachtnis-T-
Zellen und die funktionelle Kapazitat durch IL-21 Expression in den Tgy-Zellen in
individuellen Kurvenverlaufen dargestellt.

Die Ausgangswerte der Tgy-Zellen lagen in der Kontrollgruppe bei 6% + 0.7. In der CD3ko-
Gruppe waren die Werte mit 8% + 2 sowie in der Avpr-Gruppe mit 5% * 0.8 vergleichbar. Im
Verlauf der Infektion kam es zu einer Expansion dieser Population auf 40-60%, meist in der
chronischen Phase. Lediglich das die Viruslast kontrollierende Tier 14875 aus der CD3ko-
Gruppe zeigte zu keiner Zeit eine Expansion dieser Population. Das temporar die Viruslast

kontrollierende Tier 14847 aus der Avpr-Gruppe wies nur zu einem frilhen Zeitpunkt einen

Anstieg auf.
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Abbildung 35: Prozentzahlen von Tgy-Zellen und IL-21" Tgy-Zellen im LN im
Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die
Prozentzahlen der Tgy-Zellen und IL-21" Tgy-Zellen im LN. Pro Bild sind die Werte eines
Tieres mit individuellen Kurvenverlaufen aufgetragen, rot = Tgy-Zellen, grin = IL-217 Tey-
Zellen. Werte vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von zwei Prawerten dar.
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Diese Expansion der Tgy-Zellen korrelierte positiv mit der Plasma-Viruslast uUber den

gesamten Infektionsverlauf (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Korrelation der Try-Zellen mit der Viruslast im Plasma. Auf der x-Achse
sind die RNA-Kopien/ml Plasma in logarithmischer Darstellung gezeigt, auf der y-Achse die
Tey-Zellen als Anteil der CD45RA™ Zellen tiber Woche 0 bis Woche 52 nach Infektion. Werte
vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von zwei Prawerten dar. Der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient rs und der dazugehérige p-Wert verdeutlichen die signifikante
positive Korrelation beider Parameter.

Die funktionale Kapazitat der Tgy-Zellen, gemessen an der intrazelluldren IL-21 Expression,
war in allen Gruppen &hnlich mit Ausgangswerten um 32-37%. Ebenfalls ahnlich im
Infektionsverlauf war der starke Abfall ab Woche 14 nach Infektion mit dem Tiefpunkt an
Woche 24 mit nur noch ca. 3-5% IL-21" Tgy-Zellen im Lymphknoten. Danach kam es zu

einem langsamen Anstieg, der an Woche 52 wieder Ausgangsspiegel erreichte.
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4.3.4.5 Immunaktivierung der T-Zellen

Der Grad der Immunaktivierung wurde anhand der CD69 und HLA-DR Expression auf CD4-
Zellen im Blut und lymphoidem sowie mukosalem Gewebe bestimmt (Abbildung 37 und 38).
Ausgangswerte von HLA-DR auf T-Zellen im Blut lagen in der Kontrollgruppe bei 6% % 1, in
der CD3ko-Gruppe bei 8% = 1 und in der Avpr-Gruppe um 4% % 0.2. Im Verlauf der Infektion
kam es zu einem in den Gruppen vergleichbaren, bis zu zweifachen Anstieg der HLA-DR"
CD4" T-Zellen im Blut Woche 1 nach Infektion. Danach fielen die Werte wieder auf etwa das
Ausgangsniveau zuruck. Erst in der chronischen Phase ab Woche 24 bzw. 36 kam es zu
einem erneuten Anstieg. Dieser blieb jedoch in den frih verstorbenen Tieren 14893wt und
15226wt aus.

Im LN blieb ein vergleichbarer Anstieg im 15226wt und in den beiden die Viruslast
kontrollierenden Tieren 14875CD3ko und 14847Avpr aus. Bei den Tieren 14893wt und
15216Avpr gab es erst zu Woche 52 nach Infektion einen Anstieg. In den verbliebenen
Tieren 14892wt, 2503CD3ko, 2583CD3ko und 2617Avpr war eine variierende, aber
anhaltende Immunaktivierung im LN bis Woche 52 nach Infektion zu verzeichnen.

Im mukosalen Gewebe der Lunge kam es in allen Tieren dagegen zu einem ca. funf- bis
zehnfachen friihen Anstieg der Prozentzahlen der HLA-DR" CD4" T-Zellen zu Woche 4 nach
Infektion, der jedoch in Woche 16 bzw. Woche 20 bei den meisten Tieren bereits wieder
ricklaufig war und zu Woche 52 Ausgangswerte erreichte. Lediglich bei dem Tier 14893wt
und 2503CD3ko war eine konstante Immunaktivierung im mukosalen Gewebe bis Woche 52
zu beobachten. Die Tiere 2583CD3ko und 2617Avpr prasentierten nach dem Abfall auf
Ausgangslevel zu Woche 20 bereits wieder einen Anstieg Uber Woche 36 bis Woche 52.

Die Expression des frihen Immunaktivierungsmarkers CD69 zeigte deutliche Unterschiede
zwischen den Gruppen. Wahrend in der Avpr-Gruppe zu Woche 2 nach Infektion kein
Anstieg zu verzeichnen war, gab es in jeweils zwei Tieren aus der Kontrollgruppe (14892,
15226) und der CD3ko-Gruppe (2583, 14875) einen bis zu zweifachen Anstieg der CD69

Expression mit den héchsten Werte bei dem Tier 14875CD3ko.
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Ab Woche 4 nach Infektion kam es jedoch zu einem Abfall bei allen Tieren auf Werte
deutlich unter dem Ausgangsniveau und erst ab Woche 20 bzw. 24 zu einem Wiederanstieg
bei allen Tieren aus der Avpr-Gruppe und dem Tier 14892wt. Die CD3ko-Gruppe erreichte
erst ab Woche 52 nach Infektion wieder Normalwerte. Die Werte zu Woche 52 nach Infektion
mussen jedoch mit Vorsicht betrachtetet werden. Die Folgedaten missen abgewartet

werden, um den starken Anstieg interpretieren zu kdnnen.
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Abbildung 37: Inmunaktivierung der CD4" T-Zellen anhand der HLA-DR Expression im
Infektionsverlauf . Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die
Prozentzahlen der CD4" HLA-DR" Zellen im Blut, LN und in der BAL als prozentualen
Unterschied zum Ausgangswert. Pro Abbildung sind die Werte eines Tieres mit individuellen
Kurvenverlaufen aufgetragen, rot = Blut, schwarz = LN, blau = BAL. Der mittlere Basiswert
vor der Infektion wurde aus zwei bis fiinf Prawerten berechnet.
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Abbildung 38: Immunaktivierung von CD4' T-Zellen im Blut anhand der CD69
Expression im Infektionsverlauf. Die x-Achse stellt die Wochen nach SIV-Infektion und die
y-Achse die CD69" CD4" T-Zellen als prozentualen Unterschied zum Ausgangswert dar. Die
Werte der Tiere sind einzeln aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr.
Werte vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von finf Prawerten dar.

4.3.4.6 Prozentzahlen der zentralen und Effektor-Gedéchtnis-CD4" T-Zellen im
Vollblut

In Abbildung 39A+B sind die prozentualen Anteile der zentralen (CD28"CD95") und Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen (CD28'CD95") an den CD4-Zellen dargestellt. Der Anteil von zentralen
Gedachtnis-T-Zellen an den CD4" T-Zellen lag vor Infektion in allen Gruppen bei ca. 70-80%.
In Woche 2 nach Infektion gab es nur in einem Tier (2583CD3ko) einen Verlust dieser
Population auf ca. 45%. Alle anderen Tiere wiesen Werte wie vor der Infektion oder etwas
héher (Avpr-Gruppe) auf. In Woche 8 nach Infektion waren bei allen Tieren ahnliche bis
leicht erhohte Werte im Vergleich zu den Prawerten zu verzeichnen. Woche 24 nach
Infektion gab es in allen Gruppen einen deutlichen Abfall, der jedoch nur in der CD3ko-
Gruppe statistische Signifikanz erreichte. Dieser Abfall war am mildesten im 14892wt,
14875CD3ko und in der Avpr-Gruppe ausfiel. Ahnliche Werte waren ebenfalls an Woche 52

nach Infektion zu verzeichnen.
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Die Effektor-Gedachtnis-Zellen bildeten vor der Infektion mit durchschnittlich ca. 5% nur
einen kleinen Teil der CD4" T-Zellen. In der friihen Phase der Infektion gab es in der
Kontrollgruppe einen signifikanten Anstieg auf 12% + 0.6. In der Avpr-Gruppe blieb ein
vergleichbarer Anstieg aus. Die CD3ko-Gruppe prasentierte sich sehr heterogen mit dem
Tier 2583, bei dem ein ca. dreifacher Anstieg verzeichnet wurde sowie den restlichen beiden
Tieren, die auf Ausgangslevel blieben. Die Werte in der chronischen Phase befanden sich
bei drei

allen Tieren der Gruppen mit kleinen Schwankungen wieder auf dem

Ausgangsniveau.
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Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Prozentzahlen von zentralen und Effektor-
Gedichtnis-CD4" T-Zellen im Blut nach Infektion. Die x-Achse zeigt die untersuchten
Tiergruppen Uber die Zeit und die y-Achse die Prozentzahlen der zentralen (A) und Effektor-
Gedachtnis-Zellen (B) als Anteil der CD4-Zellen. Die Werte der Tiere sind pro Gruppe
einzeln aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko, griin = Avpr. Werte vor der Infektion
stellen sich als Mittelwert von finf Prawerten dar. Querstriche demonstrieren Mittelwerte, die
Vertikalbalken den Standardfehler. Querbalken demonstrieren zusammenhangende
signifikante Unterschiede von * p < 0.05 und ** p < 0.01 nach dem gepaarten t-Test fur
verbundene Proben.
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4.3.4.7 Gating-Strategie der B-Zellen

Nach Charakterisierung der Lymphozyten Uber einen niedrigen FSC-A und SSC-A folgte der
Ausschluss der Dubletten zur Erfassung der Einzelzellen (Abbildung 40A). Danach wurden
reife Zellen Uber die negative CD10 Expression identifiziert. Im Anschluss wurden die CD20"
B-Zellen allgemein und danach die naiven sowie die einzelnen Gedéachtnis-B-
Zellpopulationen tGber CD21 und CD27 Expression speziell charakterisiert. Ebenfalls von
CD20" B-Zellen wurde der Aktivierungsmarker CD80 analysiert. Zur Erfassung der
Prozentzahlen der CD20" B-Zellen (und der CD3" T-Zellen) wurden wie zuvor beschrieben
[145] die Lymphozyten Uber die Kombination der positiven CD45 Expression und des
niedrigen SSC-A definiert (Abbildung 40B). Somit wurde die Anzahl der CD20°CD3" Zellen

reduziert und die Prozentzahlen korrekt dargestellt.
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Abbildung 40: Gating-Strategie der B-Zellen in einer Vollblutprobe. Dargestellt sind
exemplarische Dot Plots der verschiedenen B-Zellpopulationen. Rosa Linien markieren ein
Gate, die Menge der darin enthaltenden Events ist als prozentualer Anteil an der vorherigen
Population angegeben. Identifiziert werden in (A) Lymphozyten mit nachfolgender
Charakterisierung von Einzelzellen, CD10" Zellen, CD20" B-Zellen und davon ausgehend
CD80" und naive B-Zellen sowie Gedachtnis-B-Zellpopulationen; in (B) CD45" Lymphozyten,
anschlieRend Einzelzellen, CD10" Zellen und CD20*/CD3* Zellen.
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4.3.4.8 CD20-Zellzahlen im Vollblut und KM

Analog zu den verschiedenen T-Zellpopulationen wurden CD20" B-Zellen longitudinal im
Vollblut und KM untersucht (Abbildung 41A+B). Alle Gruppen wiesen im Vollblut
Ausgangswerte von ca. 40% an CD20-Zellen als Anteil der CD45" Lymphozyten auf.
Markant war zu Woche 2 nach Infektion der deutliche Abfall in der Kontroligruppe auf 24% +
4 und in der CD3ko-Gruppe auf 20% * 3, der in ersterer auch statistisch signifikant war.
Dieser Abfall blieb in der Avpr-Gruppe im gesamten Infektionsverlauf aus. Die Werte stiegen
sogar teilweise in der chronischen Phase etwas an. In der Kontrollgruppe war der weitere
Verlauf nach Woche 2 tierindividuell unterschiedlich. Das Tier 14892 zeigte nach Abfall
durchgehend stabile Werte vergleichbar oder sogar zeitweise hdher zum Ausgangswert. Bei
dem Tier 14893 wurden in Woche 8 Prozentzahlen von B-Zellen detektiert, die ahnlich zum
Ausgangswert waren. Im weiteren Krankheitsverlauf beliefen sich die B-Zellen jedoch auf ca.
30%. Die Werte des Tieres 15226 stiegen ebenfalls in Woche 8 auf Ausgangslevel, fielen
danach jedoch auf Werte &hnlich der akuten Phase und blieben bis zu seinem Tod Woche
36 auf diesem Niveau. Die CD3ko-Gruppe prasentierte sich ebenfalls heterogen nach dem
Abfall in der akuten Phase. Die Tiere 2583 und 14875 zeigten danach Werte auf
Ausgangslevel, wahrend das Tier 2503 auch in Woche 8 nach Infektion &hnlich niedrige
Werte wie in Woche 2 zeigte, die sich erst ab Woche 16 wieder auf dem Ausgangsniveau
befanden.

Im KM wurde ein ahnlicher Verlaufstrend wie im Vollblut beobachtet, der jedoch auch zu
einigen Zeitpunkten unterschiedlich war. Die Ausgangswerte lagen in der Kontrollgruppe bei
38% = 6, in der CD3ko-Gruppe bei 32% % 3 und in der Avpr-Gruppe bei 42% + 3. Der Abfall
zu Woche 2 nach Infektion in der Kontroll- sowie der CD3ko-Gruppe war ahnlich. In der
Avpr-Gruppe blieb dieser Abfall aus. Die nachfolgende Kinetik der B-Zellen im KM in der
Kontrollgruppe verlief ahnlich wie die im Blut. Lediglich beim Tier 14892 ist an Woche 52
nach Infektion ein rapider Abfall im Vergleich zu Woche 36 zu verzeichnen, der so im Vollblut

nicht vorhanden war.
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Die CD3ko-Gruppe wies nach dem markanten Abfall der B-Zellen in Woche 2 im weiteren
Verlauf der Infektion tierindividuelle Werte um das Ausgangsniveau und teilweise sogar
héhere Werte auf. Wenige Wochen vor dem Tod des Tieres 2583 war der Anteil an B-Zellen

bei dem Tier auf 50% des Ausgangswertes gesunken.

A) Vollblut Wochen nach SIV-Infektion B) KM Wochen nach SIV-Infektion
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Abbildung 41: Prozentzahlen von CD20* B-Zellen im Infektionsverlauf. Die x-Achse
zeigt die untersuchten Tiergruppen und die y-Achse die Prozentzahlen der CD20" B-Zellen
als Anteil der CD45-Zellen im Vollblut (A) und KM (B). Die Werte der Tiere sind pro Gruppe
einzeln aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko, griin = Avpr. Werte vor der Infektion
stellen sich als Mittelwert von drei bis fiinf Prawerten dar. Querstriche demonstrieren
Mittelwerte, die Vertikalbalken den Standardfehler. Querbalken demonstrieren
zusammenhangende signifikante Unterschiede von * p < 0.05 nach dem gepaarten t-Test
fur verbundene Proben.

4.3.4.9 Prozentzahlen der aktivierten Gedéachtnis-B-Zellen im Vollblut

Die Population der aktivierten Gedachtnis-B-Zellen war von besonderem Interesse im
Vollblut und wurde ebenfalls longitudinal untersucht (Abbildung 42). Dies lag darin
begrindet, dass diese Population wahrend der akuten Phase depletiert wird und es daraus
resultierend zu einer nachhaltigen Schadigung des immunologischen Gedachtnisses kommt

[124-126]. Ausgangswerte der CD21°CD27" Zellen als Prozent von CD20" B-Zellen waren in
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allen Gruppen ahnlich und bewegten sich zwischen 70%-72%. Auffallig war nachfolgend
analog zu den CD20" B-Zellen ein rascher Abfall zu Woche 2 nach Infektion in der
Kontrollgruppe mit Werten von 53% + 2. Dieser Unterschied zwischen Prawert und Woche 2
pi war statistisch signifikant (p = 0.0400). In der CD3ko-Gruppe war der Abfall zu Woche 2
bei zwei Tieren vorhanden, allerdings blieben die Spiegel bei dem Tier 14875 (Viruslast
kontrollierend) konstant. Die Avpr-Gruppe wies bemerkenswerterweise im gesamten
Infektionsverlauf stabile Werte um das Ausgangsniveau auf und ab Woche 24 nach Infektion
sogar geringgradig hohere Werte von ca. 80%. Der Anteil an CD21°CD27" B-Zellen in der
CD3ko-Gruppe erholte sich nach dem Abfall auf Ausgangsniveau und stieg teilweise in der
chronischen Phase an. In der Kontrollgruppe wurde nach dem Abfall in Woche 2 ebenfalls
bereits zwei Wochen spater ein Anstieg der untersuchten B-Zellsubpopulation beobachtet.
Diese Werte blieben bis Woche 8 auf Ausgangsniveau. Ab Woche 12 nach Infektion
divergierten die Tiere stark individuell. Das Tier 14892 erholte sich nach dem frihen Abfall,

die anderen beiden Tiere (14893 und 15226) wiesen bis zu ihrem Tod einen kontinuierlichen

Abfall auf.
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Abbildung 42: Prozentzahlen von aktivierten Gedéachtnis-B-Zellen im Vollblut im
Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die
CD21°CD27" Zellen als Anteil der CD20" B-Zellen. Die Werte der Tiere sind einzeln
aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr. Werte vor der Infektion stellen
sich als Mittelwert von funf Prawerten dar.
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4.3.4.10 Immunaktivierunqg der B-Zellen

Die CD80 Expression wurde analysiert, um Aussagen Uber den Aktivierungszustand der B-
Zellen zu treffen (Abbildung 43). Die CD3ko-Gruppe und die Avpr-Gruppe zeigten sich
homogen untereinander mit Ausgangswerten um 43%. Die Kontrollgruppe prasentierte sich
heterogener, da ein Tier (15226) schon 88% als Ausgangswert aufwies. Die anderen beiden
lagen durchschnittlich bei ca. 50%. Bei allen Tieren auler dem 14892wt kam es frih zu
Woche 2 nach Infektion zu einem tierindividuellen Anstieg der CD80 Expression auf B-
Zellen, der in der Avpr-Gruppe statistisch signifikant war. Die hdchsten Werte streuten
zwischen allen Gruppen. Ein Jahr nach Infektion war diese erhéhte Expression noch bei dem
14893 aus der Kontrollgruppe zum Sektionstermin zu verzeichnen; die Werte des Tieres
14892wt blieben stabil um den Ausgangswert. Aus der CD3ko-Gruppe wies das Tier 2503
den gleichen Wert wie an Woche 2 auf und die Prozentzahlen des die Viruslast
kontrollierenden Tieres 14875 erreichten nahezu den Ausgangswert. Das Gleiche galt flr
das Tier 15216Avpr. Die Werte des Tieres 14847 Avpr fielen nach dem Anstieg an Woche 2
auf Ausgangsniveau an Woche 52 zuriick. Die Prozentzahlen des Tieres 2617Avpr stiegen
stetig bis auf ca. 70% ein Jahr nach Infektion an.
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Abbildung 43: Prozentzahlen von CD80" B-Zellen im Infektionsverlauf. Die x-Achse
zeigt die untersuchten Tiergruppen und die y-Achse die Prozentzahlen der CD80" B-Zellen
als Anteil der CD20-Zellen im Vollblut. Die Werte der Tiere sind pro Gruppe einzeln
aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko, grin = Avpr. Werte vor der Infektion stellen sich
als Mittelwert von funf Prawerten dar. Querstriche demonstrieren Mittelwerte, die
Vertikalbalken den Standardfehler. Querbalken demonstrieren zusammenhdngende
signifikante Unterschiede von * p < 0.05 nach dem gepaarten t-Test fir verbundene Proben.
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Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass die Avpr-Gruppe im Blut und in allen Organen
eine bessere Erhaltung von CD4-Zellen generell aufwies, sowie, im Vergleich zu der
Kontrollgruppe nur einen milden Abfall von zentralen Gedachtnis-CD4-Zellen im Blut zeigte.
Eine friihe Immunaktivierung, gemessen am Neopterinspiegel im Urin und den CD69'CD4"
T-Zellen blieb ebenfalls aus. B-Zellen allgemein sowie die spezialisierten aktivierten
Gedachtnis-B-Zellen blieben im Infektionsverlauf im Vergleich zur Kontrollgruppe stabil.

Die CD3ko-Gruppe zeigte kein eindeutiges Bild in Hinblick auf die durchflusszytometrischen
Analysen. Der Verlust der CD4-Zellen war im Blut zwar weniger ausgepragt als in der
Kontrollgruppe, es gab jedoch keinen Unterschied bezliglich des Verlusts im Colon. Das die
Viruslast kontrollierende Tier zeigte stabile CD4-Zellzahlen im LN und in der chronischen
Phase auch in der BAL. Bezuglich der Immunaktivierung, gemessen an Neopterin im Urin
und CD69°CD4" T-Zellen gab es keinen Unterschied zwischen dieser und der
Kontrollgruppe, obwohl der hochste Wert dem die Viruslast kontrollierenden Tier zugeordnet
werden konnte. Die beiden Tiere, die hohe Viruslasten aufwiesen, zeigten ebenfalls wie die
Kontrollgruppe eine transiente Depletion der B-Zellen allgemein und der aktivierten

Gedéachtnis-B-Zellen, stabilisierten sich aber in der chronischen Phase.

4.3.5 Humorale Immunantwort

4.3.5.1 Bindende Antikbrper geqgen p27

Bindende Antikoérper gegen p27 wurden longitudinal mittels ELISA analysiert (Abbildung 44).
Die Tiere innerhalb der Gruppen waren ziemlich heterogen, weshalb hier eine
Einzeltierdarstellung sinnvoll erschien. In der Kontrollgruppe gab es nur bei dem Tier 14892
einen stetigen Anstieg der gegen p27 gerichteten Antikorper. Die anderen beiden Tiere
14893 und 15226 dieser Gruppe zeigten lediglich einen transienten Anstieg. Das Tier

2503CD3ko zeigte ebenfalls nur einen transienten Anstieg. 2583CD3ko zeigte einen
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geringen Anstieg zu Woche 4, die Werte fielen jedoch zu Woche 12 auf Ausgangwerte
zurtck und stiegen anschlielRend erneut. Die gegen p27 gerichteten Antikérper des die
Viruslast kontrollierenden Tieres 14875CD3ko stiegen stetig ab Woche 4 nach Infektion.
Die p27-Antikérper der Tiere 15216Avpr und 14847 Avpr stiegen stetig im Infektionsverlauf.
Das Tier 2617Avpr zeigte zu Woche 8 einen ca. 1.5-fachen Anstieg der gegen 27 gerichteten

Antikérper, der nach Woche 12 jedoch bereits ricklaufig wurde.
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Abbildung 44: Spiegel bindender Antikérper gegen p27 im Plasma im
Infektionsverlauf. Die x-Achse gibt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die OD
der bindenden Antikdrper gegen p27 bei einer Plasmaverdinnung von 1:200 an. Die Werte
der Tiere sind separat aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr. Werte vor
der Infektion stellen sich als Mittelwert von drei Prawerten dar.

4.3.5.2 Bindende Antikbrper gegen gp130

Bindende Antikdrper gegen gp130 wurden longitudinal ebenfalls mittels ELISA analysiert
(Abbildung 45). Alle Tiere zeigten zu Woche 8 einen starken Anstieg der gegen gp130
gerichteten Antikdrper, der bei einigen Tieren mit Uberschreitung des Schwellenwerts bereits
ab Woche 4 begann. Die Werte der Gruppen CD3ko, Avpr und des Tieres 14892wt blieben
danach Uber den gesamten Infektionsverlauf stabil im Sattigungsbereich. Lediglich die Tiere

14893wt und 15226wt zeigten deutlich niedrigere Werte.
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Abbildung 45: Spiegel bindender Antikérper gegen gp130 im Plasma im
Infektionsverlauf. Die x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die OD
der bindenden Antikdrper gegen gp130 bei einer Plasmaverdiunnung von 1:200 an. Die
Werte der Tiere sind individuell aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr.
Werte vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von drei Prawerten dar.

4.3.5.3 Anzahl der Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen

Die Anzahl der Gesamt-IgG-sezernierenden Zellen wurde longitudinal mittels B-Zell-ELISpot
analysiert (Abbildung 46). Die Prawerte gestalteten sich mit 415 + 64 in der Kontrollgruppe,
320 + 34 in der CD3ko-Gruppe und 399 + 63 Gesamt-lgG ASC in der Avpr-Gruppe ahnlich.
Bereits ab Woche 4 nach Infektion stiegen diese Werte auf durchschnittlich 1294 + 97 aller
Gruppen an, um in Woche 8 ihr Maximum von durchschnittlich 1965 + 111 zu erreichen. In
der chronischen Phase nahm diese Zellpopulation kontinuierlich ab, ohne jedoch wieder ihr

Ausgangsniveau zu erreichen.
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Abbildung 46: Anzahl der Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen im Infektionsverlauf. Die
x-Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die Anzahl der Gesamt-IgG-
sezernierenden Zellen. Die Mittelwerte fir jede Gruppe sind separat aufgetragen, schwarz =
wt, rosa = CD3ko, grin = Avpr. Werte vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von drei
Prawerten dar. Die Vertikalbalken demonstrieren den Standardfehler.

4.3.5.4 Prozentzahlen der gp130-spezifischen Antikbrper-sezernierenden Zellen

Die Anzahl der gp130-spezifischen ASC wurde longitudinal ebenfalls mittels B-Zell-ELISpot
analysiert (Abbildung 47) und als prozentualer Anteil der Gesamt-IgG ASC dargestellt.
Ahnlich zu den Ergebnissen des ELISA wurden in der Kontrollgruppe nur bei dem Tier 14892
Uber den Infektionsverlauf stabile Spiegel von gp130-spezifischen ASC gemessen, die
zwischen 1-3% lagen. In den anderen beiden Tieren 14893 und 15226 waren diese
Reaktivitaten nur temporar vorhanden. In zwei Tieren der CD3ko-Gruppe waren ab Woche
4-8 nach Infektion gp130-spezifische ASC nachweisbar, die sich zwischen 2-4% bewegten;
bei dem Tier 14875 war diese Zellpopulation erst ab Woche 32 zu finden. Bei zwei Tieren
der Gruppe stiegen die Werte in Woche 52 auf 5-7%, der hdchste Wert trat bei dem Tier
14875, das die Viruslast kontrollierte, auf. Hingegen fielen die Werte bei dem Tier 2583 nach
kurz vor seinem Tod in Woche 44 auf 0.5% ab. In der Avpr-Gruppe konnten ebenfalls ab

Woche 4-8 stabile Spiegel an gp130-spezifischen ASC zwischen ca. 2-6% gemessen
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werden. Der generell héchste Wert mit 13% war bei dem temporar die Viruslast

kontrollierenden Tier 14847 in Woche 52 zu beobachten.
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Abbildung 47: Prozentzahlen der gp130-spezifischen ASC im Infektionsverlauf. Die x-
Achse zeigt die Wochen nach SIV-Infektion und die y-Achse die Prozentzahlen der gp130-
spezifischen ASC als Anteil der Gesamt-lgG ASC. Die Werte der Tiere sind einzeln
aufgetragen, schwarz = wt, rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr. Werte vor der Infektion stellen
sich als Mittelwert von drei Prawerten dar.

4.3.5.5 Etablierung der Stimulation zur quantitativen Bestimmungq der gp130-

spezifischen Antikbrper-sezernierenden Gedéchtnis-B-Zellen

Zur Analyse der gp130-spezifischen Antikérper-sezernierenden Gedachtnis-B-Zellen musste
initial noch eine geeignete Stimulation etabliert werden. Gedachtnis-B-Zellen missen im
Gegensatz zu Plasmablasten vorher mit bestimmten Reagenzien in vitro stimuliert werden,
um zu Plasmablasten zu differenzieren und Antikérper zu sezernieren. In Abbildung 48 sind
die Ergebnisse der Etablierung einer geeigneten Stimulation mit PBMCs von funf SIV-
infizierten Rhesusaffen gezeigt, die seit Jahren erfolgreich die Viruslast kontrollieren
(LTNPs).Wie im Abschnitt Material und Methoden erldutert, wurden als geeignete
Reagenzien CpG ODN 2006 und PWM vor rhlL-2 und R848 bevorzugt sowie die Dauer der

Stimulation auf drei Tage festgelegt.
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Abbildung 48: Prozentzahlen der gp130-spezifischen Antikérper-sezernierenden
Gedéachtnis-B-Zellen im Blut von LTNPs bei Verwendung verschiedener
Stimulationsprotokolle (n=5). Die x-Achse zeigt die Dauer der Stimulation und die y-Achse
die Prozentzahlen der gp130-spezifischen Antikdrper-sezernierenden Gedachtnis-B-Zellen
als Anteil der Gesamt-IgG ASC. Gezeigt sind die Mittelwerte als dicke Vertikalbalken mit
dinnen Vertikalbalken, welche die Standardabweichung verdeutlichen. In lila = Tag O,
orange = unstimulierte Kontrolle, blau = Stimulation mit PWM + CpG ODN 2006, grin =
Stimulation mit rhiL-2 + R848.

4.3.5.6 Prozentzahlen der gp130-spezifischen Antikbrper-sezernierenden
Gedéachtnis-B-Zellen

Der B-Zell-ELISpot mit Stimulation zur Quantifizierung der Gedachtnis-B-Zellen in Hinblick
auf SlIV-spezifische ASC wurde bei den Tieren der Pathogenesestudie in Woche 12 und 52
nach Infektion durchgefuhrt (Abbildung 49). In Woche 12 nach Infektion waren bei allen
Tieren prozentual nur ca. 0.5 bis 1.6% gp130-ASC zu verzeichnen. Ahnlich den (brigen
Ergebnissen zur SIV-Env-spezifischen B-Zellantwort konnten keine gp130-spezifischen ASC
bei den beiden verstorbenen Tieren 14893 und 15226 aus der Kontrollgruppe nachgewiesen
werden. Zu Woche 52 nach Infektion kam es jedoch in den verbliebenen Tieren zu einer
deutlichen Expansion der gp130-spezifischen ASC auf Werte zwischen 14-20%. Lediglich
bei dem 15216 aus der Avpr-Gruppe konnten nur ca. 3% an gp130-spezifischen ASC
nachgewiesen werden. Dieses spiegelt die Ergebnisse aus dem B-Zell-ELISpot ohne

Stimulation wider, wo ebenfalls bei demselben Tier die niedrigsten Werte gemessen wurden.
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Leider war bei dem Tier 14892 aus der Kontrollgruppe aufgrund einer hohen

Hintergrundreaktion kein Wert zu Woche 52 nach Infektion bestimmbar.

o 20
20 18 -~ 14892wt
o< = 14893wt
co 16 -+ 15226wt
ST 14 -~ 2503CD3ko-nef
S E 12 / -= 2583CD3ko-nef
e 7 & 14875CD3ko-nef
20 4 -e- 2617Avpr
%§ 2 j -m- 14847 Avpr
X 1 -+ 15216Avpr
0 " T

Q y\(l/ o;ll

Wochen nach SIV-Infektion

Abbildung 49: Prozentzahlen der gp130-spezifischen Antikérper-sezernierenden
Gedachtnis-B-Zellen im Infektionsverlauf. Auf der x-Achse sind die Wochen nach SIV-
Infektion dargestellt und auf der y-Achse die Prozentzahlen der gp130-spezifischen ASC als
Anteil der Gesamt-IgG ASC. Die Werte der Tiere sind individuell aufgetragen, schwarz = wt,
rosa = CD3ko-nef, grin = Avpr. Werte vor der Infektion stellen sich als Mittelwert von drei
Prawerten dar.

4 .3.6 Korrelationen zwischen humoralen Immunantworten und B-Zell-

Subpopulationen

Die Prozentzahlen der aktivierten Gedachtnis-B-Zellen korrelierten signifikant mit den
bindenden Antikérpern gegen p27 und gp130 (Abbildung 50A) und den Prozentzahlen der

gp130-spezifischen ASC Uber den gesamten Infektionsverlauf (Abbildung 50B).
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Abbildung 50: Korrelation der aktivierten Gedachtnis-B-Zellen mit den bindenden
Antikorpern gegen p27 und gp130 und den gp130-spezifischen ASC. Auf der x-Achse
sind die Prozentzahlen der aktivierten Gedachtnis-B-Zellen angegeben, auf der y-Achse die
OD der bindenden Antikdrper gegen p27 und gp130 (A) und die Prozentzahlen der gp130-
spezifischen ASC (B) von Woche 0 bis Woche 52 nach Infektion. Der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient r, und der p-Wert verdeutlichen die signifikante Korrelation beider
Parameter.

Die langlebigen Plasmazellen korrelierten signifikant (im Blut) mit den Prozentzahlen der

gp130-spezifischen ASC zu Woche 52 nach Infektion (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Korrelation der Plasmazellen im Blut und KM mit den gp130-
spezifischen ASC zu Woche 52 nach Infektion. Auf der x-Achse sind die Prozentzahlen
der gp130-spezifischen ASC als Anteil an den Gesamt-IgG ASC gezeigt, auf der y-Achse die
Prozentzahlen der Plasmazellen im Blut und KM an Woche 52 nach Infektion. Der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient rs und der dazugehdrige p-Wert verdeutlichen die
signifikante Korrelation der Parameter.
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Eine signifikante positive Korrelation wurde auch zwischen den Tgy-Zellen im LN und den

Gesamt-IgG ASC im Blut Uber den gesamten Infektionsverlauf beobachtet (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Korrelation der Tgy-Zellen im LN und den Gesamt-lgG ASC im Blut. Auf
der x-Achse sind die Prozentzahlen der Tey-Zellen gezeigt, auf der y-Achse die Anzahl der
Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen Uber Woche 0 bis Woche 52 nach Infektion. Der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient rs und der dazugehdrige p-Wert verdeutlichen die
signifikante positive Korrelation der Parameter.

Die Prozentzahlen der im B-Zell-ELISpot bestimmten gp130-spezifischen ASC im Blut
korrelierten signifikant mit den im ELISA nachgewiesenen bindenden Serumantikérpern

gegen gp130 (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Korrelation der gp130-spezifischen ASC mit den bindenden Antik6rpern
gegen gp130. Auf der x-Achse sind die Prozentzahlen der gp130-ASC als Anteil der
Gesamt-lgG ASC aufgetragen, auf der y-Achse die OD der bindenden Antikérper gegen
gp130 von Woche 0 bis Woche 52 nach Infektion. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient
r- und der dazugehdrige p-Wert verdeutlichen die signifikante positive Korrelation der
Parameter.
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5. Diskussion

5.1 Kryokonservierte mononukleare Zellen aus Blut und verschiedenen
lymphoiden und nicht lymphoiden Organen sind im Vergleich zu frischen

Proben signifikant verandert.

Studien Uber den Nutzen von kryokonserviertem Material bezlglich der phanotypischen und
funktionellen Charakterisierung von B-Zellen existieren weder mit menschlichen Proben noch
solchen von RM. Somit wurde in der vorliegenden Doktorarbeit untersucht, ob sich bei -80°C
gelagertes kryokonserviertes Material von PBMCs und verschiedenen reprasentativen
lymphoiden und nicht lymphoiden Organen Uberhaupt flr die phanotypische
Charakterisierung von B-Zellpopulationen und Plasmazellen bei RM eignet. Die vorliegenden
Daten in dieser Arbeit wurden bereits teilweise publiziert [145].

Die Analysen ergaben, dass die Prozentzahlen von B-Zellen allgemein stabil in Proben von
kryokonservierten PBMCs im Vergleich zu frischem Material sind (Tabelle 9). Dagegen
waren nach Kryokonservierung in allen anderen untersuchten Organen hdéhere
Prozentzahlen an B-Zellen zu beobachten. Dieses Ergebnis, dass die Prozentzahlen von B-
Zellen in kryokonservierten PBMCs erhalten bleiben, ist im Einklang mit einer vorherigen
Studie [132], wohingegen auch signifikante Verluste von B-Zellen nach Kryokonservierung
beschrieben wurden [134]. Bei beiden Studien wurde jedoch fiir die Charakterisierung von B-
Zellen im Menschen vornehmlich die Expression von CD19 untersucht. Bei RM werden B-
Zellen jedoch Uberwiegend Uber die Expression von CD20 definiert [155, 156]. Allerdings war
bislang nicht bekannt, ob sich der Anteil an CD20" RM MNCs nach Kryokonservierung
verandert. Die Ergebnisse bezuglich der hdheren Prozentzahlen von B-Zellen in den
lymphoiden Organen sowie dem mukosalen Gewebe des Darms (Tabelle 9) kdénnen
moglicherweise durch einen Verlust an CD3" T-Zellen und damit verbundenem prozentualen

Anstieg der CD20" B-Zellen erklart werden. Tatsachlich konnte in allen Organen, jedoch
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nicht im Blut, ein prozentualer Verlust von CD3" T-Zellen festgestellt werden (eigene
Beobachtung, Daten nicht gezeigt).

Die Hauptbefunde dieser Arbeit konzentrierten sich auf alle Zellpopulationen, die CD27 auf
ihrer Oberflaiche exprimierten. Hier war ebenfalls KM das am starksten von der
Kryokonservierung betroffene Organ. Es gab in jedem Organ einen signifikanten Verlust von
CD21°CD27" aktivierten Gedachtnis-B-Zellen. Die Prozentzahlen der ruhenden Gedéchtnis-
B-Zellen waren ebenfalls erniedrigt. Entsprechend waren die prozentualen Anteile der naiven
oder Gewebe-ahnlichen Gedéachtnis-B-Zellen im selben Zuge erhoht (Tabelle 9).

Das gleiche Phanomen spiegelte sich in den Prozentzahlen der B-Zellen mit und ohne
Klassenwechsel wider, was einen Verlust von IgM- und IgG-/IgA-sezernierenden B-Zellen
darstellte. Diese Veranderungen wurden in allen Organen und PBMCs beobachtet. Dies
deutet darauf hin, dass wahrend der Kryokonservierung der Marker CD27 durch einen noch
unbekannten Mechanismus massiv beeinflusst wird.

CD27 ist ein 55kDa groles, glykosyliertes Typ | Transmembranprotein, das zu der TNF-
Rezeptor-Superfamilie gehért. Zusammen mit seinem Liganden CD70 liefert es
kostimulierende Signale fir die T- und B-Zell-Aktivierung, Proliferation und
Immunglobulinproduktion [149].

Drei mogliche Mechanismen konnten die erniedrigten Prozentzahlen von CD27° Zellen
erklaren. Zum einen kann es zur Abspaltung von CD27 und einer damit entstehenden
I6slichen Form kommen, und zum anderen kann es zu einer Herabregulierung der
Expression auf der Zelloberflache kommen. Zudem kann es zu einem selektiven Absterben
dieser Zellpopulation kommen.

Es ist bereits bekannt, dass CD27 fir eine proteolytische Spaltung anfallig ist. Wahrend der
HIV-Infektion und verschiedener AIDS-bedingter Tumore kann es zu einer erniedrigten
Prozentzahl von zirkulierenden B-Zellen mit CD27 auf der Zelloberflache kommen und damit
einhergehend mit einem erhdhten Anteil einer I6slichen Form von CD27 (sCD27) [157-159].
Weiterhin  wird sCD27 nach T-Zellaktivierung von der Zelloberfliche durch

Metalloproteinasen abgelést und freigesetzt, was durch Proteinaseinhibitoren gehemmt
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werden kann [160-164]. Eine weitere Mdglichkeit der verringerten CD27-Expression in
kryokonservierten Proben koénnte in seiner Herabregulierung begrindet sein. Es wurde
bereits berichtet, dass die direkte Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch Phorbolester
die CD27 Expression auf der Zelloberflache herunterreguliert [165]. Der Prozess der
Kryokonservierung wiederum kann zu einer Aktivierung von Proteinkinasen fiihren, was flr
tiefgefrorene Arterien gezeigt wurde [166]. Dies ist reversibel, da der Schaden durch Zugabe
von Staurosporin, einem Proteinkinase-Inhibitor, gehemmt werden kann [167]. Ein selektives
Absterben der Zellen, die CD27 auf der Zelloberflache exprimieren, ist eine weitere mdgliche
Erklarung und erscheint sinnvoll, wenn man bedenkt, das alle Populationen mit diesem
Marker betroffen waren. Eine kirzlich erschienene Publikation zeigte, dass Caspasen in den
Kryokonservierungs-induzierten Stress involviert sind [168]. Somit kénnten spezifische
Caspasen aktiviert sein, die an der Apoptose der Zellen beteiligt sind.

Welche Ursache zum Verlust der CD27" B-Zell Subpopulationen nach Kryokonservierung
fuhrt (Aktivierung von Proteinkinasen mit nachfolgender Herabregulierung von CD27, Bildung
einer l6slichen Form von CD27 oder selektives Absterben), kann abschliellend nicht benannt
werden. Dafir waren weitere Experimente, wie z.B. die Zugabe von Proteinkinase-
Inhibitoren vor der Kryokonservierung oder die Analyse von mdglichem sCD27 im Uberstand
der aufgetauten Zellsuspensionen anzuschlie®en, um zu verstehen, was zu den erniedrigten
Prozentzahlen von zirkulierenden aktivierten und ruhenden Gedéachtnis-B-Zellen fihrt.

Die Ergebnisse beziglich der funktionellen Kapazitat der B-Zellen (Abbildung 16 A+B), die
mithilfe des ELISpots ermittelt wurden, passen zu den Ergebnissen der Prozentzahlen der
Plasmablasten/Plasmazellen in den kryokonservierten Proben. Es ist nicht erstaunlich, dass
es auch funktionelle EinbufRen in den aufgetauten Proben gibt, wenn derartig massive
Veranderungen bei den aktivierten Gedachtnis-B-Zellen vorhanden sind. Eine zweistliindige
Ruhephase verbesserte die Anzahl der Gesamt-IgG-sezernierenden Zellen; inwieweit eine
noch langere Ruhepause die funktionelle Kapazitat verbessern kénnte, muss noch evaluiert

werden.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei -80°C fir maximal ein halbes Jahr
kryokonservierte Proben von PBMCs und anderen Organen anfallig fir Kryokonservierung-
induzierte Veranderungen in Hinblick auf Phanotyp und Funktion von B- und Plasmazellen
sind und daher nur bedingt fir retrospektive Analysen geeignet sind. CD27 wurde hierbei als
Marker identifiziert, der mdglicherweise verlasslich ist, eine gute Aussage Uber die Qualitat
der kryokonservierten Proben zu treffen.

Optimierungsmoglichkeiten bestehen nichtsdestotrotz sicherlich bei der
Lagerungstemperatur der Proben. Alle Proben wurden zwischen zwei und sechs Monaten
bei -80°C asserviert, bevor sie untersucht wurden. Es gibt einige Studien Uber den Einfluss
der Temperatur sowie die Dauer der Lagerung von kryokonservierten Proben und den damit
verbundenen Akzeptanzkriterien, wobei die Lagerung in flussigem Stickstoff den
Goldstandard darstellt [169-174].

Nichtsdestotrotz sprechen finanzielle und sicherheitsrelevante Argumente fur eine Lagerung
bei -80°C. In einer Studie wurde beschrieben, dass eine kurze Lagerung von PBMCs bei -
70° (von drei Monaten) verglichen mit der Lagerung Uber den gleichen Zeitraum in flissigem
Stickstoff keinen Unterschied beziglich der Rate der Apoptose ergab [170]. Eine weitere
Publikation beschrieb, dass Proben, die fur drei Wochen bei -70°C gelagert und dann auf
Trockeneis transportiert wurden, keine Unterschiede zu einer Lagerung bei niedrigeren
Temperaturen bezlglich der funktionellen T-Zellanalyse mittels ELISpot zeigten [175].

Eine Studie, die einen signifikanten Abfall von regulatorischen T-Zellen in kryokonserviertem
Material bei HIV-Patienten zeigte, benutzte Proben, die fur zwei Wochen bei -80°C gelagert
wurden [176]. Eine spatere Publikation bestatigte dieses Phanomen, obwohl die benutzten
Proben in flissigem Stickstoff tGber den gleichen Zeitraum gelagert wurden [177]. Die
Vermutung liegt nahe, dass der Effekt der phanotypischen Veranderungen nicht durch die
Temperatur bedingt ist, sondern generell auf den Einfrierstress zurtickzufiihren ist.

Diese Erklarung koénnte ebenfalls auf die Beobachtungen in dieser Arbeit zutreffen. Proben
von PBMCs und KM, die ca. ein Jahr in flissigem Stickstoff gelagert wurden, ergaben ein

ahnliches Bild bezuglich des veranderten Phanotyps (Daten sind nicht gezeigt). Obwohl hier
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kein autologes frisches Material vergleichend herangezogen werden konnte, wiesen sie
groRe Ahnlichkeit zu den beschriebenen tiefgefrorenen Proben auf, was die niedrige Anzahl
der CD27" Zellen betrifft. Nichtsdestotrotz ware es gerechtfertigt, systematisch vergleichend
eine Lagerung bei -150°C der verschiedenen Organe von frischen und autologen
tiefgefrorenen Proben auf phanotypische und funktionelle Unterschiede bei B- und
Plasmazellen zu untersuchen. Eventuell konnte dieser Parameter entscheidend bei den

verschiedenen Ansprichen der Organe an das Einfrieren sein.

5.2 CD138 ist ein geeigneter Marker zur Charakterisierung von Plasmazellen im

Rhesusaffen.

Im Vorfeld musste untersucht werden, welchen Phanotyp Plasmazellen im RM aufweisen, da
diese Population zu Beginn dieser Doktorarbeit im RM noch nicht ausreichend charakterisiert
war. In dieser Doktorarbeit sollte untersucht werden, ob CD138" Zellen analog zu dem
humanen System ebenfalls Plasmablasten/Plasmazellen sind. Tatsachlich wurde durch
magnetische Aufreinigung von CD138" Zellen aus dem peripheren Blut und deren Analyse
im B-Zell-ELISpot ohne weitere Stimulation nachgewiesen, dass diese Population tatsachlich
IgG-sezernierende Plasmablasten/Plasmazellen darstellt (Abbildung 19). Ein indirekter
Beweis Uber die Reinheit wurde mittels Durchflusszytometrie erbracht (Abbildung 17+18).

Wahrend fir menschliche Proben bereits wiederholt publiziert wurde, dass CD138 der
klassische und universelle Plasmazellmarker flr normale sowie tumords veranderte
Plasmazellen ist [151, 178-181], gibt es im RM nur wenige Analysen hierzu. Eine frihere
Studie mit SlV-infizieten RM nutzte ebenfalls CD138 zur Charakterisierung von
Plasmazellen [150], so wie wir ebenfalls Plasmazellen/Plasmablasten iber CD138 (in
Kombination mit anderen Markern) im Rhesusaffen definiert haben [145, 146]. Hingegen
wurden in einer aktuellen Studie Plasmablasten im Affen als CD138 [182] charakterisiert. In

dieser wird die Population jedoch zudem als CD19" und CD27" definiert, was den Befunden
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dieser Doktorarbeit deutlich widerspricht. Dies wurde in einer weiteren Publikation unserer
Arbeitsgruppe bestatigt und kdonnte an den unterschiedlich verwendeten Klonen von anti-
CD19 mAKk liegen [146]. Man ist sich jedoch darlber einig, dass die CD138 Expression mit
dem Reifegrad der Plasmazellen steigt [152]. Das bedeutet, dass die zirkulierenden
Plasmazellen im Blut sowohl CD138 als auch CD138" sein kénnen und mit Besetzen
spezieller Uberlebensnischen im KM die CD138 Expression hochregulieren.

Der Nachweis, dass 138" Zellen tatsachlich Plasmazellen sind, wurde mit verschiedenen
Techniken erbracht. Eine zu dieser Doktorarbeit vergleichbare Studie beschrieb ebenfalls die
magnetische Aufreinigung von CD138" Zellen aus dem KM von Ma&usen, sowie die
Bestimmung des Plasmazellstatus Gber einen IgG-ELISA [183]. Hier wurde nachgewiesen,
dass die Selektion der CD138" Zellen spezifisch war, da das Eluat keine CD138" Zellen
mehr enthielt, was sich auch in dieser Arbeit fiir Rhesusaffen-Plasmazellen bestatigte. Leider
konnte in dieser Arbeit die gewonnene CD138" Fraktion nicht adaquat
durchflusszytometrisch erfasst werden, da vermutlich die magnetischen Beads die Analyse
gestoért haben. Somit erfolgte auch hier der Beweis indirekt. Eine ahnliche Studie setzte
ebenfalls die magnetische Aufreinigung von humanen CD138" Zellen aus dem KM ein und
erbrachte den Plasmazellnachweis Uber einen IgG-ELISA und mikroskopischer Analyse der
Morphologie [152]. In einer anderen Studie wurden CD20°CD38"°CD138 und CD20
CD38"™CD138" Zellen aus dem Blut von gesunden menschlichen Blutspendern sortiert und
der Plasmazellstatus uUber eine morphologische Analyse bestatigt [184]. Es gab
diesbezlglich keinen Unterschied zwischen beiden Populationen. In der bereits oben
zitierten Studie mit Rhesusaffen wurde der Nachweis der Plasmazellen ebenfalls mit einem
B-Zell-ELISpot ohne Stimulation der Zellen erbracht [150]. Hier wurden jedoch sortierte
CD19'CD21°CD27 Zellen als Plasmazellen definiert, da sie spontan IgG und IgA
sezernierten.

In einer Erweiterung meines Versuchs ware es nun denkbar, zusatzlich zu der magnetischen
Aufreinigung aus dem Blut auch CD138" Zellen aus dem KM zu untersuchen, da dieses als

Nische fur langlebige Plasmazellen dient. Dazu ware es jedoch noétig, mehr Aspirat aus dem
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KM zu sammeln, was methodisch nicht bei jedem Tier mdglich ist. Zudem musste eine
Etablierung der Isolierung von mononukledren Zellen aus dem KM-Aspirat erfolgen.
Zusatzlich zu dem Funktionsnachweis mit Hilfe des B-Zell-ELISpots kénnte mit den
aufgereinigten Zellen aus dem Blut auch ein Ausstrich mit einer Farbung und
morphologischen Analyse der sortierten CD138" Zellen durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Doktorarbeit erfolgreich CD138"
Plasmablasten/Plasmazellen aus dem Blut isoliert wurden und zusétzlich bewiesen wurde,
dass diese Population funktionell tatsachlich Antikérper-sezernierende Zellen im

Rhesusaffen darstellt.

5.3 Die LN-FNA stellt eine geeignete Methode zur longitudinalen Analyse von T-
Zell-Populationen im Lymphknoten dar und ist mit der klassischen Methode

der kompletten Exstirpation eines Lymphknotens vergleichbar.

Wahrend einer SIV-Infektion etablieren sich immunologische Dysfunktionen bereits frih in
lymphoidem Gewebe. Deswegen ist dessen Analyse von groter Wichtigkeit in
Pathogenesestudien von SIV. Leider ist eine engmaschige, longitudinale Probennahme von
LN aufgrund der Invasivitat und der Zuganglichkeit limitiert. Die Ublich angewandte komplette
Exstirpation eines Lymphknotens stellt eine invasive Methode dar, die auch aufgrund
ethischer Bedenken nicht sehr oft angewendet werden kann. Deshalb war es vor Beginn der
SIV-Studie nétig, eine neue Methode zu etablieren, die eine haufige Probenentnahme des
lymphoiden Gewebes erlaubt. Dabei sollte sie sicher und schonend fur die Tiere sein. Die
Methode der LN-FNA wurde hierfiir ndher ins Auge gefasst.

Die LN-FNA wird oft bei Menschen genutzt. Eine Vielzahl von Studien belegen, dass die LN-
FNA eine nutzliche Technik zur immunophanotypischen Analyse von
Lymphozytenpopulationen und der Diagnose von Lymphadenopathien bei HIV darstellt [185-

188]. Die meisten dieser HIV-Studien fokussierten sich auf die zytologische Diagnose von
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Lymphadenopathien [189-199]; in einigen wenigen wurde die FNA auch fir die Erfassung
von Prozentzahlen von verschiedenen T-Zell-Populationen oder der lymphoiden Viruslast bei
HIV genutzt [200-204].

Zu Beginn dieser Doktorarbeit gab es keine Studie, die eine LN-FNA im SIV-Modell bei RM
durchgefihrt hat. Eine Untersuchung an SIV-negativen Schweinsaffen (Macaca nemestrina)
ergab, dass die LN-FNA longitudinal gut anwendbar und zudem vergleichbar zu einem
komplett exstirpierten Lymphknoten bezlglich der phanotypischen und funktionellen
Charakterisierung verschiedener Lymphozytenpopulationen war [205]. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz fir den Rhesusaffen adaptiert. Zuerst wurde die
Methode an SIV-negativen RM vergleichend zwischen dem Aspirat und einem ipsilateral
entnommenen Lymphknoten durchgefiihrt. T-Zell-Populationen wie CD4*, CD8" und
Gedachtnis-T-Zellen sowie Tgy-Zellen waren in den Aspiraten gut identifizierbar. Zuséatzlich
waren die Prozentzahlen dieser untersuchten Populationen in den Aspiraten vergleichbar mit
denen in den Zellsuspensionen aus dem ipsilateral entnommenen Lymphknoten (Abbildung
28+29, Tabelle 11), was mit den Daten aus den Schweinsaffen Ubereinstimmte [205]. Diese
Daten wurden von uns bereits publiziert [153]. Nichtsdestotrotz gab es eine geringfigig
hohere Variation der Prozentzahlen in den Aspiraten im Vergleich zu den Zellsuspensionen
der kompletten Lymphknoten. Eine mdgliche Erklarung ist die Kompartimentalisierung des
normalen Lymphknotens, die eine bevorzugte Probenentnahme entweder der B- oder T-Zell-
Areale bedingt [205]. Eine ausreichende Passagierung durch den Lymphknoten muss
sichergestellt werden, um dieses Risiko so gering wie moglich zu halten.

Ein immenser Vorteil der LN-FNA ist seine geringe Invasivitat. Der LN verbleibt in seinem
anatomischen Netzwerk und die immunologische Homobostase wird nicht gestort, was bei
Langzeitexperimenten und haufigen Lymphknotenexstirpationen unter Umstanden zu
verfalschten Resultaten fihren kdnnte. Zudem tragt die LN-FNA zu dem 3R-Konzept nach
Russel und Burch bei [154], da es eine Verbesserung der Methoden bei Tierexperimenten
darstellt. Die Tiere erleiden keine postoperativen Schmerzen oder mdgliche Komplikationen

durch die komplette operative Entnahme eines Lymphknotens. Es bedarf ebenfalls nicht der
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prophylaktischen Antibiotikagabe und auch die effektive Zeit in Narkose ist um die Halfte
verringert, da die LN-FNA sehr viel schneller durchzufiihren ist.

Eine grof’e Herausforderung, besonders fir funktionelle Tests, ist jedoch die gewonnene
Zellzahl in den Aspiraten (Abbildung 30). Diese ist gering, jedoch ausreichend fiir die
phanotypische Charakterisierung. Wenn mehr Zellen bendtigt werden, missten mehr
Passagen durch den Lymphknoten durchgefiihrt oder ein starkeres Vakuum benutzt werden.
Dieses kénnte jedoch zu einer erhdhten Blutkontamination fuhren und muss deswegen in
zukunftigen Studien vorher evaluiert werden.

Durch die Implementierung der LN-FNA war es maoglich, T-Zellpopulationen wie die Tgp-
Zellen longitudinal wahrend einer SIV-Infektion engmaschig zu untersuchen. Diese Zellen
stellen eine spezialisierte Population dar, die Hilfe fiir Antigen-spezifische B-Zellen liefert und
wichtig fur die Generation von hochaffinen und spezifischen langlebigen Plasmazellen ist
[97]. Unsere Gating-Strategie zur Quantifizierung dieser Population (Abbildung 27A+B)
stimmt mit der in einer kirzlich erschienenen Publikation Uberein [205]. Es ist bekannt, dass
diese Zellen wahrend der chronischen Phase der HIV- und SIV-Infektion akkumulieren [108,
109, 206-208]. Bezuglich der HIV-Infektion gab es zudem Hinweise, dass die Dynamik der
Teu-Zellen mit der Viruslast im Plasma zusammenhangt [108, 207]. Ein entsprechender
Beweis fur die SlIV-Infektion ist bis jetzt ausgeblieben. In der vorliegenden Studie wurde
jedoch eine signifikante positive Korrelation zwischen der Viruslast und den Prozentzahlen
der Tru-Zellen im Verlauf der gesamten Infektion festgestellt (Abbildung 36), was von uns
auch publiziert wurde [153]. Dieses steht im Gegensatz zu einer SIV-Studie, die keinen
Zusammenhang zwischen beiden Parametern feststellen konnte [109]. Diese Gruppe stellte
jedoch eine signifikante Korrelation der Tegy-Zellen mit SIV-spezifischen Antikérpern dar,
welche in der hier vorliegenden Studie anhand der Gesamt-lgG-sezernierenden Zellen
ebenfalls bestatigt werden konnte (Abbildung 52). Die SIV-spezifischen ASC korrelierten
jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht mit den Try-Zellen (Daten nicht gezeigt). Die von uns
beobachtete funktionelle Schadigung der Tgy-Zellen, ausgedriickt durch einen Verlust der IL-

21 Sekretion (Abbildung 33), stimmt mit bereits publizierten Daten tberein [209].
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Etablierung der LN-FNA eine Mdglichkeit
der engmaschigen longitudinalen Probenentnahme des lymphoiden Gewebes bei SIV-
Studien ermoglicht hat. Es konnten eine Expansion der Tgy-Zellen in der chronischen Phase
der Infektion (Abbildung 33) und die signifikante positive Korrelation dieser mit der Viruslast
und den Gesamt-IlgG ASC demonstriert werden sowie eine inverse Korrelation der

lymphoiden CD4-Zellen mit der Viruslast (Abbildung 34).

5.4 Die Nef-vermittelte Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes begiinstigt
moglicherweise die Aufrechterhaltung einer effizienten Virusreplikation von

SIV in Rhesusaffen.

Nef Ubernimmt eine Vielzahl von Aufgaben wahrend der Infektion. Dazu gehért auch die
Herabregulierung des mit CD3 komplexierten T-Zell-Rezeptors [77]. Diese Fahigkeit des Nef
Proteins unterscheidet HIV-2 sowie die meisten SIV-Stamme von HIV-1 und eng verwandten
SIVs (SIVepz, SIVgsn, SIVmus, SIVmon). Letztere haben diese spezifische Fahigkeit
verloren, was in dem Unvermdgen resultiert, die T-Zell-Aktivierung zu blockieren und so der
erhéhten Immunaktivierung vorzubeugen. Dieser Defekt tragt mdglicherweise zur erhdhten
Pathogenitat von HIV-1 bei [78].

In dieser Doktorarbeit wurde eine Mutante von SIVmac239 untersucht, die drei
Punktmutationen (zwei davon mit funktioneller Relevanz) im nef Gen aufwies, sodass die
Funktion der Herabregulierung von TCR-CD3 spezifisch ausgeschaltet war. Dieses
Konstrukt wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frank Kirchhoff hergestellt. Laut den in
vitro Daten hatten diese Punktmutationen keinen Einfluss auf weitere Funktionen von Nef,
wie z.B. der Modulation der Oberflachenproteine CD4, CD28 und der MHC-Molekiile der
Klasse | und der Infektisitat sowie viralen Replikation (noch nicht publizierte Daten,
personliche Kommunikation mit Prof. Frank Kirchhoff). Auf diesem Wege sollte die

spezifische Rolle der Nef-vermittelten Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes in vivo
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untersucht werden und dessen Einfluss auf bestimmte virologische und immunologische
Parameter sowie auf die Krankheitsprogression.

Fruhe in vivo Studien mit nef-defekten SIV-Mutanten belegten die wichtige Rolle des Nef
Proteins in Hinblick auf die virale Replikation und Immunpathogenese. So ist es fir die
Aufrechterhaltung von hohen Viruslasten und der Ausbildung der vollen Pathogenitat
essentiell [68]. Bei HIV-1 Patienten, die nur sehr langsam oder gar nicht AIDS entwickelten
(Langzeitiberlebende), lieBen sich massive Defekte im nef Gen nachweisen [69, 70, 210].
Nichtsdestotrotz ist die Anwesenheit eines intakten nef Gens nicht alleinig und ausschlieBlich
fur die Ausbildung von AIDS erforderlich. HIV-1 infizierte Langzeitiberlebende, die mit nef-
defekten Varianten infiziert waren und Uber eine lange Periode symptomfrei waren
entwickelten schlief3lich trotzdem Symptome einer Immundefizienz [211, 212]. Auch bei SIV-
infizierten Rhesusmakaken wurde dieses Phanomen beobachtet [213]. In den folgenden
Jahren wurden die multimodalen Funktionen von Nef in einer Vielzahl von Studien mit
unterschiedlichen, einzelnen Mutationen im nef Gen in vitro und in vivo untersucht.

Uber die spezifische Funktion der Nef-vermittelten TCR-CD3 Herabregulierung gibt es noch
sehr wenige in vitro und gar keine in vivo Untersuchungen. Eine kurzlich verdffentlichte in
vitro Studie berichtet, dass die TCR-CD3 Herabregulierung mit einer selektiven Erhaltung
von CD4" zentralen Gedachtnis-T-Zellen und Hemmung der T-Zellaktivierung, gemessen
anhand der CD69 und CD25 Expression, assoziiert ist und somit in einer Reduktion der
Zellschadigung durch die Immunaktivierung resultiert [214]. Es wurde gezeigt, dass die
effiziente Herabregulierung des TCR-CD3 Rezeptorkomplexes mit stabilen, hohen CDA4-
Zellzahlen in natirlich infizierten Rauchmangaben [80] und virdmischen HIV-2 infizierten
Patienten [215] korreliert. In letzterer Gruppe ist ebenfalls die Korrelation mit einer

erniedrigten Immunaktivierung trotz ungehinderter Progression zu AIDS dargestellt [81].

Diese Doktorarbeit befasst sich als erste systematisch mit den Auswirkungen der fehlenden
Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes auf die Immunpathogenese in SlV-infizierten

RM und imitiert diesbezlglich den Zustand bei HIV-1 und eng verwandten SIVs. Die CD3ko-
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Gruppe ahnelte in vielen Aspekten den virologischen und immunologischen Kinetiken der
Kontrollgruppe. Es gab jedoch auch signifikante Unterschiede. Die Uberlebenszeit war in der
CD3ko-Gruppe verlangert (Abbildung 20). Das Tier 2583CD3ko starb zwar an Woche 45
nach Infektion, dieses war jedoch dem unglicklichen Umstand der Lage der tumordsen
Umfangsvermehrung geschuldet. Einige Zentimeter versetzt hatte dieser Tumor nicht zu
einer Verlegung der Harnwege und somit moéglicherweise nicht zu so einem friihen Tod des
Tieres gefuhrt. Das Rhesus Lymphocryptovirus ist das haufigste isolierte ursachliche Agens
bei SIV-assoziierten Lymphomen [216] und war im Tumorgewebe dieses Tieres nachweisbar
(personliche Mittelteilung von Dr. Martina Bleyer, Pathologin des DPZ). Die hier vorliegende
solitare Lokalisation ohne generalisierte Hyperplasie oder Depletion der Lymphknoten ist
zwar selten, kommt aber vereinzelt vor [216].

Die Kinetik der Virusbeladung Uber den Verlauf der Infektion war in beiden Gruppen ahnlich
und spiegelte den klassischen Verlauf in einer SIV-Infektion wider. Eine wichtige Ausnahme
bildete lediglich das Tier 14875CD3ko, das in der chronischen Phase der Infektion die
Viruslast erfolgreich und persistent bis unter die Nachweisgrenze kontrollierte (Abbildung
22+23). Dieses Phanomen der Viruslastkontrolle ist bekannt und tritt bei SIV-
Langzeitiiberlebenden RM schon frih ab der chronischen Phase auf und bleibt dann Uber
einen langen Zeitraum erhalten [217]. Hier ware es interessant, dieses Tier uber Woche 52
nach Infektion hinaus zu beobachten und den Immunstatus und die Pathogenese Uber einen
langeren Zeitraum zu bestimmen. Der MHC-Status dieses Tieres konnte nicht fiur die
effiziente Viruskontrolle verantwortlich gemacht werden, da durch Vorselektion keines der
Versuchstiere die MHC-Allele Mamu-A*01, Mamu-B*08 oder Mamu-B*17 besal}, die mit
einer langsameren Krankheitsprogression oder Kontrolle der Viruslast assoziiert sind [218-

222].

Die Resultate der Sequenzanalyse der CD3ko-Gruppe (Ergebnisse nicht gezeigt,
personliche Kommunikation mit Prof. Frank Kirchhoff) vervollstdndigen das Bild und erklaren

teilweise die Beobachtungen. Bei den Tieren 2503 und 2583 revertierten die
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Punktmutationen im nef Gen bereits in Woche 6 zur Wildtypsequenz, wahrend bei dem Tier
14875 die Mutationen im Gen Uber den Verlauf der Infektion stabil blieben. Die Viruslast war
vor Reversion der Mutationen in allen Tieren in der akuten Phase gleich. Nef scheint
demzufolge in der Frihphase entbehrlich zu sein. In der chronischen Phase wurde jedoch
deutlich, dass bei nicht vorhandener Reversion der Mutationen und somit nicht vorhandener
Herabregulierung (bei dem Tier 14875) die Virusreplikation abgeschwacht war. Dieses lasst
den Schluss zu, dass eine effiziente Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes in vivo flr
eine effiziente Virusreplikation vorteilhaft ist und dem Virus einen selektiven Vorteil bietet.
Der zentrale Aspekt des CD4" T-Zell-Verlusts wahrend der akuten Phase der SIV-Infektion
war im mukosalen Gewebe des Colon in beiden Gruppen ahnlich (Abbildung 33) und
Ubereinstimmend mit anderen Studien [40-44]; im Blut dagegen gab es in der CD3ko-Gruppe
einen milderen Abfall (Abbildung 31). Vor allem war die raschere Wiederherstellung der
CD4-Zellen nach dem initialen Abfall bei dem die Viruslast kontrollierenden Tier
14875CD3ko offenkundig. Ebenfalls war in diesem Tier kein Verlust von CD4-Zellen im LN
und in der chronischen Phase zusatzlich noch in der BAL zu beobachten (Abbildung 31).

Bei naherer Betrachtung der CD4" Subpopulationen wie den zentralen Gedachtnis-T-Zellen
im Blut fiel auf, dass in der Kontrollgruppe im Vergleich zur CD3ko-Gruppe ein starkerer
Verlust dieser Population in der chronischen Phase ab Woche 24 auftrat. Auch hier war der
geringste Verlust dieser Population bei dem Tier 14875CD3ko auffallig (Abbildung 39).
Ungewohnlich sind die Resultate zu den CD4-Zellen und den zentralen Gedachtnis-T-Zellen
im Zusammenhang mit der Tatsache, dass die SIV-Mutationen nicht in dem Virus des Tieres
14875CD3ko revertierten und somit keine effiziente Herabregulierung des TCR-CD3
Komplexes stattfand. Folgt man den bereits publizierten Daten, so misste die fehlende bzw.
ineffiziente Herabregulierung zu niedrigen CD4-Zellzahlen fihren [80, 215]. Allerdings
unterscheiden sich diese beide Studien von der hier prasentierten in vivo Pilotstudie. In jenen
wurden bereits bestehende Infektionen (SIV der Rauchmangaben und HIV-2) untersucht und
Zusammenhange zwischen individuellen CD4-Zellzahlen und der individuellen Effizienz der

Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes dargestellt. In der hier vorliegenden Studie
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wurden jedoch Rhesusaffen mit SIV infiziert, in dem bereits Mutationen im nef Gen
vorhanden waren. Somit waren diese Tiere spezifisch mit einer Variante infiziert, der die
Funktion der Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes von vornherein fehlte. Ebenso ist
die Rolle der Herabregulierung im Zusammenhang einer pathogenen SIV-Infektion noch
nicht untersucht worden. Interessant ist auch die Tatsache, dass nur bei den viramischen
HIV-2 Patienten eine signifikante Korrelation des Grades der Herabregulierung mit den CD4-
Zellzahlen festgestellt wurde. Bei aviramischen Patienten waren die CD4-Zellen generell
erhalten, unabhangig von der Nef Funktion [215]. Dieses kdnnte auch die scheinbar
widerspruchlichen Ergebnisse des Tieres 14875 erklaren, das stabile CD4-Zellzahlen trotz
der fehlenden Herabregulierung aufweist. Hier kénnten zusatzlich zu der Nef Funktion
andere Mechanismen eine Rolle bei der Kontrolle der Viruslast und damit verbundener
Erhaltung der CD4-Zellen spielen. Wie bereits an anderer Stelle erwdhnt, gibt es bei HIV
sowie bei SIV bestimmte Individuen, welche die Viruslast Uber eine lange Zeit kontrollieren
und die CD4-Zellzahlen aufrechterhalten. Hier sind die genauen Mechanismen ebenfalls
noch nicht abschliefend geklart. Bei diesem Individuum 14875CD3ko koénnte also ein
multifaktorielles Geschehen zwischen tierindividuellen Faktoren und dem Einfluss durch die
Mutationen vorliegen.

Entgegen der Erwartung der hdheren Immunaktivierung in der CD3ko-Gruppe durch die
fehlende Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes und damit verbundener chronischer
Immunaktivierung konnten bezuglich des friilhen Aktivierungsmarkers CD69 (Abbildung 38),
der Marker HLA-DR (Abbildung 37) und CD80 (Abbildung 43) ahnliche Anstiege in beiden
Gruppen beobachtet werden. Deutlich war jedoch, dass die hdchsten Werte bezliglich CD69
auf CD4" T-Zellen und CD80 auf CD20" B-Zellen innerhalb der CD3ko-Gruppe bei dem Tier
14875 verzeichnet werden konnten, dem Tier, das als einziges keine Reversion der
Mutationen im nef Gen aufwies.

Publiziert ist, dass eine erniedrigte Immunaktivierung bei effizienter TCR-CD3
Herabregulierung vorhanden ist und beide Parameter signifikant invers korrelieren [81, 214].

Somit musste die Kontrollgruppe wegen der effizienten Herabregulierung eine erniedrigte
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Immunaktivierung im Vergleich zur CD3ko-Gruppe zeigen; tatsachlich sind aber keine
deutlichen Unterschiede sichtbar. Vor allem in der frihen Phase der Infektion, wo bei keinem
Tier der CD3ko-Gruppe eine Reversion der Mutationen vorhanden war, wurde ein klarer
Unterschied bezlglich der Immunaktivierung zu der Kontrollgruppe erwartet.
Interessanterweise zeigt jedoch das Tier 14875CD3ko, dessen Virus die stabilen Mutationen
besitzt und somit nie eine Herabregulierung des TCR-CD3 Komplexes aufwies, die hdchsten
Werte der Immunaktivierung. Zu diskutieren ware jedoch, warum in der frihen Phase der
Infektion (Woche 2) die Werte der anderen beiden Tiere der CD3ko-Gruppe nicht &hnlich
ausfielen. Allerdings kénnten da schon andere Mechanismen (unabhangig von Nef) eine
Rolle gespielt haben, die diese beiden Tiere friih von dem die Viruslast kontrollierenden Tier
unterschieden haben.

Zu den B-Zellen allgemein, den spezifischen B-Zell-Subpopulationen und den humoralen
Immunantworten sind noch keine Untersuchungen bekannt, die sich mit moglichen
Unterschieden oder Gemeinsamkeiten zwischen einer SIV-Wildtyp-Infektion und einer mit
dieser speziellen SIV-Mutante im akzessorischen Gen nef befassen.

Bezulglich der B-Zellen im Blut und KM allgemein konnte in der akuten Phase der Infektion in
beiden Gruppen ein ahnlicher Verlust beobachtet werden (Abbildung 41). Die spezialisierten
aktivierten Gedachtnis-B-Zellen lieferten sehr interessante Ergebnisse (Abbildung 42). In der
Kontrollgruppe gab es in allen drei Tieren einen Abfall in der akuten Phase mit Erholung
dieser Population im Tier 14892 in der chronischen Phase. In der CD3ko-Gruppe waren nur
in dem 14875 stabile Werte Uber den Verlauf der Infektion zu beobachten. Die Tiere 2503
und 2583 prasentierten sich mit einem Verlust in der akuten Phase; die Prozentzahlen
erholten sich danach jedoch wieder auf Ausgangswerte.

Die humoralen Immunantworten, gemessen an den bindenden Antikérpern gegen p27 und
gp130 (Abbildung 44 + 45) und den gp130-spezifischen ASC (Abbildung 47+49), waren in
der CD3ko-Gruppe hdher als in den Tieren aus der Kontrollgruppe. In dieser ist jedoch der

14892 als Ausnahme zu nennen, da er vergleichbar zur CD3ko-Gruppe war. Dieses Tier war
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auch dasjenige, das die stabilen Werte der aktivierten Gedachtnis-B-Zellen in der
chronischen Phase der Infektion besal3.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Nef-vermittelte Herabregulierung
moglicherweise die Aufrechterhaltung einer effizienten Virusreplikation in der chronischen
Phase in vivo begunstigt. Dieses wurde an den beiden Tieren gezeigt, dessen Virus ab
Woche 6 nach Infektion zum Wildtyp revertiert ist. Insofern lasst dies den Schluss zu, dass
die Aufrechterhaltung der Mutationen einen Selektionsnachteil liefert. Das verbliebene Tier,
dessen Mutationen im viralen Genom stabil blieben, zeigte einige spezielle Eigenschaften,
wie z.B. die Kontrolle der Viruslast in der chronischen Phase, eine geringgradig hohere
Immunaktivierung und stabilere CD4-Zellzahlen in verschiedenen Kompartimenten. Das
Zusammenspiel dieser Merkmale ist interessant und bedarf weiterer Analysen. Eine

anschlieRende Studie mit einer grélReren Anzahl von Tieren ware wiinschenswert.

5.5 Die SIVmac239 vpr Deletionsmutante ist in Rhesusaffen attenuiert.

Eine wichtige Funktion von Vpr ist die Arretierung des Zellzyklus in der G2/M-Phase [63].
Eine damit im Zusammenhang stehende kirzlich veréffentlichte Publikation gab Anlass zu
dieser in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Studie. Es wurde beschrieben, dass die
Zellzyklus-Arretierung durch Aktivierung des SLX4-Komplexes durch Vpr geschieht. Dies
fuhrt final zu der Inhibition von spontanen oder HIV-1 vermittelten antiviralen IFN-Antworten
[64].

In dieser hier vorliegenden Studie sollten die viralen und immunologischen Kinetiken sowie
die Krankheitsprogression bei einer Infektion mit einer SIVmac239 vpr-Deletionsmutante im
Vergleich zu einer Wildtyp-Infektion in vivo in Rhesusaffen untersucht werden. Bei
Unterschieden konnten Rickschlisse auf eine frihe Beeinflussung der angeborenen
antiviralen Immunantwort gezogen werden. Bei der hier eingesetzten Mutante (hergestellt in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frank Kirchhoff) ist vpr komplett deletiert, wie bereits

publiziert [140]. Aufgrund der GroRe der Deletion ist eine Reversion ausgeschlossen
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(personliche Kommunikation mit Prof. Kirchhoff, Daten nicht gezeigt) und wurde daher nicht
speziell mit einer Sequenzanalyse belegt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Infektion in der Avpr-Gruppe
attenuiert ist. Ein Jahr nach Infektion hatte im Gegensatz zu der Kontrollgruppe, bei der bis
dahin zwei Tiere frih wegen AIDS-bedingter Symptome eingeschlafert werden mussten, kein
Tier AIDS-ahnliche Symptome entwickelte (Abbildung 20). Zudem konnte im Vergleich zur
Kontrollgruppe erst verzogert Virus im Plasma nachgewiesen werden. Resultierend daraus
lag eine verzdgerte Spitzenviramie an Woche 3 bis 4 nach Infektion vor, die auch noch ca.
30-fach niedriger lag. Interessant war auch das Tier 14847Avpr, das die Viruslast temporar
bis unter die Nachweisgrenze kontrollierte (Abbildung 22+23). Ein weiterer Hinweis auf eine
Attenuierung war der ausgebliebene Anstieg von Neopterin im Urin (Abbildung 24), der auf
eine nicht vorhandene frGhe Immunaktivierung hindeutet. Dieses spiegelt sich auch bei der
Expression des friihen Immunaktivierungsmarkers CD69 auf CD4" T-Zellen wider, bei der im
Gegensatz zur Kontrollgruppe kein friher Anstieg zu verzeichnen war (Abbildung 38).
Wichtig ist auch, dass es in der Avpr-Gruppe zu keinem frilhen Abfall der CD4" T-Zellzahlen
im Blut kam und diese im Infektionsverlauf stabil blieben (Abbildung 31). Selbst in der
Mukosa des Colons war ein im Vergleich zur Kontrollgruppe sehr viel milderer Abfall zu
verzeichnen (Abbildung 33). Der initiale Verlust dieser Population in der BAL wurde in der
chronischen Phase wieder ausgeglichen. Der Verlust der speziellen T-Zell-Population der
zentralen Gedachtnis-CD4" T-Zellen war deutlich milder in der Avpr-Gruppe verglichen mit
der Kontrollgruppe (Abbildung 39). Die Prozentzahlen der CD20" B-Zellen und der aktivierten
CD21°CD27" Gedachtnis-B-Zellen blieben in der Avpr-Gruppe im Infektionsverlauf im
Gegensatz zu der Kontrollgruppe stabil (Abbildung 41+42). Zudem lag eine deutlich starkere
humorale Immunantwort in der Avpr-Gruppe vor, gemessen an den bindenden Antikérpern
gegen p27 und gp130 sowie den gp130-spezifischen ASC (Abbildung 44+45+47+49).

Die Daten dieser Arbeit stimmen mit bereits publizierten Daten Uberein, die ebenfalls einen
attenuierten Infektionsverlauf bei Einsatz von vpr-Mutanten beobachteten [66, 67]. Eine

dieser Studie zeigte, dass eine Mutation des vpr Startcodons in drei von fiinf Tieren vom vpr-
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zum vpr+ Genotyp in vier bis acht Wochen nach Infektion revertierte [66]. Der selektive
Druck in Richtung Reversion zum Wildtyp ist dementsprechend hoch und weist auf eine
wichtige Rolle von Vpr fir die Virusreplikation hin. Die zwei Tiere, dessen Viren jedoch
stabile Mutationen behielten, zeigten Hinweise auf eine attenuierte Infektion mit einer
niedrigeren Viruslast und einer transienten Lymphadenopathie. Sie entwickelten keine AIDS-
ahnliche Erkrankung Uber den Zeitraum von einem Jahr und wiesen hohere Antikorpertiter
auf. Dieselbe Arbeitsgruppe publizierte zwei Jahre spater eine Studie, in der eine SIV vpr-
Mutante von 43bp untersucht wurde und stellte fest, dass in diesen Tiere eine
abgeschwachte Infektion vorlag [67]. Sie entwickelten niedrigere Viruslasten, starkere
humorale Immunantworten und eine langsamere Krankheitsprogression im Vergleich zu
Wildtyp-infizierten Affen. Trotzdem erlagen zwei von vier Tieren schlieBlich AIDS-bedingten
Symptomen. Somit verursachte auch eine vpr Deletionsmutante AIDS.

Nichtsdestotrotz sind diese Studien 20 Jahre alt und weisen deutliche Limitierungen auf. Die
virale RNA-Last wurde noch nicht mithilfe der PCR quantifiziert und eine umfassende
polychromatische Durchflusszytometrie konnte ebenfalls nicht durchgefihrt werden. Auch
ahnlich detaillierte Analysen zu der humoralen Immunantwort und den SIV-spezifischen ASC
lagen noch nicht vor. Zudem war eine Reevaluierung der Resultate vor dem Hintergrund
neuer Erkenntnisse gerechtfertigt.

Eine weitere Studie aus den Neunzigerjahren befasste sich mit einer kompletten vpr
Deletionsmutante. Sie zeigte, dass es beziglich Viruslast, Antikérpertitern, CD4-Zellzahlen
und Krankheitsprogression keinen Unterschied zwischen der Infektion mit einer
Deletionsmutante und des Wildtyps gab [65]. Hier lagen keinerlei Anzeichen einer
abgeschwachten Infektion vor. Jedoch sind diese Ergebnisse nur auf den ersten Blick
widerspriuchlich zu den anderen Publikationen und den Ergebnissen in der vorliegenden
Arbeit. Die Beobachtung, dass die Tiere, die mit der Deletionsmutante infiziert wurden, final
AIDS erlagen, wurde ja bereits in den anderen Publikationen bestatigt. Jedoch war in diesen
die Krankheitsprogression verlangsamt. In der besagten Studie von Gibbs et al. gab es

bezlglich des Zeitpunktes jedoch keinen Unterschied zu Wildtyp-infizierten Tieren. Eine
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Reversion, welche die Ahnlichkeit zum Wildtyp erklaren kénnte, wurde in der Publikation
ausgeschlossen. Eine mogliche Erklarung kdnnte die Wahl der verwendeten Tiere und ihr
genetischer Hintergrund sein. Analog zu der bereits beschriebenen Assoziation bestimmter
MHC-Typen mit einer langsamen Krankheitsprogression ist ebenso publiziert, dass
bestimmte MHC- Typen mit einer schnellen oder mittleren Krankheitsprogression assoziiert
sind [223, 224]. Wurden in dieser Studie nun Tiere mit einem derartigen genetischen
Hintergrund ausgewahlt, bei dem es eher zu einem raschen Krankheitsverlauf kam, so
wiurde dieses die Attenuierung moglicherweise kompensieren und konnte die
Beobachtungen zum Teil erklaren. Bis zu Woche 52 nach Infektion erlag keines unserer
Tiere AIDS. Jedoch kénnte sich dies bei einer langeren Uberwachung der Tiere noch
andern. Trotzdem wirde es dann bei dem Ergebnis bleiben, dass die Krankheitsprogression
in der Avpr-Gruppe verlangsamt ist. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die Viruslast in der
chronischen Phase. Hier gab es keinen Unterschied zwischen der Avpr-Gruppe und der
Kontrollgruppe. Lediglich die niedrigere Spitzenvirdmie und das verzdgerte Auftreten von
viralen Kopien im Plasma in der Avpr-Gruppe stimmen nicht mit der besagten Publikation
uberein. Allerdings gilt auch hier, dass diese Studie 20 Jahre alt ist und die Viruslast noch
nicht mit der sensitiven Methode der PCR gemessen wurde.

Wie bereits erwdhnt, wurde diese Studie u.a. aufgrund kirzlich publizierter Ergebnisse
durchgeflihrt [64]. Vpr aktiviert eine mit dem SLX4-Komplex assoziierte Endonuklease, die
Uberschissige DNA prozessiert. Somit wird (durch das Entfernen dieser DNA) das
Aufsplren durch die angeborene antivirale Immunantwort mittels IFN verhindert.

Interferone agieren als antivirale Zytokine, die frih aktiviert werden und den Ausgang einer
Infektion entscheidend beeinflussen [225]. Interferon-regulierende Faktoren (IRF), wie z.B.
IRF-3 spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion von IFN [226]. Dieses ist ein kritischer
Schritt in der Initiierung der frihen zelluldren antiviralen Immunantwort. Die Tatsache, dass
Vpr IFN-Antworten moduliert, ist bereits seit einiger Zeit bekannt. Eine Studie von 2008
belegt, dass Vpr von HIV-1 die initiale frihe antivirale Immunantwort stért, indem es IRF-3

degradiert [227]. Mutationen im vpr Gen flhrten zu einer erniedrigten Kapazitat, IRF-3 zu
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degradieren. Diese Ergebnisse wurden in einer weiteren Publikation bestatigt, in der
ebenfalls gezeigt wurde, dass Vpr zu einer geringgradigen Attenuierung der Virus-
induzierten IFN-B Promotor-Expression fiihrte [228]. Diese in vitro Ergebnisse liefern eine
gute Erklarung fur die Beobachtungen in der hier vorliegenden in vivo Studie. Somit fuhrt die
Infektion mit einem vpr-defekten Virus im in vivo Krankheitsmodell zu einer maRig
attenuierten Infektion. Das verzdgerte Auftreten von viralen Kopien im Plasma und die
erniedrigte Spitzenvirdmie im Vergleich zur Kontrollgruppe weisen auf eine mogliche
Beeintrachtigung der Etablierung der viralen Infektion hin. Dieses kénnte durch das Fehlen
von vpr bedingt sein, was eine ungestorte IFN-Antwort zur Folge hatte. Somit konnte das
Virus fruh angegriffen werden und die Infektion konnte sich nur mit Verzdgerungen
etablieren. Dieses druckte sich dann anschlieend in einer Erhaltung von CD4-Zellen im Blut
und verschiedenen Geweben sowie von B-Zellen im Allgemeinen und den aktivierten
Gedachtnis-B-Zellen im Besonderen aus. Auch die niedrige Immunaktivierung, gemessen an
Neopterin im Urin sowie an der CD69 Expression auf CD4" T-Zellen spricht fir eine
attenuierte Infektion. Diese Hypothese sollte sich durch eine umfassende Analyse der
Zytokinprofile unterstitzen lassen. Dazu wurden in der frihen Phase der Infektion ab Tag 5
Proben asserviert, die noch untersucht werden mussen. Danach wird sich erst bestatigen
lassen, ob die vpr- Deletionsmutante auch in vivo zu einer erhdhten IFN-Antwort und somit
erfolgreicherer angeborener Immunantwort fuhrt. Eine stabile Typ | IFN-Antwort ist in der
Fruhphase der HIV-/SIV-Infektion vorteilhaft, jedoch bei einer chronischen Persistenz
nachteilig fir das Immunsystem. Natirliche SIV-Infektionen unterschieden sich von den
pathogenen dadurch, dass natirlich infizierte Wirte die IFN-Antwort in der frihen
chronischen Phase herabregulieren [229]. Auch in einer kurzlich erschienenen Publikation
wird die zeitabhangige Dichotomie der IFN-Antwort deutlich gemacht. So verhindert eine
initiale IFN-Gabe in der friilhen Phase eine systemische Infektion, bei langerer Applikation
kommt es dagegen zu einer Desensibilisierung mit geringerer antiviraler Genexpression,

Etablierung der Infektion und progressivem CD4-Verlust [230].
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Zusammenfassend zeigte diese Doktorarbeit, dass die Infektion mit einer vpr
Deletionsmutante in vivo zu einer maRig attenuierten Infektion mit einem verzdgerten
Einsetzen der Infektion, einer reduzierten Spitzenviramie, einer geringeren
Immunaktivierung, einem verlangertem Uberleben, einer besseren Erhaltung von CD4" T-
Zellen sowie aktivierten Gedachtnis-B-Zellen und einer starkeren humoralen Immunantwort
fuhrt. Der Grund hierfiur kénnte einer wirksamen angeborenen IFN-Immunantwort in der

akuten Infektionsphase angerechnet werden, da Vpr nicht stdrend eingreifen kann.
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6. Zusammenfassung

Trotz intensiver jahrzehntelanger Forschung im Bereich von HIV (Humanes Immundefizienz-
Virus) ist es noch nicht gelungen, einen effektiven Impfstoff zu entwickeln. Insofern ist
weitere Forschung, v.a. im Bereich der B-Zellen von groRRer Wichtigkeit. Die SIV (Affen-
Immundefizienz-Virus)-Infektion der Rhesusmakaken (RM) stellt dabei das wichtigste Modell
zur Erforschung der HIV-Infektion des Menschen dar.

Ein erstes Ziel dieser Doktorarbeit war die Analyse der Verteilung und Anzahl verschiedener
B-Zell-Populationen wie naiver B-Zellen, Gedachtnis-B-Zellen sowie Plasmazellen in
peripherem Blut sowie verschiedenen Organen in SlV-infizierten RM. Zusatzlich sollte eine
funktionelle Charakterisierung von Antikérper-sezernierenden Zellen erfolgen. Das
urspringlich dafir gedachte Material wurde schon vor Beginn der Doktorarbeit
kryokonserviert. Schon bald jedoch wurde deutlich, dass sich kryokonservierte Proben in der
durchflusszytometrischen und funktionellen Analyse von frischen Proben unterschieden.
Daraufhin wurde eine systematische Vergleichsstudie an SIV-negativen RM angeschlossen,
um mogliche Effekte der Kryokonservierung auf B- und Plasmazellen zu evaluieren. Studien
hierzu gab es bislang noch nicht. Ein Ergebnis war, dass sich die prozentualen Anteile der
CD20" B-Zellen in PBMCs (mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut) nicht von denen
in den dazugehorigen frischen PBMCs unterschieden. Das galt jedoch nicht fur
Knochenmark, Milz, Lymphknoten (LN) und Dinn- und Dickdarm, bei denen prozentual
hohere Anteile dieser Population in den kryokonservierten Proben beobachtet werden
konnten. Die massivste Veranderung betraf jedoch die Expression des Oberflachenantigens
CD27 auf Gedachtnis-B-Zellen. In tiefgefrorenem Material von PBMCs und allen Organen
gab es einen signifikanten Verlust der Expression dieses Markers, was moglicherweise
entweder auf eine proteolytische Abspaltung, eine Herabregulierung oder ein selektives
Absterben dieser Zellpopulationen zurickzufiihren ist. Zusatzlich wurde in dieser
Vergleichsstudie ein Verlust von Plasmazellen/Plasmablasten in kryokonserviertem Material
beobachtet, der sich auch funktionell in einem Verlust von Gesamt-lgG-sezernierenden

Zellen widerspiegelte.
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Im Vorfeld musste jedoch eine adaquate Charakterisierung von Plasmazellen im RM
gefunden werden. In dieser Doktorarbeit wurde CD138 —analog zum humanen System- als
geeigneter Marker fir Plasmablasten/Plasmazellen in RM etabliert. Der Plasmazellstatus
wurde Uber eine Aufreinigung von CD138" Zellen mit anschlieRendem Einsatz im B-Zell-
ELISpot zur Quantifizierung von spontan Antikérper-sezernierenden Zellen erbracht.
Bezugnehmend auf die eingeschrankte Nutzbarkeit des kryokonservierten Materials wurde
eine SIV-Studie longitudinal in Hinblick auf die Verteilung und Anzahl von verschiedenen B-
und T-Zellpopulationen, die humorale Immunantwort, virale Kinetik und
Krankheitsprogression untersucht. Dabei lag das Augenmerk auf zwei Gruppen von Tieren,
die mit in vitro hergestellten Mutanten in akzessorischen Genen von SIV infiziert wurden, um
die Rolle dieser wahrend einer in vivo SIV-Infektion zu untersuchen. Beide Mutanten wurden
mit einer Wildtyp-infizierten Kontrollgruppe verglichen. Eine Gruppe von Tieren erhielt eine
vpr-Deletionsmutante und die andere eine nef-Mutante, bei der spezifisch die Funktion der
TCR (T-Zell-Rezeptor) -CD3-Herabregulierung ausgeschaltet war.

Aktuelle Forschungsarbeiten weisen auf die essentielle Rolle der akzessorischen Gene bei
der Pathogenese der HIV-/SIV-Infektion hin. Bislang gibt es nur wenige Studien, die sich mit
der Bedeutung spezieller Funktionen der akzessorischen Gene in vivo beschaftigen.

Die Ergebnisse der Avpr-Gruppe deuten auf eine in vivo maRig attenuierte Infektion hin. Das
verzogerte Einsetzen der Virdmie, die reduzierte Spitzenviramie und das verldngerte
Uberleben sprachen hierfiir. Zudem lagen eine geringere Immunaktivierung, eine starkere
humorale Immunantwort und stabile Prozentzahlen von CD4" T-Zellen, zentralen
Gedachtnis-T-Zellen sowie aktivierten Gedachtnis-B-Zellen vor. Eine mdgliche Erklarung ist
die ungehinderte angeborene Immunantwort in der akuten Phase der Infektion durch das
Fehlen von Vpr mit daraus resultierender wirksamer friher Interferon-Antwort.

Die Ergebnisse der Sequenzanalysen fir die nef-Gruppe belegen, dass das Virus von zwei
Tieren in der friihen chronischen Phase ab Woche 6 nach Infektion zum Wildtyp revertierte.
Diese Tiere wiesen hohe Viruslasten auf. Das Virus eines Tieres jedoch behielt die

Mutationen und kontrollierte die Virusvermehrung effektiv. Ebenso wies dieses Tier eine
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geringgradig héhere Immunaktivierung und eine bessere Erhaltung von CD4" T-Zellen im
Blut und verschiedenen Geweben sowie aktivierten Gedachtnis-B-Zellen im Blut auf.

Dies zusammen lie} den Schluss zu, dass eine Nef-vermittelte Herabregulierung des TCR-
CD3 Komplexes mdglicherweise die Aufrechterhaltung einer effizienten Virusreplikation in
der chronischen Phase begunstigt.

Zudem wurde die LN-Feinnadelaspiration als Methode etabliert, die es erlaubt, das
lymphoide Gewebe wahrend einer SIV-Infektion engmaschig longitudinal zu untersuchen. So
wurde in dieser Dissertation festgestellt, dass follikuldare T-Helferzellen im LN im

Infektionsverlauf expandieren und positiv mit der Viruslast korrelieren.
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7. Summary

Despite the decades-long intensive research in the field of HIV (human immunodeficiency
virus) an effective vaccine is yet to be developed. Therefore, further research in especially
the field of B cells is of utmost importance. The SIV (simian immunodeficiency virus) infection
of rhesus macaques (RM) represents the most important model for the HIV infection of
humans.

The first objective of this thesis was the analysis of the distribution and frequencies of various
B cell populations such as naive and memory B cells as well as plasma cells in peripheral
blood and different tissue of SIV-infected RM. Additionally, a functional characterization of
antibody secreting cells should be performed. The required material had been cryopreserved
before this thesis started. Soon upon analysis, it became obvious that cryopreserved material
differs from fresh material with regard to polychromatic flow cytometric and functional
analyses. Thereupon, a systematic comparative study on SIV-negative RM was conducted to
investigate possible effects of cryopreservation on B and plasma cells. To date, studies for
this are missing.

A finding was that the percentages of CD20" B cells in PBMCs (peripheral blood
mononuclear cells) were similar compared to respective fresh PBMCs. This was not the case
for bone marrow, spleen, lymph node (LN) and small as well as large intestine, in which
proportions of B cells were higher in cryopreserved samples compared to those in fresh
ones. The most severe changes concerned the expression of the surface antigen CD27 on
memory B cells. There was a significant loss of the CD27 expression on B cells in
cryopreserved PBMCs and all organs. Possible reasons are a proteolytic cleavage,
downregulation or a selective loss of cell populations carrying CD27. Additionally, a loss of
plasma cells/plasmablasts was observed in cryopreserved samples, which was reflected in a
loss of total IgG secreting cells.

However, an appropriate phenotypical characterization of plasma cells in RM had to be
evaluated previously. In this thesis CD138 —analog to the human system- was established as

a suitable marker for plasma cells in RM. The plasma cell status was verified by purification
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of CD138" cells with subsequent use in B-cell-ELISpot for the quantification of spontaneously
antibody secreting cells.

Because of the limited use of cryopreserved material, a longitudinal follow-up of a SIV study
was conducted. The distribution and percentages of different B and T cell populations as well
as humoral immune responses, viral kinetics and disease progression were analyzed.

Two groups of RM were infected with two different SIV constructs containing mutations in
accessory genes to evaluate their role in vivo. Current publications indicate their important
role during the HIV/SIV infection. To date, only a few studies concerning the role of specific
functions of the accessory genes in vivo exist.

One group received a vpr deletion mutant and the other a nef mutant with introduced point
mutations where the function to down-modulate the TCR (T cell receptor) -CD3 complex is
specifically turned off. Both groups were compared to one infected with wild type SIV.

The results of the Avpr group indicated a moderate attenuation of the course of infection.
This was proven by a delayed onset of viremia, reduced peak viremia and prolonged
survival. Additionally, these animals showed lower levels of immune activation, stronger
humoral immune responses as well as a preservation of CD4" T cells, central memory T cells
and activated memory B cells. A possible explanation is the unhampered innate immune
response due to the lack of Vpr in the acute phase of infection resulting in efficient early
interferon response.

The results of the sequence analyses of the nef-group showed that the virus of two animals
reverted to wildtype in the early chronic phase of infection at week 6. These animals
maintained high viral loads. In the remaining animal, the viral mutations were stable with no
reversion throughout the infection. This particular animal also controlled the viral load,
showed a slightly higher level of immune activation with better maintenance of CD4" T cells
as well as activated memory B cells. To summarize, a nef-mediated down-modulation of the
TCR-CD3 complex may favor the maintenance of efficient virus replication in the chronic

phase of infection.
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Additionally, the LN fine-needle aspiration was implemented as a method to analyze
lymphoid tissue longitudinally during a SIV infection. The findings of this thesis indicate that
percentages of follicular T helper cells increase in the course of infection and correlate with

the plasma viral load.
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8. Abklirzungsverzeichnis

AICD activation induced cell death

°C Celsius

AF Alexa Fluor

AGM Afrikanische Grine Meerkatzen

AIDS aquired immunodeficiency syndrome, Erworbenes
Immunschwéachesyndrom

Ak Antikorper

APC Allophycocyanin

APCs antigen presenting cells, Antigen-prasentierende Zellen

APOBEC3G apolipoprotein B mRNA-editing enzyme-catalytic polypeptide-like 3G

Aqua dest. Aqua destillata

ASC antibody secreting cells, Antikorper-sezernierende Zellen

BAFF B cell activating factor

BAL Bronchoalveolare Lavage

BC Beckmann Coulter

BCIP/NBT Bromchlorindolylphosphat/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

BCR B-Zell-Rezeptor, B cell receptor

BD Becton Dickinson

BL BioLegend

bp base pairs, Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bspw. beispielsweise

BV Brilliant Violet

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cART combined antiretroviral therapy, kombinierte antiretrovirale Therapie

CB Colonbiopsien

CCR CC-Motiv-Chemokinrezeptor

CD cluster of differentiation, Differenzierungsgruppen

cDC Center for Disease Control and Prevention

CpG Cytosin-Phosphat-Guanin

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

d.h. das heif3t

DMSO Dimethylsulfoxid
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DNA desoxy ribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
DPZ Deutsches Primatenzentrum

Dr. Doktor

DTT Dithiothreit

ECD Energy Coupled Dye

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-liked immunosorbent assay

ELISpot enzyme-linked immunospot assay

engl. englisch

Env, env Hullprotein, envelope

ESP enzyme-linked immunospot assay

etal. et alii

EU Europaische Union

Fa. Firma

FACS fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
FCS fetal calf serum, Fetales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC forward scatter, Vorwartsstreulicht

G Gauge

g gramm

Gag, gag Gruppen-spezifisches Antigen

GC germinal center, Keimzentrum

GMII Géttinger Mischung |l

ap Glykoprotein

h hour, Stunde

H.O Wasser

H2SO, Schwefelsaure

HBSS Hank’s balanced salt solution

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HTLV Humanes T-Lymphotropes Virus

ICTV International Committee on the Taxonomy of Viruses
IFN Interferon

g Immunglobulin

IL Interleukin

IRF interferon regulatory factors, Interferon-regulierende Faktoren
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kDA kiloDalton

kg kilogramm

KGW Korpergewicht

KM Knochenmark

ko knockout

L Ligand

LAV Lymphadenopathie-assoziiertes AIDS Virus

LN Lymphknoten

LN ex Lymphknoten-Exstirpation

LN-FNA Lymphknoten-Feinnadelaspiration

LPS Lipopolysaccaride

LTNPs longterm-nonprogressor

LTR long terminal repeats

MACS magnetic cell sorting, magnetische Zellsortierung
mAKk monoklonaler Antikorper

mg miligramm

MHC major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
min Minute

ml mililiter

MNC mononuclear cells, mononukleare Zellen

mol mole

mRNA messenger RNA

n Probengrolle

Na,CO; Natriumcarbonat

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

NaN; Natriumacid

Nef, nef HIV-1 negative factor

ng nanogramm

NIBSC National Institute for Biological Standards and Control
NIH National Institute of Health

nm nanometer

oD optische Dichte

p Signifikanzniveau

P Protein

PBMCs peripheral blood mononuclear cells, mononukleare Zellen aus dem

peripheren Blut
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PBS phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
PE Phycoerythrin

PE-Cy7 Phycoerythrin-Cyanin7

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

PerCP-Cy5.5 Peridinin-Chlorophyll-Protein-Cyanin5.5

pH potentia hydrogenii

pi post infection, nach Infektion

PIC preintegration complex, Praintegrationskomplex
PKC Proteinkinase C

PO Pacific Orange

POD Peroxidase

Pol, pol polymerase

PWM pokeweed mitogen

qRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction
R848 Resiquimod

Rev, rev regulator of expression of viral proteins

rh rekombinant human

RM Rhesusmakaken

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

rpm rotations per minute, Rotationen pro Minute
RPMI kompl. Roswell Park Memorial Institute komplett

rs Searman-Rang-Korrelationskoeffizient

RT Reverse Transkriptase

RTemp Raumtemperatur

SD standard deviation, Standardabweichung

SEM standard error of the mean, Standardfehler um den Mittelwert
SIvV Affen Immundefizienz-Virus

SSC side scatter, Seitwartsstreulicht

STLV Affen-T-Lymphotropes Virus

Tat, tat transactivator of transcription

TCID tissue culture infectious dose

TCR T cell receptor, T-Zell-Rezeptor

TeH follikulare T-Helferzellen

Th T-Helferzellen

TLR toll-like receptor, Toll-ahnlicher Rezeptor

TMB Tetramethylbenzidin
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TNF Tumor Nekrose Faktor

u.a. unter anderem

UNAIDS United Nations Programme on HIV/AIDS
v.a. vor allem

vif virion infectivity factor

VL Viruslast

Vpu/Vpx/Vpr, viral protein u/x/r

vpu/vpx/vpr

wpi weeks post infection, Wochen nach Infektion
wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teill

1]l mikroliter

Hm mikrometer

pmol mikromol
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