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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die zur Familie der Orthomyxoviridae gehérenden Influenzaviren Typ A (IVA) stellen bis heute eine
enorme Gefahrdung der humanen Gesundheit dar. Im Menschen repliziert IVA vor allem in den
Epithelzellen der Lunge, jedoch sind bei besonders aggressiven Varianten auch systemische
Infektionen beobachtet worden. Neben der angeborenen, antigenunspezifischen Immunantwort mittels
Interferonausschiittung und  Aktivierung antiviraler Effektorfunktionen, spielt die adaptive,
antigenspezifische Immunantwort eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Infektion. Wie sich
IVA der adaptiven Immunantwort entzieht, ist noch weitgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage untersucht, ob und wie IVA humane Lymphozyten gezielt
befallen und eliminieren kann. Dazu wurde ein rekombinantes Virus (IVA-GFP) verwendet, welches
eine produktiv-infizierte Zelle durch GFP-Expression markieren kann. Aus peripherem Blut isolierte
und mit exogenen Signalen stimulierte Lymphozyten zeigten nachfolgend eine vielfach erhohte
Anfalligkeit fur eine IVA-Infektion. Dies galt zum einen fiir CD4" T-Zellen, wobei Gedachtnis-T-
Zellen infektionsanfalliger waren als naive T-Zellen. Eine zellbasierte Stimulation von CD4" T-Zellen
lieferte beziglich der Infizierbarkeit gleichfalls Unterschiede zwischen aktivierten und nicht-
aktivierten T-Zellen. Dies wurde mittels mixed lymphocyte reactions (MLR) im autologen und
allogenen Kontext und durch die antigenspezifische Aktivierung von T-Zellklonen verifiziert. Zum
anderen waren auch CD8" T-Zellen nach Aktivierung anfélliger fir eine IVA-Infektion. Dies
manifestierte sich, neben einer produktiven Infektion der Zellen, vor allem in einem gesteigerten
Zelltod der CD8" T-Zellen. Eine verstarkte Eliminierung von aktivierten CD4" T-Zellen durch IVA
konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Zudem korrelierte die Expression des Aktivierungsmarkers
CD25 auf aktivierten T-Zellen mit deren IVA-Infizierbarkeit. CD19" B-Lymphozyten waren nach
exogener Stimulation ber CD40 und den IL-4-Rezeptor ebenfalls mit IVA infizierbar.

Des weiteren konnten wichtige Parameter bezliglich einer maximalen Infektion von Lymphozyten
nach Stimulation definiert und Unterschiede in der Infizierbarkeit von aktivierten und nicht-aktivierten
Lymphozyten auf die Ereignisse zwischen rezeptorvermittelter Endozytose des Virus und Transport in
die Endosomen eingegrenzt werden.

Insgesamt stellt die aktivierungsabhéngige Infektion und Eliminierung von Lymphozyten durch IVA
einen moglichen, bisher unbekannten Mechanismus zur Unterdriickung bzw. Verlangsamung der

antiviralen, zellularen Immunantwort dar.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1. Das Influenzavirus Typ A als Mitglied der Orthomyxoviridae-Familie

Das Influenzavirus gehort zur Familie der Orthomyxoviridae. Das Genom dieser Virusfamilie besteht
aus segmentierter, einzelstrangiger RNA negativer Polaritdt (Baltimore 1971). Zu den
Orthomyxoviridae gehdren neben den Influenzaviren Typ A (IVA), B (IVB) und C (IVC) auch die
weniger bekannten Thogotoviren und Isaviren. Alle Mitglieder dieser Virusfamilie infizieren
hauptséchlich Zellen des respiratorischen Systems ihres Wirtes. Dies gilt besonders fiir die Gattung
der IVA, die bei S&ugetieren und V0Ogeln asymptomatische bis letal verlaufende Infektionen
verursachen konnen. Die Segmentierung ihres Genoms ermdglicht den Orthomyxoviridae eine hohe
genetische Flexibilitdt und Anpassungsfahigkeit an neue Wirtsspezies durch das sogenannte
Reassortment, der Durchmischung der unterschiedlichen Segmente verschiedener Subtypen und
Mutanten. Dabei stellen die IVA die groRte Gefahrdung fur die menschliche Gesundheit dar. Sie sind
in der Lage Speziesbarrieren zu Uberwinden, wodurch das Wirtsspektrum und damit die Chancen fir
die Entstehung neuer, genetisch verdnderter Mutanten erhdht wird. Das IVA konnte bisher in
Menschen, Vogeln, Schweinen, Pferden, Hunden, Katzen, Walen und Seehunden nachgewiesen
werden (Wright 2007). Zudem wird dadurch eine volistandige Ausléschung von IVA nahezu
unmaglich, da die Viren in der Tierwelt z.T. nicht-pathogen zirkulieren. Hierbei spielen Wasservigel
als nattrliches Reservoir eine entscheidende Rolle (Webster et al. 1992). Dagegen sind IVB und IVC
humanspezifisch. Das fehlende Reservoir im Tierreich macht deren Bekdmpfung einfacher. Die gute
Anpassung an den Menschen verringert zudem die Mutationsraten von IVB und IVC und damit
einhergehend deren Pathogenitidt. Dennoch kénnen auch IVB schwere pulmonale Erkrankungen
hervorrufen und eine Komponente des jahrlich verabreichten trivalenten Influenza-Impfstoffes ist ein
IVB-Stamm (http://www.who.int/csr/disease/influenza/en/). Todlich verlaufende 1VB-Infektionen sind
jedoch selten (Wright 2007).

Die Namensgebung verschiedener Influenzaviren folgt einer festgelegten Nomenklatur in der
Reihenfolge: Typ/Spezies in der das Virus aufgetreten ist (nicht aufgefiihrt bei humanen Viren)/Ort
der Isolierung/Nummer des Isolats/Jahr der Isolierung/im Fall vom IVA Hamagglutinin (HA)- und
Neuraminidase (NA)-Subtyp. So ist z.B. das Virus ,IVA/Huhn/Hong Kong/220/97 (H5N1)“ das
220ste Isolat des H5SN1-Subtyps aus Hiihnern im Jahr 1997 in Hong Kong (Palese 2007). HA und NA
sind virale Membranproteine, welche groRe Bedeutung fir den Wirtstropismus und die Pathogenitét
haben (siehe unten). VVon beiden Proteinen existieren mehrere Varianten die sich in ihrer Aminoséure-
Sequenz unterscheiden. Bislang wurden 16 HA-Subtypen und 9 NA-Subtypen des IVA isoliert
(Webster et al. 1992; Fouchier et al. 2005), wobei nur Wasservigel alle Subtypen beherbergen
(Webster et al. 1992).
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Einleitung

Die Virionenstruktur des IVA ist in Abbildung 1a dargestellt. Die Hiille besteht aus einer Lipidschicht,
welche von der Oberflaichenmembran der Wirtszelle stammt und bei der Virusfreisetzung
mitgenommen wurde. In die Virushille eingelagert sind die bereits erwahnten viralen Proteine HA
und NA, sowie das Matrixprotein M2. Unterhalb der Virushille folgt eine Proteincapsid, bestehend
aus dem Matrixprotein M1. Der Kern des Viruspartikels beinhaltet den sogenannten
Ribonukleoprotein ~ (RNP)-Komplex, welcher aus den viralen RNA-Segmenten, den
Polymeraseproteinen basische Polymerase 1 (PB1), basische Polymerase2 (PB2) und saure
Polymerase (PA), sowie dem Nukleoprotein (NP) aufgebaut ist (Compans et al. 1974). Nicht zum
RNP-Komplex gehort das Nukledre Exportprotein/Nicht-strukturelle Protein 2 (NEP/NS2), das

ebenfalls in Virionen nachgewiesen wurde (Richardson and Akkina 1991).

a) b)

M1-
Schicht _ $ Hamagglutinin
(HA)

J+— (NA)

Virale RNAs
o I im Komplex mit
Lipid- NP und den Polymerasen

Abbildung 1. Virionenstruktur des Influenzavirus Typ A

a) Gezeigt ist eine schematische Darstellung eines 1VA-Partikels. Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA)
und das M2 Protein sind in der vom Wirt stammenden Lipidmembran eingelagert. HA liegt dort als Trimer, NA
und M2 liegen als Tetramere vor. Das Matrixprotein M1 befindet sich direkt unter der Lipidhille. Das nukleére
Exportprotein NEP/NS2 ist ebenfalls in den viralen Partikeln vorhanden. Die viralen RNA-Gensegmente sind
mit dem Nukleoprotein NP und dem Polymerasekomplex (bestehend aus PA, PB1 und PB2) assoziiert. b)
Gezeigt ist ein Elektronenmikrograph eines IVA-Partikels mit sichtbaren HA- und NA-Stacheln auf der

Oberflache.
(Abbildung modifiziert nach Fields 5. Edition, Abbildung 47.2)

Morphologisch sind die Virionen meist rund mit einem Durchmesser von ungeféahr 100 nm. In frisch
isolierten Viruspraparationen sind jedoch haufig auch filamentdse Partikel mit mehr als 300 nm Lénge
zu beobachten. Auf der Oberflache der Virionen befinden sich in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen sichtbare Stacheln (Abbildung 1b). Dies sind die zwischen 10 und 14 nm herausragenden
HA- und NA-Molekile, welche meist in einem Verhéltnis von 4 HA zu 1 NA vorliegen. Im Inneren
der Viruspartikel kénnen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie die RNP-Komplexe (Compans et al.

1972) und die M1-Schicht (Ruigrok et al. 2000) sichtbar gemacht werden. Die einzelnen Gensegmente
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Einleitung

scheinen dabei einzeln in RNP-Komplexen verpackt zu sein (Noda et al. 2006). Das IVA besitzt
8 verschiedene RNA-Segmente, dargestellt in Abbildung 2. Die Nummerierung erfolgt entsprechend
der GroRe der einzelnen Segmente.

Die Segmente 1 bis 3 kodierten fiir die viralen Polymerasen (PB2, PB1 und PA), welche wichtige
Rollen in Transkription und Replikation spielen (siehe unten). Segment 4 enthalt die genetische
Information fiir das HA, welches fiir das Eindringen des Virus in die Zielzelle und die Freisetzung der
viralen RNA ins Zytoplasma verantwortlich zeichnet. Das NP ist auf Segment5 und die NA auf
Segment 6 kodiert. Die M-Gene (M1 und M2) befinden sich auf Segment 7 und die nicht-strukturellen
NS-Gene auf Segment 8.

1 759

1 'I PB2 |- 2341 PB2: Teil des RNA-Polymerasekomplexes;
1 87 Cap-Erkennung

PELF2 = PB1-F2: Apoptotische Aktivitat
1 PB1 |_ 2341 : Apoptotische ivita

PB1: Teil des RNA-Polymerasekomplexes;

Elongation
716
1 PA |— 2233 PA: Teil des RNA-Polymerasekomplexes
550
1 HA l_ 1778 HA: Oberflachenprotein; Rezeptorbindung;
Fusion; Hauptantigen

1 498
1 -| NP |_ 1565 NP: RNA-Bindung, -Synthese und -Export

1 454 N . -

_I NA I_ NA: Oberflachenprotein; Neuraminidase-

L 1413 Aktivitat

1 252 M1: Matrixprotein; Interaktion mit HA, NA
1 M1 F—— 1027 und VRNPs; nuklearer Export und Knospung

97 M2: Membranprotein; lonenkanalaktivitat;

1 I 366 wichtig fir Zusammenbau

1 230 [ orFo

NS1 NS1: multiple Funktionen (u.a. IFN-Antagonist)
1 890 ORF +1
g — —

14 418 NEP/NS2: Nukle&rer Export der vVRNPs

Abbildung 2. Genomstruktur eines Influenzavirus Typ A

Genomstruktur des IVA/Puerto Rico/8/34. Gezeigt sind RNA-Segmente (Zahlen entsprechen Nukleotiden,
dargestellt als Positivstrang) und die entsprechenden Proteine, fir die sie kodieren (Zahl der Aminosauren). Die
Linien am 5’- und 3’-Ende sind nicht-kodierende Regionen. Das PB1-Segment enthalt einen zweiten offenen
Leserahmen (open reading frame, ORF), was in dem Protein PB1-F2 resultiert. M2 und NEP/NS2 werden durch

gepleilRte mMRNAs kodiert (die entsprechenden Introns werden durch V-férmige Linien angedeutet).
(Abbildung modifiziert nach Fields 5. Edition, Abbildung 47.4A)

Drei RNA-Segmente kodieren fur jeweils zwei Proteine. Im Gensegment fir die Polymerase PB1
wurde vor Kurzem ein alternativer offener Leserahmen gefunden, aus welchem ein 87 Aminoséure
(AS) langes PB1-F2 Polypeptid translatiert wird (Chen et al. 2001). Von den Gensegmenten M und
NS werden jeweils zwei mMRNAs abgelesen, die fiir die Genprodukte M1 und M2 bzw. NS1 und NS2
kodieren (Lamb et al. 1980; Lamb and Choppin 1981).
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Neben den kodierenden Sequenzen befinden sich am 5’- und 3’-Ende jedes Gensegments zusatzlich
nicht-kodierende, aber hochkonservierte Sequenzen, welche eine grolRe Bedeutung bei der RNA-
Replikation, aber auch beim Zusammenbau neuer Viruspartikel haben. Zudem besitzt jedes RNA-
Element noch segmentspezifische, nicht-kodierende Regionen, welche mdglicherweise eine Rolle bei
der korrekten Verteilung der RNA-Segmente auf neue Virionen spielen (Zheng et al. 1996).

2.2. Das Influenzavirus Typ A benétigt fur den Eintritt in die Zelle das endosomale

Kompartiment und fur die Replikation den Kern

Die einzelnen Phasen der Virusinfektion sind in Abbildung 3 zusammengefasst. Durch die Bindung
von HA an Sialinsaure (N-Acetylneuraminat)-haltige Zuckerreste, welche auf fast allen Zellen
vorkommen, erfolgt die Adsorption des Virus an die Wirtszelle. Der Wirtstropismus verschiedener
IVA-Subtypen wird dabei durch die bevorzugte Bindung der unterschiedlichen HA-Subtypen an in

bestimmter Weise verkniipfte Zuckerreste determiniert.

Virushille ____

Virale RNA —» ®
(VRNP-Komplexe) \i.}
VRNP-Freisetzung

Translation
36 d ‘T
/@

RBP|IkBl|0" Transkription

Endaozytose
Endosom

Zellmembran

—— ..k,. mMRNA
Nukleus

Zusammenbau
Knospung

VRNP- Komplex
Rmfung

Golgg ——— .
Apparat

Virale
Oberflachenproteine

O3 .
s Virns {®
7ot R 103

Abbildung 3. Infektionszyklus des Influenzavirus Typ A

IVA dringt mittels rezeptorvermittelter Endozytose in die Zielzelle ein. Durch Fusion von Virusmembran und
Endosomenmembran wird der virale RNP-Komplex in das Zytoplasma freigesetzt. Die virale RNA wird
nachfolgend in den Zellkern transportiert, wo sie zum einen repliziert und zum anderen transkribiert wird
(Nahere Erlauterungen siehe Text und Abbildung 4). Die durch Translation der viralen mRNA im Zytoplasma
gebildeten viralen Proteine und die replizierte RNA (in Form des RNP-Komplexes) werden dann zur
Zellmembran transportiert, dort zusammengebaut und die Virusnachkommen mittels Knospung freigesetzt.
(Abbildung modifiziert nach http://www.biokurs.de)
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Humanpathogene IVA, bzw. deren HA-Molekiile, interagieren  bevorzugt ~ mit
N-Acetylneuraminsduren, welche mit dem vorletzten Galaktosezucker (ber eine «2,6-Bindung
verkniipft sind (SAa2,6Gal). Vogelspezifische 1VA-Subtypen hingegen bevorzugen eine o2,3-
Bindung (Connor et al. 1994). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen besitzen humane,
tracheale Epithelzellen meistens SAa.2,6Gal, wahrend das Darmepithel von Végeln meist SAa2,3Gal
Zuckerstrukturen aufweist (Couceiro et al. 1993; Ito et al. 1998). Durch Mutation der
Rezeptorbindestelle kann sich IVA jedoch an den infizierten Wirt adaptieren (Mochalova et al. 2003).
Dies ist wahrscheinlich von groRer Bedeutung fiir das Uberspringen einer Speziesbarriere. So bewirkt
die Mutation einer einzigen Aminosaure an Position 190 im viralen HA-Molekil den Wechsel der
Wirtsspezifitat. Eine Glutaminsaure (Glu, E) an dieser Position fihrt zur praferentiellen Bindung von
a2,3-verbundenen Sialinséuren (Vogelspezifitat), wohingegen Asparaginsaure (Asp, D) an dieser
Position eine Spezifitat fur a2,6-verknlpfte Sialinsauren (menschliche Zellen) vermittelt. Aus diesem
Grund wird auch vermutet, dass das HA-Gen des fiir die Spanische Grippe im Jahre 1918
verantwortlichen IVA seinen Ursprung in einem Vogel-IVVA-Subtyp hatte, welcher an der Position 190
mutierte (E190D) und so die im Menschen vorherrschenden a.2,6-verkniipften Sialinsduren erkennen
konnte (Glaser et al. 2005).

Der zweite Schritt der Virusinfektion beinhaltet den Eintritt in die Zelle. Dazu wird das Virus
wahrscheinlich Clathrin-vermittelt Uber Endozytose aufgenommen (Matlin et al. 1981). Der in
Endosomen vorherrschende, niedrige pH-Wert bewirkt eine Konformationsanderung des HA, was zur
Fusion der Virushille mit der endosomalen Membran flihrt (Skehel et al. 1995; Chen et al. 1999a;
Cross et al. 2001; Smith and Helenius 2004). Dies ist jedoch nur mdglich, wenn das HAO
Vorlauferprotein zuvor proteolytisch in die beiden Untereinheiten HA1 und HA2 gespalten wurde.
Dieser Vorgang wird in der Regel durch Wirtsproteasen katalysiert und erhoht die Infektiositat von
IVA dramatisch (Klenk et al. 1975; Lazarowitz and Choppin 1975).

Zudem kommt es durch das virale lonenkanalproteins M2 (Pinto et al. 1992) zum Einfluss von
H*-lonen aus den Endosomen in die Viruspartikel (Chizhmakov et al. 1996; Mould et al. 2000).
Hierdurch werden Protein-Protein-Interaktionen zwischen den RNP-Komplexen und dem viralen
Matrixprotein M1 geldst und die Freisetzung der RNP-Komplexe ins Zytoplasma der Zielzelle initiiert
(Martin  and Helenius 1991b). Dementsprechend inhibieren Reagenzien, welche die
lonenkanalaktivitdt von M2 blockieren, die RNP-Freisetzung. Bekannte Beispiele hierfir sind
Amantadin und Rimantadin (Holsinger et al. 1994; Chizhmakov et al. 1996). Beide werden sowohl
therapeutisch als auch prophylaktisch zur Bekampfung von klinischen IVA-Infektionen eingesetzt,
flihren aber oft zur Ausbildung von Resistenzen durch Mutationen im M2-Protein (Li et al. 2004) mit
erneut infektidsen, viralen Nachkommen (Sweet et al. 1991).

Die Abhéngigkeit des IVA von den Zellkernfunktionen der Wirtszelle ist zugleich charakteristisch und
ungewohnlich, denn viele anderen RNA-Viren replizieren aullerhalb des Kerns (Palese 2007). Bei

IVA ereignen sich jedoch alle wichtigen RNA-Syntheseschritte im Kern der Wirtszelle. Aus diesem
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Grund ist der Transport des Virusgenoms vom Zytoplasma in den Nukleus ein essentieller und
genauestens regulierter Prozess (Cros and Palese 2003). Da der RNP-Komplex zu groB ist fiir eine
passive Diffusion, muss er aktiv in den Zellkern transportiert werden (Martin-Benito et al. 2001). Alle
Proteine des RNP-Komplexes besitzen nukleare Lokalisationssignale (NLS) (Jones et al. 1986; Smith
et al. 1987; Wang et al. 1997; Weber et al. 1998), wobei die drei NLS vom NP (Neumann et al. 1997;
Bullido et al. 2000) wahrscheinlich ausreichen, um die virale RNA in den Kern zu befordern (O'Neill
et al. 1995; Cros et al. 2005). NP interagiert mit einem Mitglied der Karyopherin a-Familie (auch
Importin o genannt). Nach Interaktion mit Karyopherin 3, bindet dieser Komplex an die Kernpore
(Cros and Palese 2003) und wird aktiv in den Kern transportiert. Im Kern angekommen wird die
Negativstrang virale RNA [VRNA(-)] in zwei unterschiedlichen Weisen umgeschrieben
(Abbildung 4).

' cRNA (+) 3
pppAGCAAAAGCAGGNNN AAAAANNNCCUUGUUUCUACU
G

[ I Replikation

vRNA (-)

5

UUUUUNNNGGAACAAAGAUGApPP”

3 UCGUUUUCGUCCNNN
c

l Transkription

5 . - mRNA (+) 3
™ GpppX ' (N10-13) AGCAAAAGCAGGNNN Atn)
G

Abbildung 4. RNA-Synthese des Influenzavirus Typ A

Die vom Virus eingebrachte Einzelstrang RNA negativer Polaritdt [VRNA(-)] ist in der Mitte der Abbildung
dargestellt. Zuséatzlich sind die konservierten, nicht-kodierenden Regionen und die segmentspezifischen
Nukleotide (NNN) an beiden Enden abgebildet. Das Polyadenylierungssignal besteht aus einem PolyU-
Abschnitt am 5’-Ende der VRNA, was in einem 3’-PolyA-Schwanz bei der viralen mRNA resultiert (unterer
Teil). Die virale mMRNA entwendet zudem ihr Cap und 10 bis 13 weitere 5’-Nukleotide von zellularen mRNAs.
Die komplementédre (complementary) cRNA ist dagegen eine exakte Positivstrang-Kopie der eingebrachten
VRNA. Die Variation am 3’-Ende der vVRNA (und dadurch auch in der cRNA und mRNA) ist ebenfalls
aufgefihrt. (Abbildung modifiziert nach Fields 5. Edition Abbildung 47.17)

Zum einen wird die VRNA(-) in einem primerabhangigen Schritt in mRNA umgeschrieben. Die
resultierenden mRNAs sind unvollstandige Kopien der VRNA-Vorlage, enthalten jedoch mRNA-
typische Elemente, wie ein Cap und einen 3’-PolyA-Schwanz und werden nach Transport in das
Zytoplasma als Vorlage fiir die Produktion viraler Proteine verwendet. Zum anderen wird die VRNA
repliziert. Dies geschieht mit Hilfe eines Zwei-Stufen-Prozesses bei dem die VRNA zunéchst in eine
vollstandige Positivstrang-Kopie umgewandelt wird, die sogenannte komplementare RNA (cCRNA).

Diese cRNA wird dann als Vorlage zur Herstellung neuer vVRNAS genutzt. Alle diese Prozesse werden
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vom mitgebrachten viralen RNA-Polymerasekomplex katalysiert, wobei verschiedene Funktionen des
Komplexes in den unterschiedlichen Schritten genutzt werden (Neumann et al. 2004). Die
Polymerasen des IVA interagieren mit der groflen Untereinheit der zelluldaren RNA-Polymerase I,
insbesondere mit der aktiven Form (Engelhardt et al. 2005). Dies reflektiert die Notwendigkeit der
viralen Polymerasen in der N&he von zellularen mRNAs zu agieren, da die Cap-Struktur der viralen
MRNAs von zelluldren pre-mRNAs entwendet und als Primer fur die virale Transkription verwendet
wird (sogenanntes cap snatching). Mit dem Anfiigen einer Base (Guanin oder Cytosin) an den Cap-
Primer, geleitet durch das vorletzte Cytosin bzw. Guanin am 3’-Ende der VRNA, beginnt die
Transkription (Beaton and Krug 1981; Fodor et al. 1995). Die durch PB1 Kkatalysierte RNA-
Kettenverldngerung wird fortgefuhrt bis zu einem 5 bis 7 Basen langen poly-Uracil-Abschnitt am 5°-
Ende der vVRNA (Li and Palese 1994). Dies ist das Zeichen fiir die Polyadenylierung der neu
synthetisierten viralen mRNA. Anscheinend werden jedoch nicht alle mRNAs in gleichen Mengen
bzw. zum gleichen Zeitpunkt produziert, was auf eine zeitliche Regulation der Genexpression
hindeutet (Smith and Hay 1982). Proteine wie NP und NS, die wichtige Funktionen in der Replikation
bzw. in der Unterdrickung einer antiviralen Antwort haben, werden eher exprimiert als
Strukturproteine wie HA, NA und M1, welche fir den Zusammenbau der Virionen benotigt werden
(Shapiro et al. 1987; Hatada et al. 1989).

Nach der Translation der viralen Proteine beginnt die Replikation der viralen RNA. Wie das
Umschalten von Transkription auf Replikation erfolgt, ist bisher nicht bekannt. Es wird vermutet, dass
die viralen Polymerasen transkriptionskompetente und replikationskompetente Doméanen beinhalten,
welche fir den jeweiligen Prozess eingesetzt werden (Gonzalez and Ortin 1999). Zudem ist es
wahrscheinlich, dass die nach viraler mMRNA-Synthese produzierten viralen Proteine die Umstellung
von Transkription auf Replikation einleiten. Hierbei scheint das Nukleoprotein NP eine wichtige Rolle
zu spielen, da es neu synthetisierte VRNA bindet und stabilisiert (Medcalf et al. 1999; Vreede et al.
2004).

Nach der Replikation werden neue RNP-Komplexe im Kern gebildet, was durch das virale Protein M1
katalysiert wird (Martin and Helenius 1991a; Huang et al. 2001). M1 bindet dabei sowohl NP, als
auch die VRNA (Baudin et al. 2001; Nayak et al. 2004) und untersttzt zudem die Ablésung des RNP
von der nukledren Matrix (Zhirnov and Klenk 1997; Garcia-Robles et al. 2005). Fir den Transport der
RNP-Komplexe aus dem Kern in das Zytoplasma spielt M1 ebenfalls eine wichtige Rolle. Dies ist ein
aktiver Prozess und erfordert zudem die Mithilfe des viralen Proteins NEP/NS2, welches mit dem
Exportrezeptor Crm1 (Elton et al. 2001; Iwatsuki-Horimoto et al. 2004) und anderen Nukleoporinen
interagiert. Da NEP/NS2 auch mit M1 wechselwirken kann, scheint sich im Kern ein Komplex
VRNA/NP-M1-NEP/NS2 zu bilden, welcher aktiv aus dem Kern exportiert wird (O'Neill et al. 1998;
Neumann et al. 2000). Die spate Expression von M1 im Infektionszyklus verhindert zudem, dass

unreife RNP-Komplexe den Kern verlassen kénnen. Auflerdem scheint NEP/NS2 im Zytoplasma das
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nukleédre Lokalisationssignal von M1 zu maskieren und so einen Wiedereintritt des RNP-Komplexes
in den Kern zu verhindern (Akarsu et al. 2003).

Abschliefend wird in einer Reihe von Schritten der Zusammenbau der Viruspartikel und die
Freisetzung initiiert. Die wahrend der Translation an membrangebundenen Ribosomen synthetisierten,
integralen Membranproteine HA, NA und M2 multimerisieren im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
(Doms et al. 1993) und gelangen anschlielend tber ,Sortierungssignale® zur apikalen Seite der
infizierten, polarisierten Zelle (z.B. Lungenepithel), dem Ort der Virusfreisetzung (Schmitt and Lamb
2005). Durch Sequenzmotive in ihren Transmembran-Doménen lokalisieren HA und NA in
sogenannte lipid rafts (Kundu et al. 1996; Scheiffele et al. 1997). Dies sind detergentienresistente
Mikrodoménen mit spezifischer Protein- und Lipidzusammensetzung auf der Plasmamembran fast
aller Sdugetierzellen. Diese Mikrodoménen sind reich an Cholesterol, geséattigten Fettséuren,
Sphingomyelin und Glycosphingolipiden und unterscheiden sich von der sie umgebenden fluideren
Membran (Simons and Ikonen 1997). Untersuchungen der Lipidzusammensetzung von Viruspartikeln
zeigen, dass IVA bevorzugt aus diesen Domanen freigesetzt wird (Scheiffele et al. 1999; Zhang et al.
2000).

Um vermehrungsfahige Viren zu erhalten, missen alle 8 RNA-Gensegmente in einen Viruspartikel
verpackt werden. Der Mechanismus hierfiir ist nicht véllig klar. Geschieht dies zufallig, mussten mehr
als 8 Segmente pro Viruspartikel verpackt werden, um eine annehmbare Anzahl funktioneller Viren zu
erhalten (Bancroft and Parslow 2002). Jedoch ist es bisher nicht gelungen die RNA-Menge pro
Viruspartikel exakt genug zu quantifizieren, um diese Frage abschliefend beantworten zu kénnen
(Palese 2007). Ein anderes Modell postuliert ein konserviertes, fir jedes Segment spezifisches
»Verpackungssignal“ in den kodierenden 5’- und 3’-Regionen der einzelnen RNA-Segmente und
dieses Signal wurde fur HA, NA, NS und die Polymerasen bereits gefunden (Fujii et al. 2003; Fujii et
al. 2005; Liang et al. 2005; Muramoto et al. 2006).

In einem letzten Schritt erfolgt die Abschniirung der Viruspartikel von der zellularen Membran (Nayak
et al. 2004; Schmitt and Lamb 2005). Dieser ATP-abhangige Prozess (Hui and Nayak 2001) erfordert
die Interaktion von M1 mit zellularen Faktoren (Gomez-Puertas et al. 2000; Hui et al. 2003; Hui et al.
2006) und bestimmt zudem Uber die Form der Viruspartikel (Roberts et al. 1998; Elleman and Barclay
2004). Daruber hinaus spielt die Neuraminidase eine wichtige Rolle bei der Virusfreisetzung. Durch
die enzymatische Aktivitdt dieses Proteins werden Sialinsduren von den Zuckerresten auf der
Oberflache der Zelle und auch der mitgenommenen Virusmembran abgetrennt. Dadurch wird
verhindert, dass freigesetzte Viren lber die Bindung von HA an Sialinsduren mit der Zelloberflache
verklumpen. Unterbindung der NA-Aktivitdt durch Inhibitoren (Palese and Compans 1976) oder
Mutationen (Palese et al. 1974; Liu et al. 1995) fiihrt dementsprechend zur Retention der Viruspartikel
auf der Zelloberflache und zum Verlust der Infektiositat. All dies macht die Neuraminidase zu einem
geeigneten und wichtigen Ziel flr die Entwicklung von antiviralen Medikamenten (Garman and Laver

2004; McKimm-Breschkin 2005). Bekannteste Beispiele hierflr sind die Neuraminidase-Inhibitoren
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Oseltamivir und Zanamivir, besser bekannt unter ihren Handelsnamen Tamiflu® und Relenza®. Beide
sind sehr effektiv, wenn sie prophylaktisch oder kurz nach der Infektion mit IVA appliziert werden
(Hayden et al. 1999; Moscona 2005). Da sie jedoch nur die Virusfreisetzung und nicht die
Virusreplikation verhindern, sinkt die Wirksamkeit mit der Zeit nach Infektion. Unter Selektionsdruck
konnen zwar ebenfalls Virusvarianten entstehen, die resistent sind gegen diese Inhibitoren, jedoch im
Vergleich zu den M2-lonenkanalinhibitoren mit viel geringerer Frequenz (Gubareva et al. 2000) und
meist auch geringerer Infektiositat. Die Gefahrlichkeit des Influenzavirus-Subtyps H5N1 wird jedoch
unter anderem durch das Auftauchen von infektiosen Varianten deutlich, welche gegen NA-
Inhibitoren resistent sind (de Jong et al. 2005a; de Jong et al. 2005b; Le et al. 2005; Parry 2006).
Erstaunlich ist die Geschwindigkeit mit welcher eine Infektion mit IVA erfolgt. Bereits 25 Minuten
nach Inkubation von Zielzellen mit IVA ist der Grof3teil der Viren in die Zelle eingedrungen und kaum
10 Minuten spater sind die RNP-Komplexe im Nukleus zu finden (Martin and Helenius 1991b; Roy et
al. 2000). Die Synthese der viralen mRNAs und der viraler Proteine dauert bis ca. 3 Stunden nach
Infektion an. Danach wird im Zellkern von mRNA-Produktion auf Replikation des viralen Genoms
umgeschaltet, begleitet von einer signifikanten Akkumulation neu-synthetisierter NP-Proteine im
Nukleus. AnschlieRend werden die neuen viralen RNP-Komplexe im Kern zusammengebaut und zur
Membran transportiert. Bereits 5 bis 6 Stunden nach Infektion sind die ersten Virusnachkommen im
umgebenden Medium zu detektieren. Die Virusfreisetzung steigt in den nachfolgenden Stunden stark
an. Nach 8 bis 10 Stunden ist der gesamte Replikationszyklus durchlaufen. Durch virusinduzierte
Apoptose stirbt eine Zelle zirka 12 Stunden nach Infektion. Leben Zellen l&nger, ist dies
wahrscheinlich auf limitierende zellulare Ressourcen wéhrend der Infektion zuriickzufuhren
(Sidorenko and Reichl 2004).
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2.3. Das Immunsystem und Influenzaviren

2.3.1. Die Infektion mit dem Influenzavirus Typ A

Die Ansteckung mit IVA erfolgt beim Menschen meist in Form einer Tropfcheninfektion. Durch die
Bindung an SAa2,6Gal-Sialinséurerezeptoren (Shinya et al. 2006) werden Epithelzellen der
Atemwege infiziert, was zu einer raschen Ausbreitung der Infektion auf den gesamten respiratorischen
Trakt flhrt. Die Inkubationszeit betrégt je nach Virusmenge, Virusroute und Immunstatus des Wirts
zwischen 1 und 5 Tagen (Eccles 2005). Nach der Infektion kommt es zu einem raschen Anstieg des
Virustiters. Die HOohe des Titers korreliert dabei mit der Schwere der resultierenden Erkrankung. Diese
kann von einer asymptomatischen Infektion Uber eine Krankheit mit Erkaltungsmerkmalen bis zur
viralen Lungenentziindung mit tddlichem Ausgang reichen. Pathologisch zeigen die unteren
Atemwege die meisten Veranderungen mit Entziindungen bis hin zur Bildung von Odemen (Hers and
Mulder 1961). Die Krankheit beginnt fast immer sehr plétzlich, verbunden mit Kopfschmerzen,
Frosteln, trockenem Husten, gefolgt von hohem Fieber (bis zu 40°C innerhalb von 24 Stunden), sowie
Unwohlsein und Appetitlosigkeit. Hinzu kommen auf die Atemwege begrenzte Krankheitszeichen wie
Schnupfen und Rachenentziindung. Altere Menschen und kleine Kinder weisen oft verstarkte
Krankheitssymptome auf. Das Fieber klingt im Allgemeinen nach dem 2. bis 3. Tag ab. In dieser
Phase nehmen die Atemwegssymptome zunéchst noch zu, obwohl die Virusproduktion schon abféllt
(Richman et al. 1976). Aus trockenem wird schleimiger Husten mit eitrigem Auswurf. Die
Verbreitung der Viren auf neue Wirte erfolgt in dieser Phase in Form der abgegebenen Aerosole. Nach
dem 5. Tag sind mitotische Aktivitdten in den Atemwegen zu sehen und die Regeneration beginnt. In
dieser Phase konnen regenerative und pathologische Prozesse gleichzeitig ablaufen. Die
Krankheitsmerkmale nehmen meist nach dem 6. Tag ab. Zu diesem Zeitpunkt werden auch keine
neuen Viren mehr produziert (Richman et al. 1976; Eccles 2005). In dieser Phase flihrt der wéhrend
der Erkrankung entstandene Verlust der schiitzenden Schleimhautdecke zu einer erhdhten Gefahr fiir

eine nachfolgende, bakterielle Infektion.

2.3.2. Das Immunsystem im Kampf gegen das Influenzavirus Typ A
Das Immunsystem des Wirts spielt bei der Bekampfung einer Infektion mit IVA eine entscheidende

Rolle und leitet den Heilungsprozess ein. Die hierbei wichtigen, protektiven Komponenten umfassen

sowohl angeborene, unspezifische als auch adaptive, spezifische Komponenten (Tabelle 1).
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Teile der Immunitéat] Komponenten der Immunabwehr Wirkung Abschnitt
Schleimhéute, Wimpernhérchen, Schutzbarriere gegen eindringende Keime,
Proteaseinhibitoren Verhinderung der Spaltung von HAO
Detektion der Pathogene,
Neutrophile und alveolare Makrophagen Ausschiittung von pro-inflammatorischen
Angeborene Mediatoren 2321
Immunitat Induktion einer Typ I-IFN-Antwort, Bt
Detektion von Pathogenen durch TLR in Aktivierung antiviraler Mechanismen,
Epithelzellen und Dendritischen Zellen Ausschiittung pro-inflammatorischer
Zytokine
(Pro-inflammatorische) Zytokine Induktion von angeborene_n und adaptiven
Immunmechanismen
Reifung von virusspezifischen B-Zellen zu Inhibiti_on von Funktionen der viralen
Humorale, Pl M d Ausschii Proteine (vor allem HA und NA),
daptive Immunitat asmazetien und Aussc _u’FFung von Ausbildung eines immunologischen 23.2.2.
adap virusspezifischen Antikdrpern ) -
Gedachtnisses
- T Aktivierung von spezifischen
Antigenprasentierende Zellen T- und B-Zellen
ula Eliminierung von virusinfizierten Zellen und
Z_e ulare, Zytotoxische CD8" Zellen (CTL) Ausschittung von Zytokinen, Ausbildung | 2.3.2.3.
adaptive Immunitat eines immunologischen Gedachtnisses
Unterstiitzung von CTL und B-Zellen,
CD4* T-Helferzellen tellwel_se eigene zyt_olytlsche A_kthltat,
Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses

Tabelle 1. Immunmechanismen zur Bek&mpfung einer Infektion mit Influenzavirus Typ A

2.3.2.1. Die Schleimh&ute und die angeborene Immunitét gegen das Influenzavirus Typ A

Die Schleimh&ute der Atemwege bilden die erste Barriere gegen eine IVVA-Infektion. Diese umfassen
nicht-spezifische Schutzmechanismen in Form von Schleimschicht und Wimpernharchen (Zilien),
welche den Zelleintritt der Viren reduzieren kdnnen. Zudem verhindern Proteaseinhibitoren die
proteolytische Spaltung des Hamagglutinin-Vorlauferproteins HAO in die Untereinheiten HA1 und
HAZ2, was die Infektidsitat von IVA dramatisch minimiert (Zhirnov et al. 1984; Zhirnov et al. 1996).
Dartiber hinaus spielen zellulare Komponenten des angeborenen Immunsystems, besonders
Neutrophile und alveoldre Makrophagen, eine wichtige Rolle bei der Begrenzung der Infektion
(Tumpey et al. 2005). Durch die Erkennung von Viruskomponenten mittels sogenannter Toll-like
Rezeptoren (TLR) wird im Rahmen der IVA-Infektion zudem eine Typ I-Interferon (IFN)-Antwort in
Gang gesetzt. Mindestens 2 TLR sind bei der Erkennung von IVA wichtig. TLR3 in Epithelzellen
bindet doppelstrangige RNA (dsRNA), was zu einer Aktivierung des TRIF-IRF3-Signalwegs und

damit zu einer IFN-Antwort fuhrt (Guillot et al. 2005). Die Bindung von einzelstrangiger RNA an
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TLR7 bzw. 8 in Dendritischen Zellen (DC), welche ebenfalls von IVA infiziert werden (Strobel et al.
2000; Nimmerjahn et al. 2003), l6st gleichfalls eine IFN-Antwort aus und stimuliert zudem die
Produktion von weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen (Lund et al. 2004; Barchet et al. 2005).
Uber die IFN-Antwort werden mehrere antivirale Mechanismen aktiviert. Dazu zahlt z. B. die
Induktion von Mx-Proteinen (Kochs et al. 2005), die eine effiziente Replikation des IVA unterbinden,
indem sie unter anderem den Transport der viralen RNP-Komplexe in den Kern hemmen (Haller and
Kochs 2002). Darlber hinaus tragt die IFN-Antwort zur Induktion einer antigenspezifischen
Immunantwort bei, die fur eine erfolgreiche Kontrolle und Elimination der IVA-Infektion notwendig
ist (siehe Abschnitt 2.3.2.3.).

2.3.2.2. Die humorale Immunantwort gegen das Influenzavirus Typ A

Innerhalb der adaptiven Immunitét spielt die humorale Immunantwort in Form von Serumantikdérpern
gegen virale Proteine eine bedeutende Rolle. Dies zeigt allein die Tatsache, dass die von der Mutter
auf das Kind Ubertragenen 1VA-spezifischen Antikorper dem Kind eine gewisse Zeit Schutz vor einer
Ansteckung bieten (Puck et al. 1980). Wahrend einer Infektion werden Antikdérper gegen HA, NA, NP
und die M-Proteine produziert (Potter and Oxford 1979). Aufgrund ihrer Lokalisation auf der Virus-
und Zelloberflache stellen HA und NA die bedeutendsten Ziele der humoralen Immunantwort dar.
Entsprechend verleihen transferierte anti-HA- und anti-NA-Antikérper Schutz gegen eine IVA-
Infektion, anti-NP- und anti-M1-Antikdrper jedoch nicht (Virelizier 1975). Ein hoher Titer an anti-
HA- und anti-NA-Antikorpern gilt zudem als Hinweis flr eine bestehende Immunitat gegen IVA
(Clements et al. 1986). Die Antikorper wirken, indem sie die wichtigen Funktionen der viralen
Proteine inhibieren. Anti-HA-Antikorper verhindern die Infektion (Virelizier 1975), wohingegen

anti-NA-Antikorper die Virusfreisetzung minimieren.

2.3.2.3. Die zellulare Immunantwort gegen das Influenzavirus Typ A

Neben den B-Zellen gelten T-Zellen als wichtigste zellulare Komponente der antiviralen
Immunabwehr. Diese werden durch Antigenprasentierende Zellen (APC), insbesondere DC, aktiviert,
die entweder selbst durch IVA infiziert wurden, oder IVA-Proteine durch Endozytose aufgenommen
haben. Innerhalb der Hauptgruppe an T-Zellen, welche einen T-Zellrezeptor bestehend aus einer o-
und einer B-Kette exprimieren, werden zwei Untergruppen unterschieden. CD8" T-Zellen erkennen
Peptide, die auf major histocompatibility complex (MHC)-Klasse I-Molekiilen présentiert werden,
wohingegen CD4" T-Zellen Antigen im Kontext von MHC-Klasse I1-Molekilen detektieren. CD8"

zytotoxische T-Zellen (CTL) sind in der Lage, virusbefallene Zellen direkt zu erkennen und zu
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eliminieren, und zugleich durch Zytokinausschittung weitere Effektormechanismen zu initiieren
(Moskophidis and Kioussis 1998; Hogan et al. 2001a; Lawrence et al. 2005). Humane, MHC-Klasse |-
restringierte, CD8" zytotoxische T-Zellen erkennen vor allem Peptide von HA, M, NP und NS2
(Fleischer et al. 1985).

CD4" T-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Koordination einer Immunantwort gegen 1VA. Durch
die Bereitstellung von Zytokinen und membransténdigen Liganden unterstiitzen sie die Proliferation
und Funktion von CTL und die Antikorperantwort von B-Zellen (Lamb et al. 1982; Hogan et al.
2001b; Roman et al. 2002; Mozdzanowska et al. 2005). Durch diese Funktionen sind sie essentiell fur
die Initiation und Aufrechterhaltung der adaptiven Immunantwort gegen IVA. Zusétzlich besitzen
CD4" dhnlich wie CD8" T-Zellen zytolytische Aktivitat und sind in der Lage virusinfizierte Zellen zu
eliminieren (Jellison et al. 2005). Die Bedeutung von CD4" T-Zellen fir die Immunitat gegen IVA
konnte in CD8" T-Zell-defizienten Mausen nachgewiesen werden. Diese konnten eine 1VA-Infektion
Uber einen CD4" T-Zell-abhangigen Mechanismus erfolgreich bekampfen (Eichelberger et al. 1991a).
Passiv gegebene, spezifische CD4" T-Zellen bendétigten hierfiir jedoch B-Zellen, was darauf hindeutet,
dass die Hauptfunktion von CD4" T-Helferzellen die Aktivierung von antikdrperproduzierenden
B-Zellen ist (Scherle et al. 1992; Topham and Doherty 1998; Mozdzanowska et al. 2005). Auf der
anderen Seite scheinen auch CD8" T-Zellen ohne CD4" T-Zellhilfe eine IVA-Infektion erfolgreich
kontrollieren zu kénnen (Eichelberger et al. 1991b). Versuchstiere ohne CD4" und CD8" T-Zellen
erliegen jedoch einer IVA-Infektion. Dies verdeutlicht, dass die angeborene Immunantwort alleine
nicht ausreicht, um eine 1IVA-Infektion erfolgreich zu bekdmpfen (Bot et al. 1998; Epstein et al. 2000;
Wright 2007). Nach Uberstandener Primérinfektion entsteht ein sogenanntes immunologisches
Gedéchtnis (memory) in Form von Gedéchtnis-T- und Gedé&chtnis-B-Zellen. Eine sekundére Infektion
mit dem gleichen Virus fuhrt dann zu einer ungleich schnelleren Immunantwort, verbunden mit einem
bei weitem milderen Krankheitsbild. Dies wird ausgenutzt, um Menschen prophylaktisch gegen

Influenzaviren zu impfen.

2.3.2.4. Die Influenzavirusimpfung

Die aktuell eingesetzten Impfstoffe enthalten entweder ein Gemisch aus verschiedenen, inaktivierten
Subtypen des Influenzavirus oder Bestandteile derselben. Zum Einsatz kommen jeweils 2 Stdimme des
IVA und einer des IVB. Aufgrund der hohen Mutationsrate der Viren und des kurzen Immunschutzes
muss die Impfung gegen das Influenzavirus jahrlich verabreicht werden. Damit nimmt sie unter allen
Impfungen eine Sonderstellung ein. Die Stdmme flr die jahrliche Immunisierung werden von der
WHO und dem US Public Health Service entsprechend den jeweils vorherrschenden Virussubtypen
empfohlen (Harper et al. 2005). Die verfligbaren Impfstoffe werden vorzugsweise intramuskulér

(Belshe et al. 2004) und in besonderen Fallen auch subkutan verabreicht. Der Impfschutz ist nach
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7 - 14 Tagen voll ausgeprégt und besteht in der Regel 6 — 12 Monate. Die Immunisierung sollte vor
Beginn der jahrlichen Saison, also jeweils im Herbst, erfolgen. Empfohlen wird die Impfung fur altere
Personen Uber 60 Jahren, Menschen mit bestimmten Grundleiden und medizinisches Personal,
welches aufgrund des hdaufigeren Kontakts besonders gefdahrdet ist und zudem eine mdgliche
Infektionsquelle fir betreute, ungeimpfte Risikogruppen darstellt. Des weiteren wird die Impfung fir
Personen mit direktem Kontakt zu Gefliigel und Wildvogeln empfohlen und zudem oft von
Arbeitgebern angeboten, um Arbeitsausfalle der Arbeitnehmer prophylaktisch zu vermeiden. Da die
Impfstoffe bisher direkt aus Hihnereiern gewonnen werden, diirfen Personen mit Uberempfindlichkeit
gegen Bestandteile des Impfstoffes, wie zum Beispiel Reste von Hiihnereiweil3, nicht geimpft werden.
Diese benotigen Prophylaxe und gegebenenfalls eine Therapie mit NA-Hemmern (Quelle:
Empfehlungen der Standigen Impfkommission (STIKO) des Robert-Koch-Instituts (www.rki.de bzw.
http://influenza.rki.de/)). Abhilfe konnte hierbei die zellkulturbasierte Herstellung von Impfstoffen

gegen das Influenzavirus schaffen, welche seit kurzem zugelassen ist (www.novartis-behring.de/).

2.3.3. Das Influenzavirus Typ A im Kampf gegen das Immunsystem

2.3.3.1. Epidemien und Pandemien

Das Immunsystem hat eine Vielzahl an Mechanismen entwickelt, um virale Infektionen zu
kontrollieren. Trotzdem gibt es jahrlich Zehntausende von Toten und Millionen von Erkrankten durch
IVA. In den USA verursacht IVA jedes Jahr 50 Millionen Erkrankungen, zwischen 50.000 und
100.000 Krankenhausaufenthalte und 20.000 bis 40.000 Todesfalle. Die dabei entstehenden
wirtschaftlichen Schéden werden auf 1 Milliarde Dollar direkte Kosten in Form von Medikamenten
und Behandlung, sowie 2 bis 4 Milliarden Dollar indirekte Kosten durch Fehltage beziffert (Wright
2007). In Deutschland erkranken jahrlich bis zu 7 Millionen Menschen an IVA und 5.000 bis
15.000 Menschen sterben an den Folgen der Infektion (Quelle: Robert-Koch-Institut; www.rki.de).
Insgesamt sind wahrend einer normalen, saisonalen Epidemie 10 bis 20 % der Bevolkerung betroffen.
Dies kann jedoch in bestimmten Altersgruppen bis zu 50 % erreichen. Besonders anféllig fur eine
IVA-Infektion sind oft Schulkinder, da sie aufgrund ihres geringen Alters nur eine eingeschrankte
Immunitat gegen IVA besitzen und Kontakt zu einer grofRen Zahl Gleichaltriger haben, was eine
schnelle Ausbreitung der Krankheit begunstigt. Daneben gelten dltere Menschen als besonders
gefédhrdet, da eine IVA-Infektion oftmals zu fatalen Komplikationen bei bereits bestehenden
gesundheitlichen Vorbelastungen wie Herz-Kreislauf- oder Stoffwechselerkrankungen fihrt.
Dementsprechend ist die Sterblichkeit bei Menschen Uber 65 Jahre etwa hundertmal hoher als bei
Menschen unter 65 Jahren (Simonsen 1999). Wéhrend der saisonalen Epidemien machen die tber
65 Jahrigen etwa 90 % der Todesopfer aus (Sprenger et al. 1993). Neben den saisonalen IVA-
Epidemien traten im letzten Jahrhundert auch mehrere Pandemien in Abstanden von 10 - 40 Jahren
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auf. Bekanntestes Beispiel hierfiir ist die Pandemie von 1918, die auch als Spanische Grippe
bezeichnet wird, und der weltweit zirka 50 Millionen Menschen zum Opfer fielen (Johnson and
Mueller 2002). Wéhrend bei den meisten saisonalen Epidemien vor allem altere Menschen zu den
Todesopfern z&hlen, zeichnen sich Pandemien durch eine hohe Mortalitdt auch unter jungen
Erwachsenen aus (Wright 2007). Insgesamt ist die Sterblichkeit wéhrend einer Pandemie am groften,

wird aber von der Summe der Toten in den Jahren zwischen den Pandemien noch Uberstiegen.

2.3.3.2. Tierseuchen und das Influenzavirus H5N1

Epidemien/Pandemien werden auch in vielen Tierspezies mit oftmals katastrophalen 6konomischen
Folgen vor allem im Rahmen von Massentierhaltungen beobachtet und bergen dartiber hinaus auch
potentielle Gefahren fiir den Menschen. Bekanntestes Beispiel hierflr ist der fiir Vogel extrem
gefahrliche IVA-Subtyp H5N1, der zu den sogenannten hochpathogenen Vogel-IVA (HPAI) gehort,
die friher auch als fowl plague Virus (FPV) bezeichnet wurden. H5N1 tauchte erstmals 1997 in Hong
Kong auf (Shortridge et al. 1998), wo 70 bis 100 % der infizierten Hihner verendeten (Suarez et al.
1998; Subbarao et al. 1998). Durch Keulen des gesamten Geflugels konnte 1997 eine weitere
Ausbreitung der Infektion verhindert werden. Trotzdem kann H5N1 mittlerweile auch in Wildvogeln
nachgewiesen werden (Guan et al. 2002; Li et al. 2004) und scheint in domestizierten Enten nicht-
pathogen zu replizieren. Diese Tiere konnten ein nattrliches Reservoir fir HSN1 darstellen (Chen et
al. 2004). Bis 2005 wurden in Sudost-Asien insgesamt mehr als 100 Millionen Tiere durch Keulen
oder Infektion getotet. Erstaunlicherweise konnen selbst Wasservogel, welche IVA normalerweise
asymptomatisch weitergeben, daran verenden (Sturm-Ramirez et al. 2004). Im April 2005 starben
6000 Génse, Mowen, Enten und Kormorane an einem See in China durch eine noch pathogenere
H5N1-Variante (Chen et al. 2005; Liu et al. 2005). Dieses Virus konnte nachfolgend in einer Vielzahl
von Zugvogeln, Falken aber auch Tauben gefunden werden und breitete sich (ber die Mongolei,
Russland und Kasachstan im Jahr 2006 bis nach Europa aus, wo es bis heute in Wasservogeln
vorhanden zu sein scheint. Erst kirzlich konnte es in verendeten Wildvogeln in Deutschland und
Tschechien nachgewiesen werden (Juni 2007) und war der Grund fir Massentdtungen in bayrischen
Entenzuchten (August/September 2007). H5N1 hat eine multibasische Schnittstelle zwischen den
Doméanen HA1 und HA2 des Hamagglutinins. Diese beinhaltet eine Reihe von aufeinander folgenden
Argininen bzw. Lysinen und kann von ubiquitdr im gesamten Kdrper vorkommenden Proteasen (wie
z.B. Furin) gespalten werden, was die Pathogenitat von H5N1 erhoht (Stieneke-Grober et al. 1992;
Horimoto and Kawaoka 1994; Shortridge et al. 1998). Viele andere HA-Subtypen weisen hingegen
ein einzelnes Arginin in der Spaltstelle auf. Diese Schnittstelle kann dadurch nur von speziellen
Proteasen, wie der Serin-Protease Clara gespalten werden, welche vor allem von Clara-Zellen im
Bronchusepithel produziert wird (Skehel and Wiley 2000).
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Wahrend der Vogelepidemie im Jahre 1997 in Hong Kong kam es zu ersten Berichten einer direkten
Ubertragung vom Vogel auf den Menschen (Claas et al. 1998; Subbarao et al. 1998). Entsprechend
dem damaligen Wissensstand war dies bis dahin fur undenkbar gehalten worden, da eine Ubertragung
von Vogel zu Mensch eines Zwischenwirts (z. B. Schweine) bedurfte. Dies unterstreicht jedoch die
potentielle Gefahr von Vogel-1IVA-Epidemien fir die humane Bevolkerung. Alle infizierten Patienten
standen in direktem Kontakt mit Geflugel. Die H5N1-assoziierte Sterblichkeit liegt bei 50 - 70 % und
hat bislang mehr als 100 Opfer gefordert (Hien et al. 2004; Beigel et al. 2005). Diese verhaltnismaRig
geringe Zahl an Opfern wird durch die bisher nur in Einzelfallen beobachtete direkte Ubertragung von
Mensch zu Mensch erklart (Tran et al. 2004; Ungchusak et al. 2005). Trotzdem ist die durch H5N1
vorhandene Bedrohung nicht zu unterschétzen, denn auch der Ausldser der Spanischen Grippe (H1N1)
scheint ein HA-Gen besessen zu haben, welches von Vogel-IVA stammte und sich durch wenige
Mutationen an den menschlichen Wirt angepasst hatte (Glaser et al. 2005; Stevens et al. 2006).
Insgesamt zeigen H5-, H7- und H9-Subtypen das grofite Potential direkt von Végeln auf Menschen
Uberzuspringen (Peiris et al. 1999; Fouchier et al. 2004). Ob diese Subtypen dann auch die Fahigkeit
einer Mensch-zu-Mensch-Ubertragung entwickeln und damit eine Pandemie ausldsen koénnen, bleibt
abzuwarten, muss aber in Betracht gezogen und genaustens iberwacht werden.

Das Auftreten von Epidemien und Pandemien trotz angeborener und erworbener Immunmechanismen
impliziert, dass sich IVA einer wirkungsvollen Immunkontrolle entziehen kann. In den letzten Jahren
wurden Einblicke in einige der viralen Strategien zur Immunevasion gewonnen. Diese sind in

Tabelle 2 zusammengefasst und werden im Text nachfolgend eingehender beleuchtet.

Teile der Immunologische, antivirale Anti-immunologische Strategien

Immunitat Strategien von IVA Abschnitt
Alveoldre Makrophagen Infektion und Eliminierung 2.3.3.5.
AngeboreHne TLR, Typ I-IFN-Antwort und Unterdriickung der Typ I-Inte.rferon- 2333,
Immunitat antivirale Effektormechanismen Antwort durch das IVA-Protein NS1
(Pro-inflammatorische) Zytokine Induktion eines Zytokin- 2.3.3.5.

Ungleichgewichts (bei H5N1)

Entkommen der humoralen
Immunantwort durch 2.3.3.4.
Antigen-drift und Antigen-shift

Humorale, adaptive | Inhibition viraler Funktionen durch
Immunitat virusspezifische Antikdrper

Antigenprésentierende Zellen Infektion
Zellulare,
adaptive Immunitéat

2.3.35.
Lymphozyten (B- und T-Zellen) Lymphozytendepletion

Tabelle 2. Strategien des IVA zur Eliminierung der antiviralen Immunmechanismen
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2.3.3.3. Die Unterdrickung der Interferonantwort durch das virale Protein NS1

Eine Typ I-Interferon (IFN-o und-f)-Antwort ist eines der ersten immunologischen Ereignisse nach
einer IVA-Infektion. Das nicht-strukturelle Protein NS1 unterdriickt die durch IVA-Infektion
ausgeldste, antivirale Typ I-Interferon-Antwort. NS1-defiziente Viren induzieren in IFN-kompetenten
Zellen groBe Mengen an Interferon, wohingegen die Interferonproduktion der gleichen Zellen mit
einem IVA-Wildtyp stark minimiert ist (Garcia-Sastre et al. 1998; Geiss et al. 2002). NS1 scheint die
IFN-Antwort sowohl auf transkriptioneller, wie auch auf post-transkriptioneller Ebene zu
unterdriicken (Talon et al. 2000; Wang et al. 2000; Ludwig et al. 2002). Das hochpathogene H5N1
scheint sogar die IFN-Antwort vollstdndig zu inhibieren, was ebenfalls durch NS1 vermittelt wird (Seo
et al. 2002; Seo et al. 2004). Die daflr verantwortlichen Mechanismen sind nicht vollstandig geklart.
Bekannt ist jedoch, dass NS1 die Proteinkinase R (PKR) beeintrachtigt, welche durch doppelstréangige
RNA aktiviert wird und durch Phosphorylierung des eukaryotic initiation factor-2a (elF2a) die
Proteintranslation unterbindet. Dies geschieht Uber mehrere Wege. Erstens unterdriickt NS1 die
Produktion von IFN, welche fur die Aktivierung der PKR notwendig ist. Zweitens bindet NS1 den
Aktivator von PKR, die dsSRNA und verhindert so die Aktivierung der PKR (Lu et al. 1995; Hatada et
al. 1999). Drittens interagiert NS1 direkt mit der PKR (Tan and Katze 1998) und verhindert so deren
Aktivierung (Li et al. 2006). Ein vierter Weg ist die Induktion des PKR-Inhibitors P58 nach IVA-
Infektion (Lee et al. 1992), wobei allerdings noch ungeklart ist, ob dies durch NS1 oder ein anderes
virales Protein auslost wird. Fir NS1 ist zudem bekannt, dass es in der Wirtszelle die Transkription
von zelluléren Genen beeintrachtigt (Chen et al. 1999b; Shimizu et al. 1999). Durch die Interaktion
von NS1 mit wichtigen Faktoren der mRNA 3’-Prozessierungsmaschinerie (Nemeroff et al. 1998;
Krug et al. 2003) bleiben zellulare Transkripte unreif und konnen den Kern nicht verlassen. Zudem
kann NS1 auch das Spleilen von zelluldren mRNAs inhibieren (Fortes et al. 1994; Lu et al. 1994) mit
ahnlichen Konsequenzen wie bei der Hemmung der Prozessierung. Dadurch werden wichtige
antivirale Mechanismen der Wirtszelle blockiert, da diese von der Transkription und Translation

bestimmter zelluldrer Gene abhéngig sind.

2.3.3.4. Antigen-drift und -shift zur Umgehung der humoralen Immunantwort

Die humorale Immunantwort gegen virale Proteine ist ein weiterer, wichtiger Mechanismus zur
Kontrolle einer IVA-Infektion. Zwar schiitzen Antikdrper ein Leben lang vor der Reinfektion mit der
gleichen Virusvariante, jedoch sind diese Antikérper oftmals unwirksam gegen andere IVVA-Subtypen
mit neuen antigenen Determinanten (Sonoguchi et al. 1986), welche durch die hohen Mutationsrate
entstehen. Hierbei sind 2 Mechanismen von grol3er Bedeutung. Bei dem als Antigen-drift bezeichneten

Prozess kommt es zu Antigenverénderungen durch Punktmutationen im Virusgenom. Hiervon sind vor
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allem HA und NA betroffen. Wahrscheinlich ist dies das Resultat einer Selektion von spontan
entstandenen Mutanten, welche dem Immunsystem entgehen konnten. Der zweite Mechanismus wird
als Antigen-shift bezeichnet. Hierbei kommt es zur Neukombination von viralen Segmenten nach
gleichzeitiger Infektion einer Zelle mit 2 IVA-Stdmmen bzw. Subtypen. Besonders geféhrlich ist dies
im Falle der Kombination eines vogelspezifischen und eines humanspezifischen Subtyps (Webster et
al. 1992). Enthalt das resultierende Virus avidres HA und NA und fiihrt die nachfolgende Vermehrung
im menschlichen Wirt zur Anpassung des HA an die humanen Rezeptoren, so werden komplett neue
HA-/NA-Varianten in das daflr naive humane Immunsystem eingefiihrt. Dies resultiert in sehr hohen
Infektionsraten, wie sie bei den Pandemien des letzten Jahrhunderts beobachtet wurden, welche
groBtenteils auf einem Antigen-shift beruhten. Die zweite Mdglichkeit eines Antigen-shifts beruht auf
der Adaptation von Vogel- bzw. Schweine-IVA an den menschlichen Wirt. Dies kdnnte bei der
Spanischen Grippe geschehen sein (Taubenberger et al. 1997; Reid et al. 2004; Taubenberger et al.
2005) und ist hochstwahrscheinlich einer der Grinde fur die hohe Pathogenitat von H5N1. Gegen
H5N1 ist in der Bevolkerung keine Immunitat vorhanden. Die nicht-existente Antikérperantwort
begunstigt zudem eine systemische Ausbreitung des Virus.

Insgesamt fuhrt die Verdnderung des genetischen Materials und der daraus resultierenden viralen
Proteine zu Virusvarianten, die neue antigene Strukturen aufweisen, gegen die keine (Teil)-Immunitét

in Form von neutralisierenden Antikorpern vorhanden ist.

2.3.3.5. Unterwanderung der zellularen Immunantwort durch Influenzavirus Typ A

Bei besonders aggressiven IVA-Subtypen wie H5N1 ist die Infektion nicht auf die Atemwege
beschrénkt, sondern tritt systemisch auf (Tumpey et al. 2000). In diesen Fallen sind, abgesehen von
alveoldren Schéden mit Fibroseentwicklung, auch Nekrosen in den Nieren und StGrungen des
hamatopoetischen Systems in Form des hamophagozytischen Syndroms zu beobachten (Wright 2007).
Letzteres kann mit einem Zytokin-Ungleichgewicht bzw. einer Hyperzytokindmie und Lymphopenie
einhergehen (Yuen et al. 1998; To et al. 2001). Bei Patienten mit HSN1-Infektion wurden erniedrigte
CD3" und CD4" Lymphozytenzahlen beobachtet. Dies war besonders ausgepragt bei den Patienten,
welche der Krankheit erlagen. Eine inverse Korrelation von Viruslast und Lymphozytenzahl kdnnte
entweder Ausdruck einer erniedrigten Lymphozytenproduktion oder einer erhéhten Elimination von
Lymphozyten sein (de Jong et al. 2006). Apoptotische Aktivitaten in Lymphozyten nach IVA-
Infektion konnten bei VVogelzellen (Hinshaw et al. 1994), im Mausmodell (Tumpey et al. 2000) und
bei humanen Zellen (Nichols et al. 2001) beobachtet werden. Hiervon waren T-Zellen in besonderem
MaRe betroffen. Aullerdem konnte die Eliminierung von Makrophagen und Monozyten durch IVA
bereits nachgewiesen werden (Takizawa et al. 1993; Hinshaw et al. 1994; Brydon et al. 2005). Diese

wird wahrscheinlich Gber verschiedene Mechanismen vermittelt, unter anderem durch PKR (Gil and
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Esteban 2000), Fas/FasL-Interaktion (Wada et al. 1995), Stressaktivierung (Lin et al. 2001; Maruoka
et al. 2003) und NA-induzierte Ausschiittung von TGF- (Schultz-Cherry and Hinshaw 1996; Morris
et al. 1999). Einige virale Proteine sind aktiv an der Induktion der Apoptose beteiligt. Neben der
Neuraminidase konnten fur die M-Proteine (Morris et al. 2002) und NS1 (Schultz-Cherry et al. 2001)
apoptotische Aktivitaten nachgewiesen werden. PB1-F2 scheint Uber seine Lokalisation in der
Mitochondrienmembran und der Freisetzung von Cytochrom C ebenfalls in apoptotische Vorgénge,
vor allem in Leukozyten, involviert zu sein (Chen et al. 2001; Chanturiya et al. 2004; McAuley et al.
2007).

Funktionell kann die Induktion von Apoptose antiviral wirken und durch Elimination infizierter Zellen
die Virusausbreitung verhindern. Auf der anderen Seite scheinen pra-apoptotische Faktoren wichtig
fir die Replikation von IVA zu sein (Wurzer et al. 2004). Bei IVA-infizierten Patienten werden
wéhrend oder kurz nach der Infektion zudem oftmals bakterielle Infektionen beobachtet (McAuley et
al. 2007). Madgliche Ursachen fir sekundare, bakterielle Infektionen kdnnten die angegriffenen
Schleimhautbarrieren sein, welche Nachfolgeinfektionen erleichtern, oder die Eliminierung wichtiger
immunologischer Komponenten im Allgemeinen und Lymphozyten im Speziellen (McAuley et al.
2007). Die Eliminierung von Lymphozyten wirde eine adaptive Immunantwort einschlielich der
Produktion neutralisierender Antikérper verzogern bzw. ganz verhindern und der Ausbreitung von
IVA und nachfolgenden Bakterien im Wirt auf diesem Wege einen zeitlichen Vorsprung verschaffen
(Zamarin et al. 2005).

Auf welche Weise das IVA die Unterwanderung der zelluldren Immunitét im Detail bewerkstelligt und
welche Immunzellen im Einzelnen davon betroffen sind ist bisher nicht hinreichend verstanden, um
die beobachteten, klinischen Ph&nomene vollstandig erkldren zu konnen. Dies bedarf deshalb

genauerer Untersuchungen.
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Ziele der Arbeit

3. Ziele der Arbeit

In Deutschland erkranken jéhrlich etwa 10 — 20 % der Bevolkerung an einer Influenza und bis zu
15.000 Patienten deutschlandweit und 500.000 Patienten weltweit sterben laut WHO an den Folgen
der Infektion. Damit ist die Influenza in Deutschland die Infektionskrankheit mit der hdchsten
Sterblichkeitsrate und stellt auch weltweit eine enorme Gefahrdung fur die menschliche Gesundheit
dar. Alle 10-40Jahre treten zudem IVA-Pandemien mit einer weit erhohten Morbiditat und
Mortalitat auf (www.rki.de und www.who.int).

Die Infektion eines erheblichen Prozentsatzes der immunkompetenten Bevélkerung impliziert, dass
sich das IVA erfolgreich der Wirtsimmunabwehr entzieht. Welche Mechanismen der Immunevasion
das Virus nutzt, ist nur ansatzweise verstanden. Zwar wird durch das virale NS1-Protein die
Interferon-Antwort unterdriickt und durch Antigen-drift und Antigen-shift werden stdndig neue
Virusvarianten generiert, die der antigenspezifischen Immunantwort entkommen. Diese Mechanismen
liefern aber nur bedingt eine Erklarung fur die, besonders bei letal erkrankten Patienten oftmals
beobachtete, Leukopenie (Yuen et al. 1998; de Jong et al. 2006) und die bei vielen Patienten
auftretende Immunsuppression in Folge einer IVA-Infektion, welche h&ufig zu opportunistischen
Sekundarinfektionen fuhrt. Bakterielle Pneumonien als indirekte Konsequenz der Infektion mit dem
Influenzavirus stellen die h&ufigste Todesursache nach einer IVA-induzierten Erkrankung dar
(McCullers 2006; Wright 2007).

Waéhrend einer IVA-Infektion werden in lymphoiden Organen vermehrt apoptotische Aktivitaten
detektiert (Tumpey et al. 2000). Eine IVA-induzierte Eliminierung von Leukozyten und Lymphozyten
konnte eine Erklarung fur die 1VA-assoziierte Leukopenie und Immunsuppression bieten. Humane
Lymphozyten werden ex vivo jedoch kaum durch IVA infiziert (Nimmerjahn et al. 2003). Somit
scheint das vermehrte Absterben der Lymphozyten auf indirekten Effekten der IVA-Infektion und
nicht auf zytopathischen Aktivititen des Virus durch direkte Infektion der Zellen zu beruhen.
Andererseits ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB eine Voraussetzung fir die
produktive 1VA-Infektion von Zellen in vitro (Nimmerjahn et al. 2004) und sowohl in T- als auch
B-Zellen wird NF-xB durch Antigenkontakt aktiviert (Weil and Israel 2004; Weil and Israel 2006). Im
Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb die Hypothese uberpriift werden, ob IVA in der Lage ist,
antigenstimulierte Lymphozyten, einschlieBlich virusspezifischer T- und B-Zellen, zu infizieren und
dadurch zu eliminieren. Dies konnte einen Mechanismus darstellen, wie IVA die adaptive
Immunantwort unterwandert und konnte dariber hinaus eine Erklarung fiir das Auftreten

opportunistischer Infektionen in Folge der Influenza liefern.
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4. Material

4.1. Zellkultur-Zellen

Lymphoblastoide Zelllinien (LCL)
LCL sind humane B-Zellen, welche durch Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion in vitro zu

kontinuierlich wachsenden Suspensions-Zelllinien transformiert wurden. Der HLA-Genotyp (abhangig
vom jeweils verwendeten Spender) wurde bestimmt, um die LCL zur spezifischen Stimulation von

T-Zellen einsetzen zu kénnen.

Zelllinie HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 @ HLA-DQB1 | HLA-DPB1
ALF-LCL | 0201;6801 | 0801;4901 n.b. 0301; 1101 0201; 0301 n.b.

LCL-JM 0201; 0301 | 1529;5101 | 1203; 1402 0801, 1301 0402; 0603 0401, 1301
LCL-GB 0101 1501 0304; 0602 1101; 1301 0301; 0603 0401; 0402

EBV1.11 2,26 18; 41 7 1501; 1303 0602; 0301 0301; 0402
n.b. = nicht bestimmt

293T-Zellen
Adhérent wachsende, permanente Zelllinie aus humanen, embryonalen Nieren-Zellen, die durch

Infektion mit Adenoviren immortalisiert wurden (Zur Hausen 1967).

Madin-Darby canine kidney (cells) (MDCK)
Adharent wachsende, permanente Zelllinie, die aus Epithel-Zellen der Hundeniere generiert wurde
(Gaush et al. 1966).

Ui752

Humane Lungenkarzinom-Zelllinie (Bergh et al. 1981).

L1-Zelllinie

Diese urspringlich als L-Zelllinie bezeichnete, adhdrent wachsende Mausfibroblasten-Zelllinie wurde
stabil mit humanem CD40L (CD154) transfiziert (Garrone et al. 1995), die Expression mittels
fluorescence activated cell scanning (FACS) verifiziert und die L1-Zellen zur Stimulation von CD40"

Zellen eingesetzt.
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4.2. T-Zellklone

Fur die Untersuchungen standen verschiedene T-Zellklone mit bekannter Spezifitat zur Verfigung.
Die T-Zellen wurden unspezifisch oder spezifisch stimuliert und nachfolgend fur eine Infektion mit

IVA eingesetzt. M1-E5 wurde zur Detektion der M1-Antigenprasentation genutzt.

T-Zellklon Spezifitat HLA-Restriktion Epitop Verwendung

GBE3B-3F7 EBNA3B von EBV | HLA-DRB1*1101 | AAgss.c76 -PTWAQIGHIPYQP-
IVA-Infektion nach

unspezifischer Stimulation

GFP-3A2 GFP HLA-DRB1*1301 n.b.
AAgzs330 -

E3C-5H11 | EBNA3SC von EBV | HLA-DRB1*0801 ENPYHARRGIKEHVI- IVA-Infektion nach
unspezifischer bzw.

GBE2-3C7 EBNA2 von EBV | HLA-DQB1*0301 | AAgss-LGNPSLSVIPSN- spezifischer Stimulation
AAs27.640 - IVA-Infektion nach

GBE3C-3H10 | EBNA3CvonEBV | HLA-DRB1*1101 VVRMFMRERQLPQS- spezifischer Stimulation
AA34.248 - Detektion der M1-
M1-ES M1 von IVA HLA-DRB1*1301 LENLQAYQKRMGVQL- Antigenprasentation

(n.b. = nicht bestimmt; GFP = grinfluoreszierendes Protein; EBNA = EBV nukledres Antigen; HLA = human leukocyte
antigen)

4.3. Reagenzien fur die Zellkultur

4.3.1. Allgemeine Reagenzien

Cyclosporin A: 100 pg/mL in RMPI 1640-Komplettmedium (Sigma-Aldrich # C3662);

Doxycyclin (Sigma-Aldrich # D-9891);

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Development System (R&D Systems # DY215E
(GM-CSF) und # DY285 (IFN-y));

OKT3-Antikdrper (Stammldsung): 500 pg/mL in 50 % Glycerin (Janssen-Cilag);

Paraformaldehyd zum Fixieren von APC (Merck # 1.04005.1000);

Phytohdmagglutinin (PHA) (Murex # HA16/17);

Propidiumiodid (PI) (Sigma-Aldrich # P4170; CAS-# 25535-16-4);

Trypanblau (Gibco BRL # 15250-061)
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4.3.2. Medien

DMEM-Komplettmedium
DMEM;

10 % FCS;

2 mM L-Glutamin;

100 U/mL Penicillin;

0,1 mg/mL Streptomycin

und 1 % Fungizone (Amphotericin)

T-Zell-Medium (+/- Interleukin (IL)-2)
AIM-V-Medium;

10 % humanes Serum (hitzeinaktiviert);
10 mM HEPES

optional 50 U/mL IL-2

T-Zell-Stimulationsmedium
T-Zell-Medium;

+/- 50 U/mL IL-2;

+/- 1 pg/mL CD28-Antikdrper

Einfriermedium
90 % FCS (Zelllinien) oder humanes
Serum (T-Zellen oder DC) und 10 % DMSO

4.3.3. Puffer

PBS-Puffer

0,2 g Kaliumchlorid;

0,2 g Kaliumhydrogenphosphat;

8 g Natriumchlorid;

1,43 g Dinatriumhydrogenphosphat;
auf pH 7,5 einstellen

ELISA-Waschpuffer
PBS mit 0,05 % Tween 20

reagent diluent (RD)
PBS mit 1 % BSA,; sterilfiltriert

MACS-Puffer
PBS mit 1 % FCS und 2 mM ETDA, Lagerung 4°C
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RPMI 1640-Komplettmedium
RPMI 1640;

10 % FCS;

2 mM L-Glutamin;

1 % nichtessentielle Aminoséuren;
1 mM Na-Pyruvat;

50 pg/mL Gentamycin

und 1 % Fungizone (Amphotericin)

DC-Medium

AIM-V-Medium;

5 % humanes Serum (hitzeinaktiviert);
10 mM HEPES

B-Blasten-Medium

RPMI 1640-Komplettmedium;

40 U/mL IL-4

und 1 pg/mL Cyclosporin A (CsA)

PBS*
PBS mit 1 mM CaCl,

ELISA-Blockpuffer
PBS mit 1 % BSA; 5 % Sukrose und 0,05 %NaN;

Salzpuffer zur hypotonischen Lyse
H,O dest. mit 0,2 % bzw. 1,6 % NaCl

FACS-Puffer
PBS mit 1 % FCS; Lagerung bei 4°C
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4.3.4. Transfektion von Zellen

Polyethylenimin (PEI): 1 mg/mL in H,O pH 7,0 (Ausgangsfeststoff: Sigma-Aldrich # 408727);

Lipofektamin-Reagenz (Gibco BRL # 18324-012)

4.3.5. Aufreinigung von Zellen des peripheren Bluts

Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare # 17 1440-03);

MACS-Separationsséulen LS (Miltenyi Biotec # 130-042-401)

MACS-Separationen:

Spezifitat Selektion
anti-CD4 Positivselektion
anti-CD8 Positivselektion
anti-CD19 Positivselektion
anti-CD45RA Positivselektion
anti-CD4 Negativselektion*

* CD4-T-Zell-Isolations-Kit 11

4.3.6. Zytokine
Zytokin Konzentration

800.000 U/mL in PBS mit
2 % BSA (sterilfiltriert)

Humanes GM-CSF
(LEUKINE Liquid Sargramostim)

1.000.000 U/mL in PBS mit

Humanes IL-4 2 % BSA (sterilfiltriert)

10 pg/mL in RPMI 1640 mit
Humanes TNF-o 0,5% BSA (= 160 U/uL)
10 pg/mL in PBS mit

Humanes IL-1p 2 % BSA (sterilfiltriert)

. 1.000.000 U/mL in PBS mit
Humanes IL-2 (Proleukin) | 5"y oA (serilfiltriert)
1 pg/uL in absolut

Prostaglandin-E2 (PGE2) Ethanol

Firma
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Lagerung

-80°C, nach Auftauen ca.

4 Wochen bei 4°C

-80°C, nach Auftauen ca.

4 Wochen bei 4°C

-80°C, nach Auftauen ca.

4 Wochen bei 4°C

-80°C, nach Auftauen ca.

4 Wochen bei 4°C

-80°C, nach Auftauen ca.

4 Wochen bei 4°C

-20°C
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Bestell-Nummer
130-045-101
130-045-201
130-050-301
130-045-901
130-091-155

Firma und Bestell-Nr.

Berlex Laboratorien

PAN Biotech GmbH
# CB-2130402

R&D System # 210-TA

PAN Biotech GmbH
# CB-2130121

Chiron-Novartis

Sigma-Aldrich # P5640;
CAS-# 363-24-6
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4.3.7. FACS-Antikorper

PrimarantikOrper

Spezifitat
anti-CD3
anti-CD4
anti-CD8

anti-CD11c

anti-CD11c
anti-CD14
anti-CD19
anti-CD20
anti-CD25
anti-CD28
anti-CD45RA
anti-CD45R0O
anti-CD56
anti-CD66acde
anti-CD80
anti-CD83
anti-CD86

anti-CD134 (OX40)
anti-CD154 (CD40L)
anti-CD209 (DC-SIGN)

anti-HLA-DR

anti-afTCR

Kopplung
FITC
PE
PE
PE
FITC
PE
PE
FITC
PE
ungekoppelt
PE
FITC
PE
PE
FITC
PE
PE
PE
ungekoppelt
FITC
PE
PE

Firma

BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
ImmunoTools
ImmunoTools
ImmunoTools
EuroBioSciences
ImmunoTools
BD-Biosciences
ImmunoTools
EuroBioSciences
ImmunoTools
ImmunoTools
ImmunoTools
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
Caltag Laboratories
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
ImmunoTools

BD-Pharmingen

(PE = Phycoerythrin; FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; TCR = T-Zellrezeptor)

Sekundarantikorper

Bestell-Nummer

555339
555347
555367
555392

21487113
21270144
21270194(S)
H12155F
21330254
348040
21339454
H12436F
21330564
213306645
21270803
556855
555665

MHCD13404
555698
551264

21279994
555548

Ziege-anti-Maus-1gG+IgM (H+L)-R-Phycoerythrin (Jackson ImmunoResearch; # 115-116-068)
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4.4. Reagenzien fUr proteinbiochemische Methoden

4.4.1. Medien und Puffer

Proteinladepuffer (10 mL)
3 mL 10 %iges SDS;

3 mL Glycerol;

1,5mL 1 M Tris/HCI pH 6,8;
2,2 mL H,0;

0,3 mL B-Mercaptoethanol;
0,01 % Bromphenolblau

1 M Tris/HCI pH 6,8
121,4 g Tris; pH-Wert 6,8 (mit HCI);
ad 1000 mL H,0

10 x Transferpuffer (Western Blot)
30,2 g (0,25 M) Tris;

144 g Glycin;

ad 1000 mL H,O

10 x Elektrophoresepuffer
(Polyacrylamidgel-Elektrophorese)

30,2 g (0,25 M) Tris;

144 g Glycin;

1% SDS;

ad 1000 mL H,0;

Vor Verwendung 1 : 10 mit H,O verdiinnen

1 M Tris/HCI pH 8,8
121,4 g Tris; pH-Wert 8,8 (mit HCI);
ad 1000 mL H,0O

1 x Transferpuffer (Western Blot)
800 mL H,0;

100 mL 10 x Transferpuffer;

100 mL Methanol

4.4.2. Antikorper

Primarantikorper: monoklonaler, muriner anti-GFP-Antikorper (19G,,) (Santa Cruz Biotech. # sc-9996);
Sekundéarantikorper: Ziege-anti-Maus-HRP (GE Healthcare # NXA931)

4.4.3. Sonstige Reagenzien

Bradford-Reagenz: Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad # 500-0006);
Detektionsfilm: Hyperfilm ECL (GE Healthcare # RPN3103K);

ECL Plus Entwickler-Losung (GE Healthcare # RPN2132 und RPN2133);
Nitrozellulose-Membran: Hybond-ECL (GE Healthcare # RNP303D);
PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas # SM0671);
Ponceau-Farbeldsung (Sigma-Aldrich # P-7170)
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4.5. Reagenzien flr molekularbiologische Methoden

4.5.1. Bakterien

Escherichia coli (E. coli) K12 Bakterien des Bakterienstamms XL1-Blue MRF’ (Stratagene)

4.5.2. Medien, Puffer und Losungen

LB-Medium

10 g NaCl;

10 g Tryton;

5 g Hefe-Extrakt;

ad 1 L H,0 dest;

pH 7,0 mit NaOH;
autoklaviert

(LB-Agar

zusétzlich 20 g Select-Agar)

Ampicillin-Stammlésung (10 mg/mL)
500 mg Ampicillin;

ad 50 mL 70 % Ethanol;

lichtgeschiitzt bei-20°C aufbewahren

LB-Amp-Medium
LB-Medium;
100 pg Ampicillin/mL

1 x TAE-Puffer

40 mM Tris/HCI pH 7,8;
5 mM NaAc;

1 mM EDTA

SOB-Medium
20 g Tryton;

5 g Hefe-Extrakt;
0,5 g NaCl;

2,5 mM KClI;

10 mM MgCly;
10 mM MgSQOy;
ad 1 L H,0 dest;
autoklaviert

SOC-Medium
SOB-Medium;
0,2 % Glukose;
sterilfiltriert

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI pH 7,5;
1 mM EDTA

DNA-Ladepuffer

10 mM Tris/HCI pH 7,5;
10 % Glycerin ;

10 mM EDTA,;

0,05 % Bromphenolblau

4.5.3. Kits und sonstige Reagenzien

Plasmid Maxiprep Kit/20 von JETStar (GENOMED GmbH # 220020);
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (MBI # SM0311);
Ethidiumbromid 1 %ige wéssrige Losung (Merck-Darmstadt # 1.11608.0030)
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4.6. Verbrauchsmaterialien

4.6.1. Zellkultur

DMEM-Medium, DMEM high Glucose (Gibco BRL # 41966);
Fotales Kélberserum; FCS (Fetal Calf Serum) (PAA # A15-043);
Fungizone, Amphotericin 250 pg/mL (Gibco BRL # 15290-026);
Gentamycin (Gibco BRL # 15750);

L-Glutamin, 200 mM (Gibco BRL # 25030);

HEPES 1 M (Gibco BRL # 15630-056);

Humanes Serum: Aus humanem peripherem Blut mittels Agglutination und Zentrifugation;
Natriumpyruvat (Gibco BRL # 11360);

Nichtessentiellen Aminosdauren (NEAA) (Gibco BRL # 11140-035);
OptiMEM (Gibco BRL # 31985);

Penicillin-Streptomycin (Gibco BRL # 15140-122);

RPMI 1640 (Gibco BRL # 21875);

Trypsin-EDTA (Gibco BRL #25300)

4.6.2. Sonstige Materialien

ELISA-Platten (Corning Incorporated # 2592);

Gestopfte Pipettenspitzen (ART Molecular Bio Produkts # 2149P);
Parafilm ,,M* (American National Can # PM-996);
Polystyren-Zellkulturschalen zur DC-Generierung (BD-Falcon # 35 1005);
Reaktionsgefale (15 und 50 mL) (BD-Falcon und Sarstedt);

Sartorius Membran, PorengréRe (0,45 pm) (Sartorius # 11306-41BL);
Sartorius minisart membrane (0,2 pum) (Sartorius # SA16532A);
Zellkulturflaschen (Greiner-Bio-One);

Zellkulturplatten (BD-Falcon);

Zellkulturschalen (Nunc)
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4.7. Chemikalien

Ampicillin (Roche-Mannheim # 835269);

APS (Merck # 1.01201.0100);

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck # 1.09678.0100);
Essigsdure (Merck # 1.00063.2511);

Ethanol absolut (Merck-Darmstadt # 1.00983.2500);
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Merck # 1.08418.1000);
Glycerin (Merck # 8.18709.1000);

Glycin (Roth # 3794.2);

Isopropanol (Merck-Darmstadt # 1.00547);

Kaliumchlorid (KCI) (Merck # 1.04935.1000);
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck # 1.04873.5000);
Magermilchpulver (Roth # T145.2);

B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich # M7522);

Methanol (Merck-Darmstadt # 1.06009.2500);

NaCl (Merck-Darmstadt # 1.06404);

NaOH (Merck-Darmstadt # 6498);

Natriumazid (NaN;) (Sigma-Aldrich # S2002);
Natriumdodecylsulfat (SDS) (ICN Biomedicals # 811032);
Di-Natriumhydrogenphosphat (1.06580.5000);
Polyacrylamid (Roth # 3029.1);

Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat (Tween 20) (Sigma-Aldrich # P-1379);
Salzséure (HCI; 32 %) (Merck-Darmstadt # 1.00319);
TEMED (Serva # 35925);
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck-Darmstadt # 1.08382.2500 oder Roth # AE15.3)

Soweit nicht anders angegeben wurden Chemikalien der Qualitat p.A. eingesetzt. Nicht erwahnte
Standard-Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Sigma-Aldrich oder Roth verwendet. Weitere
Reagenzien und Enzyme wurden von den Firmen Becton-Dickinson (BD), Bio-Rad, GE Healthcare,
Integra, Invitrogen, MBI-Fermentas, Millipore, New England Biolabs, Neolab, Perkin Elmer,
Promega, Qiagen, Roche und Stratagene bezogen.

Einige zusatzliche Bezugsquellen werden auch im Methodenteil aufgefiihrt.
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4.8. Verwendete Geréate

Bakterieninkubator (Heraeus bzw. New Brunswick Scientific GmbH);
Bestrahlungsanlage (Gammacell 40 der Firma AECL mit C&sium-137 (y-Strahler));
Brutschrank (Sanyo Mco-17-Al);

Elektrophoresekammern (Amersham Biosciences, Invitrogen bzw. OWL Peglab);
Elektroporationsgerat Gene Pulser 11 (Bio-Rad);

ELISA-Reader (Tecan);

FACScan (Becton-Dickinson);

Falcon-Roller (Coulter Electronics Limited);

Gefrierschrank -80°C (Colora bzw. Thermo);

Gefrierschrank -20°C (Liebherr);

Kuhlschrank (Liebherr);

Lichtmikroskop (Zeiss);

Millipore-Anlage (Millipore);

Netzgerat Power PAC 300 (Bio-Rad);

Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld);

pH-Messgerat (Knick);

Pipetten (Gilson und Rainin);

Pipettierhilfe (Integra Biosciences);

Schiittelinkubatoren (New Brunswick Scientific);

Spektrophotometer (Eppendorf);

Sterilbank (BDK);

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene);

UV-Transluminator (UVP Inc.);

Vortexer Genie 2 (Scientific Industries);

Zentrifugen (Beckman, Eppendorf, Hettich, Sorvall und Thermo)
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5. Methoden

5.1. Zellbiologische Methoden

5.1.1. Kultivierung von etablierten Zelllinien

5.1.1.1. Suspensions-Zelllinien

Die eingesetzten Suspensions-Zelllinien (siehe Material) wurden in RPMI 1640-Komplettmedium in
Zellkulturflaschen gehalten und je nach Bedarf alle 3 bis 4 Tage in einem Verhéltnis von 1:5
(Zellsuspension zu frischem Medium) geteilt. Die verwendeten T-Zellklone wurden in T-Zell-Medium
mit 20 U/mL IL-2 gehalten und alle 14 Tage mit humanen feeder-Zellen, bestehend aus bestrahlten
(40 Gray) mononukledre Zellen der peripheren Bluts (PBMC) von 3 verschiedenen Spendern, und
Phytohdmagglutinin (PHA) restimuliert (Adhikary et al. 2006).

Alle Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C und 5% CO, kultiviert und bei der
Verwendung mit maximal 500 x g fur 6 Minuten zentrifugiert.

Isolation, Kultivierung und Nutzung von frisch isolierten T- und B-Zellen ist in Abschnitt 5.1.3.4.
beschrieben.

RPMI 1640-Komplettmedium
RPMI 1640 mit 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin; 1 % nichtessentielle Aminosauren; 1 mM Na-Pyruvat
und 50 pg/mL Gentamycin

T-Zell-Medium
AIM-V mit 10 % humanem Serum (hitzeinaktiviert); 10 mM HEPES und 50 pg/mL Gentamycin

5.1.1.2. Adharent-wachsende Zelllinien

Adhérent-wachsende Zelllinien (siehe Material) wurden in DMEM-Komplettmedium kultiviert. Zum
Teilen wurden diese durch Trypsinbehandlung von der Zellkulturschale abgeldst. Hierzu wurden die
Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS mit 1 x Trypsin/EDTA (berschichtet und bei 37°C
inkubiert bis sich die Zellen abldsten. Danach wurden die Zellen mit DMEM-Komplettmedium von
der Zellkulturplatte abgespilt, zentrifugiert, das Pellet in frischem DMEM-Komplettmedium
resuspendiert und 1/10 bis 1/20 der Zellen in eine neue Zellkulturschale ausgebracht. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen wurde dies alle 3 bis 4 Tage wiederholt.

Die aus monozytaren Vorlauferzellen generierten DC werden in Abschnitt 5.1.3.3. naher beschrieben.

DMEM-Komplettmedium
DMEM mit 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin; 100 U/mL Penicillin und 0,1 mg/mL Streptomycin

Seite 32



Methoden

5.1.1.3. Bestimmung der Zellzahl

Aus einer homogenen Zellsuspension (bei adhédrenten Zellen nach Trypsinierung und Resuspendieren
in frischem Medium) wurden 10 pL enthommen, mit 10 pL Trypanblau vermischt und 10 pL davon in
eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben. Trypanblau féarbt tote Zellen an, wodurch diese von lebenden
Zellen unterschieden werden konnen. Die Neubauer-Zdhlkammer besitzt 4 Bereiche mit je
16 Quadranten. Es wurden jeweils alle 4 Bereiche ausgezéhlt und daraus der Mittelwert pro Bereich
errechnet. Aus der Zellzahl pro Bereich kann die Gesamtzellzahl errechnet werden: Zellzahl pro
Bereich x 2 (Trypanblau-Verdiinnung) x 10* (Eichung der Zahlkammer) x Volumen (mL) der
gesamten Zellsuspension. Vor dem Zahlen durchgefiihrte weitere Verdiinnungen wurden ebenfalls
einberechnet. Die Zellen wurden dann tber Zentrifugation und Aufnahme in entsprechenden Mengen

Medium auf die gewiinschte Zellzahl eingestellt und in die nachfolgenden Experimente eingesetzt.

5.1.1.4. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen zundchst geerntet und durch Zellzahlung die Anzahl der Zellen
bestimmt. Eine definierte Menge an Zellen wurde dann zentrifugiert und das erhaltene Pellet in 1 bis
2 mL Einfriermedium resuspendiert. Die L6sung wurde nachfolgend in ein Kryoréhrchen Uberfihrt,
verschlossen, mehrfach mit Zellstoff umwickelt und bei —-80°C eingefroren. Nach 1 — 2 Tagen wurden
die Rohrchen in flussigem Stickstoff transferiert. Fiir T-Zellen und DC wurde humanes Serum anstatt
FCS zum Einfrieren verwendet.

Eingefrorene Zellen wurden in der Hand oder im 37°C Wasserbad aufgetaut und dann sofort in das
entsprechende Medium uberfiihrt. Nach Zentrifugation wurde das Pelltet in 10 mL neuem Medium
aufgenommen und in Zellkulturschalen oder -flaschen ausgebracht.

Einfrier-Medium
90 % FCS (fur Zelllinien) oder humanes Serum (fiir T-Zellen oder DC) und 10 % DMSO

5.1.2. Herstellung und Verwendung von rekombinantem Influenzavirus Typ A

Die Herstellung von rekombinantem IVA erfolgte in Anlehnung an die im Labor von Prof. Hobom
(GieRen) entwickelte Methode (Azzeh et al. 2001) und umfasste 3 Schritte, welche in den
nachfolgenden Abschnitten im Detail beschrieben werden. Zunéchst wurden 293T-Zellen mit einem
Plasmid, welches das einzubringende Gen in antisense Orientierung trug, transfiziert. Hierfur standen
2 verschiedene Transfektionsreagenzien zur Verfugung (Lipofektamin entsprechend Azzeh et al.
(Abschnitt 5.1.2.1) und Polyethylenimin (PEI)(Abschnitt 5.1.2.2)). In den transfizierten Zellen wurde
von dem Plasmid mit Hilfe der zellularen RNA Polymerase | RNA generiert, welche in Struktur und
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Funktion den vRNASs von IVA entsprach (Abbildung 2). Im zweiten Schritt wurden die transfizierten
Zellen mit Wildtyp-Virus (IVA-wt; genauere Angaben siehe Abschnitt 5.1.2.3) infiziert. Aus
transfizierten und nachfolgend infizierten 293T-Zellen freigesetzte Influenzaviren sollten dann einen
rekombinanten Phé&notyp, in Form einer zusétzlich eingebrauchten vVRNA mit dem Gen des Interesses,
haben. Die im Uberstand befindlichen rekombinanten Viren wurden gesammelt, anschlieBend Gber
MDCK-Zellen passagiert (Abschnitt 5.1.2.4) und der so erhaltene Uberstand bis zur Verwendung
weggefroren.

Die generierten Viren wurden zudem mittels Infektion von Zelllinien auf Qualitat, Titer und

zelltodinduzierende Eigenschaften hin untersucht.

5.1.2.1. Transfektion von 293T-Zellen mit Lipofektamin (nach Azzeh et al.)

Am Vortag der Transfektion wurden 293T-Zellen so auf eine 6 cm Kulturschale ausgebracht und uber
Nacht bei 37°C wachsen gelassen, dass die Zellen am Morgen des nachsten Tages zu 70 % konfluent
waren. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit 3 mL OptiMEM-Medium berschichtet.
Anschlieend wurde die Transfektionsmischung, bestehend aus 100 uL OptiMEM-Medium und 5 pg
Plasmid-DNA [im Falle der rekombinanten, fir GFP-kodierenden Influenzaviren Typ A (IVA-GFP):
pHL2251 (Anhang I1)] in Reaktionsgefa A und 85 uL OptiMEM-Medium und 15 pL Lipofektamin
in Reaktionsgefal’ B, vereinigt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Transfektionsmischung in 2,8 mL OptiMEM-Medium Gberfuhrt und, nach Entfernung des alten
OptiMEM-Mediums von der Zellkulturschale, auf die 293T-Zellen gegeben. Nach 6-stiindiger
Inkubation bei 37°C wurde die Transfektionsmischung entfernt, 4 mL frisches DMEM-
Komplettmedium auf die 293T-Zellen pipettiert und die Zellen bis zur Infektion mit IVA (am
nachfolgenden Tag) bei 37°C kultiviert.

5.1.2.2. Transfektion von 293T-Zellen mit Polyethylenimin

Die Zellen wurden wie in 5.1.2.1 beschrieben ausgebracht. Die Transfektionsmischung, bestehend aus
250 yL  OptiMEM-Medium, 7,5pg Plasmid-DNA  und 11,25pL  PEI-Lésung (1 mg/mL
Polyethylenimin in H,O), wurde zusammengemischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit
DMEM-Komplettmedium auf 5 mL aufgefullt und, nach Entfernung des alten Kulturmediums, auf die
70 % konfluenten 293T-Zellen gegeben. Diese wurden fiir 12 bis 24 Stunden bei 37°C damit

inkubiert.
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5.1.2.3. Infektion der transfizierten 293T-Zellen

Die transfizierten Zellen wurden einmal mit PBS+ (PBS mit 1 mM CaCl,) gewaschen und
nachfolgend fiir 1 Stunde mit 2 mL PBS+ und 2 uL Wildtyp IVA-Stock (H7N7; 1 x 10° Wildtyp-
Viren/mL; von der Gruppe Hobom) bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Infektions-Mischung
abgenommen und die Zellen mit 4 mL DMEM-Komplettmedium tber Nacht bei 37°C kultiviert. Nach
18 bis 20 Stunden Infektion wurde der Zellkulturiiberstand geerntet, tote 293T-Zellen durch
Zentrifugation entfernt und der Uberstand bei -80°C bis zur Infektion der MDCK-Zellen weggefroren.

5.1.2.4. Passagieren der rekombinanten Viren tiber MDCK-Zellen

Am Vortag wurden MDCK-Zellen so in einer 6 cm Kulturschale ausgebracht, dass sie am
nachfolgenden Tag 70 bis 80 % Konfluenz zeigten. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen
und dann fiir 1 Stunde bei 37°C mit 1 mL 293T-Virusuberstand (siehe Abschnitt 5.1.2.3) inkubiert.
Dann wurden 3 mL frisches DMEM-Komplettmedium zugegeben und die Zellen ber Nacht bei 37°C
kultiviert. Nach 18 bis 20 Stunden wurde der Viruslberstand geerntet, mittels Zentrifugation von

Zellresten befreit, aliquotiert und bis zur Verwendung bei —80°C eingefroren.

5.1.2.5. Bestimmung des Virustiters und Infektion von Zelllinien

Zur Bestimmung des Virustiters, gleichbedeutend mit der Anzahl an produktiv-infizierenden,
rekombinanten Viren pro Volumen, wurden MDCK-Zellen mit limitierenden Mengen IVA-GFP
inkubiert. Dadurch sollte sicher gestellt werden, dass jede produktiv-infizierte Zelle mit nur einem
rekombinanten IVA-Partikel infiziert worden war. Die Anzahl der grinen MDCK-Zellen wurde
9 Stunden nach Infektion im FACS ermittelt. Uber die verwendete Verdiinnung der Viren konnte die
Anzahl der produktiv-infizierenden IVA-GFP-Partikel pro pL Loésung berechnet werden. In den
nachfolgenden Experimenten wurde, wenn nicht anders angegeben, zur Infektion von Zellen eine
multiplicity of infection (MOI) von 3 verwendet.

Neben MDCK-Zellen wurden auch U1752-Zellen und LCL (siehe Material und Ergebnisse) dazu
verwendet, die Qualitat der Viren zu testen bzw. die Anfalligkeit verschiedener Zelllinien fur eine
IVA-Infektion zu untersuchen (Abbildung5). Hierzu wurde eine definierte Menge an Zellen
ausgebracht und mit limitierenden Mengen an IVA-GFP infiziert. Nach einer Infektionszeit von 8 und
16 Stunden wurde im FACS der Anteil an GFP-positiven Zellen bestimmt.

Zur Untersuchung des virusinduzierten Zelltods wurden Zellen fiir bis zu 30 Stunden mit Virus
infiziert. Der Anteil an toten Zellen wurde entweder mikroskopisch, mittels Trypanblau-Farbung oder

durch FACS-Analyse via PI-Féarbung und -Analyse ermittelt.
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5.1.2.6. Hitzeinaktivierung des rekombinanten Influenzavirus Typ A

IVA-GFP wurde durch Inkubation bei 60°C flr 60 Minuten inaktiviert und die erfolgreiche

Inaktivierung durch Inkubation von MDCK-Zellen mit den behandelten Viren verifiziert.

5.1.2.7. Inaktivierung des rekombinanten Influenzavirus Typ A durch ultraviolettes Licht

Zur Inaktivierung der rekombinanten I\VA-Partikel wurden diese mit 10 bis 200 mJ/cm? ultraviolettem
(UV)-Licht bestrahlt. Eine nachfolgende Infektion von LCL mit diesen Viren zeigte, dass Dosen

> 100 mJ/cm? zu einem vollstandigen Verlust der Infektidsitat gefiihrt hatten.

5.1.3. Isolation und Analyse von Zellen aus peripherem Blut

Fur die Isolation von Leukozyten wurden 2 Methoden verwendet. Zum einen wurden mononukleare
Zellen der peripheren Bluts (PBMC), welche nachfolgend zur MACS-Isolation einzelner
Subpopulationen oder zur Generierung von DC genutzt wurden, tber eine Zentrifugation mit Ficoll-
Dichtegradienten isoliert. Um zusétzlich auch Granulozyten untersuchen zu kénnen, wurden zum
anderen periphere Blutleukozyten (PBL) aus heparinisiertem bzw. EDTA-haltigem Blut durch
Zentrifugation und hypotonischer Lyse der Erythrozyten gewonnen.

5.1.3.1. Isolation von mononuklearen Zellen des peripheren Bluts mittels Ficoll-Dichtegradienten

Zunéchst wurde von Spendern vendses Blut entnommen und die Blutgerinnung durch EDTA-Zugabe
verhindert (Endkonzentration 5 mM). Zur Isolation der PBMC wurde das Blut in einem Verhéltnis
von 1: 1 mit RPMI 1640-Medium verdinnt und je 35 mL davon in einem 50 mL-Reaktionsgefal mit
13 bis 15 mL einer Ficoll-Lésung (Ficoll-Paque™ Plus; GE Healthcare) unterschichtet. Nach einer
Zentrifugation mit 750 x g fur 30 Minuten und ohne Verwendung der Zentrifugenbremse zum
Abstoppen der Zentrifugation, hatten sich die PBMC oberhalb der Ficoll-Lésung angesammelt und
konnten so problemlos von den restlichen, zelluldren Blutbestandteilen (unterhalb der Ficoll-Ldsung
gelegen) abgetrennt werden. Die PBMC wurden nachfolgend zweimal mit RPMI 1640 gewaschen
(Zentrifugation mit 500 x g fiir zunéchst 10 und dann 7 Minuten), in RPMI 1640 aufgenommen und
gezahlt. Definierte Zellmengen davon wurden dann eingesetzt, um DC zu generieren oder bestimmte

Populationen durch MACS-Sortierung aufzureinigen.
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5.1.3.2. Isolation von peripheren Blutleukozyten mittels Zentrifugation und Erythrozytenlyse

Mit Hilfe des Ficoll-Dichtegradienten wurden auch Granulozyten von den PBMC abgetrennt. Zur
Isolation von Granulozyten und Neutrophilen war diese Strategie deshalb ungeeignet. Stattdessen
wurde das heparinisierte Blut ohne Ficoll bei 750 x g fir 30 Minuten (ohne Bremse) zentrifugiert.
Auch hier bildete sich ein Ring aus PBL oberhalb der Erythrozyten. Da dieser jedoch nicht so scharf
abgegrenzt war, wie beim Ficoll-Dichtegradienten, gelangten bei der Isolation auch Erythrozyten in
die PBL-Population. Um diese Zellen zu eliminierten, wurde nachfolgend einer Erythrozytenlyse
durchgefuhrt. Hierbei beruht das Prinzip auf hypotonischer Lyse der Erythrozyten wéhrend einer 30-
sekiindigen Inkubation in 20 mL eiskaltem, destilliertem H,O mit nur 0,2 % NaCl. Nach 30 Sekunden
wurden 20mL 1,6 % NaCL-Losung in H,O hinzugegeben, was in einem physiologischen
Kochsalzgehalt von 0,9 % resultierte. Alle anderen Zelltypen wurden durch dieses kurz andauernde,
hypotonische Milieu nicht geschéddigt. Nach zwei- bis dreifacher Wiederholung der Lyse waren
nahezu alle roten Blutkdrperchen eliminiert. Die verbliebenen PBL (mit Neutrophilen und
Granulozyten) konnten dann direkt eingesetzt (Abbildung 6) oder daraus Subpopulationen isoliert

werden.

5.1.3.3. Generierung von Dendritischen Zellen aus PBMC

DC wurden aus PBMC mittels Plastikadharenz und nachfolgender Reifung mit Zytokinen generiert.
Dazu wurden Polystyren-Zellkulturschalen (BD-Falcon) zunéchst fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
mit 10 mL einer humanen IgG-Antikorperldsung (10 pg/mL in PBS) beschichtet. Die Platten wurden
nachfolgend dreimal mit PBS gewaschen und dann mit 10 mL PBMC-Lésung (7 x 10° PBMC pro mL
in RPMI 1640) fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit banden die monozytéren
Vorlauferzellen uber ihre Fc-Rezeptoren an die mit 1gG-beschichtete Oberflache. Nicht-adhérente
Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit RPMI 1640 entfernt und die zurtckbleibenden Zellen
uber Nacht bei 37°C in DC-Medium kultiviert.

Am Nachfolgetag (Tag 1) wurde das alte Medium entfernt, 10 mL frisches DC-Medium mit humanem
GM-CSF (800 U/mL) und humanem IL-4 (500 U/mL) hinzugegeben und die Zellen fur 48 Stunden
bei 37°C kultiviert. An Tag3 wurden pro Platte 3,5mL neues DC-Medium mit GM-CSF
(5400 U/13,5 mL = 400 U/mL) und IL-4 (6750 U/13,5 mL = 500 U/mL) hinzugefugt und fir weitere
48 Stunden bei 37°C inkubiert. Am Tag 5 hatten sich die unreifen DC von der Platte abgeldst, wurden
geerntet, gezdhlt, 10 Minuten bei maximal 200 x g zentrifugiert und 5 x 10° unreife DC pro mL
Reifungsmix aufgenommen. Dieser bestand aus DC-Medium mit humanem GM-CSF (40 U/mL), IL-4
(200 U/mL), IL-18 (1 ng/mL), TNF-a (1,25ng/mL = 20 U/mL) und Prostaglandin E, (PGE;
0,5 pg/mL). Innerhalb von 24 Stunden (Tag 6) reiften die DC. Der Phénotyp wurde durch Farbung mit
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oberflachenspezifischen, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern im FACS untersucht
(Abbildung 29) und die DC dann in mixed lymphocyte reactions (MLR) eingesetzt (Abschnitt
5.15.2.).

DC-Medium
AIM-V Medium mit 5 % humanem Serum (hitzeinaktiviert); 10 mM HEPES; 50 pg/mL Gentamycin

5.1.3.4. Isolation von Zellpopulationen aus PBMC durch magnetische Zellseparation

Um einzelne Subpopulationen aus den PBMC zu isolieren, wurde auf die magnetische Zellseparation
(magnetic cell sorting/separation; MACS) der Firma Miltenyi Biotec zurlckgegriffen. Die
Aufreinigung erfolgte den Herstellerangaben entsprechend. Die zu sortierenden Zellen wurden
zunéchst einmal mit 10 mL 4°C kaltem MACS-Puffer gewaschen und nachfolgend fir 6 min bei
500 x g zentrifugiert. Pro 1 x 10" Zellen wurden 80 uL MACS-Puffer und 20 pL antikérpergekoppelte
MACS-Beads (im Falle der CD4-, CD8-, CD19- bzw. CD45RA-MACS-Positivselektion) zum Pellet
gegeben und gut resuspendiert. Die Zellen wurden nachfolgend fir 15 Minuten auf Eis (bei 4°C bis
8°C) inkubiert, dann einmal mit 10 mL kaltem MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (500 x g,
6 Minuten) und das Pellet in 500 pL kaltem MACS-Puffer resuspendiert. Wahrend des Waschschritts
wurde eine MACS-Séule vom Typ LS an den MACS-Magneten angebracht und mit 3 mL kaltem
MACS-Puffer &quilibriert. Die in 500 pL aufgenommenen Zellen wurden dann auf die S&ule gegeben.
Nach Einlauf der Flissigkeit in die Saule wurde dreimal mit je 3 mL kaltem MACS-Puffer gewaschen,
die Saule nachfolgend vom Magneten entnommen und die gebundenen Zellen durch zweimaliges
Durchdriicken von 5 mL MACS-Puffer von der Séaule eluiert. Die erhaltenen Zellen wurden pelletiert
(500 x g, 6 Minuten) und in entsprechendem Medium aufgenommen (CD4", CD8" und CD45RA"
T-Zellen in T-Zell-Medium ohne IL-2, CD19" B-Zellen in RPMI 1640-Komplettmedium). Die
Qualitat der Aufreinigung wurde mittels FACS verifiziert (Abbildung 8 und 24) und die Zellen dann
fur die entsprechenden Experimente eingesetzt.

Der Durchlauf der MACS-Sortierung wurde meist verworfen. Ausnahmen stellten zum einen die
Untersuchung des Durchlaufs der CD4-MACS-Positivselektion (Abbildung 8) und zum anderen der
Durchlauf der CD45RA-MACS-Sortierung dar. Letzterer enthielt die CD45RA™, CD45RO" Zellen
(Abbildung 20a) und wurde genau wie die gebundenen Zellen pelletiert, in T-Zell-Medium ohne IL-2
aufgenommen, gezéhlt und nachfolgend verwendet.

Der CD45RA-MACS-Sortierung ging eine CD4-MACS-Negativselektion voraus. Hierbei wurden alle
nicht-CD4" Zellen markiert und mittels MACS-Beads an die Saule gebunden. Die dafiir notwendigen
Reagenzien stammten ebenfalls von der Firma Miltenyi Biotec und wurden nach Herstellerangaben
verwendet. Die Zellen wurden zundchst einmal mit 10 mL kaltem MACS-Puffer gewaschen und
abzentrifugiert (500 x g, 6 Minuten). Pro 1 x 10" verwendeter Zellen wurden dann 40 pL MACS-
Puffer und 10 pL biotinyliertes Antikdrpergemisch zum Pellet hinzugefigt, dieses resuspendiert, fir
10 Minuten auf Eis inkubiert, nachfolgend pro 1 x 10" Zellen 30 upL MACS-Puffer und 20 pL anti-
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Biotin-MACS-Beads zugesetzt und fur weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurde einmal mit
10 mL kaltem MACS-Puffer gewaschen, die Zellen pelletiert und wie oben bereits beschrieben mittels
MACS-Sédule und MACS-Magnet separiert. Da es sich um eine Negativselektion handelte, enthielt der
Durchlauf die gewiinschten CD4" T-Zellen, welche noch unmarkiert waren und so fiir eine weitere
MACS-Positivselektion (im vorliegenden Fall CD45RA-MACS) oder direkt zur T-Zellstimulation
eingesetzt werden konnten. Die Qualitat der aufgereinigten Zellen wurde ebenfalls mittels FACS
verifiziert.

Frisch isolierte B-Zellen wurden innerhalb von 3 Tagen, frisch isolierte T-Zellen innerhalb von
<5 Tagen nach lIsolation verwendet. Die aus B-Zellen generierten B-Blasten wurden in B-Blasten-
Medium kultiviert, alle 5 bis 7 Tage restimuliert und dann fur die angegebenen Experimente
verwendet (Abschnitt 5.1.6.).

MACS-Puffer
1% FCS; 2mM ETDA in PBS; Lagerung bei 4°C

5.1.3.5. Analyse von Zellen mit Hilfe des fluorescence activated cell scanning

Zum Nachweis einer Oberflachenprotein- oder GFP-Expression wurden Zellen durchflusszytometrisch
mittels FACS analysiert. Hierzu stand ein FACS-Gerédt (FACScan) der Firma Becton-Dickinson zur
Verfligung.

Griunfluoreszierende Zellen konnten direkt, ohne zusétzliche Farbung, untersucht werden. Dafiir
wurden diese einmal in 10 mL kaltem FACS-Puffer gewaschen und dann in 200 bis 400 uL FACS-
Puffer aufgenommen, der 1 pg/mL Propidiumiodid (PI) enthielt. Tote Zellen nehmen Pl (ber ihre
defekte Zellmembran auf, lagern es in ihre DNA ein und kénnen so von lebenden Zellen unterschieden
werden. Die Proben wurden dann sofort durchflusszytometrisch untersucht. Die Auswertung der
FACS-Messungen erfolgte mit Hilfe der Software CellQuest der Firma Becton-Dickinson.

Die  Oberflachenexpression von Proteinen wurde durch Farbung mit spezifischen,
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern (siehe Material) analysiert. Hierzu wurden pro Ansatz
1bis 2x10° Zellen mit 1 mL 4°C kaltem FACS-Puffer gewaschen, 6 Minuten bei 500 x g
zentrifugiert und das Pellet in 100 pL kaltem FACS-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 2 bis
4 uL (Verdinnung 1:50 bis 1:25) Farbstoff-gekoppeltem, spezifischem Antikorper wurden die
Zellen flr 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert, dann erneut zweimal mit 1 mL kaltem FACS-
Puffer gewaschen, in 200 bis 400 uL kaltem FACS-Puffer mit 1ug/mL Pl resuspendiert und
durchflusszytometrisch untersucht.

Alternativ zu Marker-gekoppelten Antikdrpern wurden teilweise auch ungekoppelte Primarantikorper
verwendet (Verdinnung 1:50 in FACS-Puffer; Inkubation 15 bis 30 Minuten auf Eis), die nach

zweimaligem Waschen mit 1 mL FACS-Puffer mit Hilfe von PE-gekoppelten Sekundarantikérpern
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(Verdiunnung 1 : 1000 in FACS-Puffer; Inkubation 15 Minuten auf Eis) detektiert wurden. Zellzahlen,
Vermessung und Analyse entsprachen der Farbung mit Marker-gekoppelten Antikdrpern.

FACS-Puffer
1% FCS in PBS

5.1.3.6. Analyse von Zellen mittels Fluoreszenzmikroskop

Um die erhaltenen Ergebnisse zu visualisieren, wurden CD4" T-Zellen, die iiber 60 Stunden aktiviert
worden waren, fir 10 bzw. 24 Stunden mit IVA-GFP (MOI = 3) infiziert (Abschnitt 5.1.5) und mittels
Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop analysiert. Die mikroskopischen Bilder wurden nachfolgend
mit der Software Openlab 3.08 bearbeitet (Abbildung 9a und 15).

5.1.3.7. Analyse der Zytokinausschittung von T-Zellen mittels enzyme-linked immunosorbent assay

Zur Untersuchung der IFN-y-Ausschiittung durch T-Zellen nach anti-CD3-Antikérper (OKT3)-
Aktivierung wurde ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) nach Angaben des Herstellers
(R&D Systems) durchgefiihrt. Zundchst wurde eine ELISA-Platte Gber Nacht bei Raumtemperatur pro
Vertiefung mit 100 uL IFN-y-capture-Antikdrperlésung beschichtet (Verdinnung 1 : 180 Maus-anti-
Human IFN-y-Antikorper in PBS). Am Folgetag wurde die Platte nach dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer fir 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur mit 300 puL Blockpuffer pro Loch inkubiert.
Nach erneutem, dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde T-Zellkulturiiberstand
(Abschnitt 5.1.5.1.) in die IFN-y-ELISA-Platte transferiert (100 uL pro Loch) und fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes durch mehrfaches Waschen mit
Waschpuffer wurden pro Loch 100 pL eines biotinylierten, IFN-y-spezifischen Detektionsantikdrpers
(Stock 1:180 verdinnt in reagent diluent) zugegeben und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann erfolgte ein weiteres dreimaliges Waschen mit Waschpuffer und eine anschlielende
20-min(tige Inkubation bei Raumtemperatur mit 100 uL Avidin-gekoppelter horseradish peroxidase
(HRP) pro Loch (1:200 in reagent diluent). Nachfolgend wurde erneut dreifach mit Waschpuffer
gewaschen und pro Vertiefung 100 uL Substratlésung hinzugegeben. Die sich entwickelnde
Verfarbung der Losung wurde nach 5 bis 10 Minuten mit 50 uL 2 N Schwefelséure (H,SO,)

abgestoppt und die Absorption bei 450 nm in einem ELISA-reader der Firma Tecan vermessen.

Waschpuffer
0,05 % Tween 20 in PBS
Blockpuffer
1 % BSA; 5 % Sukrose und 0,05 % NaNj; in PBS
reagent diluent (RD)
1 % BSA in PBS; sterilfiltriert
Substratlésung
Frisch angesetzte 1 : 1 Mischung der Reagenzien A (H,O,) und B (Tetramethylbenzidin)
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5.1.4. Aktivierung und Infektion von CD4" T-Zellklonen

CD4" T-Zellklone wurden unspezifisch mit humanen feeder-Zellen, PHA und 20 U/mL IL-2 stimuliert
und an den nachfolgenden Tagen bis hin zu Tag 18 fiir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert (MOI = 3).
Der Anteil grunfluoreszierender T-Zellen wurde mittels FACS bestimmt (Abbildung 31). Schnell
wachsende T-Zellklone wurden zwischenzeitlich mit neuem, IL-2-haltigem T-Zell-Medium versorgt.
Zudem wurden T-Zellklone an Tag 5 nach Stimulation fiir 0 bis 20 Stunden mit IVA-GFP infiziert und
der Anteil der griinenfluoreszierenden Zellen im FACS ermittelt (Abbildung 32).

Zur spezifischen Stimulation der CD4" T-Zellklone wurden peptidbeladene LCL mit definiertem
HLA-Status verwendet (siche Material und Ergebnisse). Hierzu wurden pro Ansatz 1 x 10° LCL in
200 pL T-Zell-Medium ohne IL-2 mit 1 pg relevantem (vom jeweiligen T-Zellklon im HLA-Kontext
erkannten Epitop) oder 1 g irrelevantem (von T-Zellklon nicht erkannten) Peptid (ber Nacht bei
37°C inkubiert. Nachfolgend wurden die LCL entweder mit 80 Gray bestrahlt (y-Strahlenquelle:
Césium-137) oder mit Paraformaldehyd fixiert. Bei Letzterem wurden die Zellen zunéchst einmal mit
PBS gewaschen und bei 500 x g fur 6 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde nachfolgend in 100 pL
0,5 %iger Paraformaldehyd-Losung in PBS fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde erneut abzentrifugiert und das Pellet zunachst mit 15 mL PBS, dann mit 15 mL RPMI 1640-
Medium und dann mit 15 mL RPMI 1640-Komplettmedium gewaschen. Hierbei war darauf zu achten
bei jedem Waschschritt moglichst den gesamten Uberstand abzunehmen, um noch vorhandene
Paraformaldehyd-Kontaminationen zu entfernen.

Die fixierten LCL wurden nachfolgend mit spezifischen CD4" T-Zellklonen in einem Verhaltnis von
1:1 (je 1x10° Zellen in 500 uL RPMI 1640-Komplettmedium) fir 24 Stunden bei 37°C co-
kultiviert. Nachfolgend wurde die Co-Kultur fir 9 Stunden mit IVA-GFP (MOI = 3) infiziert, die T-
Zellen mit anti-CD4-PE-Antikorper geférbt und dann die GFP- bzw. PE-positiven Zellen mittels
FACS detektiert. Als Kontrolle wurden IVA-GFP-infizierte T-Zellklone ohne vorhergehende Co-
Kultur verwendet (Abbildung 33).

5.1.5. Aktivierung und Infektion von T-Zellen aus peripherem Blut
T-Zellen aus peripherem Blut wurden zum einen durch den CD3-spezifischen Antikdrper OKT3 in
T-Zell-Medium mit IL-2 aktiviert, zum anderen durch Co-Kultur mit zuvor generierten DC

(Abschnitt 5.1.3.3) desselben, autologen oder eines unverwandten, allogenen Spenders (mixed

lymphocyte reaction; MLR).
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5.1.5.1. Aktivierung von T-Zellen mittels anti-CD3- und anti-CD28-Antikdrpern

Zur Aktivierung der CD4" bzw. CD8" T-Zellen, sowie der CD45RA" oder CD45RO* CD4" T-Zellen
aus peripherem Blut wurde eine 96-Loch-ELISA-Platte (ber Nacht bei Raumtemperatur mit
definierten Mengen an OKT-3-Antikdrpern beschichtet. Wenn nicht anders angegeben, wurde pro
Ansatz 0,3 pg OKT3-Antikorper in 100 pL PBS verwendet. Vertiefungen mit PBS alleine dienten als
Kontrolle. Am folgenden Tag wurden die ELISA-Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen, fir
1 Stunde mit 300 pL Blockpuffer inkubiert und danach erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
Dann wurden 1 x 10° bis 2 x 10° frisch isolierte T-Zellen in 200 pL T-Zell-Medium mit oder ohne
20 U/mL IL-2 in die Vertiefungen gegeben und fiir 0 bis 84 Stunden bei 37°C inkubiert. In einigen
Féllen wurde vor Beginn der Stimulation zusétzlich 1 pg anti-CD28-Antikorper pro mL T-Zell-
Medium hinzugefugt.

Die T-Zellen wurden nach Aktivierung mit IVA-GFP und IVA-wt infiziert, die Hintergrundfarbung
durch IVA-GFP direkt nach Infektion (<1 Stunde), die Infektionsrate nach < 10 Stunden und die
Infektionsrate in Kombination mit der Zelltodinduktion durch IVA nach > 10 Stunden im FACS
ermittelt.

Waschpuffer
0,05 % Tween 20 in PBS
Blockpuffer
1 % BSA; 5 % Sukrose und 0,05 % NaNj; in PBS
OKT3-Antikdrperlésung
Zwischen 0 und 2 pg OKT-3-Antikorper in PBS (OKT3-Stock 500 pg/mL in 50 % Glycerin)
T-Zell-Stimulationsmedium
T-Zell-Medium mit oder ohne 20 U/mL IL-2 und mit oder ohne 1 pg/mL anti-CD28-Antikdrper

5.1.5.2. Aktivierung der CD4" T-Zellen durch Co-Kultur mit Dendritischen Zellen

Um eine zellbasierte Aktivierung zu erzielen, wurden CD4" T-Zellen aus peripherem Blut mit zuvor
generierten DC vom gleichen (autologen) oder von einem unverwandten (allogenen) Spender
stimuliert. Dazu wurden 2 x 10° CD4* T-Zellen und 2 x 10* DC fiir 60 Stunden bei 37°C co-kultiviert.
AnschlieBend wurden die T-Zellen mit einem PE-gekoppelten Antikorper gegen den T-Zellrezeptor
markiert und die Grunfluoreszenz der PE-positiven Zellen im FACS untersucht (Abbildung 30).

5.1.6. Aktivierung und Infektion von B-Zellen aus peripherem Blut

B-Zellen aus peripherem Blut wurden mittels CD40-CD40L-Interaktion und IL-4 aktiviert. Hierzu
wurden pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte 1 x 10*, mit 100 Gray bestrahlte, L1-Zellen in 100 pL
RPMI 1640-Komplettmedium ausgebracht. Diese adhérenten, murinen Zellen sind stabil mit
humanem CDA40L transfiziert und koénnen so humane B-Zellen tber CD40L-CD40-Interaktion
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stimulieren. Am nachfolgenden Tag wurde eine Verdiinnungsreihe der isolierten B-Zellen von 5 x 10*
bis 45 Zellen pro 100 uL in B-Blasten-Medium hergestellt. Aus der L1-beschichteten Platte wurde das
Medium entfernt und pro Vertiefung 100 uL B-Blasten-Medium und 100 uL einer B-Zellverdiinnung
hinzugegeben. Nach 7 Tagen Kultur bei 37°C wurden die B-Blasten in den Lochern, die bei der
niedrigsten eingesetzten Zellzahl noch eine Proliferation in Form von Klumpenbildung zeigten, durch
Verdiinnung mit neuem B-Blasten-Medium (1:2 bis 1:3) und Transfer auf neue L1-Zellen
restimuliert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass den Zellen ca. 25 % des alten, autokrine Faktoren
enthaltenden Mediums erhalten blieb. Weitere Restimulationen erfolgten alle 5 bis 7 Tage. Die
B Blasten wurden dabei von der 96-Loch-Platte bis auf eine 12-Loch-Platte expandiert. Die Anzahl an
eingesetzten L1-Zellen blieb unabhéngig davon bei insgesamt 1 x 10° pro verwendeter Platte.

Zur Untersuchung der Infektion mit IVA-GFP wurden B-Blasten 7 Tage nach der letzten Stimulation
entweder alleine mit CD40L oder IL-4 bzw. mit beiden zusammen stimuliert. Zudem wurden nicht
stimulierte B-Blasten und frisch isolierte B-Zellen aus peripherem Blut als Negativkontrolle und LCL
als Positivkontrolle mitgefuhrt. 2 Tage danach wurden die Zellen fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert.
Um die B-Blasten von potentiell noch vorhandenen L1-Stimulator-Zellen unterscheiden zu kénnen,
wurden sie nach der Infektion mittels PE-gekoppeltem, anti-HLA-DR-Antikorper gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht (Abbildung 28b).

Zusétzlich wurden Langzeit-B-Blasten der Gruppe von Dr. Andreas Moosmann an Tag 2 versus Tag 9
und Tag 3 versus Tag 10 nach Restimulation fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, mit einem anti-
HLA-DR-PE-Antikorper geféarbt und die GFP- und PE-positiven Zellen im FACS vermessen.

B-Blasten-Medium
RPMI 1640-Komplettmedium mit 40 U/mL IL-4 und 1 pg/mL Cyclosporin A (CsA)

5.1.7. Beladung von LCL versus primaren B-Zellen mit M1-Protein versus (UV-inaktiviertem)

IVA-GFP und Untersuchung der Antigenprasentation mit M1-spezifischen CD4" T-Zellen

Zur Klérung der Frage, an welchem Punkt die IVA-Infektion in nicht-aktivierten Lymphozyten
unterbrochen ist, wurden pro Ansatz 1x10° LCL bzw. CD19" B-Zellen aus peripherem Blut
desselben Spenders fiir 24 Stunden mit definierten Mengen IVA-GFP, UV-inaktiviertem IVA-GFP
und rekombinant-hergestelltem M1-Protein infiziert/beladen. Nach wiederholtem Waschen der Zellen
wurden 1 x 10° der virus-/proteinbeladenen B-Zellen mit 1 x 10° M1-spezifischen CD4* T-Zellen in
200 uL RPMI 1640-Komplettmedium fiir 24 Stunden bei 37°C co-kultiviert. Mit 100 uL Uberstand
der Co-Kultur wurde nachfolgend ein IFN-y-ELISA durchgefiihrt, um die Aktivierung der T-Zellen
durch die APC und damit die Antigenprasentationsfahigkeit der Zellen zu bestimmen (Abbildung 34).
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5.2. Proteinbiochemische Methoden

5.2.1. Bestimmung der Proteinmenge mittels Bradford-Analyse

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration eines rekombinant-hergestellten GFP wurden zwischen
5uL und 0,1 pL der GFP-Losung in 160 uL H,O Endvolumen verdiinnt und nach guter
Durchmischung 40 pL Proteinfarbelosung (Bio-Rad) hinzugegeben. Innerhalb der 40-minitigen
Inkubationszeit wurde mehrfach gut resuspendiert und dann die Absorption bei 595 nm gemessen.
Hieraus lieR sich nachfolgend mit Hilfe einer BSA-Standardkurve die GFP-Menge in der Lésung

errechnen.

5.2.2. Analyse von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western-Blot-
Hybridisierung

5.2.2.1. Probenvorbereitung und Gel-Elektrophorese

Zur Analyse der vorhandenen Menge an GFP im Viruslberstand wurden definierte Mengen an
rekombinantem GFP und definierte Mengen an Virusiberstand in einem Verhaltnis von 1:1 mit
Proteinladepuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden nachfolgend in
einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Neben einem Sammelgel zur Fokussierung der geladenen
Proteine diente ein 10 %iges Trenngel zur Auftrennung der Proteine anhand ihrer molekularen Masse.
Die Elektrophorese wurde pro Gel mit 30 mA im Sammelgel und <45mA im Trenngel in
1 x Elektrophoresepuffer durchgefuhrt und dauerte 2 bis 3 Stunden. Hierfur wurde eine Gelkammer
der Firma Amersham Biosciences verwendet.

Proteinladepuffer (10 mL)
3mL 10 %iges SDS; 3mL Glycerol; 15mL 1M TrisstHCI pH6,8; 22mL H,O; 03mL
-Mercaptoethanol; 0,01 % Bromphenolblau

Sammelgel (5 mL)
830 pL 30 % Polyacrylamid; 1,26 mL 1 x Tris/HCI pH 6,8; 2,77 mL H,0; 50 uL 10 %iges SDS; 50 pL
10 %iges Ammoniumpersulfat (APS); 5 ul TEMED

1 M Tris/HCI pH 6,8
121,4 g Tris; pH 6,8 (mit HCI eingestellt); H,O ad 1000 mL

Trenngel (10 mL; 10 %ig)
3,3 mL 30 % Polyacrylamid; 3,75 mL 1 x Tris/HCI pH 8,8; 2,75 mL H,0; 100 pL 10 % SDS; 100 pL
10 %iges APS; 4 uL TEMED

1M Tris pH 8,8
121,4 g Tris; pH 8,8 (mit HCI eingestellt); H,O ad 1000 mL

10 x Elektrophoresepuffer
30,2 g (0,25 M) Tris; 144 g Glycin; 1% SDS; ad 1000mL H,O; Vor Verwendung 1: 10 mit H,O
verdlnnen
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5.2.2.2. Western-Blot-Hybridisierung und Immundetektion

Zur Detektion der Proteine mittels spezifischer Antikdrper wurden die durch SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine zunachst gelelektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert
(Hybond-ECL; GE Healthcare). Dies erfolgte in einer gekuhlten Transferkammer gefillt mit
1 x Transferpuffer bei 400 mA fiir 1,5 Stunden.

Nach dem Transfer wurde die Membran fur 1 Stunde in Blockpuffer abgesattigt, dann dreimal fir
5 Minuten in Inkubationspuffer gewaschen und Gber Nacht bei 4°C mit dem Primarantikorper
(muriner anti-GFP-Antikorper; 1:500 verdinnt) in Inkubationspuffer auf einem Falcon-Roller
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fur 5 Minuten mit Inkubationspuffer wurde ein horseradish
peroxidase (HRP)-gekoppelter, 1:5000 verdinnter Sekundérantikdrper (Ziege-anti-Maus) in
Inkubationspuffer hinzugefugt und fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur auf den Falcon-Roller
inkubiert. Nach erneutem Waschen (dreimal 5 Minuten mit Inkubationspuffer und einmal 5 Minute
mit H,O) wurden die Proteine mittels ECL Plus Detektionssystem (GE Healthcare) und
anschlieRender Autoradiographie detektiert (Abbildung 10).

10 x Transferpuffer
30,2 g (0,25 M) Tris; 144 g Glycin; ad 1000 mL H,0;
1 x Transferpuffer
800 mL H,0; 100 mL 10 x Transferpuffer; 100 mL Methanol
Blockpuffer
5 % Magermilchpulver in PBS
Inkubationspuffer
3 % Magermilchpulver in PBS

5.3. Molekularbiologische Methoden

5.3.1. Transformation von elektrokompetenten Bakterien

Die Vermehrung von Plasmiden geschah in E. coli-Bakterien des Stammes K12. Die Transformation
des verwendeten Bakterienstamms XL1-Blue MRF’ (Stratagene) erfolgte durch Elektroporation. Dazu
wurden 20 pL auf Eis aufgetaute, elektrokompetente Bakterien mit 1 pL Plasmidlésung vermischt und
in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (1 mm Spaltbreite) gegeben. Dann erfolgte die
Transformation bei 1500 V, 25 uF und 100 Q. Nachfolgend wurden die Bakterien sofort in 1 mL
SOC-Medium aufgenommen und unter Schiitteln fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurden circa
30 pL der Kultur auf eine LB-Platte mit 100 pg/mL Ampicillin gegeben und iber Nacht bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.
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5.3.2. Kultivierung von Bakterien in Flussigmedium

Von den auf der LB-Amp-Platte gewachsenen Kolonien wurde eine einzelne entnommen, in 400 mL
LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin Gberfuhrt und tber Nacht bei 37°C im Bakterienschittler

inkubiert.

5.3.3. Isolation von Plasmid-DNA und Glycerinkultur

Eine am Tag zuvor angeimpfte Ubernachtkultur in 400 mL LB-Amp-Medium wurde bei 5000 x g fiir
10 Minuten zentrifugiert und die Plasmid-DNA aus dem Bakterienpellet Gber DNA-Adsorptionsséulen
nach Herstellerangaben der Firma JETStar (JETStar Plasmid Purification System) isoliert.

Vor der Lyse der Bakterien wurden 10 mL der Bakterien entnommen, bei 6000 x g fir 5 Minuten
zentrifugiert, das Pellet in 1 mL LB-Medium mit 10 % Glycerin aufgenommen und diese

Glycerinkultur bei —80°C asserviert.

5.3.4. Analyse der aufgereinigten Plasmide

Nach der Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen wurde zundchst photometrisch die
Konzentration der DNA bestimmt. Hierzu wurde die Plasmid-DNA-L6sung 1 : 20 mit H,O verdunnt
und mittels Extinktionsmessung bei 260 nm analysiert. Uber die Absorption der Probe bei 280 nm
konnten zudem Aussagen (ber die Reinheit der isolierten DNA getroffen werden.

Zur Verifizierung der Plasmididentitdit wurde die DNA mit 5 verschiedenen Restriktions-
endonukleasen in den vom Hersteller (MBI-Fermentas bzw. New England Biolabs) empfohlenen
Pufferlésungen und unter den vom Hersteller vorgeschlagenen Bedingungen durchgefiihrt. Die
meisten Spaltungen wurden fur 1 bis 2 Stunden bei 37°C ausgeftihrt, und die eingesetzte Enzymmenge
betrug maximal 10 % des Gesamtvolumens. Der Erfolg der Spaltung wurde durch Auftrennung der

DNA-Fragmente in einem Agarosegel tberprift.

5.3.5. Agarosegel-Elektrophorese

Mit Hilfe dieser Methode kdnnen DNA-Fragmente der GréRe nach aufgetrennt und nachfolgend
sichtbar gemacht werden. Hierzu wurde ein 1 %iges Agarosegel in 1 x TAE-Puffer hergestellt, indem

die Agarose durch kurzes Aufkochen in Losung gebracht und anschlieRend auf 60°C abgekihlt wurde.

Dann wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,2 pg/mL) hinzugefiigt, welches in DNA interkaliert
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und diese bei Anregung mit UV-Licht fluoreszieren lasst. Das Gel wurde nachfolgend in eine
horizontale Gelapparatur gegossen, Ké&mme flr Geltaschen eingesetzt und fir > 15 Minuten
ausgekuhlt. Dann wurde die Kammer mit 1 x TAE-Puffer geflllt, die DNA-Proben mit 1/5 bis
1/10 Volumen DNA-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen geladen und bei <120 Volt
elektrophoretisch aufgetrennt. Die ethidiumbromidgefarbte DNA war nachfolgend unter UV-Licht
(Wellenldnge 254 nm) detektier- und fotografierbar. Zur Bestimmung der GrofRen der DNA-
Fragmente wurde ein Standard-DNA-GréRenmarker (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder von MBI-
Fermentas) mit aufgetrennt. Dies ermdglichte die eindeutige ldentifizierung des geschnittenen
Plasmids anhand des DNA-Bandenmusters.

1 %iges Agarosegel
1 % Agarose in 1 x TAE-Puffer
1 x TAE-Puffer
40 mM Tris/HCI pH 7,8; 5 mM NaAc; 1 mM EDTA
DNA-Ladepuffer
10 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,05 % Bromphenolblau; 10 % Glycerin
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6. Ergebnisse

6.1. Rekombinante Influenzaviren Typ A infizierten etablierte Zelllinien sehr effektiv

Um wichtige Parameter der Infektion von Zellen mit IVA zu definieren, wurden unter Verwendung
des in der Arbeitsgruppe von Prof. Gerd Hobom (Justus-Liebig-Universitat, Giessen) entwickelten
Verfahrens (Azzeh et al. 2001) rekombinante, flir GFP-kodierende IVA (IVA-GFP) hergestellt.

Durch die Inkubation von MDCK-Zellen, die als Modell-Zielzellen der IVA-Infektion gelten, mit
limitierenden Mengen an IVA-GFP, wurde der Titer der rekombinanten Viren bestimmt. Dieser gibt
die Anzahl infektioser, rekombinanter Viren pro Volumen an (siehe Methoden). Wenn nicht anders
angegeben, wurde in den folgenden Experimenten eine MOI von 3 verwendet, gleichbedeutend mit
3 infektidsen Viruspartikeln pro eingesetzter Zelle. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass alle
anfalligen Zellen wirklich infiziert wurden. Nachfolgend wurden neben MDCK- auch U1752-Zellen
eingesetzt, welche ebenfalls als Standard-Zielzellen der IVA-Infektion gelten. Beide Zelllinien wurden
unter Einsatz verschiedener MOI mit IVA-GFP infiziert und mittels FACS die GFP-Expression
gemessen. Diese diente in allen Experimenten als Marker fur eine produktive 1VA-Infektion. Wie zu
erwarten, waren bei einer MOI von 1 > 50 % der Zellen infiziert und der Anteil der infizierten Zellen
wuchs mit steigender MOI weiter an (Abbildung 5a).

LCL wurden durch in vitro-Infektion humaner, primarer B-Zellen mit EBV generiert und
reprasentierten immortalisierte, transformierte B-Zelllinien. In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe
konnte nachgewiesen werden, dass LCL sehr gut mit IVA-GFP infizierbar sind (Nimmerjahn et al.
2003). Um die Qualitat der in der eigenen Arbeit generierten Viruspraparationen weiter zu tberprufen,
wurden diese Zellen lymphoiden Ursprungs unterschiedlich lange mit IVA-GFP inkubiert und danach
mittels FACS die GFP-Expression detektiert. In Abbildung 5b (8 versus 16 Stunden Infektionszeit)
sind die Ergebnisse fir 3 verschiedene LCL (ALF, JM und EBV1.11) dargestellt.

Aus diesen Experimenten wurde ersichtlich, dass sowohl die Infektionsdauer als auch die MOI
Einfluss auf die Infektionsrate und GFP-Expression hatten. Bei den ALF- und JM-Zellen stieg die
Zahl der GFP-exprimierenden Zellen von 8 bis 16 Stunden nach Infektion deutlich an. Hingegen
zeigten MDCK, U1752 und EBV1.11-Zellen schon nach 8 Stunden eine > 90 %ige Infektion.
16 Stunden Infektion mit IVA-GFP steigerte die Infektionsrate dann nicht wesentlich, resultierte aber
in einem hoéheren Anteil toter Zellen (Daten nicht gezeigt). Dementsprechend reichte die eingesetzte
MOI aus, um alle Zelllinien innerhalb von 16 Stunden maximal zu infizieren. Geringere Virusmengen
fuhrten zu einem niedrigeren Anteil an GFP-positiven Zellen nach 8 Stunden, einem weiteren Anstieg
der Infektionsrate nach mehr als 8 Stunden und zu weniger toten Zellen nach Infektion (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 5. Infektion von MDCK, U1752 und verschiedenen, lymphoiden Zelllinien mit
rekombinanten, GFP-exprimierenden Influenzaviren Typ A

a) MDCK- und U1752-Zellen wurden verwendet, um die rekombinanten IVA-GFP zu testen. Hierzu wurden die
Zellen mit verschiedenen MOI infiziert und die Griinfluoreszenz als MaR fir die produktive Infektion der Zellen
im FACS detektiert. b) LCL von 3 verschiedenen Spendern (ALF, JM, EBV1.11) wurden unterschiedlich lang
(8 bzw. 16 Stunden) mit IVA-GFP infiziert (MOl = 3) und die Infektionsrate danach mittels Detektion der
Grinfluoreszenz im FACS untersucht (Zahlen in den Diagrammen = % der GFP-positive Zellen im FACS).
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Laut Literatur (Sidorenko and Reichl 2004) betragt der Replikationszyklus von IVA 8 bis 10 Stunden,
wobei erste Virionen schon nach 6 bis 8 Stunden freigesetzt werden und infizierte Zellen nach
ca. 12 Stunden post Infektion sterben. Um den Anteil toter Zellen zu minimieren, wurde nachfolgend
eine Infektionsdauer von 8 bis 10 Stunden gewahlt. Fir die spatere Untersuchung des IVA-induzierten
Zelltods wurde dagegen eine Infektionsdauer von > 12 Stunden verwendet. Da aufgrund des ,,von
Magnus Phanomens“ (v. Magnus 1954) durch den bevorzugten Einbau von GFP-RNA in die
Virionen, Viruspartikel mit geringerer Infektiositdt entstehen, wurden die Untersuchungen zum
virusinduzierten Zelltod vorwiegend mit dem H7N7-Wildtyp des IVA (IVA-wt) durchgefihrt.

6.2. Rekombinante Influenzaviren Typ A infizierten verschiedene Zellpopulationen des

peripheren Bluts

Um die Anfalligkeit von PBL flr eine Infektion mit IVA-GFP zu untersuchen, wurden PBL aus
frischem Vollblut durch Zentrifugation und anschlieBender Lyse der Erythrozyten mittels Salzpuffer
aufgereinigt. Nachfolgend wurden die PBL fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, die einzelnen
Populationen mit Hilfe von Oberflachenmolekdil-spezifischen, Phycoerythrin (PE) -gekoppelten
Antikorpern gefarbt und mittels FACS untersucht (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Infektion von  peripheren  Blutleukozyten mit rekombinanten,

GFP-exprimierenden Influenzaviren Typ A

Aus peripherem Blut wurden mittels Zentrifugation und anschlieRender Salzpuffer-Lyse der Erythrozyten PBL
isoliert und fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert (MOl = 3), anschlieBend wurden verschiedene
Oberflachenmarker mit spezifischen, PE-gekoppelten Antikdrpern geféarbt und im FACS untersucht.
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Keiner der untersuchten lymphoiden Zellpopulationen, weder CD4" oder CD8" T-Zellen noch CD19"
B-Zellen, waren ex vivo mit IVA-GFP infizierbar. Dagegen zeigten monozytare, CD14" Zellen genau
wie myeloische, CD11c" Zellen (z. B. DC und Makrophagen) und CD66acde” Zellen (Neutrophile)

eine Anfélligkeit fiir eine Infektion.

6.3. Aktivierte CD4" T-Zellen wurden durch rekombinante Influenzaviren Typ A

effektiv infiziert

Da die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB eine Voraussetzung fiir die produktive Infektion
von Burkitt-Lymphom-Zelllinien durch IVA ist (Nimmerjahn et al. 2004), und der NF-kB-Signalweg
in primédren Lymphozyten erst nach Antigenerkennung angeschaltet wird (Weil and Israel 2006),
beruhten die niedrigen Infektionsraten von lymphoiden Zellen womdglich auf einer niedrigen oder
fehlenden Aktivierung der Zellen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden aus peripherem Blut
uber Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation PBMC isoliert und mit Hilfe einer MACS CD4" und
CD8" T-Zellen aufgereinigt. Diese wurden dann durch anti-CD3- und anti-CD28-Antikorper aktiviert
(3 Tage) und anschlieBend mit IVA-GFP infiziert (10 Stunden). Um bei den so behandelten T-Zellen
zwischen CD8" und CD4" T-Zellen unterscheiden zu konnen, wurde das Gemisch unter Verwendung
eines PE-gekoppelten anti-CD4-Antikdrpers gefarbt und nachfolgend einer FACS-Analyse unterzogen
(Abbildung 7).
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Abbildung 7. Uber den CD3 und CD28 stimulierte T-Zellen des peripheren Blutes zeigten eine
weitaus hohere GFP-Fluoreszenz als nicht-aktivierte T-Zellen

Aus PBMC wurden CD4" und CD8" T-Zellen mittels MACS isoliert, durch anti-CD3- und anti-CD28-
Antikorper aktiviert (3 Tage) und anschlieBend mit IVA-GFP infiziert (10 Stunden). Dann wurden die Zellen mit
anti-CD4-PE-Antikorper gefarbt und im FACS untersucht.
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Beide Populationen zeigten nach Aktivierung eine deutlich erhéhte GFP-Fluoreszenz, gleichbedeutend
mit einer gesteigerten Anfalligkeit fir eine Infektion mit IVA-GFP. Fiir CD4" T-Zellen war dieser
Effekt noch ausgepragter als fir CD8" T-Zellen. Aus diesem Grund wurden anschlieRend zunéchst die
Eigenschaften von CD4" T-Zellen im Kontext einer Aktivierung und Infektion mit Hilfe des
rekombinanten IVA-GFP naher untersucht. Dafir wurden CD4" T-Zellen mit Hilfe einer CD4-MACS
aus PBMC isoliert und die Effizienz dieser Aufreinigung durch Férbung der isolierten Zellen mit
T-Zell-spezifischen Antikdrpern und nachfolgendem FACS Uberpruft. Abbildung 8 zeigt, dass mehr
als 98 % der isolierten Zellen die T-Zellmarker CD3 und CD4 exprimierten. Diese Kontrollen wurden
bei allen nachfolgenden T-Zellexperimenten durchgefiihrt und belegten eine Reinheit der T-Zellen von
> 97 %. In der ebenfalls getesteten Durchlauffraktion der MACS befanden sich hingegen kaum noch
CD4"* T-Zellen. Eine CD3™"™/CD4™"™_pgpuylation blieb zudem in der Durchlauffraktion zuriick.
Des Weiteren konnte durch die Farbung der Durchlauffraktion ausgeschlossen werden, dass die im

FACS verwendeten Antikorper alle PBMC-Populationen unspezifisch anfarbten.
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Abbildung 8. Die isolierten T-Zellen waren zu > 97 % CD3" und CD4*

Die aus PBMC durch CD4-MACS isolierten Zellen wurden mit CD3- und CD4-spezifischen Antikorpern gefarbt
und, wie exemplarisch fir 2 Spender gezeigt, im FACS untersucht. Auf gleiche Weise wurde die CD4-MACS-
Durchlauffraktion analysiert (FSC/SSC = forward scatter/side scatter).

Durch Stimulierung des T-Zellrezeptors (TCR) mit Hilfe des CD3-spezifischen Antikdrpers OKT3
und Kultivierung in IL-2-haltigem Medium (wenn nicht anders angegeben auch in den nachfolgenden
Experimenten verwendet), wurden die CD4" T-Zellen anschlieRend aktiviert. Nach 72-stiindiger
Aktivierung der T-Zellen mit OKT3 stiegen die IVA-GFP-Infektionsraten dramatisch an. Als
Kontrolle verwendete ruhende, nicht-aktivierte oder ausschlieBlich mit IL-2 behandelte T-Zellen

zeigten diese Anfalligkeit jedoch nicht (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Aktivierte CD4" T-Zellen waren deutlich anfalliger fur eine Infektion mit
rekombinantem Influenzavirus Typ A als ruhende, nicht-aktivierte CD4" T-Zellen

Aus PBMC isolierte CD4" T-Zellen wurden fiir jeweils 72 Stunden entweder mit einem anti-CD3-AntikGrper
und IL-2 aktiviert (CD3/IL2), nur in IL-2 gehalten [in a) und b) nicht gezeigt] oder ohne jeden Stimulus
inkubiert (nicht-aktiviert). Dann wurden die Zellen fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert und in a) im
Fluoreszenzmikroskop, aufgenommen mit flinfzigfacher ObjektvergréRerung, oder im FACS [b) und c)]
untersucht. Die Prozentangaben in b) entsprechen GFP-positiven Zellen. In a) und b) sind die Ergebnisse
exemplarisch fiir einen von 6 untersuchten Spendern aufgefiihrt. In ¢) sind die Resultate der mean fluorescence
intensity (MFI) fir CD4" T-Zellen von 2 von 6 untersuchten Spendern dargestellt. Die gates R4 und R5 in b)
wurden so gesetzt, dass sich bei nicht infizierten Zellen > 99 % der Zellen in R4 befanden (nicht dargestellt). Per
Definition entspricht deshalb R5 dem Prozentsatz an GFP-positiven, infizierten Zellen.
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In Abbildung 9a sind fluoreszenzmikroskopische Bilder der verschieden behandelten CD4" T-Zellen
gezeigt. Um die Unterschiede in der Grinfluoreszenz zu quantifizieren, wurden die Zellen im FACS
analysiert (Abbildung 9b). Abhédngig von der Infektionsdauer konnten bei CD3-aktivierten Zellen
Infektionsraten von > 50 % erhalten werden, wohingegen ruhende T-Zellen nur zu <5 % infizierbar
waren. Auch die mittlere Intensitat der Griinfluoreszenz von ruhenden und aktivierten T-Zellen,
gemessen als MFI, wies signifikante Unterschiede auf. Wéhrend der MFI-Wert von ruhenden,
infizierten gegenuber nicht-infizierten Zellen meist nur das Zwei- bis Dreifache betrug, war er bei
aktivierten, infizierten Zellen circa zehnmal so hoch (Abbildung 9¢c). Ein Induktion der
T-Zellproliferation mit IL-2 war hingegen alleine nicht in der Lage die Anfélligkeit der T-Zellen fur
eine IVA-Infektion zu steigern und lieferte vergleichbare Ergebnisse wie fir nicht-aktivierte T-Zellen
(ohne anti-CD3-Antikorper und ohne I1L-2) (Abbildung 9c). Eine zusétzliche Stimulation mittels
anti-CD28-Antikorper erhohte den Anteil GFP-positiver T-Zellen weder im OKT3-aktivierten noch im
nicht-aktivierten Kontext (Daten nicht gezeigt) und wurde deshalb nachfolgend nicht mehr verwendet.
Die Resultate konnten durch dhnliche Ergebnisse in unabhangigen Experimenten mit 6 verschiedenen

Spendern verifiziert werden (reprasentative Ergebnisse fur 2 Spender zeigt Abbildung 9c).

6.4. Die Grunfluoreszenz der Zielzellen wurde durch die produktive Infektion und nicht

durch rekombinantes Protein im Virusiberstand verursacht

Aufgrund des Herstellungsverfahrens waren Verunreinigungen der verwendeten Virusiberstande mit
GFP nicht auszuschlieBen. Deshalb war es wichtig sicherzustellen, dass es sich bei den bisherigen
Ergebnissen wirklich um eine produktive Infektion mit IVA-GFP und nicht um eine Beladung der
Zellen mit GFP aus dem Virusiberstand handelte. Hierzu wurde zunédchst die Menge an GFP im
Virusiberstand durch Western-Blot-Analysen bestimmt (Abbildung 10) und dann gleiche Mengen an
rekombinant-hergestelltem und aufgereinigtem GFP aktiv auf die Zielzellen geladen. Dies flhrte nicht
zu dem beobachteten Anstieg der GFP-Fluoreszenz. Abbildung 11a zeigt dieses Experiment am
Beispiel aktivierter CD4" T-Zellen. In einem weiteren Experiment wurden aktivierte und nicht-
aktivierte CD4" T-Zellen (Abbildung 11b) sowie LCL (Daten nicht gezeigt) fir < 1 Stunde mit IVA-
GFP inkubiert und dann im FACS untersucht. Innerhalb dieser kurzen Inkubationszeit sollte eine reine
Beladung mit rekombinantem Protein gut erkennbar sein. Jedoch zeigte sich bei keiner der getesteten
Zellen eine so ausgepragte Grunfluoreszenz wie nach 6- bis 8-stiindiger Inkubation. In einem dritten
Ansatz wurde IVA-GFP mit Hitze (60 Minuten bei 60°C) oder mit UV-Licht (50 bzw. 100 mJ/cm?)
behandelt, beides in einer Dosis, welche zur Inaktivierung des Virus fuhrte ohne die fluoreszierenden
Eigenschaften des GFP zu beeintrachtigen. Abbildung 11c zeigt, dass die Grunfluoreszenz der
Zielzellen durch Inaktivierung des Virus verloren ging, was belegte, dass die Grinfluoreszenz von der
Infektion der Zielzellen mit IVA-GFP und nicht von einer mdglichen Beladung mit freiem,

rekombinanten Protein abhing.
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Virusiberstand rekombinantes GFP
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Abbildung 10. Untersuchung der Menge freien, rekombinanten Proteins im Virusuberstand

Verschiedene Mengen an IVA-GFP-Uberstand (uL) und definierte Mengen an rekombinantem GFP (ng) wurden
mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen, das
GFP durch einen GFP-spezifischen Priméarantikdrper und einen HRP-gekoppelten Sekundarantikorper markiert
und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Das GFP im Virusiiberstand (24 kD) ist etwas kleiner als das
rekombinante GFP, welches einen zusétzlichen Histidin-Tag zur Aufreinigung tréagt.

6.5. Parameter der aktivierungsabhangigen Infektion von CD4" T-Zellen mit

rekombinanten Influenzaviren Typ A

Um Parameter zu definieren, welche fir eine aktivierungsabhangige Infektion von CD4" T-Zellen mit
IVA-GFP wichtig sind, sollte die notwendige Dauer von Aktivierung und Infektion sowie die

notwendige Starke des Stimulus bestimmt werden.

6.5.1. Maximale Infizierbarkeit von CD4" T-Zellen 60 bis 72 Stunden nach Aktivierung

Begonnen wurde mit der Untersuchung der Frage, wie lange ein Stimulus gegeben werden muss, um
CD4" T-Zellen maximal anfallig fiir eine IVA-Infektion zu machen. Hierzu wurden CD4" T-Zellen
aus peripherem Blut isoliert, nachfolgend fir 0 bis 84 Stunden aktiviert und danach jeweils fur
9 Stunden mit IVA-GFP infiziert. Der Anteil griner Zellen wurde per FACS-Analyse bestimmt. Dies
ist exemplarisch fur 2 von 6 Spendern in Abbildung 12a gezeigt. Ein Anstieg der Infizierbarkeit,
gemessen anhand der Grunfluoreszenz, war spenderabhdngig nach 36 bis 48 Stunden Aktivierung zu
sehen. Ein Maximum wurde nach 60 bis 72 Stunden erreicht. Danach stieg der Prozentsatz infizierter
Zellen nicht mehr signifikant an. Bei der Aktivierung uber mehr als 72 Stunden nahm jedoch der
Anteil toter Zellen in der in vitro-Kultur zu, was bei der Interpretation der Ergebnisse beruicksichtigt
werden muss. Neben dem Anteil GFP-positiver Zellen war auch die MFI in den verschiedenen
Ansatzen sehr unterschiedlich. Wahrend sich die MFI bei ruhenden, infizierten CD4" T-Zellen kaum

veranderte, stieg sie bei aktivierten CD4" T-Zellen um mehr als das Finffache an (Abbildung 12b).
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Abbildung 11. Die Grunfluoreszenz der aktivierten CD4" T-Zellen beruhte auf einer

produktiven Infektion mit IVA-GFP und nicht auf Proteintransfer

CD4" T-Zellen aus peripherem Blut wurden 72 Stunden mit anti-CD3-Antikérpern und IL-2 aktiviert und
nachfolgend fiir die angegebene Dauer [0, 1 (b) oder 9 Stunden (a und c)] mit verschieden préaparierten 1VA-
GFP [unbehandelt (a bis c), hitzeinaktiviert (c), UV-bestrahlt mit 50 mJ/cm® oder 100 mJ/cm? (c)] (je 3 MOI)
bzw. vergleichbaren Mengen an aufgereinigtem GFP (a) inkubiert oder nicht weiter behandelt (a bis c).

Nachfolgend wurden die Zellen im FACS vermessen.
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Abbildung 12. Kinetik der aktivierungsabhangigen Infektion von CD4" T-Zellen mit
rekombinantem Influenzavirus Typ A

Aus dem Blut isolierte CD4* T-Zellen wurden fiir 0 bis 84 Stunden mit OKT3-Antikérper und IL-2 aktiviert
(CD3/1L2) oder ruhend gehalten (Kontrolle), dann 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert und abschlielend im FACS
analysiert. In a) wurde der Anteil GFP-positiver T-Zellen, in b) die MFI Uber den angegebenen
Untersuchungszeitraum gemessen. Es sind exemplarisch die Ergebnisse fir 2 von 6 untersuchten Spender
dargestellt.

6.5.2. Die Starke des Stimulus war entscheidend fir eine erhéhte Anfalligkeit von CD4" T-Zellen

fur eine Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Neben der Wirkung einer unterschiedlichen Aktivierungsdauer sollte auch der Einfluss unterschiedlich
starker Stimuli auf die Infektionsrate der CD4" T-Zellen untersucht werden. Hierzu wurden CD4"
T-Zellen aus PBMC isoliert, tber 60 Stunden mit unterschiedlichen Mengen an anti-CD3-Antikorper
aktiviert, weitere 9 Stunden mit IVA-GFP inkubiert und schlieflich im FACS analysiert. Der
Aktivierungsgrad der CD4" T-Zellen wurde 24 Stunden nach Aktivierungsbeginn mittels ELISA tber
die Konzentration von ausgeschuttetem IFN-y im Kulturlberstand gemessen (Abbildung 13). Dabei
zeigte sich eine positive Korrelation der Starke des Stimulus (Menge an eingesetztem OKT3-
Antikorper) mit dem Aktivierungsgrad (IFN-y-Ausschiittung) (Abbildung 13a) und der Infektionsrate
der CD4" T-Zellen (Rate der GFP-positiven Zellen) (Abbildung 13b). Ein sprunghafter Anstieg der
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Infektionsrate war bei erreichen der maximalen Aktivierung zu beobachten, wahrend eine suboptimale
Aktivierung keinen signifikanten Einfluss auf den Anteil der infizierten, griinfluoreszierenden Zellen
hatte. Im Vergleich zur Zytokin-Ausschittung war der Anstieg der Infizierbarkeit aber erst bei
hoheren anti-CD3-Antikorper-Mengen zu detektieren. Somit scheinen fir die Infektionsanfélligkeit
starkere T-Zellaktivierungssignale von Noten zu sein, als fur die Induktion der Zytokinsekretion.
Spenderabhangig wurde bei Antikdrpermengen von > 0,5 pg pro Ansatz entweder weiter ein Plateau
(Abbildung 13) oder ein Abfall (Abbildung 25) von Infektionsrate und Zytokinkonzentration
beobachtet. Beides ware mit einer Uberstimulation der T-Zellen und nachfolgendem activation
induced cell death (AICD) erklarbar. Fir die nachfolgenden Experimente wurde die Starke des
Stimulus deshalb, wenn nicht anders angegeben, im friihen Plateau-Bereich gewdahlt (0,3 ug

Antikorper pro Ansatz).
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Abbildung 13. Korrelation der Starke des Stimulus mit dem Aktivierungsgrad und der
Infektionsrate der infizierten CD4" T-Zellen

Aus peripherem Blut isolierte CD4" T-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an OKT3-Antikorper
stimuliert. a) 24 Stunden nach Aktivierungsbeginn wurde die IFN-y—Konzentration im Kulturiiberstand mittels
ELISA detektiert (PHA = Positivkontrolle). b) 60 Stunden nach Aktivierungsbeginn wurden die T-Zellen mit
IVA-GFP infiziert und 9 Stunden spéater der Anteil GFP-positiver Zellen als MaR der Infektionsrate im FACS
gemessen. Gezeigt sind die représentativen Ergebnisse fiir 2 der insgesamt 5 untersuchten Spender. Lediglich bei
maximaler Stimulation (> 0,5 ug OKT3-Antikorper) zeigten sich Unterschiede (siehe Text).
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6.5.3. Die Dauer des Stimulus beeinflusste ebenfalls die Anfalligkeit der CD4" T-Zellen fir eine

Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Um zu klaren, ob ein kiirzerer Stimulus mit anschlieRender, stimulationsfreier Phase ahnliche
Ergebnisse liefert, wie eine durchgehender Stimulation, wurden CD4" T-Zellen iber einen Zeitraum
von 0 bis 72 Stunden aktiviert, dann der Stimulus entzogen und die Zellen bis zur Untersuchung nach
einer Gesamtzeit von 72 Stunden in T-Zell-Medium ohne OKT3-Antikorper weiterkultiviert. Erst
danach wurden alle CD4" T-Zellen fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert (Abbildung 14).

Bereits bei einer Aktivierung tber 12 bis 24 Stunden und anschlieBender Ruhephase von 60 bzw.
48 Stunden war ein Teil der CD4" T-Zellen infizierbar. Jedoch fiihrten Iangere Phasen der Aktivierung
und entsprechend kiirzere Ruhephasen zu einer noch hoheren Infektionsrate. Dies deutete auf eine
direkte Korrelation zwischen der Dauer der T-Zellaktivierung und der Infizierbarkeit der Zellen hin.
Alternativ ware es auch vorstellbar, dass das Aktivierungssignal, welches die T-Zellen fiur die IVA-
Infektion anfallig macht, sehr kurzlebig ist bzw. dass die Infizierbarkeit der T-Zellen in langeren

Ruhephasen nach Aktivierung wieder abnimmt.
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Abbildung 14. Die Anfalligkeit der CD4" T-Zellen stieg mit der Dauer der Aktivierung an

Aus peripherem Blut isolierte CD4" T-Zellen wurden fiir 0 bis 72 Stunden mit anti-CD3-Antikorper aktiviert,
dann dem Stimulus entzogen und flir den Rest einer Beobachtungszeit von 72 Stunden in nicht-aktivierendem
Medium gehalten. Danach wurden alle T-Zellen fiir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert und im FACS vermessen.
Kontroll-T-Zellen wurden wéhrend des gesamten Experiments in nicht-stimulierendem Medium gehalten.
Infektion und Vermessung erfolgten wie bei den aktivierten T-Zellen nach Kultur tiber 72 Stunden. Dargestellt
sind exemplarisch die Ergebnisse fiir 2 von 5 untersuchten Spendern.
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6.5.4. Bei langerer Infektionsdauer und Einsatz einer htheren MOI stieg die Infektionsrate, aber
auch der Anteil an toten CD4" T-Zellen

Wie schon in Abschnitt 6.1. gezeigt, kénnen Dauer der Infektion und MOI den gemessenen Anteil
GFP-positiver Zellen und somit die detektierte Infektionsrate stark beeinflussen. Deshalb wurde in
einer Reihe von zusétzlichen Experimenten untersucht, wie sich eine langer als 9-stindige
Infektionsdauer auf die Infektionsraten von CD4" T-Zellen auswirkten und ob durch langere
Infektionszeiten verstéarkt zytopathische Effekte auftraten.

Abbildung 15 zeigt Unterschiede der fluoreszenzmikroskopischer Bildes bei einer Infektionsdauer von
10 gegeniiber 24 Stunden. Die langere Infektionsdauer flihrte zu einer verstarkten Griinfluoreszenz der
aktivierten CD4" T-Zellkulturen. Dies konnte daran liegen, dass in dieser Zeit pro Zelle mehr GFP
exprimiert wurde und/oder dass mehr Zellen infiziert wurden.

Um die Ergebnisse zu quantifizieren und Aussagen uber die Ursache der erhohten Griinfluoreszenz
treffen zu konnen, wurden die infizierten T-Zellen zusétzlich im FACS untersucht. Abbildung 16
zeigt, dass mit langerer Infektionsdauer sowohl die Anzahl der GFP-positiven CD4" T-Zellen als auch
die Anzahl der Pl-positiven, toten Zellen [PI-positiv und im linken Teil des FSC/SSC lokalisiert (rote
Ellipse)] anstieg.

10 Stunden IVA-GFP 24 Stunden IVA-GFP

100pum 100pum

Abbildung 15. Zunahme der Griinfluoreszenz von CD4" T-Zellen nach 10- versus 24-stiindiger
Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Aus Blut isolierte CD4* T-Zellen wurden fiir 60 Stunden mit OKT3-Antikorper aktiviert und nachfolgend fiir
10 bzw. 24 Stunden mit IVA-GFP infiziert. Die Infektion der Zellen wurde mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops, aufgenommen mit einer flinfzigfachen ObjektvergroRerung, detektiert und
dokumentiert.
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Abbildung 16. Anstieg der grinfluoreszierenden wie auch Pl-positiven, toten T-Zellen nach 24
versus 10 Stunden Infektion von CD4" T-Zellen mit IVA-GFP

Die wie in Abbildung 15 behandelten CD4" T-Zellen wurden im FACS vermessen. Mit der roten Ellipse sind die
Pl-positiven Zellen im FSC/SSC (forward scatter/side scatter) markiert.

Fur die beobachtete Zunahme der Infektionsrate und Rate an toten Zellen mit zunehmender
Infektionsdauer war moglicherweise die Infektion einer groReren Anzahl von Zellen verantwortlich.
Da die rekombinanten Viren aufgrund des bereits erwéahnten ,,von Magnus Phanomens® (v. Magnus
1954) nur noch wenige Nachkommen produzieren bzw. kaum lytisch wirken (Nimmerjahn et al.
2003), ist es unwahrscheinlich, dass eine Infektion von noch nicht befallenen Zellen durch
freigesetzte, rekombinanten Viren die alleinige Erklarung bot. Es war eher anzunehmen, dass neben

rekombinantem Virus auch IVA-wt in der IVA-GFP-Préparation vorhanden war. IVA-infizierte Zellen
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werden nach einer Infektionsdauer von etwa 12 Stunden lysiert (Sidorenko and Reichl 2004). Die
zytopathischen Effekte des IVA-wt konnten somit gut erkldren, warum es nach langerer
Infektionsdauer zu einem relativen Anstieg der lebendigen, GFP-positiven Zellen kam.

Um die Effekte einer langeren Infektionsdauer auf die Infektionsrate noch detaillierter zu untersuchen,
wurde eine Kinetik Gber 0 bis 24 Stunden durchgefiihrt. Dabei wurden die CD4" T-Zellen vor der
Infektion mit IVA-GFP fur nur 48 Stunden mittels OKT3-Antikorper aktiviert, um den nicht-IVA-
abhéngige Zelltod in vitro zu minimieren. Wie in Abbildung 17a dargestellt, war bereits nach einer
Infektionsdauer von 6 Stunden eine erhdhte Infektionsrate zu erkennen. Sie stieg innerhalb der
néchsten Stunden weiter an, wobei die Effekte spater als 12 Stunden wahrscheinlich wieder auf eine
Kombination von vermehrter GFP-Expression und Absterben von IVA-wt-infizierten T-Zellen
zuriickzufiihren waren.

Auch die MOI beeinflusste den Anteil GFP-positiver CD4" T-Zellen nach Virusinfektion. Eine
Erhdhung der MOI fiihrte zu einem Zuwachs der infizierten T-Zellfraktion. Dieser Effekt war bei den

aktivierten CD4" T-Zellen viel starker ausgepragt als bei den nicht-aktivierten Zellen (Abbildung 17b).

a) b)

80 R0

—@— Spender 1 (CD3/11.2) ok —m—cD3IL2

70 7
= O  Spender 1 (Kontrolle) =) 0  unaktiviert
S el § 60 -
£ —@— Spender 2 (CD3/IL2) &
= 0T = Spender 2 (Kontrolle) = %
5 5
g 40 ;:a 40
3 n 30 [~
+ 30 pE
:
© 20 20

10 10

O
S0 0
0 1 1 1 1 0 Il 1 1 ]
0 2 4 6 9 12 24 0 13 33 6,6
Infektionsdauer (in Stunden) mudtiplicity of infection (MOI)

Abbildung 17. Der Anteil der grunfluoreszierenden CD4" T-Zellen steigt mit langerer
Infektionsdauer und héherer MOI deutlich an

Aus peripherem Blut aufgereinigte CD4" T-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit OKT3-Antikorper aktiviert oder
nicht-aktiviert in Kultur gehalten und nachfolgend mit IVA-GFP in a) fir 0 bis 24 Stunden (MOI = 3) oder in b)
fur 9 Stunden mit verschiedenen MOI infiziert. Die Analyse der GFP-positiven T-Zellen erfolgte im FACS.
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6.6. Der Wildtyp des Influenzavirus Typ A induzierte Zelltod in aktivierten, jedoch
kaum in ruhenden CD4" T-Zellen

Um die Zeitabhangigkeit des Wildtyp-induzierten T-Zellsterbens eingehender zu untersuchen, wurden
CD4" T-Zellen nach 60-stiindiger Aktivierung fir verschieden lange Zeitspannen mit gleichen
Mengen an IVA-wt (MOI 3) infiziert und der infektionsabhéngige Zelltod untersucht.

Die Ergebnisse von einem von insgesamt 4 Spendern sind in Abbildung 18 zusammengefasst. Die
Infektion der aktivierten CD4" T-Zellen mit IVA-wt filhrte nach 24 gegentiber 0 und 9 Stunden zu
einem massiven Zuwachs der toten Zellfraktion. Der zeitabhangige Anstieg des induzierten Zelltods
war nach Infektion mit IVA-wt gegeniiber IVA-GFP wesentlich deutlicher (Abbildung 18a). Dies
unterstrich die reduzierte Replikationsfahigkeit des rekombinanten IVA-GFP, sprach aber weiterhin
fir Verunreinigungen der rekombinanten Viruspraparationen mit IVA-wt. Nicht-aktivierte CD4"
T-Zellen wiesen hingegen selbst nach 24-stiindiger Infektion mit IVA-wt kaum zytotoxische Effekte
auf (Abbildung 18b). Aktivierte, nicht-infizierte T-Zellen zeigten innerhalb der 24 Stunden keinen
Zuwachs an toten Zellen (Abbildung 18a, oben). Dies belegte, dass der beobachtete Zelltod durch die
Infektion selbst und nicht durch eine Aktivierung der T-Zellen oder die alleinige Kultur der Zellen
invitro ausgelost wurde. Da die Infektion aktivierter CD4" T-Zellen mit IVA-wt trotz massiver
Induktion von Zelltod keinerlei Autofluoreszenz induzierte (Abbildung 18), konnte auch
ausgeschlossen werden, dass der im FACS beobachtete Anstieg der aktivierten, GFP-positiven
T-Zellpopulation (vgl. Abbildung9 und 11 bis 17) auf eine Autofluoreszenz toter Zellen
zuriickzufiihren war.

Um im Detail zu sehen, wie sich der Anteil der toten Zellen mit der Dauer der IVA-Infektion anderte,
wurden CD4" T-Zellen mit oder ohne aktivierende Stimuli (OKT3-Antikdrper, 1L-2) tber 48 Stunden
kultiviert und dann in einer Kinetik fur 0 bis 24 Stunden mit IVA-GFP oder IVA-wt infiziert.
Abbildung 19 zeigt die reprasentativen Ergebnisse fur 2 von 4 untersuchten Spendern. Wahrend es erst
24 Stunden nach Infektion mit IVA-GFP zu einem deutlich erhdhten Anteil toter Zellen innerhalb der
aktivierten CD4" T-Zellen kam, war bereits 9 Stunden nach Infektion mit IVA-wt ein Abfall der
lebendigen Zellen um zirka 30 % zu sehen, was den kurzen Replikationszyklus von [VA-wt
widerspiegelt (Sidorenko and Reichl 2004). Der Anteil toter Zellen wuchs nach Infektion mit IVA-wt
stetig weiter an, so dass 24 Stunden nach Infektion spenderabhangig nur noch 10 bis 20 % der CD4"
T-Zellen lebten. Dies Ubertraf bei Weitem die zytopathische Wirkung des IVA-GFP (Abfall auf 30 bis
40 % lebendige Zellen in 24 Stunden).

Interessant war auch die Betrachtung der nicht-aktivierten T-Zellen. Ahnlich wie in Abbildung 18
wird aus Abbildung 19 ersichtlich, dass ruhende CD4" T-Zellen insgesamt einen wesentlich
geringeren Anteil an toten Zellen aufwiesen. Erst 24 Stunden nach Infektion stieg der Anteil leicht an,

aber auch zu diesem Zeitpunkt waren noch mehr als zwei Drittel der T-Zellen lebendig.
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Abbildung 18. Inkubation von aktivierten CD4" T-Zellen mit Wildtyp des Influenzavirus Typ A
fur langer als 9 Stunden induzierte Zelltod in den aktivierten, nicht jedoch in ruhenden Zellen

Aus peripherem Blut isolierte CD4" T-Zellen wurden fiir 60 Stunden a) mit OKT3-Antikorper aktiviert oder b)
nicht-aktiviert in Kultur gehalten. Nachfolgend wurden diese T-Zellen fur 0 Stunden [nur in b) gezeigt], fur
9 Stunden [nur in a) gezeigt] bzw. fiir 24 Stunden mit IVA-wt infiziert und der Anteil toter Zellen im FACS
ermittelt [Tote Zellen sind Pl-positiv bzw. im linken Teil des FSC/SSC (forward scatters/side scatters) als rote

Ellipsen markiert].

Seite 64



Ergebnisse

Aktivierte CD4" T-Zellen verhielten sich somit insgesamt &ahnlich wie die untersuchten,
transformierten Zelllinien, bei denen eine verlangerte Infektionsdauer und eine hohere MOI ebenfalls
zu einer erhohten Anzahl an GFP-, aber auch Pl-positiven Zellen gefiihrt hatte. Ruhende CD4"
T-Zellen dagegen lieRen sich kaum infizieren und fihrten auch nach langerer Infektionsdauer und bei

hoherer MOI zu einem nur geringfiigig erhéhten Anteil an toten Zellen.
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Abbildung 19. Eine langere Infektionsdauer erhdhte den Anteil toter Zellen in der aktivierten,
aber kaum in der nicht-aktivierten T-Zellpopulation

Aus Blut isolierte CD4" T-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit OKT-3-Antikdrper aktiviert (CD3/1L2) oder nicht-
aktiviert (Kontrolle) in Kultur gehalten und dann fur 0 bis 24 Stunden mit IVA-GFP bzw. IVA-wt infiziert.
Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis fiir 2 Spender. In beiden Fallen nimmt der Anteil der mittels FACS als
lebend definierten Zellen mit zunehmender Infektionszeit ab.

6.7. CD4" Gedéachtnis-T-Zellen waren nach Aktivierung deutlich anfalliger fir eine
Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A als naive CD4" T-Zellen

Da in den bisherigen Experimenten selbst nach sehr starker Stimulation nie alle CD4" T-Zellen durch
IVA infiziert wurden, stellte sich die Frage, ob mdglicherweise nur bestimmte
CD4" T-Zellsubpopulationen fiir eine IVA-Infektion anfallig sind.

CD4" T-Zellen im peripheren Blut werden unterteilt in naive Zellen, die noch keinen Antigenkontakt
hatten und Geddachtnis (memory)-Zellen, die ihrem Antigen schon begegnet sind. Diese beiden
Subpopulationen lassen sich (ber ihre Oberflaichenmolekille CD45RA (naiv) und CD45RO
(Gedachtnis) unterscheiden und aufreinigen. Hierdurch bot sich die Gelegenheit zu untersuchen, ob es
bei naiven CD45RA" CD4" T-Zellen und CD45RA™ CD4" Gedachtnis-T-Zellen nach Aktivierung
Unterschiede in der Anfélligkeit fiir eine Infektion mit IVA-GFP gab.
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Um dieser Frage nachzugehen, wurden zunachst CD4" T-Zellen durch MACS-Negativselektion aus
PBMC aufgereinigt. In der Durchlauffraktion dieser Ansétze fanden sich bei Kontrollanalysen > 98 %
CD3" CD4" T-Zellen. Die isolierten CD4" T-Zellen wurden nachfolgend in naive (CD45RA") und
Gedéachtnis-Zellen (CD45RA") separiert. Die Reinheit der sortierten Populationen wurde mit Hilfe von
anti-CD45RA- und anti-CD45RO-Antikorpern untersucht.

Wie in Abbildung 20 gezeigt, war eine komplette Trennung der beiden Subpopulationen mit dieser
Methode nicht moglich. Allerdings gelang eine Anreicherung, die ausreichen sollte, um mdgliche
Unterschiede in der Infizierbarkeit der beiden Populationen zu detektieren. Spenderabhdngig lag die
Anreicherung der naiven T-Zellen (CD45RA") bei 70 bis 90 %, die der Gedachtnis-T-Zellen
(CD45RA", aber CD45R0O") bei ca. 90 %.

Nachfolgend wurden die einzelnen CD4" T-Zellpopulationen mit anti-CD3-Antikorper und IL-2
aktiviert. Das Mengenverhaltnis von CD45RA" und CD45RO" Zellen blieb auch nach der Aktivierung
erhalten (Abbildung 20b). Eine Verdnderung des Verhaltnisses von naiven zu Geddchtnis-T-Zellen
nach Aktivierung ware z. B. bei Proliferation der schon voraktivierten Gedéachtnis-T-Zellen durchaus
denkbar gewesen und hétte die Aussage Uber die Infizierbarkeit der beiden Einzelpopulationen
verfélscht.

Um den Einfluss der Aktivierungsdauer zu studieren, wurden die CD45RA bzw. CD45RO
angereicherten CD4" T-Zellen von 2 verschiedenen Spendern den gleichen Kinetiken unterzogen, wie
die unseparierten CD4" T-Zellen. Die Zellen wurden hierfir fiir 0 bis 84 Stunden aktiviert und dann
sofort infiziert (Abbildung 21). Dies lieferte flr beide Spender jeweils dhnliche Ergebnisse. Zum einen
konnte weder bei den naiven noch bei den Gedéchtnis-T-Zellen eine signifikante Infektion nicht-
aktivierter Zellen verzeichnet werden. Zum anderen zeigte sich bei den aktivierten Zellen ein
deutlicher Unterschied zwischen naiven und Gedachtnis-T-Zellen. Die naiven CD4" T-Zellen waren
nach 72-stundiger Aktivierung zu 14 % und nach 84-stiindiger Aktivierung zu 14 bis 18 % infizierbar.
Die aktivierten Gedé&chtnis-T-Zellen hingegen wiesen 72 und 84 Stunden nach Aktivierungsbeginn
eine Infizierbarkeit von tber 30 % bzw. (ber 45 % auf. Wenn zudem in Betracht gezogen wird, dass
die Aufreinigung der naiven T-Zellen nicht vollstandig funktioniert hatte (70 bis 90 % Reinheit) und
dementsprechend mit einer Kontamination von mehr als 10 % Geddachtnis-T-Zellen in der naiven,
CD45RA" Fraktion zu rechnen war, ist es moglich, dass der Unterschied zwischen naiven und
Gedéachtnis-T-Zellen in Wirklichkeit noch groRer war.

Auffallig war dartiber hinaus, dass die Gedachtnis-T-Zellen bereits friiher nach Aktivierung anfallig
fur eine IVA-Infektion wurden als naive T-Zellen. Aus diesem Grund sollte eine Anschlusskinetik die
Frage klaren, ob es bei naiven und Geddchtnis-T-Zellen Unterschiede gab bezlglich der
Stimulationsdauer, die fur eine Infektion notwendig war. Hierzu wurden Experimente in Anlehnung an
Abschnitt 6.5.3. (Seite 59) durchgefiinrt. CD45RA™ bzw. CD45RA™ CD4" T-Zellen wurden fiir 0 bis
72 Stunden aktiviert und anschlieBend ohne Stimulus bis zur zeitgleichen Infektion mit IVA-GFP nach
72 Stunden weiter kultiviert. Die Infektion mit IVA-GFP lief ber 9 Stunden (Abbildung 22).
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Abbildung 20. Separation von CD45RA" CD4" und CD45RO" CD4" T-Zellen

Aus PBMC wurden CD4" T-Zellen mittels einer CD4-MACS-Negativselektion aufgereinigt und mit einer
nachfolgenden MACS-Positivselektion in CD45RA™ CD45 RO~ naive und CD45RA™ CD45 RO Gedéchtnis-
T-Zellen separiert. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse fiir 2 Spender. a) Der Erfolg dieser MACS-basierten
Trennung der beiden Populationen wurde durch Féarbung der Zellen mit spezifischen Antikdrpern gegen CD3
(FITC-gekoppelt) sowie CD45RA und CD45RO (PE-gekoppelt) im FACS verifiziert. b) In einer zweiten Reihe
von Experimenten wurden die isolierten CD4" Populationen nach 72-stiindiger Aktivierung mit OKT3-
Antikorpern im FACS auf eine Expression von CD3 und CD45RA untersucht, um zu dokumentieren, dass die
erfolgte Aktivierung die Mengenverhéltnisse in den einzelnen Subpopulationen kaum verandert hatte.
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lieBen sich deutlich besser mit

rekombinantem Influenzavirus Typ A infizieren als CD4" naive T-Zellen

Aus dem peripheren Blut isolierte CD45RA* CD45 RO™ naive und CD45RA™ CD45 RO* Gedachtnis (memory) -
T-Zellen wurden fiir 0 bis 84 Stunden mit OKT3-Antikérper und IL-2 stimuliert oder nicht stimuliert, dann
9 Stunden mit IVA-GFP infiziert und abschliefend im FACS untersucht. Die maximale Infektionsrate wurde

nach 72 bis 84 Stunden erreicht.
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Abbildung 22. Mit zunehmender Aktivierungsdauer stieg die Infizierbarkeit mit rekombinantem
Influenzavirus Typ A fiir CD4" Gedachtnis-T-Zellen deutlicher an als fiir naive CD4" T-Zellen

CD45RA" CD45 RO ~ naive und CD45RA™ CD45 RO Gedichtnis (memory)-T-Zellen von 2 verschiedenen
Spendern wurden fir 0 bis 72 Stunden mit anti-CD3-Antikdrper aktiviert, dann dem Stimulus entzogen und fiir
72 Stunden abzuglich der Aktivierungszeit in nicht-aktivierendem Medium kultiviert. Danach wurden alle
T-Zellen fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert und im FACS vermessen. Die Infizierbarkeit korrelierte bei
beiden Populationen der beiden Spender mit der Aktivierungsdauer und war bei Gedéchtnis-T-Zellen

ausgepragter.
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Auch bei der differentiellen Analyse der Aktivierungsdauer lieBen sich die CD45RA- CD45RO"
Gedachtnis-T-Zellen weitaus besser infizieren als die CD45RA" CD45RO™ naive Population der
CD4" T-Zellen. Die jeweils maximalen Infektionsraten lagen bei 30 % bzw. 10 %. Ahnlich wie fiir die
CD4" Gesamtpopulation (vgl. Abbildung 14) stieg auch bei den beiden Subpopulationen der Anteil
der infizierbaren Zellen mit steigender Aktivierungsdauer bzw. kiirzerer Ruhephase an, bei naiven

CD4" T-Zellen jedoch in geringerem MaRe.

6.8. CD4" T-Zellen, infiziert mit rekombinantem Influenzavirus Typ A, exprimierten
das Oberflachenantigen CD25, ohne dass alle CD25" T-Zellen infiziert wurden

Die im Vergleich zu naiven T-Zellen deutlich héheren Infektionsraten bei Geddchtnis-T-Zellen
bestitigte die Hypothese, dass bestimmte Subpopulationen der CD4" T-Zellen besonders anfallig fiir
die IVA-Infektion sein konnten. Jedoch wurden wiederum nicht alle Zellen der Subpopulationen
infiziert, so dass sich die Frage stellte, ob weitere Untergruppen mit besonders hoher
Infektionsanfalligkeit identifiziert werden konnten. Zusétzliche Experimente zielten deshalb darauf ab,
Zusammenh&nge  zwischen der Infektionsanfélligkeit und der  Expression  weiterer
Oberflachenmolekiile der CD4" T-Zellen aufzudecken.

Auf der Suche nach diesen Markern wurden aufgereinigte CD4" T-Zellen fir 24 bis 72 Stunden
aktiviert, mit IVA-GFP infiziert und mittels spezifischer Antikérper im FACS auf die Expression
verschiedener Oberflachenmarker hin untersucht. Das Augenmerk lag auf einer mdglichen Korrelation
der GFP-Expression bzw. IVA-GFP-Infektion mit der Expression bestimmter Oberflachenmarker,
sowie der gleichzeitigen Detektion einer Zellpopulation, welche keine Grinfluoreszenz und auch
keine Oberflachenexpression des untersuchten Marker zeigte. Eingesetzt wurden Antikorper gegen die
Oberflachenmarker OX40 (CD134), CD40L (CD154), CD28 und CD25, da fir diese Marker eine
aktivierungsabhangige bzw. T-Zell-populationsabhangige Expression vorbeschrieben war.

Wiéhrend die Oberflachenexpression der meisten verwendeten Marker kaum oder nur sehr schwach
mit der IVA-GFP-Infektion der untersuchten CD4" T-Zellen korrelierte, wurde fir CD25 ein
deutlicherer Zusammenhang beobachtet. Bereits 48 Stunden, aber besonders 60 Stunden nach
Aktivierung, waren nach IVA-GFP-Infektion und Farbung mit einem PE-gekoppelten anti-CD25-
Antikorper 2 Populationen zu erkennen. Die CD25 Zellen waren auch GFP-negativ, wohingegen sich
die CD25" Zellen zu uber 40 % GFP-positiv zeigten. Mit langerer Infektionsdauer (24 anstelle von
9 Stunden) konnte der Anteil an GFP-positiven CD25" CD4" T-Zellen auf > 60 % erhoht werden. Bei
den CD25™ CD4" T-Zellen war hingegen mit steigender Infektionszeit kein signifikanter Anstieg der
GFP-Positivitat zu beobachten (Abbildung 23).

Zusammenfassend bedeuten diese Befunde, dass die IVA-GFP-infizierten CD4" T-Zellen CD25"
waren. Der Umkehrschluss, dass alle CD25" Zellen mit IVA-GFP infiziert wurden galt jedoch nicht.
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Abbildung 23. CD4" T-Zellen, die mit rekombinantem Influenzavirus infiziert wurden,
exprimierten das Oberflachenantigen CD25, ohne dass alle CD25" T-Zellen infiziert wurden

CD4" T-Zellen wurden fiir 60 Stunden mit OKT3-Antikorper aktiviert und nachfolgend fiir 9 bzw. 24 Stunden
mit IVA-GFP infiziert. Danach wurden die Zellen mit einem CD25-spezifischen, PE-gekoppelten Antikdrper
gefarbt und im FACS untersucht.

6.9. Auch CD8" T-Zellen wurden nach Aktivierung anfallig fur eine Infektion mit

Influenzavirus Typ A

Aufgrund der Bedeutung der CD4" T-Zellen im Rahmen der IVA-Infektion lag der Hauptfokus der
Untersuchung der aktivierungsabhangigen Infektion von T-Zellen zunachst auf CD4" T-Zellen. Es war
jedoch naheliegend, diese Fragestellung auch auf den anderen wichtigen Zweig der
T-Zellimmunantwort auszudehnen und CD8" T-Zellen zu untersuchen. Dafiir wurden die gewonnenen
Erkenntnisse in Bezug auf geeignete Parameter und Methodik zur Analyse einer IVA-Infektion auf
ber MACS-isolierte, CD8" T-Zellen angewandt. Die Aufreinigung dieser Zellen war nicht so effizient
wie die fir CD4" T-Zellen, jedoch konnte auch hier regelmaRig eine Reinheit von > 90 % erzielt
werden (Abbildung 24).

Die isolierten CD8" T-Zellen wurden zunachst mit verschiedenen Mengen anti-CD3-Antikorper
aktiviert, um den Zusammenhang zwischen Aktivierungsstarke (gemessen als IFN-y—Konzentration
im Zellkulturliberstand) und der Infizierbarkeit mit IVA-GFP zu untersuchen. Die Ergebnisse der IFN-
y-ELISA und der FACS-Analysen zur Infektion von aktivierten CD8" T-Zellen mit IVA-GFP
(MOI = 3) sind in Abbildung 25 zusammengefasst. Zum Vergleich wurden parallel auch CD4"
T-Zellen derselben Spender untersucht.

Die Aktivierung von CD8" T-Zellen mit steigenden Mengen an anti-CD3-Antikérpern flihrte zu einem

ahnlich ausgepragten Anstieg der IFN-y-Konzentration im Zellkulturliberstand wie bei den CD4"
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T-Zellen. Die IFN-y-Konzentrationen in den Kulturiiberstanden der CD8" T-Zellen waren jedoch — vor
allem beim Einsatz geringer Antikdrpermengen — bis zu doppelt so hoch (Abbildung 25a). Ebenso wie
bei CD4" T-Zellen wurde bei Einsatz von 0,05 bis 0,1 ug OKT3-Antikorper pro Ansatz ein Plateau
erreicht. Allein aufgrund der &hnlichen IFN-y-Ausschittung ware eine IVA-GFP-Anfalligkeit der
CD8" T-Zellen vergleichbar mit der von CD4" T-Zellen oder sogar starker zu erwarten gewesen. Dies
war jedoch nicht der Fall (Abbildung 25b). Die CD8" T-Zellen waren bei gleicher Aktivierung
maximal halb so gut infizierbar wie die CD4" T-Zellen (10 bis 25 % gegeniiber 30 bis 50 % GFP-
positive Zellen), meist sogar wesentlich schlechter.

Diese Ergebnisse lieBen vermuten, dass die Kinetik der Aktivierung und IVA-GFP-Infektion von
aktivierten CD8" T-Zellen moglicherweise signifikante Unterschiede zu der von aktivierten CD4"
T-Zellen aufwies. Ruhende CD8" T-Zellen verhielten sich wie ruhende CD4" T-Zellen und waren

kaum infizierbar.
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Abbildung 24. Uber MACS-Positivselektion aufgereinigte CD8" T-Zellen zeigten eine Reinheit von
ca. 95 %

Aus PBMC isolierte CD8" Zellen wurden mit FITC-gekoppelten, CD3- und PE-gekoppelten, CD8-spezifischen
Antikorpern gefarbt und im FACS untersucht (FSC/SSC: forward scatter/side scatter).
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Abbildung 25. Aktivierungsabhangige Infizierbarkeit von CD8" T-Zellen

Aus peripherem Blut isolierte CD8" und CD4" T-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an OKT-3-
Antikorper stimuliert. a) 24 Stunden nach Start der Aktivierung wurde die IFN-y-Konzentration im
Zellkulturiberstand mittels ELISA gemessen. b) 60 Stunden nach Start der Aktivierung wurden die T-Zellen mit
IVA-GFP infiziert und die Infektionsrate im FACS analysiert.

Um einen tieferen Einblick in die Aktivierung und Infizierbarkeit von CD8" T-Zellen zu erlangen,
wurde nachfolgend eine weitere Kinetik durchgefiihrt. CD8" T-Zellen wurden aus peripherem Blut
isoliert, fir O bis 72 Stunden mit 0,3 pg OKT3-Antikorper pro Ansatz aktiviert (groRere Mengen
flihrten zu abnehmender Infizierbarkeit) und nachfolgend fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert. Bereits
48 Stunden nach Beginn der Aktivierung waren mehr als 50 % der stimulierten CD8" T-Zellen tot,
nach einer anschlieenden Infektion mit IVA-GFP sogar mehr als 60 % (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurden die CD8" T-Zellen in weiteren Experimenten flir nur 48 Stunden aktiviert,
fiir 0 bis 24 Stunden mit IVA-GFP infiziert und anschliefend im FACS analysiert (Abbildung 26).
Diese Experimente ergaben, dass auch bei aktivierten CD8" T-Zellen der Anteil an GFP-positiven
Zellen mit der Lange der Infektionsdauer zunahm. Nicht-aktivierte CD8" T-Zellen wurden selbst
24 Stunden nach Infektion mit IVA-GFP nicht wesentlich besser infiziert als nach <4 Stunden.
Dementsprechend gilt das Phdnomen der aktivierungsabhangigen Infektion mit IVA-GFP auch fir
CD8" T-Zellen (Abbildung 26a). Allerdings waren CD4" T-Zellen nach gleicher Aktivierung und
Infektion zwei- bis finfmal besser infizierbar (siehe Abbildung 17). Die MFI war bei CD8" T-Zellen
um den Faktor 2 bis 3 niedriger als bei CD4" T-Zellen und sank nach einem Maximum bei 6-stindiger
Infektionsdauer wieder ab (Abbildung 26Db).

Seite 72



Ergebnisse

a)“ i b) —m— Spender 1 (CD3/IL2) —4p— Spender 2 (CD3/IL2)
35 250 - Spender 1 (Kontrolle Spender 2 (Kontroll
—&— Spender 1 (CD3/IL2) - S ( PO kol
- El 0 Spender 1 (Kontrolle) E
2 < 200 |-
ER —— Spender 2 (CD3/IL.2) g
-§ ol >~ Spender 2 (Kontrolle) -§ 150
N 15 - ¢
e g 100 |-
& 10 B
GRS g
)
g sof 0
5=
oGO0
0 0 1 1 1 1 1 L .

2 0 2 4 6 9 12 24
Infektionsdauer (in Stunden) Infektionsdauer (in Stunden)

Abbildung 26. Aktivierte CD8" T-Zellen zeigten nach Infektion mit rekombinantem
Influenzavirus Typ A eine erhohte, jedoch nicht so hohe GFP-Fluoreszenz wie CD4" T-Zellen

Aus peripherem Blut aufgereinigte CD8" T-Zellen wurden fir 48 Stunden mit OKT3-Antikérper und 1.2
aktiviert (CD3/IL2) oder nicht-aktiviert (Kontrolle) in Kultur gehalten und nachfolgend fiir O bis 24 Stunden mit
IVA-GFP infiziert. Die Analyse der GFP-positiven T-Zellen erfolgte im FACS. Dargestellt ist a) der Anteil
GFP-positiver Zellen und b) die MFI in Abhangigkeit von der Infektionsdauer.

Zusétzlich wurde auch der IVVA-induzierte Zelltod untersucht. Hierzu wurden 1IVA-GFP oder IVA-wt
verwendet, um 48 Stunden aktivierte CD8" T-Zellen fiur 0 bis 24 Stunden zu infizieren
(Abbildung 27). Diese Experimente ergaben, dass CD8" T-Zellen nach 48 Stunden Aktivierung einen
weitaus groReren Prozentsatz an toten Zellen aufwiesen als CD4" T-Zellen. Wahrend bei CD4*
T-Zellen der Anteil an toten Zellen bei nicht-aktivierten und fir 48 Stunden-aktivierten Zellen
vergleichbar war (Abbildung 19), zeigten aktivierte im Vergleich zu nicht-aktivierten CD8" T-Zellen
> 50 % mehr Zelltod. Dieser Unterschied vergrdfRerte sich darliber hinaus noch weiter nach Zugabe
von IVA-GFP. Wie auch fiir CD4" T-Zellen beobachtet (Abbildung 18/19), war dieser Unterschied
noch ausgepragter, wenn IVA-wt verwendet wurde. Aktivierte, nicht-infizierte CD8" T-Zellen zeigten
innerhalb der 24 Stunden keinen weiteren Anstieg der toten Zellen (Daten nicht gezeigt), so dass der
Zelltod, wie bei CD4" T-Zellen, durch die Infektion und nicht durch die Aktivierung der T-Zellen oder
die in vitro-Kultur ausgeldst wurde.

Zusammengefasst verdeutlichen diese Experimente, dass auch CD8" T-Zellen nach Aktivierung viel
anfalliger fir eine IVA-Infektion und vor allem fur einen IVA-induzierten Zelltod waren. Ruhende
CD8" T-Zellen zeigten diese erhohte Anfalligkeit, dhnlich wie ruhende CD4" T-Zellen, in viel
geringerem Ausmal’ (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Aktivierte CD8" T-Zellen starben rasch nach Infektion mit rekombinantem
Influenzavirus Typ A, wahrend ruhende CD8" T-Zellen wesentlich resistenter waren.

CD8" T-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit OKT3-Antikorper und 1L2 aktiviert (CD3/IL2) oder nicht-aktiviert
(Kontrollen) in Kultur gehalten und dann fiir 0 bis 24 Stunden mit IVA-GFP oder IVA-wt infiziert. Dargestellt
ist der durch FACS ermittelte Anteil lebender Zellen nach der jeweiligen Infektionsdauer.

6.10. Auch B-Zellen lielen sich aktivierungsabhéngig mit Influenzavirus Typ A

infizieren

Wie in Abbildung 6 dargestellt, zeigten ruhende B-Zellen eine nur geringe Infektion mit IVA-GFP. Im
Gegensatz dazu waren LCL sehr gut infizierbar, was als Hinweis auf eine aktivierungsabhéngige
Infektionsanfalligkeit angesehen werden konnte. Als weiterer wichtiger Zelltyp der adaptiven
Immunantwort war deshalb auch fur B-Zellen die Untersuchung einer aktivierungsabhéngigen
Infektion mit IVA sehr interessant. Zu diesem Zweck wurden B-Zellen mittels CD19-MACS aus
PBMC isoliert und mit oder ohne Aktivierung einer IVA-GFP-Infektion zugefihrt (Abbildung 28).

Um eine aktivierungsabhéngige Infektion von B-Zellen zu untersuchen, wurden aus primaren B-Zellen
durch die wdchentliche Stimulation mit CD40L und IL-4 sogenannte B-Blasten generiert. Diese
wurden zunéchst per FACS auf B-Zell-typische Oberflachenmarker hin untersucht (Abbildung 28a).
Die B-Blasten waren >95 % positiv fur die B-Zellmarker CD19 und CD20, und fur HLA-DR,
welches als Marker fur APC gilt. Um eine Aktivierung der B-Zellen zu erreichen, wurden sie 7 Tage
nach der letzten Stimulation entweder mit CD40L, mit I1L-4 oder mit einer Kombination der beiden
stimuliert. 2 Tage nach Aktivierung wurden die Zellen fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert
(MOI =3). Um die B-Blasten im FACS von potentiell noch vorhandenen, CD40L-exprimierenden
Stimulatorzellen (L1) unterscheiden zu kénnen, wurden sie nach der Infektion mittels anti-HLA-DR-
Antikorper gefarbt. Die murine Zelllinie L1 ist HLA-DR-negativ (Abbildung 28a). Als

Negativkontrolle wurden unbehandelte B-Blasten sowie frisch isolierte primére B-Zellen und als
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Positivkontrolle LCL mitgefiihrt. Wie erwartet lielen sich LCL gut und primare B-Zellen nur marginal
mit IVA-GFP infizieren. Unstimulierte B-Blasten (Tag 9) sowie Blasten, die entweder mit CD40L
oder mit IL-4 stimuliert worden waren, wiesen ebenfalls keine signifikante Infizierbarkeit auf.
Dagegen zeigten B-Blasten, welche uber 2 Tage mit einer Kombination von CD40L und IL-4
behandelt worden waren, erhéhte Infektionsraten (Abbildung 28b).
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Abbildung 28. Auch B-Zellen wurden aktivierungsabhangig von IVA-GFP infiziert

a) Durch mehrfach wéchentliche Stimulation von CD19-selektionierten B-Zellen aus dem peripherem Blut mit
CD40L-exprimierenden L1-Zellen und IL-4 wurden B-Blasten generiert und diese nach Farbung mit B-Zell-
spezifischen (anti-CD20-FITC, anti-CD19-PE), T-Zell-spezifischen (antiCD4-PE, anti-CD8-PE) und APC-
spezifischen Antikorpern (anti-HLA-DR-PE) im FACS analysiert. Gleichzeitig wurde auch die Expression von
HLA-DR auf den L1-Stimulatorzellen untersucht. b) Frisch isolierte B-Zellen, unstimulierte B-Blasten (Tag 9
nach der letzten Stimulation) und LCL sowie mit CD40L, IL-4 oder einer Kombination der beiden Uber 2 Tage
stimulierte B-Blasten (Tag 2) wurden fir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert oder nicht infiziert und nach HLA-
DR-Farbung im FACS analysiert. Gemessen wurde der Anteil HLA-DR- und/oder GFP-positiver Zellen (Pfeil =
GFP-positive B-Blasten).
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In weiterfihrenden, nicht gezeigten Experimenten wurde nachfolgend eine Reihe von B-Blasten
verwendet, welche schon mehr als 150 Tage in Kultur waren und nachweislich wahrend dieser Zeit
ihren EBV-negativen Status behalten hatten (,,Langzeit-B-Blasten). Mit diesen Experimenten sollte
verifiziert werden, dass die erhaltenen Ergebnisse nach Kurzzeitstimulation wirklich auf die
gegebenen Stimuli und nicht auf Auswachsen von EBV-positiven Zellen zuriickzufiihren waren.

Die ,,Langzeit-B-Blasten* wurden zundchst an Tag 2 bzw. Tag 9 nach Restimulation mit IVA-GFP
infiziert und der Anteil von GFP-positiven Zellen im FACS gemessen. Die Tendenz, dass B-Zellen am
Tag 2 nach Stimulation besser infizierbar waren als am Tag 9 nach Stimulation, bestétigte sich auch
mit den ,Langzeit-B-Blasten“. Der Unterschied in der Infizierbarkeit von restimulierten zu nicht-
restimulierten B-Blasten lag zwischen Faktor 3 und 10.

Die Differenzen beziiglich der Infizierbarkeit der ,,Langzeit-B-Blasten“ waren einen Tag spater, d.h.
an Tag 3 bzw. Tag 10 nach Stimulation, schon sehr viel geringer und bei einigen B-Blastenlinien
kaum noch detektierbar. Die konnte darauf hinweisen, dass die aktivierungsabhangige Infizierbarkeit
von B-Blasten sehr schnell wieder verloren gegangen war.

Mdoglicherweise bewirkte die Stimulation tGber CD40 und den IL-4-Rezeptor ein vergleichsweise
schwécheres oder kurzzeitigeres Aktivierungssignal als die Stimulation des T-Zellrezeptors durch den
OKT3-Antikdrper. Ob eine Stimulation des B-Zellrezeptors zu ahnlichen Infektionsraten wie bei
T-Zellen fuhren kann, ist momentan noch ungeklart. Dennoch zeigten diese Experimente, dass
B-Zellen nach Stimulation mit CD40L und IL-4 unabhdngig vom EBV-Status eine erhdhte
Anfélligkeit fiir eine Infektion mit IVA aufwiesen.

6.11. Die Aktivierung von CD4" T-Zellen mittels mixed lymphocyte reactions fiihrte zu

einer erhohten Anfélligkeit fur eine Infektion mit Influenzavirus Typ A

Die bisher verwendeten Stimuli zur Aktivierung von T-Lymphozyten waren artifiziell. Um
experimentell zu Uberprifen, ob eine Aktivierung von T-Zellen Uber physiologische Stimuli ebenfalls
zu einer deutlich erhdhten Infizierbarkeit fiihrte, wurden sogenannte mixed lymphocyte reactions
(MLR) durchgefuhrt. Hierbei wird ausgenutzt, dass etwa 10 % der T-Zellen eines Individuums gegen
APC eines Spenders mit nicht-identischem HLA-Typus reagieren. Diese allogene Reaktivitat der
T-Zellen beruht auf der Erkennung von ,,fremden®“ HLA-Molekilen. Die mit Abstand potentesten
APC sind DC, da diese in hohem MafRe MHC-Molekille und co-stimulatorische Molekiile
exprimieren, welche nicht nur fir die Antigenerkennung, sondern auch fur eine Aktivierung der
T-Zellen essentiell sind.

Aus diesem Grund wurden DC aus peripherem Blut isoliert, in vitro gereift, mittels FACS
phénotypisiert (Abbildung 29) und schlieBlich in nachfolgenden MLR zur zellbasierten Aktivierung
von T-Zellen eingesetzt (Abbildung 30).
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Abbildung 29. Phanotyp der generierten Dendritschen Zellen

Aus PBMC generierte DC wurden nach ihrer Reifung mittels spezifischer, FITC (CD3, CD80 und DC-SIGN)
oder PE (CD4, CD8, CD11c CD19, CD56, CD83, CD86 und TCR)-gekoppelter Antikorper auf die angegebenen
Oberflachenmarker hin untersucht. Die Tabelle unterhalb der Abbildung fasst die erhaltenen Ergebnisse
zusammen.

Abbildung 29 zeigt, dass die generierten DC eine Vielzahl von DC-typischen Oberflachenmolekiilen
aufwiesen, hierunter auch die co-stimulatorischen Marker CD80 und 86 sowie die DC-Marker
DC-SIGN, CD11c und CD83. T- und B-Zellmarker wurden nicht detektiert, so dass von einer guten
Reinheit der DC ausgegangen werden konnte.

Diese DC wurden anschlieBend dazu verwendet, entweder eigene (autologe) CD4" T-Zellen oder
fremde (allogene) CD4" T-Zellen eines unverwandten Spenders zu stimulieren. Die CD4" T-Zellen
wurden fur diesen Zweck wie oben beschrieben aus PBMC isoliert. In Abbildung 30 ist exemplarisch
ein reprasentatives Beispiel der Experimente gezeigt, bei denen DC von Spender 1 mit CD4" T-Zellen
von Spender 1 (autolog) oder Spender 2 (allogen) co-kultiviert wurden. In einem inversen Ansatz
wurden DC von Spender 2 verwendet, um CD4" T-Zellen von Spender 2 (autolog) oder Spender 1
(allogen) zu stimulieren. Um Unterschiede visualisieren zu konnen, wurde im FSC/SSC auf aktivierte
CD4" T-Zellen eingestellt (Gate R7). Die so selektierten, aktivierten CD4" T-Zellen zeigten eine
erhohte Anfalligkeit fur eine Infektion mit IVA-GFP. Dies war sowohl im autologen als auch im
allogenen Kontext der Fall. Allogene Kulturen wiesen jedoch in beiden Féallen eine héhere Anzahl an

aktivierten und auch infizierten CD4" T-Zellen auf als die autologen Ansitze.
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Eine Aktivierung von CD4" T-Zellen mittels anti-CD3-Antikérpern und gleichzeitiger Co-Kultur mit
allogenen DC zeigte keinen signifikant additiven Effekt beztglich der Infizierbarkeit der T-Zellen mit
IVA-GFP (Daten nicht gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass beide Stimulationsmethoden eine

maximale Aktivierung desselben Signalweges der T-Zellen bewirkten.
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Abbildung 30. Mit allogenen Dendritischen Zellen aktivierte CD4" T-Zellen zeigten eine stark
erhohte Anfalligkeit fur eine Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Aus PBMC von 2 unverwandten Spendern wurden zum einen DC generiert und zum anderen CD4" T-Zellen
mittels MACS isoliert. Die gereiften DC wurden nachfolgend in MLRs eingesetzt, um autologe T-Zellen
desselben Spenders oder allogene T-Zellen eines unverwandten Spenders mit nicht-identischem HLA-Typus zu
stimulieren. Nach 60-stiindiger Co-Kultur wurde das T-Zell-DC-Gemisch fiir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert.
Nachfolgend wurden die Zellen zur besseren Unterscheidung von T-Zellen und DC mit einem PE-gekoppelten,
TCR-spezifischen Antikdrper angefarbt und im FACS untersucht (FSC/SSC: forward scatter/side scatter)
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6.12. Die antigenspezifische Aktivierung von CD4" T-Zellen fiihrte zu einer gesteigerten

Anfalligkeit fur eine Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Neben frisch isolierten T-Zellen standen auch antigenspezifische CD4" T-Zellklone zur Verfiigung.
Diese boten gegeniiber dem allogenen Ansatz den Vorteil einer hohen und vor allem spezifischen
Erkennung eines definierten Antigen-MHC I1-Komplexes.

Um die generelle Reaktivitat und Anfélligkeit verschiedener T-Zellklone fiir eine Infektion mit IVA-
GFP zu untersuchen, wurden diese zunachst unspezifisch mit humanen feeder-Zellen (bestrahlte
PBMC) und PHA in T-Zell-Medium mit 20 U/mL IL-2 stimuliert und dann an verschiedenen Tagen
nach dieser unspezifischen Restimulation fiir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert. Nach Farbung mit
einem PE-gekoppelten anti-CD4-Antikdrper, um die T-Zellen von noch vorhandenen Stimulatorzellen
unterscheiden zu kénnen, wurden die Zellen im FACS analysiert (Abbildung 31). Alle verwendeten T-
Zellklone zeigten nach Aktivierung eine erhdhte Infizierbarkeit mit IVA-GFP. Je nach Klon und
Stimulation setzte diese jedoch unterschiedlich schnell ein, variierte in ihrer Dauer und war zudem
abhéngig vom Wachstumsverhalten der T-Zellen und &uBeren Faktoren wie einem Mediumwechsel.
Allen gemeinsam war jedoch die Tendenz einer abnehmenden Infizierbarkeit mit langerer
Kultivierung ohne Restimulation. Tag 14 bis 18 nach Stimulation war die Infektion der T-Zellklone
signifikant niedriger als kurz nach Aktivierung. Auf der anderen Seite wurde jedoch ersichtlich, dass
diese T-Zellklone, im Gegensatz zu ruhenden T-Zellen aus dem Blut, einen gewissen Grad einer
»,Voraktivierung” besaflen und dass schon moderate Signale (z.B. in Form von IL-2 in neuem

Medium) zu einer Reaktivierung fihren konnten.

Experiment [ Experiment II
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Abbildung 31. CD4" T-Zellklone zeigten ebenfalls eine aktivierungsabhangige Anfalligkeit fur
eine Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Mittels PHA und humanen feeder-Zellen stimulierte CD4" T-Zellklone wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Stimulation fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, die T-Zellen mit PE-gekoppeltem anti-CD4-Antikdrper
markiert und die Infektionsrate Uber den Anteil GFP-positiver Zellen im FACS detektiert. Gezeigt ist der
Prozentsatz an infizierten T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Restimulation, dargestellt flir jeweils
4 verschiedene T-Zellklone aus 2 unabhangigen Experimenten.
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Fur einige T-Zellklone wurde anschlief3end eine Kinetik der IVA-GFP-Infektion durchgefihrt, bei der
die T-Zellen 5 Tage nach Restimulation fir 0, 6, 10 bzw. 20 Stunden mit IVA-GFP infiziert und dann
im FACS untersucht wurden (Abbildung 32).

Die Anzahl der GFP-positiven T-Zellen nahm mit der Dauer der Infektion um den Faktor 3 bis 5 zu.
Insgesamt zeigten die CD4" T-Zellklone erwartungsgemaR ein ahnliches Verhalten wie frisch aus dem
Blut isolierte und dann aktivierte CD4" T-Zellen, waren jedoch aufgrund ihrer Voraktivierung

wesentlich schneller nach Stimulation infizierbar.
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Abbildung 32. Auch bei CD4" T-Zellklonen stieg der Anteil an infizierten Zellen mit langerer
Infektionsdauer an

Verschiedene T-Zellklone wurden 5 Tage nach unspezifischer Stimulation fiir 0, 6, 10 und 20 Stunden mit IVA-
GFP infiziert und der Anteil der GFP-positiven Zellen im FACS ermittelt.

Um die Antigenspezifitat der vorhandenen CD4" T-Zellklone zu nutzen und in vitro einer in vivo-
ahnlichen, zellbasierten Aktivierung von T-Zellen mdglichst nahe zu kommen, wurden in einer
weiteren Reihe von Experimenten CD4" T-Zellklone mit peptidbeladenen, autologen APC aktiviert.
Hierzu wurden die T-Zellklone am Tag 14 nach der letzten Restimulation verwendet, da diese Zellen
den geringsten Hintergrund an Aktivierung und IVA-GFP-Infizierbarkeit zeigten (Abbildung 31) und
zugleich eine noch ausreichende Viabilitat aufwiesen. Zudem wurde neben dem relevanten Peptid,
welches im MHC-Klasse Il1-Kontext von dem jeweiligen T-Zellklon erkannt wurde, auch ein
irrelevantes Kontrollpeptid auf APC beladen und zur Stimulation der T-Zellklone eingesetzt
(Tabelle 3). Hiermit sollte kontrolliert werden, ob auch ein unspezifischer Stimulus zur Aktivierung
der T-Zellen fuhrte, wie es in Abbildung 31 fur einige T-Zellklone der Fall war. Die verwendeten,
relevanten oder irrelevanten Peptide als einziger variabler Parameter sollten eine saubere
Untersuchung der antigenspezifischen Aktivierung und Infektion von T-Zellklonen erlauben. Als APC
wurden LCL mit definiertem HLA-Status genutzt. Um deren Auswachsen zu verhindern, wurden die
LCL nach Peptidbeladung tber Nacht mit 80 Gray (Gy) bestrahlt und dann peptidspezifische T-Zellen
zugesetzt. Nach 24 Stunden Co-Kultur wurden die Zellen fiir 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, die
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T-Zellen (lber CDA4-PE-Farbung markiert und im FACS analysiert. Die mittels Bestrahlung
inaktivierten APC waren in der Lage CD4" T-Zellklone peptidspezifisch zu aktivieren. APC mit
relevantem Peptid konnten die entsprechenden T-Zellklone so stimulieren, dass nachfolgend bis zu
dreimal mehr T-Zellen infizierbar waren als bei Verwendung der gleichen APC, beladen mit
irrelevantem Peptid (Daten nicht gezeigt).

Jedoch wiesen die bestrahlten APC selbst noch eine gewisse Infizierbarkeit mit IVA-GFP auf. Um
eine Verfalschung der Ergebnisse durch GFP-positive APC auszuschlieRen, wurden die LCL in
Nachfolgeexperimenten, nach der Peptidbeladung tiber Nacht, mit 0,5 %iger Paraformaldehyd-Ldsung
fixiert, was eine produktive IVA-Infektion unterband, mit einer spezifischen Antigenprésentation
jedoch nicht interferierte. Die so inaktivierten LCL wurden dann in gleicher Form zur Aktivierung von
CD4" T-Zellklonen verwendet. In Tabelle 3 sind die genutzten Kombinationen von APC, Peptiden und

T-Zellklonen aufgefihrt.

T-Zellklon APC Relevantes Peptid Irrelevantes Peptid

E3C (5H11) LCL-IM EBNA-3C (3C-F300) E89I

GBEZ2 (3C7) LCL-GB GB-EBNA2 E89I

GBE2 (3C7) ALF-LCL GB-EBNA2 E89I
GBE3C (3H10) LCL-GB GB-EBNA3C E89I
GBE3C (3H10) ALF-LCL GB-EBNA3C E89I

Tabelle 3. Verwendete Kombinationen von Antigenprasentierenden Zellen, Peptiden und
CD4" T-Zellklonen

Dargestellt sind die verwendeten Kombinationen aus CD4" T-Zellklonen, verwendeten APC mit definiertem
HLA-Status und die genutzten, relevanten (vom jeweiligen T-Zellklon erkannten) und irrelevanten Epitope in
Peptidform. Die Ergebnisse der in rot markierten Kombination sind in Abbildung 33 dargestellt.

Nach 24-stiindiger Co-Kultur wurden die Gemische von APC und CD4" T-Zellklonen ebenfalls fiir
9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, die T-Zellen mit Hilfe eines anti-CD4-PE-Antikorpers spezifisch
gefarbt und nachfolgend mittels FACS analysiert. Die Resultate sind in Abbildung 33
zusammengefasst.

T-Zellklone, welche mit autologen APC plus relevantem Peptid stimuliert wurden, waren nachfolgend
bis zu zehnmal besser mit IVA-GFP infizierbar als die gleichen T-Zellklone ohne Stimulation mit
APC oder co-kultiviert mit den gleichen APC plus irrelevantem Peptid unter ansonsten identischen
experimentellen Bedingungen. Dies ist exemplarisch fir den T-Zellklon GBE3C (3H10) in
Abbildung 33 dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden auch beobachtet, wenn allogene LCL mit
passendem HLA-Typ als APC verwendet wurden (im Fall von GBE3C neben LCL-GB auch
ALF-LCL).

Insgesamt belegten diese Experimente eine erhohte Anfalligkeit von CD4" T-Zellen fir eine

nachfolgende IVA-Infektion auch im Kontext der antigenspezifischen, zellbasierten Aktivierung.
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Abbildung 33. Antigenspezifisch-stimulierte CD4" T-Zellklone zeigten eine stark erhohte
Anfalligkeit fir eine Infektion mit rekombinantem Influenzavirus Typ A

Autologe APC wurden zunéchst tiber Nacht mit einem relevanten oder irrelevantem Peptid (Tabelle 3) beladen,
dann mit einer 0,5 %iger Paraformaldehyd-Losung fixiert und nachfolgend zur Stimulation des CD4" T-
Zellklons GBE3C (3H10) verwendet. Nach 24-stiindiger Co-Kultur wurden die T-Zellen (einzeln bzw. in Co-
Kultur mit APC) fur 9 Stunden mit IVA-GFP infiziert, dann mit Hilfe eines PE-gekoppelten anti-CD4-
Antikorpers gefarbt und im FACS untersucht. Exemplarisch dargestellt ist die in Tabelle 3 rot markierte
Kombination aus APC, T-Zellklon und Peptiden (FSC/SSC: forward scatter/side scatter).

6.13. Nach Infektion mit Influenzavirus Typ A préasentieren primare B-Zellen die

viralen Antigene wesentlich schlechter auf MHC-Klasse Il als Lymphoblastoide

B-Zelllinien von demselben Spender

Die beschriebenen, aktivierungsabhéngigen Unterschiede in der Infizierbarkeit von T- und
B-Lymphozyten warfen die Frage auf, an welchem Punkt die IVA-Infektion in nicht-aktivierten
Lymphozyten unterbrochen ist.

Um zu untersuchen, ob IVA in nicht-aktivierten Lymphozyten noch das endosomale Kompartiment
erreicht, wurde ein indirektes Nachweisverfahren eingesetzt. LCL und primére B-Zellen vom gleichen

Spender wurden dabei mit steigenden Mengen an IVA-GFP beladen und anschlieBend die Erkennung
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dieser virusbeladenen Zellen mit einem autologen CD4" T-Zellklon abgefragt, welcher das
IVA-Protein M1 erkennt. Das in Virionen vorhandene Matrixprotein M1 wird nach Endozytose der
Viren in Peptide gespalten und diese auf MHC-Klasse II-Molekiilen auf der Zelloberflache an
M1-spezifische CD4" T-Zellen préasentiert. Neben unbehandelten wurden auch UV-inaktivierte Viren
verwendet. Durch die Virusinaktivierung wurde sichergestellt, dass kein weiteres M1-Protein im
Rahmen der Virusvermehrung in permissiven Zellen gebildet wird. Durch diesen experimentellen
Ansatz konnte somit Uberprift werden, ob nicht-aktivierte B-Zellen VA noch rezeptorvermittelt in
Endosomen aufnehmen konnen. Als Beladungs- und Présentationskontrolle konnte zudem auf
rekombinant-hergestelltes M1-Protein zurlickgegriffen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in
Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34. Nicht-aktivierte, priméare B-Zellen waren im Gegensatz zu lymphoblastoiden
B-Zelllinien nicht in der Lage Antigene aus Viruspartikeln effektiv auf MHC-Klasse Il zu
prasentieren

Aus peripherem Blut isolierte B-Zellen und die B-Zelllinie LCL-JM wurden mit verschiedenen Mengen IVA-
GFP (IVA), UV-inaktiviertem IVA-GFP (IVA UV) oder rekombinantem M1-Protein infiziert bzw. beladen.
8 Stunden danach wurden diese Zellen zur Stimulation des M1-spezifischen CD4" T-Zellklons E5 eingesetzt.
Die Aktivierung des T-Zellklons durch die B-Zellen wurde, nach 24-stiindiger Co-Kultur, durch Detektion von
IFN-y im Kulturiiberstand mittels ELISA analysiert (OD 450 nm = Optische Dichte bei 450 nm).

Wiéhrend beide Zelltypen rekombinant-hergestelltes Antigen dhnlich gut prasentierten, waren nur LCL
in der Lage ein Antigen der Virushulle effizient auf MHC-Klasse 11 zu prasentieren.

Dabei wurde UV-inaktiviertes, rekombinantes Virus dhnlich gut prasentiert wie die unbehandelte
Form von IVA-GFP, was darauf hindeutet, dass UV-inaktivierte Viren noch in die
Endosomen/Lysosomen gelangten. In ruhenden, priméren B-Zellen war die Présentation deutlich
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minimiert, was darauf hinwies, dass IVA in diesen Zellen das endosomale/lysosomale Kompartiment
gar nicht, oder nur in geringerem Male erreichte. Durch die Nutzung von M1-Protein konnte zudem
ausgeschlossen werden, dass die schlechtere Erkennung von virusbeladenen, priméren B-Zellen durch
den M1-spezifischen T-Zellklon auf einer weniger effizienten Prasentation von exogenem Antigen auf
MHC-KIasse I1 beruhte.

Diese Experimente grenzten den Bereich, in welchem eine IVA-Infektion in ruhenden Lymphozyten
blockiert wird, auf die Ereignisse zwischen rezeptorvermittelter Bindung des Virus an die

Zelloberflache und dem Transport der Partikel in das endosomale/lysosomale Kompartiment ein.
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7. Diskussion

7.1. Influenzavirus Typ A und das zellulare Immunsystem

IVA stellte und stellt eine groRe Gefahr fiir die menschliche Gesundheit dar, was durch Zehntausende
von Opfern wahrend der j&hrlichen Influenza-Epidemien und der drohenden Gefahr einer neuen
Pandemie verdeutlicht wird (Thompson et al. 2003; Palese 2007; Wright 2007). Die Viren sind in der
Lage angeborene und erworbene Immunabwehrmechanismen zu umgehen. Wie sie dies auf zellularer
Ebene bewerkstelligen, ist grofteils noch unbekannt. Um ndhere Einblicke in die Virus-Wirts-
Beziehung zu erlangen, wurde mit Hilfe eines rekombinanten IVA des Subtyps H7N7, welches eine
produktiv-infizierte Zelle durch Expression des griinfluoreszierenden Proteins GFP markiert, die
Hypothese uberpruft, ob IVA die antivirale, adaptive Immunantwort durch die Infektion und

nachfolgende Elimination von Immuneffektorzellen unterlduft.

7.1.1. Influenzavirus Typ A infiziert Zellen mit aktivem NF-kB-Signalweg

IVA-GFP infizierte etablierte Zelllinien sehr effektiv (Abschnitt 6.1.). Bereits wenige Stunden nach
Infektion der Zellen mit niedriger MOI waren die meisten Zelllinien zu > 60 % GFP-positiv. Hohere
MOI oder langere Infektionszeiten steigerten den Anteil an griinfluoreszierenden Zellen weiter. Neben
etablierten Zelllinien waren auch myeloische und monozytére Zellen aus dem peripheren Blut gut
infizierbar (Abschnitt 6.2.). Hingegen zeigten ruhende, lymphoide Zellen so gut wie gar keine
Anfalligkeit fur eine Infektion mit IVA-GFP.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ein aktiver NF-kB-Signalweg bei der
Anfalligkeit einer Zelle fir eine Infektion mit IVA von entscheidender Bedeutung ist (Nimmerjahn et
al. 2004). Da in T-Zellen der Kklassische NF-kB-Weg (ber ein Signal via TCR aktiviert wird (Weil and
Israel 2006), wurde getestet, ob T-Zellen nach Stimulation (ber den TCR besser infizierbar waren.
Dazu wurde Blut von humanen Spendern verwendet, hieraus CD4" T-Zellen aufgereinigt und tber den
T-Zellrezeptor stimuliert. Die aktivierten T-Zellen zeigten nachfolgend eine signifikant hdéhere
Infizierbarkeit mit IVA-GFP als nicht-aktivierte T-Zellen (Abschnitt 6.3.). Durch einen Vergleich der
Fluoreszenzeigenschaften der T-Zellen nach Infektion mit IVA-GFP, Infektion mit UV- oder
hitzeinaktiviertem IVA-GFP oder reiner Proteinbeladung mit GFP konnte verifiziert werden, dass es
sich wirklich um aktivierungsanhéngige, produktive Infektion der T-Zellen handelte (Abschnitt 6.4.).
In weiterfuhrenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass 60 bis 72 Stunden Aktivierung zu einer
nachfolgend maximalen Infektion der CD4" T-Zellen filhrt. In diesem Kontext stellte sich die Frage,

warum es bei T-Zellen im Vergleich zu etablierten Zelllinien einer vergleichsweise langen Phase bis
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zur Infizierbarkeit bedarf. Laut Sidorenko und Reichl (Sidorenko and Reichl 2004) benétigt IVA
8 bis 12 Stunden, um eine permissive Zelle zu infizieren und apoptotisch zu eliminieren. In Zellen, in
welchen IVA langer fir diesen Zyklus braucht, fehlen vermutlich wichtige zellulare Komponenten fir
eine effiziente Replikation. In ruhenden T-Zellen ist der NF-kB-Weg nicht aktiv und daraus
resultierend auch nicht die dadurch induzieren Gene/Proteine. Diese lange Aktivierungsdauer von
> 60 Stunden impliziert, dass flr die IVA-Infektion nicht die Aktivierung von NF-xB selbst, sondern
die Expression nachgeschalteter Gene notwendig ist. In den meisten etablierten Zelllinien ist der
NF-xB-Weg bereits aktiv, so dass sich diese unmittelbar infizieren lassen. Eine Ausnahme bilden
Burkitt-Lymphom (BL)-Zelllinien, die alle eine Chromosomentranslokation aufweisen, welche zu
einer deregulierten Expression des Onkogens c-myc fuhrt (Janz 2006). Vermutlich Gbernimmt c-myc
in diesen Zellen die notwendige Aktivierung zellularer Faktoren, resultierend in einer moglicherweise
NF-kB-unabhangigen Proliferation der Zellen (Schlee et al. 2007). Dariber hinaus bendtigen
BL-Zelllinien jedoch ein zusétzliches, kurzzeitiges NF-kB-Aktivierungssignal von wenigen Stunden,
um durch IVA infizierbar zu werden (Nimmerjahn et al. 2004). Diese Beobachtung impliziert eine
direkte Rolle von NF-«B oder unmittelbar durch NF-xB-induzierter Gene fur die IVA-Infektion.
Hierfiir spricht auch die Tatsache, dass CD4" Gedachtnis-T-Zellen nach Aktivierung schneller und
besser infizierbar waren als naive CD4" T-Zellen (Abschnitt 6.7.). Erstere besitzen durch ihren bereits
vorhandenen Antigenkontakt eine Voraktivierung, welche sie schneller auf das gleiche Antigen
reagieren lasst (lezzi et al. 1998), sie jedoch mdglicherweise auch schneller fir eine IVA-Infektion
anféllig macht. Auch in vitro kultivierte CD4" T-Zellklone wurden nach Restimulation innerhalb von
24 Stunden permissiv fiir ein IVA-Infektion (siehe unten und Abschnitt 6.12.).

Bei T-Zellen des peripheren Bluts spielten die Stirke (Abschnitt6.5.2.) und die Dauer
(Abschnitt 6.5.3.) des Stimulus gleichfalls eine entscheidende Rolle fir die Infizierbarkeit einer
T-Zelle mit IVA. Die Stéarke des gegebenen Stimulus hat mit Sicherheit direkten Einfluss auf die uber
NF-xB induzierte Proteinexpression und auf die daraus resultierende, erhdhte Infektionsanfalligkeit
der Zellen. Ein l&nger gegebener Stimulus bewirkt zudem eine Akkumulation der fiir eine Infektion
essentiellen Proteine. Alternativ ware auch denkbar, dass das TCR-Signal so kurzlebig ist, dass ein
Phase der Ruhe nach der Aktivierung — wie in Abschnitt 6.5.3. dargestellt — die T-Zellen nachfolgend
wieder resistent fiir eine IVA-Infektion macht. Dieser Argumentation folgend sollte ein weiterer,
kurzer Aktivierungspuls die zuvor erst aktivierten und dann ruhend gehaltenen T-Zellen wieder
anfalliger fur eine nachfolgende IVA-Infektion machen, vielleicht mit einer vergleichbaren Kinetik
wie fir etablierte Zelllinien. Interessant in diesem Kontext ist, dass eine Aktivierung tber 72 Stunden
und dann Infektion Gber 9 Stunden mit Entzug des priméren Stimulus (Abbildung 14 und 22) im
Vergleich mit einer dauerhaften Stimulation (Abbildung 12 und 21) zu einer Erniedrigung der
Infizierbarkeit der Zellen um bis zu 50 % fuhrte. Dies kdnnte ein Hinweis auf die Kurzlebigkeit des
Signals Uber den TCR sein. Diese Beobachtung spricht fur die Hypothese, dass eine Grundaktivierung

der Zellen Uber ein ausgedehntes NF-xB- oder c-myc-Signal Voraussetzung ist, dass aber dariiber
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hinaus auch ein unmittelbares NF-kB-Signal notwendig ist, um Zellen anféllig fir eine IVVA-Infektion
zu machen. In BL-Zelllinien und in vitro kultivierten T-Zellklonen ist diese Voraktivierung bereits
gegeben, so dass hier offensichtlich ein kurzes NF-xB-Signal ausreichend ist fiir eine IVA-Infektion.
Dass die Co-Stimuli CD28 oder IL-2 nicht das Potential hatten, T-Zellen hinreichend fur eine IVA-
Infektion zu aktivieren (Abschnitt 6.3. und Daten nicht gezeigt), unterstreicht weiter die Bedeutung
von NF-kB. IL-2 aktiviert den Janus-Kinase (JAK)/signal transducers and activators of transcription
(STAT)-Signalweg und hat eine wichtige Funktion als Uberlebensfaktor von T-Zellen in vivo und in
vitro (Benczik and Gaffen 2004). Seine stimulierenden Eigenschaften sind aber im Kontext der IVA-
Infektion zu gering. Dennoch waren dezente, additive Effekte auch bei IL-2 zu erkennen, denn
CD3/CD28-stimulierte T-Zellen waren in T-Zell-Medium mit IL-2 schneller maximal infizierbar als in
T-Zell-Medium ohne IL-2 (Daten nicht gezeigt). Ob das IL-2 das durch anti-CD3-Antikdrper gesetzte
Signal verstérkt oder indirekt zu einer hoheren Infektionsanfélligkeit beitrdgt, beispielsweise durch die
Unterdriickung von Apoptose, ist noch ungeklért.

CD28 scheint ein uber den TCR gegebenes Signal in Richtung des kanonischen NF-kB-Signalwegs
eher zu modulieren als ein eigenes Signal zu senden (Schmitz and Krappmann 2006; Weil and Israel
2006). Unter den hier vorliegenden in vitro-Bedingungen mit starkem TCR-basierten Signal ist es
deshalb kaum verwunderlich, dass durch einen anti-CD28-Antikorper keine weitere Steigerung der

Aktivierung und einer nachfolgenden Infektion zu sehen war.

7.1.2. Influenzavirus Typ A infiziert CD4" T-Zellsubpopulationen unterschiedlich effektiv

Selbst optimal aktivierte T-Zellen zeigten keine 100 %ige Infizierbarkeit mit IVA-GFP. Dafur gab es
mehrere Grinde. 1) Zum einen lag dies mit Sicherheit an der unvollstdndigen Reinheit der
verwendeten, rekombinanten IVA. Aufgrund des Herstellungsprozesses war neben IVA-GFP auch
IVA-wt in der Viruspraparation vorhanden. Da die GFP-Fluoreszenz jedoch als einziges Mittel zur
Markierung einer infizierten Zelle diente, konnten IVA-wt-infizierte T-Zellen nicht als infiziert
erkannt werden. Dies minimierte dementsprechend den prozentuellen Anteil der als positiv
detektierten Zellen. 1) Nicht auszuschlieBen war zudem, dass die Ausschiittung des antiviral
wirkenden IFN-y durch die T-Zellen nach Viruskontakt einen hoheren Prozentsatz an positiven
T-Zellen verhindert haben kénnte. Zu testen ware dies mdglicherweise, indem der IFN-y-Rezeptor
mittels Antikorper blockiert und so die Wirkung des IFN-y unterdriickt wirde. 111) Ein dritter Grund
fur die nicht zu 100 % vollstdndige Infektion der aktivierten T-Zellen war wahrscheinlich eine
unterschiedliche Anfalligkeit bestimmter Subpopulationen fir eine IVA-Infektion. So waren
CD4" Gedachtnis-T-Zellen der Literatur entsprechend schneller aktivierbar (lezzi et al. 1998), jedoch
auch infektionsanfélliger als naive T-Zellen (Abschnitt 6.7.). Womdglich wiirden auch naive T-Zellen

nach genugend langer Stimulation entsprechende Prozentzahlen an infizierten Zellen zeigen. Jedoch
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weisen naive T-Zellen in vitro die Tendenz auf eher zu sterben, da sie abh&ngiger von co-
stimulatorischen Signalen sind als T-Zellen, welche schon Antigenkontakt hatten (Robertson et al.
2006). 1V) Darlber hinaus ist auch vorstellbar, dass nicht alle T-Zellen zur gleichen Zeit infizierbar
waren. Die Ergebnisse der Zeitkinetik weisen darauf hin, dass die T-Zellen nach Aktivierung einen
permissiven Zustand nicht synchron, sondern unterschiedlich schnell erreichten, was moglicherweise
eine Voraktivierung der Zellen in vivo reflektiert. Die Untersuchung der T-Zellen alle 12 Stunden
stellte jeweils nur eine Momentaufnahme dar, in der ein Teil der Zellen moglicherweise schon infiziert
und eliminiert wurde, bei einem Teil der Zellen die aktuelle Infektion detektierbar war und ein
weiterer Teil womdglich noch nicht produktiv infiziert wurde.

Dies alles konnte den Anteil der als infiziert detektieren Zellen kleiner ausfallen lassen als den
wirklichen Prozentsatz der anfalligen Zellen. Unklar ist im Moment zudem noch, ob die aktivierten
Zellen die Infektionsanfalligkeit bei weiter bestehender Aktivierung wieder verlieren. Sollte dies der
Fall sein, so héatte dies ebenfalls Einfluss auf den Prozentsatz an infizierten Zellen.

Gleichfalls waren CD25" CD4" T-Zellen weitaus anfalliger als CD25~ CD4" T-Zellen (Abschnitt 6.8.).
CD25 ist zum einen ein Marker fiir aktivierte T-Zellen, was den Zusammenhang zwischen
Aktivierung und Infizierbarkeit der T-Zellen unterstreicht, zum anderen aber auch ein wichtiger
Marker fiir regulatorische T-Zellen, so dass die Mdglichkeit besteht, dass IVA bevorzugt oder
zumindest auch regulatorische T-Zellen infizieren kénnte. Dies ware eine mdgliche Erklarung fir eine
Dysregulation des Zytokinsystems im Kontext einer H5SN1-IVA-Infektion (de Jong et al. 2006).
Hierliber sollte eine Untersuchung zum mdglichen Zusammenhang zwischen der Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3 (Hori et al. 2003) oder des Folatrezeptors 4 (FR4) (Yamaguchi et al.
2007), beides Marker fur regulatorische T-Zellen, und der Infizierbarkeit der T-Zellen mit IVA-GFP
Aufschluss geben.

Die Untersuchung von weiteren Markern, welche spezifisch flir bestimmte T-Zellpopulationen sind,
konnte zusatzliche Auskunft Uber besonders anfallige Subpopulationen im Kontext einer 1VA-
Infektion liefern. Zudem waére es interessant zu klaren, ob auch bei den CD8" T-Zellen bestimmte
Subpopulationen (z. B. naive versus Gedachtnis-T-Zellen) besonders anféllig fir eine 1VA-Infektion

bzw. einen IVA- induzierten Zelltod sind.

7.1.3. Influenzavirus Typ A totet aktivierte T-Lymphozyten

Neben erhohter Anfélligkeit fir eine IVA-Infektion nach Aktivierung war in aktivierten T-Zellen auch
eine erhohte Anfalligkeit fur IVA-induzierten Zelltod nach langeren Infektionszeiten zu erkennen.
Dies war fir CD8" T-Zellen (Abschnitt6.9.) noch starker ausgepragt als fir CD4" T-Zellen
(Abschnitt 6.5.3. und 6.6.). Der Anteil der toten Zellen in der aktivierten Population war jedoch in

beiden Féllen signifikant hoher als bei nicht-aktivierten, mit IVA inkubierten, ruhenden T-Zellen. IVA
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ist in der Lage, Apoptose in Makrophagen und Monozyten auszulésen (Takizawa et al. 1993; Hinshaw
et al. 1994; Brydon et al. 2005). In Mausen, die mit hochpathogenem Virus infiziert wurden, konnte
eine Lymphozytendepletion im Blut, in der Lunge und den lymphoiden Geweben nachgewiesen
werden. Hiervon waren auch CD4" und CD8" T-Zellen betroffen. Mittels terminal dUTP nick end-
labeling (TUNEL) konnte zudem Apoptose in Lunge und Milz der infizierten Mé&use detektiert
werden, was eine Lymphozytenzerstorung als méglichen Grund fiir die IVA-Pathogenitdt nahe legt
(Tumpey et al. 2000). Die Zerstérung von Lymphozyten kann tiber mehrere Mechanismen erfolgen,
beispielsweise (iber Fas/FasL-Interaktion (Wada et al. 1995) oder TGF-R-Ausschuttung (Schultz-
Cherry and Hinshaw 1996). Hieran sind neben NS1 (Schultz-Cherry et al. 2001) auch NA und die
M-Proteine (Morris et al. 2002), sowie PB1-F2 (Chen et al. 2001) beteiligt. Ob es sich bei der
Eliminierung von aktivierten T-Zellen nach IVA-Infektion ebenfalls um Apoptose oder um eine
andere Form des Zelltods handelt, ist bisher nicht geklart. Zudem ist unklar, welche IVA-Proteine
daran beteiligt sind. Uber PB1-F2 ist bekannt, dass mache Subtypen ein Stopcodon innerhalb des Gens
tragen, was in einem verkirzten Protein ohne mitochondrial targeting sequence (MTS) und dadurch
ohne apoptoseauslosende Eigenschaften resultiert (McAuley et al. 2007). Eine Untersuchung des IVA,
welches im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, und dessen PB1-F2 Protein kénnte deshalb
Hinweise auf den mdglichen Mechanismus des induzierten Zelltods liefern.

Auch die Frage, warum CD8" T-Zellen vermehrt abstarben und weniger produktiv mit IVA infiziert
wurden, ist noch ungeklart. Moglicherweise sind sie anfélliger fiir die durch IVA induzierten, jedoch

bisher nicht naher definierten Zelltodmechanismen.

7.1.4. Influenzavirus Typ A infiziert aktivierte B-Lymphozyten

Neben CD4" und CD8" T-Zellen zeigten auch B-Lymphozyten (Abschnitt6.10.) eine ahnliche
Tendenz zur gesteigerten Infektion nach Aktivierung, so dass dieses Ph&nomen bei den drei
Hauptvertretern der Lymphozytenpopulationen beobachtet werden konnte.

B-Zellen koénnen (ber IL4 und/oder CD40 aktiviert werden. Eine erhéhte Anfalligkeit fir die
IVA-Infektion trat in den eigenen Experimenten bei gemeinsamem, nicht aber bei getrenntem Einsatz
beider Stimuli auf. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass ein antigenspezifischer Stimulus ber
den B-Zellrezeptor (BCR) nicht unbedingt notwendig fur eine IVA-Infektion von B-Zellen war.
Allerdings geniigte die Starke der IL4- und CD40-induzierten Signale nicht, um die B-Zellen maximal
anfallig (im Vergleich zu LCL) fur die IVA-Infektion zu machen.

In B-Zellen resultiert das IL-4-Signal in der Aktivierung des JAK/STAT-Weges. Uber CD40 wird in
B-Zellen der NF-kB-Signalweg induziert (http://www.biocarta.com/genes/ index.asp). Uber den BCR
wird der kanonische NF-«B-Signalweg initiiert, was fiir die Aktivierung und das Uberleben der Zelle

wichtig ist. Die Signalweiterleitung erfolgt hierbei Uber Proteinkinase C-beta (PKCP) und den
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CARMA1/Bcll/Malt10-Komplex (Guo et al. 2004; Sommer et al. 2005) bzw. Uber die Bruton’s
Tyrosinkinase (Btk) (Shinners et al. 2007). Es waére denkbar, dass eine Stimulation direkt iber den
BCR im Kontext einer IVA-Infektion ein stérkeres Signal liefert und die B-Zellen eventuell
infektionsanfélliger macht, als die kombinierte Stimulation mit CD40L und IL-4. Zudem zeigen
neueste Studien, dass durch ein CD40- oder IL-4-Signal eine BCR-induzierte Aktivierung von NF-xB
tUber einen anderen, PKC- und Btk-unabhéngigen Signalweg verlduft (Mizuno and Rothstein 2003;
Mizuno and Rothstein 2005; Dye et al. 2007) und eine CD40L/CD40-Interaktion zudem auch den
alternativen NF-kB-Signalweg induzieren kann (Coope et al. 2002; Dejardin 2006). Dies konnte
bedeuten, dass zwischen der Aktivierung von B-Zellen iber CD40 und IL-4 versus dem BCR alleine
oder CD40, IL-4 und dem BCR in Kombination mdglicherweise nicht nur quantitative, sondern auch
qualitative Unterschiede in Form von unterschiedlichen Sets an aktivierten Genen und Proteinen
liegen.

Bemerkenswerterweise reichte in den untersuchten CD4" T-Zellen eine alleinige Stimulation Gber
CD28 oder IL-2 nicht aus, um eine erhohte Infizierbarkeit zu erreichen (Daten nicht gezeigt).
Lediglich bei gleichzeitiger Stimulation des TCR konnte eine ausreichende Aktivierung erzielt
werden. Bei gemeinsamem Einsatz von anti-CD28-Antikorpern und anti-CD3-Antikorpern zeigten
sich keine additiven oder synergistischen Effekte, wéhrend IL-2 eine dezente additive Wirkung hatte.
Deshalb wurde die initial eingesetzte Co-Stimulation von T-Zellen Uber CD3 und CD28
(Abschnitt 6.3.) in den nachfolgenden Experimenten durch eine Stimulation Gber CD3 und IL-2
ersetzt. Ob die eingesetzten Mengen an anti-CD28-Antikorper fur die aktivierende bzw.

co-stimulierende Wirkung limitierend waren, kann nicht abschlieend beurteilt werden.

7.1.5. Eine zellbasierte Aktivierung macht CD4" T-Zellen infektionsanfalliger

Um die Untersuchungsbedingungen einer in vivo-Situation in Form einer Zell-Zell-Kontakt basierten
Aktivierung von T-Zellen anzugleichen, wurden CD4" T-Zellen einerseits durch allogene DC
(Abschnitt 6.11.) und andererseits durch antigenbeladene, autologe APC (Abschnitt 6.12.) aktiviert.

Aufgrund der guten Infizierbarkeit der DC war eine Interpretation der Ergebnisse nach Allostimulation
zundchst problematisch. Da die grinfluoreszierenden DC im Standard-FACS von infizierten T-Zellen
nicht ganzlich unterschieden werden konnten, wurden die T-Zellen mittels eines TCR-spezifischen
Antikorpers gefarbt und die Analyse im FSC/SSC auf aktivierte T-Zellen eingestellt. Auf diese Weise
wurden falsch positive Ergebnisse vermieden und Unterschiede zwischen allogener und autologer
Stimulation detektierbar. In beiden Fallen waren T-Zellen infizierbar, jedoch im allogenen Szenario
deutlich mehr. Eine gleichzeitige Stimulation von T-Zellen mit allogenen DC und OKT3-Antikorper
brachte zwar keine additiven Effekte bezuglich einer nachfolgenden Infizierbarkeit mit IVA, jedoch
wurden die Parameter (Verhaltnis T-Zellen zu DC, eingesetzte OKT3-Mengen und Inkubationszeiten)
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nur in begrenztem Mafe variiert, so dass eine genauere Untersuchung moglicherweise noch tiefere
Einblicke in die Aktivierung und Infizierbarkeit der T-Zellen mit Hilfe dieser beiden Stimuli liefern
wirde.

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurden CD4" T-Zellklone aktiviert und infiziert. Durch
unspezifische Stimulation mit PHA und humanen feeder-Zellen zeigte sich, dass voraktivierte
T-Zellklone beziiglich ihrer Infizierbarkeit eher etablierten Zelllinien &hnelten als frisch isolierten
T-Zellen. T-Zellklone zeigten bereits < 24 Stunden nach Restimulation eine gesteigerte Anfalligkeit
fur eine IVA-Infektion (Abschnitt 6.12.). Wurden die T-Zellklone dann an Tag 14 nach Restimulation
zur spezifischen Aktivierung mittels peptidbeladener APC eingesetzt, zeigte sich ein deutlicher
Unterschied bezuglich der Aktivierbarkeit, aber auch der Infizierbarkeit mit IVA. Mit relevantem
Peptid im korrekten HLA-Kontext stimulierte T-Zellklone waren wesentlich anfélliger als mit
irrelevantem Peptid in korrektem HLA-Komplex stimulierte CD4" T-Zellen. Diese Experimente
untermauerten die aktivierungsabhéngige Infektion von T-Zellen im antigenspezifischen, zellbasierten

Kontext.

7.1.6. In nicht-aktivierten Lymphozyten erreichen die Abbauprodukte des Influenzavirus Typ A

nicht die Endosomen/Lysosomen

Durch die Verwendung von priméren B-Zellen waren zusatzlich Aussagen Uber die potentiellen
Grunde einer geringen IVA-Infektionsanfélligkeit ruhender Lymphozyten mdéglich. In ruhenden
B-Zellen des peripheren Bluts erreichten die Viren nicht die Endosomen, welche bei einer 1IVA-
Infektion den Ort der Freisetzung des viralen Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex ins Zytosol der Zelle
darstellen (Cross et al. 2001; Smith and Helenius 2004) und somit essentiell fiir die produktive
Infektion einer Zelle durch die Viren sind (Abschnitt 6.13.). Die Funktionsfahigkeit der B-Zellen
beziiglich Endozytose konnte mit Hilfe von rekombinantem Protein verifiziert werden, welches bei
LCL und B-Zellen dhnlich gut présentiert wurde.

Insgesamt konnte der Bereich, in welchem eine IVA-Infektion in ruhenden Lymphozyten blockiert
wird, auf die Ereignisse zwischen rezeptorvermittelter Bindung des Virus an die Zelloberflache und
dem Transport der Partikel in das endosomale/lysosomale Kompartiment eingegrenzt werden.
Ergebnisse der Arbeitsgruppe, die auf eine vergleichbare Zelloberflachenexpression der IVA-
Rezeptoren in permissiven und nicht-permissiven Zellen hinweisen (Nimmerjahn et al. 2004),
sprechen fur eine Blockade des Infektionsprozesses in nicht-aktivierten Lymphozyten wéhrend der
Virusinternalisation und/oder dem intrazelluldaren Vesikeltransport. Vergleichbare Experimente zur
Detektion der Oberflachenexpression der IVA-Rezeptoren auf nicht-aktivierten und aktivierten
T-Zellen mittels spezifischer Antikérper sollten dartiber Aufschluss geben, ob dies auch fiir periphere

Lymphozyten zutrifft.
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Eine Uberpriifung der minimierten Internalisierung bzw. des verminderten Vesikeltransports in
primadren Lymphozyten koénnte durch eine experimentelle Umgehung des Endozytoseweges erfolgen.
Durch die Behandlung von Zielzellen mit Chloroquin und der dadurch unterbundenen Anséuerung von
Endosomen kann die Freisetzung endozytierter Viren ins Zytoplasma blockiert werden. Die
Inkubation dieser mit Chloroquin vorbehandelten Zellen mit IVA und die anschlieBende, kurzzeitige
Anséuerung des extrazelluldaren Mediums sollte zu einer HA-vermittelten Fusion der Virushille mit
der Zellmembran und zur Freisetzung der RNP-Komplexes direkt ins Zytoplasma fiihren (Stegmann et
al. 1990). Falls ausschlieBlich Endozytose fur die Unterbindung einer produktiven 1VA-Infektion in
nicht-aktivierten Lymphozyten verantwortlich ist, so sollte die Fusion der Viren mit der Zellmembran
zu einer &hnlich effizienten Infektion beider Zellpopulationen fiihren. Dartiber hinaus bieten neuere
Methoden des virus trackings (Seisenberger et al. 2001) die Mdglichkeit, den Infektionsvorgang
mikroskopisch zu verfolgen. Alternativ konnte die Untersuchung der Genexpression von aktivierten
und nicht-aktivierten Lymphozyten, beispielsweise durch Mikroarrays, Aufschluss tber die Identitat
der verantwortlichen Molekiile geben.

Insgesamt stellt die aktivierungsabhédngige Infektion und Eliminierung von Lymphozyten durch IVA
einen neuen, bisher unbekannten Mechanismus zur Unterdriickung oder Verlangsamung der
antiviralen, adaptiven Immunantwort dar. Dies deckt einen weiteren Weg auf, wie IVA die antiviralen

Immunfunktionen konterkariert.

7.2. Virale Strategien der Immunevasion

Neben IVA gibt es eine Vielzahl an DNA- und RNA-Viren, welche ebenfalls Mechanismen entwickelt
haben, um der immunologischen Antwort des Wirtes zu entgehen, diese zu unterdriicken oder fur ihre
Zwecke zu manipulieren. Trotz der groen Anzahl an verschiedenen Virusfamilien, -gattungen und
-arten, lassen sich die ,,anti-immunologischen* Aktivitaten von Viren in einer Handvoll Konzepten zur
Unterwanderung der Wirtsimmunitat zusammenfassen. Dies liegt in der Tatsache begriindet, dass alle
die gleiche Wirtsabwehr zu bekdmpfen haben, was in evolutionar parallel entstandenen Strategien zur
Neutralisierung der Immunantwort resultiert.

Die Unterschiede in den verschiedenen viralen Immunevasionsstrategien beruhen in erster Linie auf
virusspezifischen Eigenschaften wie Zelltropismus, Genomgrofie oder Infektionsform. So stellt die
ausschliellich lytische Infektion von Wirtszellen andere Anforderungen an eine virale Modulation des
Immunsystems als die Etablierung einer lebenslangen Viruspersistenz. Fur die rasche
Infektionsausbreitung ausschlielllich lytisch replizierender Viren ist eine mdglichst komplette
Immunsuppression des Wirts notwendig. Um hingegen bei latenten Infektionen eine lange
Co-Existenz mit dem Wirt zu gewaéhrleisten, muss eine selektive Immuntoleranz oder -ignoranz

gegeniiber viralen Antigenen induziert werden, gleichzeitig jedoch gewéhrleistet werden, dass eine
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tibermaRig starke Virusvermehrung den Wirt nicht irreparabel schadigt. Dies setzt voraus, dass gezielt
in einzelne Aspekte des Immunregelwerks eingegriffen wird. Hierflr ist die Expression von meist
mehreren immunmodulatorischen, viralen Proteinen und somit ein gréleres virales Genom notwendig.
Ein breiter Zelltropismus stellt zudem Anforderungen an die gewebsspezifische Modulation der
Immunregulation. Beispielsweise macht die Infektion von MHC-Klasse Il-positiven Wirtszellen eine
entsprechende Beeintrachtigung der CD4" T-Zellantwort notwendig, die bei einer Infektion von
ausschlieBlich MHC-Klasse I1-negativen Zielzellen nicht notwendig ist.

Die wichtigsten, bislang bekannten, viralen Immunevasionsmechanismen sollen im Folgenden kurz

vorgestellt und anschlieBend im Kontext der IVA-Infektion diskutiert werden.

7.3. Die angeborene Immunantwort und die virale Immunevasion

Viren stehen nach Infektion zunédchst der angeborenen Immunabwehr mit einer Fulle von
Mechanismen, wie pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, dem Komplementsystem,
NK-Zellen (in Abschnitt 7.5.2.1. néher behandelt) und antigenunspezifischer Phagozytose gegeniber.
Gegen all diese Abwehrmechanismen haben Viren verschiedene Evasionsstrategien entwickelt. Vor
allem DNA-Viren mit einem vergleichsweise groRen Genom, wie z.B. Herpesviren und Pockenviren,
gonnen sich den Luxus einzelne oder mehrere dieser Aspekte gezielt zu unterminieren. RNA-Viren
mit einem kleineren Genom und daraus resultierend einer begrenzten Anzahl an viralen Proteinen
missen hingegen zentralere Mechanismen der Immunantwort aushebeln, um dieser entgehen zu

kdnnen.

7.3.1. GroRRe DNA-Viren und deren Bekampfung der angeborenen Immunitéat

7.3.1.1. DNA-Viren und die Beeinflussung des Zytokin-/Chemokinsystems

Die Familie der Herpesviren lasst sich in Abhédngigkeit von Replikationsdauer, Pathogenitat und
Zellspezifitat in Alpha- [unter anderem die Herpes-Simplex-Viren 1 und 2 (HSV)], Beta- [unter
anderem das Cytomegalievirus (CMV)] und Gamma-Herpesviren [unter anderem das Epstein-Barr-
Virus (EBV)] unterteilen.

Die einzelnen Mitglieder besitzen ein doppelstrangiges DNA-Genom von 120 bis 230 kbp, welches
fur etwa 100 bis 200 Gene kodiert (Alcami 2003). Sie gehoren in den meisten Fallen zu den
persistierenden Viren, welche einen Wirt lebenslang infizieren und durch ihre anti-immunologischen
Aktivitdten ihre vollstandige Ausléschung verhindern. Herpesviren besitzen eine lytische Phase der

Replikation, in welcher ihr volles Repertoire an immunogenen und immunmodulatorischen Proteinen
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exprimiert wird, und eine latente Phase, in der die Viren durch Expression von mdoglichst wenig
immunogenen, jedoch einigen immunmodulatorischen Proteinen versuchen der Immunantwort zu
entgehen. Das groRe Genom bietet viel Platz fir diese immunmodulatorischen Molekile. Zur
Unterwanderung einer antiviralen Immunantwort stehen den groen DNA-Viren neben viralen
Homologen zellularer Zytokine und Chemokine (vCK), auch virale, membranstandige Zytokin- und
Chemokinrezeptoren (VCKR), sowie losliche Zytokin- und Chemokinrezeptoren zur Verfligung.
Letztere zeigen eine gewisse Homologie zu den membransténdigen, zelluldren Gegenstiicken, werden
jedoch sezerniert und binden an die Zytokine/Chemokine des Wirts, um so deren Aktivitdt zu
blockieren. Des weiteren kodieren groRe DNA-Viren noch fiir sogenannte Zytokin- und
Chemokinbindeproteine (viral chemokine binding proteins; vCKBP), welche dhnlich arbeiten wie die
viralen l6slichen Zytokin-/Chemokinrezeptoren, jedoch keine bekannte Homologie zu Wirtsproteinen
aufweisen (McFadden and Murphy 2000; Alcami 2003; Sodhi et al. 2004; Nicholas 2005).

Unter den viralen Zytokinen ist vor allem das virale IL-10 (vIL-10) zu nennen, welches vom
y-Herpesvirus EBV sezerniert wird (Alcami 2003). Das vIL-10 besitzt zwar die Fahigkeit zur
Inhibierung der zelluldaren Immunantwort, hat jedoch keinerlei immunstimulatorische Aktivitaten,
welche dem zelluléren IL-10 zugeschrieben werden (Bowie et al. 2004). Dies unterstreicht, dass Viren
nicht nur zelluldre Gene in ihre eigenes Genom integrieren, wie bei IL-10 wahrscheinlich geschehen,
sondern diese Gene und Proteine nachfolgend fiir ihre Bedirfnisse optimieren (Alcami 2003; Nicholas
2005).

Das Kaposi-Sarkom-assoziierte (y-)Herpesvirus (KSHV) kodiert fur virale Chemokine, die mit
Chemokinrezeptoren auf T-Helferzellen vom Typ 2 (Tx2) interagieren, und so eine Polarisierung der
Immunantwort in Richtung Ty2 und weg von einer protektiven T-Helferzellen Typ 1 (Tyl)-Antwort
bewirken. Dies ist ein weiteres Beispiel fiir das Entgehen der Immunantwort durch Aktivierung einer
Immunantwort, die ungeeignet zur Bekdmpfung der Infektion ist. Gleichzeitig kann die KSHV-
Replikation und -Verbreitung zu unkontrollierten Wachstumssignalen auch fir uninfizierte
Wirtszellen und, wie der Name des Virus andeutet, zu Tumoren fuihren (Nicholas 2005).

Im Bereich der viralen Zytokin-/Chemokinrezeptoren gibt es ebenfalls eine Fille von Beispielen
(Alcami 2003; Sodhi et al. 2004; Finlay and McFadden 2006). Zusammengefasst erfiillen diese
Rezeptoren zwei Funktionen. Zum einen nutzen Viren diese membranstédndigen Proteine, um Signale
ins Zellinnere zu leiten (Sodhi et al. 2004). Zum anderen werden durch die Rezeptoren dem System
Chemokine entzogen (Bodaghi et al. 1998).

Die zweite groBe Familie der DNA-Viren, welche fir eine Vielzahl an immunmodulatorischen
Genprodukten kodieren sind die Pockenviren. lhr, je nach Familienmitglied, zwischen 130 und
300 kbp grolles dsDNA-Genom kodiert fir bis zu 200 Proteine. Die bekanntesten Pockenviren sind
die Variolaviren, auslésendes Agenz der humanen Pockenerkrankung, und die Vacciniaviren, eine von
den Kuhpockenviren abstammende Pockenvirusart, welche als Impfstoff zur Bek&mpfung der

Variolaviren eingesetzt wurde. Die Familie der Pockenviren greift ebenfalls mit einer Vielzahl von
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Proteinen in das Zytokin-/Chemokinsystem des Wirts ein. Die Tatsache, dass Pockenviren jedoch, im
Gegensatz zu Herpesviren, nur eine akute Infektion auslésen, welche entweder zum Tode des Wirts
oder zur Genesung mit vollstandiger Ausléschung des Virus flhrt, spiegelt sich auch in ihrem anti-
Chemokin-/Zytokinsystem-Repertoire wider. Wéhrend Herpesviren bevorzugt Homologe von
Zytokinen, Chemokinen und den entsprechenden Rezeptoren exprimieren und damit die
Immunantwort eher modulieren als inhibieren, exprimieren Pockenviren oft 16sliche Zytokin- und
Chemokinrezeptoren sowie Chemokinbindeproteine, welche zur Bindung der entsprechenden
Liganden und damit einhergehend zu einer Inhibition der Zytokin-/Chemokinantwort fihren
(McFadden and Murphy 2000; Alcami 2003; Sodhi et al. 2004). Eine ganze Reihe an
Pockenvirusarten  besitzen zum Beispiel ~Tumor-Nekrosefaktor (TNF)-bindende, 16sliche
Zytokinrezeptoren (VTNFR), wodurch die TNF-Antwort inhibiert wird (Upton et al. 1991; Alcami
2003).

Insgesamt haben DNA-Viren eine Vielzahl an Mechanismen entwickelt dem Zytokin- und
Chemokinsystem der Zelle entgegenzuwirken und es fur ihre Zwecke zu nutzen. Gleichzeitig bietet
die Untersuchung der verwendeten Mechanismen einen tieferen Einblick in die Interaktionen zwischen
Viren und dem Immunsystem, verbunden mit der Mdglichkeit virale Erkrankungen besser zu
bekdmpfen und die entsprechenden Mechanismen auch fir die Behandlung von Krankheiten in

anderen entzlndlichen Kontexten zu nutzen (Lucas and McFadden 2004).

7.3.1.2. Immunmodulatoren und Adhé&sionsmolekiile auf Oberflachen von infizierten Zellen und

Viruspartikeln

Ein weiteres, wichtiges, antivirales Instrument der angeborenen Immunantwort stellt das
Komplementsystem dar. Dieses aus mehreren Dutzend im Serum zirkulierenden oder an Zellen
gebundenen Proteinen bestehende System beinhaltet 3 verschiedene Kaskaden (klassischer,
alternativer und Lektin-Signalweg), welche anti-mikrobielle Effektoraktivitaten aufweisen und darauf
abzielen fremde Partikel zu markieren, Makrophagen zu rekrutieren, sowie Mikroorganismen und
infizierte Zellen zu lysieren. Aufgrund der potentiellen Gefahr fur normales Gewebe muss das
Komplementsystem strickt und exakt kontrolliert werden. Hierfir gibt es eine ganze Reihe an
Komplementinhibitoren vorwiegend auf der Oberflache von Wirtszellen. Dies haben sich einige Viren,
vor allem die DNA-Viren der Pocken- und Herpesvirusfamilie, zu Nutze gemacht und die
entsprechenden Gene in ihr Genom integriert oder wahrend ihrer Evolution eigene
Komplementinhibitoren entwickelt, um die Markierung oder Lyse der Virionen oder virusinfizierter
Zellen zu verhindern. Beispielhaft seinen hier das Vaccinia Virus complement control protein (VCP)
des Vacciniavirus und die Glykoproteine gC-1 und gC-2 von HSV genannt (Bernet et al. 2003;
Mullick et al. 2003; Blom 2004). Das humane CMV (HCMV) induziert zudem die Expression der
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zelluldaren Komplementregulatoren decay accelerating factor (DAF; CD55) und membrane cofactor
protein (MCP; CD46) auf der Oberflache der infizierten Zelle und verhindern so die Lyse der Zelle
(Blom 2004; Finlay and McFadden 2006). Bei der Abschnirung der Viruspartikel von der
Zelloberflache werden diese Komplementregulatoren dann in die Virushulle eingebaut. Dadurch
werden auch die Virionen vor komplementvermittelter Lyse geschitzt (Alcami and Koszinowski
2000; Bernet et al. 2003; Blom 2004; Cantin et al. 2005).

7.3.2. RNA-Viren unterwandern zentrale Mechanismen der angeborenen Immunitat: Viren und

die antivirale Interferonantwort

Trotz eines meist deutlich kleineren Genoms gelingt es auch vielen RNA-Viren sich der angeborenen
Immunantwort erfolgreich zu entziehen. In den meisten Féllen wird die IFN-Antwort unterwandert,
die frih nach Infektion induziert wird und eine Vielzahl an antiviralen Aktivitaten nach sich zieht.
Zellen erkennen Pathogene mittels pattern recognition receptors (PRR), welche sogenannte pathogen-
associated molecular pattern (PAMPSs) detektieren. Dies sind molekulare Bestandteile von
Pathogenen einschlielich der genetischen Information in Form von DNA und RNA. Die wohl
bekanntesten PAMP-Rezeptoren/PRRs sind die Toll-like Rezeptoren (TLR) (Bonjardim 2005). Einige
davon befinden sich auf der Oberfldche der Zelle (unter anderem TLR1, 2, 4 und 6) und einige in
Endosomen im Zellinneren (unter anderem TLR3, 7, 8 und 9) (Boehme and Compton 2004). Zudem
gibt es im Zytosol noch weitere PRRs, welche als retinoic acid-inducible gene (RIG-1) und melanoma-
differentiation associated gene 5 (MDAS) bezeichnet werden (Yoneyama et al. 2004). Nach
Virusinfektion und -detektion durch die PAMP-Rezeptoren werden verschiedene Signalwege
stimuliert. Hierzu gehdren neben der Aktivierung der generellen Transkriptionsfaktoren NF-xB und
AP-1 auch die Phosphorylierung und eine daraus resultierende Aktivierung vom IFN regulatory
factor-3) (IRF-3) (Weber et al. 2004). Die gleichzeitige Induktion dieser Transkriptionsfaktoren
resultiert in der Transkription der friilhen Gene der Typ I-IFN-Antwort, zu welchen das IFN-$ und
einige der IFN-a-Subtypen zédhlen. In einer nachfolgenden Reihe von Ereignissen werden diese Typ I-
Interferone sezerniert und binden dann an Typ I-IFN-Rezeptoren (IFNAR) auf der infizierten, aber vor
allem auf nicht-infizierten Nachbarzellen. Dadurch werden tber den JAK/STAT-Signalweg und die
nachfolgende Aktivierung von IFN-stimulierten Genen (ISG) eine Vielzahl von antiviral wirkenden
Proteinen induziert. Hierzu gehoren unter anderem die Virusreplikation-hemmenden Mx-Proteine
(Haller and Kochs 2002) und die durch dsRNA induzierte Proteinkinase R (PKR), welche die
Translation von mRNA in der Zelle inhibiert, zudem Apoptose induziert und so dem Virus die
Grundlage fir die Replikation nimmt (Grandvaux et al. 2002; Weber et al. 2004; Garcia et al. 2006).
Des Weiteren wird das Protein 2-5 OAS induziert, welches die Synthese von kurzen

2’-5’-Oligoadenylaten katalysiert. Dies wiederum aktiviert die Ribonuklease (RNAse) L, die

Seite 96



Diskussion

nachfolgend sowohl virale als auch zelluldre RNAs degradiert und so ebenfalls antiviral wirkt (Weber
et al. 2004).

Fur praktisch jeden Schritt dieses antiviralen IFN-Signalweges gibt es virale Inhibitoren, sei es zur
Verhinderung der IFN-Synthese, zur Inaktivierung der ausgeschiitteten IFN-Molekiile, zur Inhibition
des anschlieBenden IFNAR-JAK-STAT-Signalweges oder zur Stérung der durch IFN-induzierten,
antiviralen Proteine (Weber et al. 2004). Die Wichtigkeit dieses Signalwegs zur Bek&mpfung von
Pathogenen lasst sich allein an der Tatsache ablesen, dass nahezu jedes Virus, selbst wenn es flir eine
nur sehr begrenzte Anzahl an Proteinen kodiert, einen Weg gefunden hat, das Interferonsystem zu
beeinflussen (Alcami and Koszinowski 2000; Grandvaux et al. 2002; Weber et al. 2004; Bonjardim
2005; Hengel et al. 2005; Finlay and McFadden 2006). Dies beinhaltet auch IVA, welches uber das
virale Protein NS1 die IRF-3-Aktivierung (Talon et al. 2000), sowie den AP-1 (Ludwig et al. 2002)
und NF-xB-Signalweg (Wang et al. 2000) inhibiert. Zusatzlich verhindert NS1 die Aktivierung der
PKR durch Binden von dsRNA, welche so nicht mehr von der PKR erkannt werden kann bzw. durch
direkte Inhibition der PKR (Lu et al. 1995; Bergmann et al. 2000).

Dies alles zeigt, dass der Typ I-IFN-Signalweg ein globales, virales Ziel zur Inhibition der Induktion
einer antiviralen Immunantwort darstellt. Fir DNA-Viren ist dies nur einer von mehreren
Mechanismen zur Unterdriickung oder Verénderung der angeborenen Immunitat. Fir RNA-Viren mit

ihrem optimierten, kleinen Genom ist es meist die Hauptwaffe gegen eine angeborene Immunantwort.

7.4. Die adaptive, humorale Immunantwort und die virale Immunevasion

Die Virushille und hierbei vor allem die viralen Adhéasionsmolekile stellen den Hauptangriffspunkt
des Immunsystems, insbesondere der humoralen Immunantwort, dar.

GroRe DNA-Viren entgehen teilweise der humoralen Immunantwort, indem sie die zelluldre
Immunantwort, die fiir die Antikorperherstellung notwendig ist (siehe unten), durch die bereits
diskutierte Expression von immunmodulatorische Proteinen unterlaufen. Die Etablierung von Latenz
in Wirtszellen bietet eine weitere Moglichkeit wie sich DNA-Viren der humoralen Immunantwort
entziehen kénnen.

Hierzu sind RNA-Viren nur bedingt in der Lage, da sie aufgrund ihres kleinen Genoms nicht fir
entsprechende Modulatoren kodieren kénnen. Viele RNA-Viren nutzen stattdessen aus, dass zum
einen ihr minimales Genom in kurzer Zeit repliziert werden kann und zum anderen die dabei
verwendeten RNA-Replikasen mit nur maRiger Genauigkeit arbeiten, da sie keine
Korrekturlesefunktion besitzen. Hierdurch kdnnen in einem relativ kurzen Zeitraum eine Vielzahl an
Virusvarianten entstehen, die durch die humorale Immunantwort nicht komplett eliminiert werden
(Finlay and McFadden 2006). Paradebeispiele fir solche schnell mutierende RNA-Viren sind das
humane Immundeffizienzvirus (HIV), das Hepatitisvirus C (HVC) und IVA. HIV und HVC verandern
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sich dermalen rasant, dass sich die Entwicklung von Impfstoffen als &dulerst schwer gestaltet (Finlay
and McFadden 2006) und auch IVA hat eine so hohe Mutationsrate, dass jedes Jahr neue Varianten
auftauchen und der Impfschutz dementsprechend jé&hrlich aufgefrischt werden muss
(http://mww.who.int /csr/disease/influenza/vaccinerecommendations/en/index.html).

Da bei IVA die virale RNA wahrend eines Replikationszyklus zweimal umgeschrieben wird (von
VRNA in cRNA und dann wieder in vVRNA, welche in die Nachkommen-Virionen verpackt wird),
erhoht dies die Chance auf mittels Mutation (Antigen-drift) entstandener Virusvarianten.
Neukombination der einzelnen viralen Gensegmente (Antigen-shift) vergroRert die Variantenanzahl
weiter, so dass eine Vielzahl von sogenannten viralen Quasispezies entsteht. Von diesen
Veranderungen sind vor allem das HA und die NA betroffen, da sie die Oberflachenproteine der
Virionen und somit wichtige Ziele der humoralen Immunantwort darstellen und dieser so entgehen
kdnnen (Webster et al. 1992; Hilleman 2002).

7.5. Die adaptive, zellulare Immunantwort und die virale Immunevasion

7.5.1. Die adaptive Immunantwort gegen Viren

Intrazellulare, virale Proteine wie die Polymerasen, das Matrixprotein M1 oder auch das
Nukleoprotein NP sind sehr viel konservierter als die sich unter Selektionsdruck befindlichen
Oberflachenproteine. Aufgrund der Wichtigkeit der internen Proteine im Hinblick auf eine optimale
Replikation, ist deren Potential zu mutieren zudem wahrscheinlich eingeschréankt, was dem
Immunsystem die Gelegenheit bietet eine T-Zell-vermittelte Immunantwort gegen diese Antigene zu
richten (Epstein et al. 2005).

Nach dem Eindringen eines Pathogens in den Wirt spielen DC eine wichtige Rolle fiir die angeborene
Immunitét durch Detektion der Pathogene mittels PRRs wie TLRs und RIG-I und nachfolgender
Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen (siehe oben). Zudem werden Antigene auf MHC-
Klasse I und II-Molekiilen an T-Zellen présentiert. Dementsprechend haben DC eine wichtige
Brickenfunktion zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort (Liu 2005; Rossi and Young
2005). Virusspezifische Tyl-Zellen unterstiitzen dabei die Aktivierung der CD8" zytotoxischen T-
Zellen (CTL), welche dann ihre Effektorfunktionen ausfiihren und virusbefallene Zellen eliminieren.
Zudem helfen CD4" T-Zellen von Typ Tyl und T42 bei der Aktivierung von virusspezifischen

B-Zellen und der nachfolgenden humoralen Immunantwort gegen das Pathogen (Liu 2005).
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7.5.2. Unterwanderung der adaptiven Immunitét durch Viren

Aufgrund der Wichtigkeit der adaptiven Immunantwort zur Bekdmpfung von Infektionen ist es
ersichtlich, dass Viren und auch andere Pathogene Mechanismen entwickelt haben, um deren
Induktion, aber auch die resultierenden Effektorfunktionen zu inhibieren, eliminieren, unterwandern
oder gezielt in eine flr den Wirt unvorteilhafte Richtung zu dirigieren.

Hierbei stellen die DC die prominentesten Opfer dar. Herpesviren (Novak and Peng 2005) und
Pockenviren haben vielfaltige Mechanismen entwickelt diese Zellen zu beeinflussen. So verhindert
das Vacciniavirus durch Infektion der DC deren Wanderung, indem es die Expression des daftr
essentiellen Chemokinrezeptors CCR7 auf den DC unterdriickt (Alcami 2007; Humrich et al. 2007)
und minimiert Uber das Protein A39R deren Féhigkeit zur Phagozytose (Walzer et al. 2005). Zudem
ist eine Vielzahl an Viren bekannt, welche die Reifung von DC verhindern. Hierzu gehdren das HSV,
das HCMV und das Vacciniavirus, welche selektiv die Expression von CD83, einem wichtigen
Reifungsmarker von DC, herunterregulieren. Das HIV-Protein Vpr bewirkt ebenfalls, dass DC in
einem unreifen Status mit niedriger Expression von CD80, CD83 und CD86 und zudem kaum
Ausschittung des Tyl-stimulierenden 1L-12, hingegen starker Expression des inhibitorischen IL-10,
verbleiben (Majumder et al. 2005). Des weiteren konnen Viren DC so manipulieren, dass diese
nachfolgend Tp2-Zellen durch die Sezernierung von IL-4 rekrutieren und dadurch eine Tyl-
Zellantwort verhindern, welche notwendig fur die Viruskontrolle wéare (Palucka and Banchereau
2002).

7.5.2.1. Manipulation der Antigenprasentation auf MHC-Klasse | und Il

Ein Hauptziel der viralen MaRnahmen gegen die Induktion der adaptiven Immunantwort ist die
Unterdriickung der Antigenpréasentation auf MHC-Klasse | und Il. Nahezu jeder Schritt der
Antigenprozessierung und -présentation wird durch das ein oder andere Virus inhibiert oder moduliert
(Miller and Sedmak 1999; Hewitt 2003; Lilley and Ploegh 2005; Lin et al. 2007).

MHC-KIasse I-Molekiile sind auf allen kernhaltigen Zellen zu finden, dementsprechend sind sie
Angriffspunkte vieler Viren unabhangig vom jeweiligen Zelltropismus und zielen darauf ab, die
Detektion und Eliminierung der befallenen Zelle durch antigenspezifische CD8" T-Zellen (liber MHC-
Klasse 1) bzw. die Detektion durch CD4" T-Zellen (liber MHC-Klasse 1) zu verhindern.

Viele Viren greifen direkt in den MHC-KIlasse I-Prasentationsweg ein. Das Protein ICP47 des HSV
bindet an den transporter associated with antigen presentation (TAP) und inhibiert so den Transport
von Peptiden aus dem Zytosol ins ER (Miller and Sedmak 1999). Andere virale Proteine inhibieren

den Transport der MHC-KIlasse I-Molekiile aus dem ER oder bewirken einen Transport zurtick ins
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Zytoplasma bzw. in Lysosomen, was in beiden Fallen zur Degradation der MHC-Klasse I-Molekiile
fahrt (Lilley and Ploegh 2005).

MHC-KIasse I-negative Zellen sind jedoch das primére Ziel von NK-Zellen. Dabei handelt es sich um
lymphoide Zellen, welche im Gegensatz zu B- und T-Zellen keinen klonotypischen,
antigenspezifischen Rezeptor besitzen, sondern eine Vielzahl von Oberflachenrezeptoren, die
entweder aktivierende oder inhibierende Signale ins Zellinnere senden. MHC-Klasse | und hier im
Speziellen human leukocyte antigen E (HLA-E) binden inhibitorische NK-Zellrezeptoren und
verhindern so eine zytotoxische Lyse der Zelle durch die NK-Zelle. Pathogene, die eine MHC-
Klasse I-Oberflachenexpression verhindern, induzieren aus diesem Grund NK-Zellaktivitat, die so
eine wichtige Komponente der angeborenen Immunitat darstellt und dem Immunsystem die Zeit gibt,
antigenspezifische T- und B-Zellen zu produzieren. Wahrend einer Virusinfektion werden zudem
meist auch (virale) NK-Zell-aktivierende Molekdile auf der Zelloberflache exprimiert. Aufgrund der
potenten antiviralen Eigenschaften der NK-Zellen haben Viren Mechanismen entwickelt, um eine
NK-Zellantwort zu verhindern. Dabei greifen sie in das System aus inhibierenden und aktivierenden
Liganden und NK-Rezeptoren ein. Das HCMV zum Beispiel minimiert zwar die Expression der
MHC-KIlasse I-Molekule HLA-A, B und C, induziert aber die HLA-E-Présentation auf der Oberflache
(inhibitorischer NK-Rezeptor) und verhindert gleichzeitig den Transport von aktivierenden NK-
Zellliganden an die Oberflache. Ahnlich geht HIV mit Hilfe des Proteins Nef vor, welches HLA-A
und -B herunterreguliert, HLA-C und -E jedoch nicht (Lodoen and Lanier 2005).

Zur Aktivierung benodtigen CD4" T-Helferzellen die Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse I1-
Molekiilen. Da die CD4" T-Zellantwort sehr wichtig fir die gesamte adaptive Immunitat ist,
manipulieren Viren auch den MHC-KIasse II-Antigenprasentationsweg, um die Aktivierung von
T-Helferzellen zu verhindern. Einige virale Proteine greifen direkt in den MHC-Klasse IlI-
Présentationsweg ein. Hierbei sind die HCMV-Proteine US2 und US3 zu nennen, welche auch in der
Inhibition des MHC-Klasse I-Weges involviert sind. US2 transportiert MHC-Klasse 11-Molekule aus
dem ER ins Zytosol, wo sie dann proteasomal degradiert werden und U3 verhindert den Transport von
MHC-KIlasse I1 an die Oberflache (Miller and Sedmak 1999; Lilley and Ploegh 2005; Lin et al. 2007).
Das HSV verfolgt eine andere Strategie. Das virale Glykoprotein B (gB) bindet an HLA-DR und -DM
und dirigiert diese in subzelluldre Vesikel, was den Transport an die Oberfl&che verhindert (Neumann
et al. 2003).

Im Kontext von stark mutierenden RNA-Viren ist die Mutation der Epitope, welche bevorzugt Uber
MHC-Klasse I und Il préasentiert werden, eine weitere Mdglichkeit die Antigenprasentation zu
minimieren. Dies kann zu einer verminderten Féhigkeit des entsprechenden Epitops fuhren an das
MHC-Molekll zu binden oder in einer verringerten Detektion durch die jeweiligen T-Zellen
resultieren (Draenert et al. 2004; Leslie et al. 2004; Letvin 2006).
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7.5.2.2. Pro- und anti-apoptotische Aktivitéten von Viren

Darlber hinaus modulieren Viren haufig Signalwege, welche Uber Leben oder Tod der infizierten
Zelle entscheiden. Oft aktivieren Viren anti-apoptotische Signale, um geniigend Zeit fur die
Herstellung von Nachkommen zu haben und/oder Latenz zu etablieren (Hiscott et al. 2001; Bowie et
al. 2004). Auf der anderen Seite induzieren viele Viren Apoptose, um die Induktion einer adaptiven
Immunantwort zu verhindern. So infizieren beispielsweise HSV, das Vacciniavirus, das Masernvirus
und auch IVA DC, was zu deren Absterben fiihrt. HIV unterminiert eine T-Helferzell-basierte
Immunantwort, indem CD4" T-Helferzellen infiziert und Uber zytopathische Effekte der viralen
Proteine in die Apoptose bzw. Nekrose getrieben werden. Hierbei reguliert HIV einige anti-
apoptotische Signalwege herunter und induziert gleichzeitig pro-apoptotische Faktoren (Naniche and
Oldstone 2000; Ahr et al. 2004). Hierzu z&hlt auch der Fas/FasL (CD95/CD95L)-Signalweg, welcher
neben den T-Zellen auch benachbarte, uninfizierte CD8" CTL und B-Zellen in die Apoptose treiben
kann (Gougeon 2005).

Fur HIV ist zudem bekannt, dass das Virus bevorzugt Uber den TCR stimulierte, aktivierte
T-Helferzellen befallt, da die Integration des Provirus ins Wirtsgenom einen aktivierten Status der
Zelle benotigt (Oswald-Richter et al. 2004). Douek et al. (Douek et al. 2002) konnten sogar zeigen,
dass HIV praferentiell HIV-spezifische CD4" T-Zellen infiziert. Dies ist wahrscheinlich nicht auf eine
Form von ,,MHC-Klasse II-Spezifitat” des Virus zuriickzufiihren, sondern vielmehr auf die Tatsache,
dass die virusspezifischen T-Helferzellen, im Vergleich zu nicht-virusspezifischen T-Zellen, einen viel
langeren und engeren Kontakt mit den APC zeigen. Mit HIV infizierte DC fungieren hierbei als
Transporter, welche die Viren zur Zielzelle bringen, diese dadurch aktivieren, aber auch gleichzeitig
Viren freisetzen, welches die T-Zelle befallen (Rinaldo and Piazza 2004). Dadurch missbraucht HIV
einen fur die adaptive Immunitét wichtigen Prozess der Aktivierung von spezifischen T-Zellen durch

APC zu seiner Verbreitung und gleichzeitigen Eliminierung der adaptiven Immunantwort.

7.5.2.3. Apoptotische Aktivitaten vom Influenzavirus Typ A

IVA infiziert DC ebenfalls sehr effizient (Strobel et al. 2000; Nimmerjahn et al. 2003). Im Gegensatz
zu vielen anderen Viren wie dem Vacciniavirus und dem HSV fihrt dies aber nicht zu einer
Beeintrachtigung der Antigenprasentation, und virale Antigene werden effizient auf MHC-Molekdilen
prasentiert (Brimnes et al. 2003; Freigang et al. 2005; Pollara et al. 2005). Dies ist dementsprechend
nicht die Ursache einer beeintrachtigten, zelluldaren Immunitat im Kontext einer schweren bis letalen
IVA-Infektion. Ein anderer Mechanismus, wie IVA die zellul&re Immunantwort unterwandern konnte,
ist bisher nicht detailliert beschrieben worden. Es ist jedoch klar, dass T-Zellen und B-Zellen

notwendig sind, um eine IVA-Infektion erfolgreich zu bek&mpfen (Epstein et al. 2000; Hogan et al.
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2001a; Hogan et al. 2001b; Brown et al. 2006). Die hohe Pathogenitit von IVA kann jedoch nicht
alleine in der Unterdriickung der IFN-Antwort mittels NS1 sowie der humoralen Immunantwort durch
Antigen-shift und -drift begriindet liegen.

Die Infektion und Eliminierung von T- und B-Zellen, welche notwendig zur effektiven Bek&mpfung
einer IVA-Infektion sind, konnte eine mdgliche Erklarung fiir die hohe Pathogenitat von IVA
darstellen. Bei einer IVA-Infektion werden h&ufig, besonders bei sehr pathogenen Virusstammen, eine
Lymphopenie und eine Hyperzytokindmie verbunden mit einer ,,tberaktiven®, pro-inflammatorischen
Immunantwort beobachtet (de Jong et al. 2006; Kobasa et al. 2007; Loo and Gale 2007). Die
Lymphopenie manifestierte sich durch erniedrigte CD3" und CD4" Lymphozytenzahlen in infizierten
Personen. Dies war besonders ausgeprégt bei den Patienten, welche der Krankheit erlagen. Die
Viruslast und die Lymphozytenanzahl zeigten eine inverse Korrelation, was durch Elimination der
Lymphozyten erklart werden konnte (Yuen et al. 1998; Oh et al. 2000; de Jong et al. 2006). Die
Lymphozyten kdnnten dabei in Folge des aus den Fugen geratenen Zytokinmilieus in die Apoptose
getrieben worden sein. Auf der anderen Seite kdnnte die Hyperzytokindmie auch die Konsequenz
eines massiven Zelltods und der damit verbundenen Zytokinausschittung von Immunzellen sein,
welche durch die IVA-Infektion ausgeldst worden ist. Dies legen die im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse nahe. Tabelle 4 fasst die verschiedenen antiviralen Immunabwehr- und viralen

Immunevasionsstrategien zusammen und stellt sie in den Kontext von IVA.

7.5.2.4. Mdgliches Szenario einer Infektion mit Influenzaviren Typ A und Konsequenzen flr die

menschliche Gesundheit

Daraus ergibt sich ein mdogliches Szenario, in dem IVA die in den Lungen patrouillierenden DC
infiziert. Dadurch erhalten die DC gleichzeitig die entsprechenden Signale, welche zu ihrer Reifung
und damit verbunden zur Wanderung zum nachsten Lymphknoten fiihren (Brimnes et al. 2003). Dort
aktivieren sie virusspezifische T-Zellen, welche nachfolgend infiziert werden konnten. Da T-Zellen
erst 48 - 60 Stunden nach Stimulation optimal infizierbar sind, ist es jedoch unwahrscheinlich, dass
eine Aktivierung der T-Zelle sofort in deren Infektion und Eliminierung resultiert. Andere bereits
zuvor induzierte T-Zellen konnten jedoch im Lymphknoten befallen und eliminiert werden, was eine
verringerte zellulare Immunitat gegen Nachfolgeinfektionen bedeuten kdnnte. Alternativ dazu kénnten
die aktivierten, IVA-spezifischen T-Zellen auch zum Ort der Primarinfektion (der Lunge) wandern,
wie experimentell bereits gezeigt wurde (Debes et al. 2006), und dann dort infiziert und getotet

werden.
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Virale Immunevasionsstrategien

Teile der Mechanismen RNA-Viren Influenzaviren Abschnitt
o der Grolie DNA-Viren im der
Immunitat . (Typ A) . .
Immunabwehr Allgemeinen Diskussion
virale Nur sehr wenige
Chemokine (VCK), ur senr wenig
- Beispiele fir virale
virale Homologe des
Zytokine und Chemokinrezeptoren 7 tokgin- / 7311
Chemokine (VCKR), Yo 2.1
- /Chemokinsystems
virale (HIV als
Chemokinbindeproteine Ausnahme)
(VCKBP)
Verhinderung der IFN-Synthese /
Inaktivierung der ausgeschtteten IFN-
Angeborene | nterferonantwort | Molekille / Inhibition des IFNAR-JAK- NS1 7.3.2.
Immunitat STAT-Signalweges oder der resultierenden
antiviralen Proteine
Nur bei Retroviren
Komplementinhibitoren | Mitnahme von
Komplement (selbst kodiert oder von |  Komplement- / 7.3.1.2.
Wirtszelle entwendet) inhibitoren von
Wirtszelle bekannt
NK-Zellvermittelte IIELQIZ?ger?SZEre Nef von HIV und / 7521
Immunitét E2 von HVC e
NK-Zellrezeptoren
Antikérper zur Beeintrachtigung der
Neutralisierung von | Zzellularen Immunitat,
Humorale, Pathogenen welche der humoralen | Mutationen der Antigen-drift und
adaptive — vorausgeht; Etablierung viralen : . 7.4.
Immunitat Antikorper zur von Latenz: Oberflachen Antigen-shift
Markierung von | npytationen bei starkem
Pathogenen und Selektionsdruck
infizierten Zellen
Immunmodulatorische HIV inhibiert Infektion und
. Proteine; Fehlerhalte | HC-Klasse | und oL ;
APC zur Aktivierung e . 11-Weg; Inhibition mogllcherwelse
von B-und T-Zellen Reifung der APC, der DC-Reifun N | 75.2.
Inhibierung von MHC- und T-Zell- g utzung als
Klasse I und II . Transportmittel
aktivierung
Zellul3 Mutationen der
elulare, . Antigene fir CTL-
adaptive CD4-positive und | " enlerhafte Reifung und | =gy o g :
Immunitit CDB-positive fehlende Signale der Infektion und Infektion und 7.1.und
T-Zellen APC \_/e_rhlndern Eliminierung der El'mm'erung 7.5.2.
Aktivierung L
CD4-positiven
T-Zellen (HIV)
B-Zellen zur _N_icht oder falsch Apoptose ohne ;
) aktivierte T-Helferzellen ' ; Infektion und 7.1.und
Induktion der kénnen B-Zellen nicht vorherige Infektion L
humoralen Immunitat aktivieren (HIV) Eliminierung 7.5.2.

Tabelle 4. Antivirale Immunabwehrmechanismen und virale Immunevasionsstrategien

Dies alles liefert ein Bild, in dem es einen Wettlauf zwischen der Unterdriickung des Immunsystems

(durch IVA) und der Aktivierung von Effektorfunktionen gegen IVA (durch das Immunsystem) gibt.

Ein bereits voraktiviertes Immunsystem (durch Impfung oder vorherigen Kontakt) fuhrt zu einer

schnellen Entdeckung und Eliminierung der Viren mittels eines vorhandenen immunologischen

Gedachtnisses, verbunden mit moderatem Virustiter und lokaler Infektion. In diesem Fall kdnnte eine

schnelle Immunantwort der beschleunigten Virusvermehrung entgegenwirken und ein ansonsten

pathogenes Virus besiegen.
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Ein flr einen neuen Virusstamm naives oder zumindest kaum voraktiviertes Immunsystem fuhrt
hingegen, vor allem bei hochvirulenten, schnell replizierenden Viren, zu einer rasanten Vermehrung
des Virus, was moglicherweise in einer systemischen Infektion und mitunter im Tod des Wirts
resultiert. Was einen IVA-Stamm virulenter macht als einen anderen und damit tiber Leben oder Tod
des Wirts entscheidet, ist noch nicht endgultig geklart, scheint jedoch durch mehrere Faktoren
bestimmt zu werden. Zum einen ist mit Sicherheit der Tropismus fiir einen bestimmten Wirt von
grolRer Bedeutung. Hierfur sind, wie bereits eingehend beschrieben, HA und NA entscheidend. Neben
HA und NA konnte auch gezeigt werden, dass die viralen Polymerasen, und hier vor allem PB2, eine
bestimmende Rolle fir die Virulenz von IVA spielen (Wright 2007). Dies konnte in einer effizienteren
Replikation der Viren begriindet liegen und zu einer schnelleren, aber vielleicht auch effizienteren
Vermehrung der Viren innerhalb der Zielzellen fiihren und so in einem hdheren Virustiter resultieren.
Neuste Studien zeigen, dass auch das aus einem alternativen Leserahmen im PB1-Gen resultierende
PB1-F2-Protein eine Rolle bei der gesteigerten Virusreplikation spielen kénnte. Zudem induziert die
vollstandige Version dieses Proteins Apoptose durch Einlagerung in die Mitochondrienmembran, fiihrt
zu einer vermehrten Zytokinausschuttung in infizierten Mausen und verschlimmert sekundare,
opportunistische bakterielle Infektionen in der Lunge nach IVA-Infektion (Chen et al. 2001; McAuley
et al. 2007). Letzteres war bei hochpathogenen IVA-Stammen — wie dem die Spanische Grippe im
Jahre 1918 auslésenden IVA — besonders ausgepragt und kénnte méglicherweise die Ursache in einer
vermehrten Eliminierung von Immunzellen im Allgemeinen und aktivierten Lymphozyten im
Speziellen haben. Dadurch kdnnten besonders aggressiv replizierende IVA-Stdmme sogar in der Lage
sein ein bereits voraktiviertes Immunsystem erfolgreich zu unterwandern. Dies wird durch die
gesteigerte Anzahl von Toten zwischen 18 und 65 Jahren wéhrend Pandemien unterstrichen. Den
pandemieausldsenden, hochpathogenen Viren fielen viele Menschen mit intaktem, ,,ausgebildetem*
Immunsystem zum Opfer (Wright 2007). In diesem Kontext stellt sich die Frage, ob es einem IVA
Vorteile bringt, seinen Wirt auf diese Weise zu tdten. Lebenslang persistierende Viren versuchen eher
eine Co-Existenz mit ihrem Wirt einzugehen, um sich nicht selber ihrer Lebensgrundlage zu berauben.
Bei IVA ist dies jedoch nicht notwendig. Zum einen gewéhrleistet die schnelle Replikation und
Virusfreisetzung eine effiziente Verbreitung. Aus diesem Grund muss IVA nicht darauf achten den
Wirt am Leben zu lassen, sondern kann sich evolutiondr in Richtung optimale Vermehrung und
Verbreitung hin entwickeln, mit dem Tdéten des Wirtes als mdgliches Beiprodukt. Zum anderen hat
IVA ein natlirliches Reservoir in Wasservogeln, so dass selbst die vollstandige Ausléschung einer
bestimmten Wirtsart nicht zu Eliminierung dieser Virusfamilie fuhren wirde (Webster et al. 1992). Da
es zudem nur einer begrenzten Anzahl an Veranderungen des HA-Molekils bedarf (Glaser et al. 2005;
Stevens et al. 2006), um den Wirtstropismus zu verandern, sind hochpathogene IVA, wie H5N1 nicht
zu unterschatzen. Aufgrund einer bisher unzureichenden Adaption an den humanen Wirt, ist bei
Letzterem bislang keine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung moglich. 1IVA zeigt jedoch das Phanomen

der Anpassung des HA-Molekdls an den infizierten Wirt durch die Mutation der Rezeptorbindestelle
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(Mochalova et al. 2003). Dies ist wahrscheinlich von groRer Bedeutung fiir das Uberspringen einer
Speziesbarriere durch einen IVA-Subtyp und, in Kombination mit dem nahezu unerschépflichen
Reservoir an neuen Virusvarianten aus Wasservogeln, bedeutend fiir die Entstehung neuer,
humanpathogener IVA-Subtypen. Deshalb ist ein grundlegendes Verstéandnis der Wechselwirkungen
zwischen Virus und Wirt unerl&sslich. Hierdurch konnten zellulére Faktoren identifiziert werden,
welche es erlauben eine IVA-Infektion zu verhindern. Diese sollten, im Vergleich zur direkten
Bekadmpfung der viralen Proteine, eine wesentlich geringere Gefahr in sich bergen durch Mutationen
therapeutisch unwirksam zu werden, was im Rahmen von Impfungen und antiviralen Medikamenten

gegen IVA ein exorbitantes Problem darstellt.
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8. Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass IVA aktivierte T-Lymphozyten infiziert
und eliminiert. Durch Vorarbeiten ist bekannt, dass fiir eine produktive Infektion eine NF-«xB-
Aktivierung vorliegen muss (Nimmerjahn et al. 2004). Daraus lasst sich schliel3en, dass durch den
NF-kB-Signalweg induzierte Effektormolekile fur die Entscheidung verantwortlich zeichnen, ob eine
produktive Virusinfektion moglich ist. Diese Effektormolekiile zu identifizieren und im Falle einer
IVA-Infektion gezielt inhibieren zu konnen, wiirde die oben gestellten Anforderungen an eine
effektive, von Virusmutationen wahrscheinlich weitgehend unabhéngige Bekdmpfung des Virus
erfullen. Die Inhibition des NF-kB-Signalweges selber stellt eine bereits angedachte Moglichkeit dar
(Wurzer et al. 2004; Mazur et al. 2007). In einen so vielféltig involvierten Signalweg einzugreifen
birgt jedoch immer die Gefahr von unerwinschten Nebeneffekten. Zudem sind viele der zur Zeit
verfligbaren NF-kB-Inhibitoren hochtoxisch. Die experimentellen Ansdtze zur Blockierung einer
produktiven IVA-Infektion in ruhenden B-Zellen haben den vorhandenen Block in ruhenden
Lymphozyten auf den Bereich zwischen Bindung des Virus und Transport in die Endosomen
eingeengt. Eine Untersuchung der hieran beteiligten Molekiile in Abhé&ngigkeit von NF-kB in
aktivierten gegeniber ruhenden Lymphozyten kénnte die moglichen Kandidaten weiter reduzieren. Ob
die entsprechenden Proteine dann auch in aktivierten und ruhenden T-Zellen unterschiedlich
exprimiert werden, bleibt abzuwarten. Sollte dies jedoch der Fall sein, wiirde dies deren Bedeutung
unterstreichen.

Eine Untersuchung der Eliminierung der aktivierten T-Zellen durch IVA und der zugrunde liegenden
Mechanismen konnte weitere interessante Einblicke in die Interaktionen zwischen Virus und
Wirtszelle liefern. Es ist bekannt, dass IVA auf mehreren Wegen Apoptose induzieren kann (Chen et
al. 2001; Schultz-Cherry et al. 2001; Brydon et al. 2005; Zhou et al. 2006). Ob eine davon auch fir
T-Zellen verantwortlich zeichnet, bleibt zu verifizieren.

Der in dieser Arbeit verwendete IVA-Subtyp besitzt VVogelpathogenitdt. Um die Untersuchungen der
aktivierungsabhangigen Infektion und Eliminierung von humanen T- und B-Lymphozyten auf eine
breitere Basis zu stellen, wére letztendlich die Verwendung eines humanpathogenen IVA-Subtyps
interessant und lehrreich. Zu vermuten ware eine noch gréRere und vielleicht sogar zeitlich schnellere

Infektion der aktivierten T-Zellen. Auch dies Bedarf jedoch eingehender Untersuchungen.
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Anhang I: Abkirzungsverzeichnis
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Im Rahmen der Arbeit verwendete Begriffe aus dem Englischen wurden durch kursive Schreibweise
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Anhang Il: Plasmidkarte pHL2251 (zur Generierung von IVA-GFP)
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