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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Im Laufe der Evolution haben mehrzellige Organismen ein
Verteidigungssystem gegen korperfremde Substanzen und Krankheitserreger
wie Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten entwickelt, das als Immunsystem (lat.
immunis = gefeit, frei, unberiihrt) bezeichnet wird. Es umfasst die Gesamtheit
der Organe, Zellen und Proteine, deren Funktion im Erkennen und in der
Bekdmpfung korperfremder Strukturen liegt. Unter ,,normalen” Bedingungen
findet keine Immunreaktionen gegen den eigenen Organismus statt
(,,immunologische Toleranz*). Bei der Abwehr fremder Strukturen lédsst sich
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem unterscheiden.
Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, schnell und relativ unspezifisch
auf eindringende Pathogene zu reagieren. Zur angeborenen Immunitit zéhlen
zunichst physikalische und chemische Barrieren, wie Schleimhdute oder der
saure pH von Magensdure oder Schweil}. Losliche Faktoren des angeborenen
Immunsystems, die bei einer Infektion sehr schnell rekrutiert werden, sind
Lysozym, Akutphaseproteine, Zytokine, Komplementproteine und Typ-I
Interferone (IFN-o und IFN-f). Neben Ioslichen Faktoren verfiigt das
angeborene Immunsystem auch iiber phagozytierende Zellen wie Makrophagen
und Neutrophile, die bei der Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen von
grundlegender Bedeutung sind. Natiirliche Killerzellen (NK Zellen) kénnen
beispielsweise bei viralen Infektionen, die oft das Herunterregulieren von
MHC-I-Molekiilen auf den infizierten Zellen induzieren, die ,,abnormen"
Zellen erkennen und gezielt abtoten. Diese Mechanismen ermoglichen es dem
angeborenen Immunsystem, schnell auf eindringende Pathogene zu reagieren
und eine Infektion wéhrend der vier bis sieben Tage, die bis zum Einsetzen der

adaptiven Immunantwort vergehen, zu kontrollieren.
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Die adaptive Immunantwort beginnt mit der Aufnahme von Antigen durch
antigenpriasentierende Zellen (APC), wie Dendritische Zellen (DCs),
Makrophagen und B Zellen im infizierten Gewebe. Als Antigen wird ein
korperfremder Stoff bezeichnet, der vom adaptiven Immunsystem erkannt
wird. DCs sind hoch spezialisierte APC und besonders geeignet, dulerst
effizient Antigen aufzunehmen und zu prozessieren. Sie wandern dann in die
sekunddren lymphatischen Organe und prisentieren das Antigen im Kontext
mit MHC-I- und MHC-II-Molekiilen naiven CD8" bzw. CD4" T Zellen. Die T
Zellen erkennen tiber ihren T Zell-Rezeptor (TCR) Peptidfragmente im
Kontext mit MHC-Molekiilen. Dies fiihrt zu einer Proliferation der Zellen. Die
antigenspezifischen T Zellen werden auch als zelluldrer Arm des adaptiven
Immunsystems bezeichnet. Man unterscheidet zwischen CD8" zytotoxischen T
Zellen (CTL), die durch das Ausschiitten von lytischen Granula und
Rezeptorbindung in der Lage sind, antigenspezifisch Zielzellen zu zerstoren,
und CD4" T Helferzellen (Th Zellen). Th Zellen produzieren nach
antigenspezifischem Kontakt Zytokine, durch die sie in der Lage sind, eine
Effektorfunktion auszuiiben und andere Zellen bei deren Differenzierung und
Funktion zu unterstiitzen (,,zu helfen®). Neben dem =zelluldren verfiigt das
adaptive Immunsystem iiber einen humoralen Arm. Dazu zdhlt die Produktion
von spezifischen Antikorpern oder Immunglobulinen (Ig) durch B Zellen. Im
Gegensatz zu T Zellen erkennen B Zellen iiber den B Zell-Rezeptor (BCR)
sowohl zellassoziierte als auch I16sliche Antigene. Dazu gehoren neben
Proteinen auch Lipide, DNA und Zucker, aber auch andere dreidimensionale
Strukturen. Nach Kontakt mit dem spezifischen Antigen kommt es zur
Aktivierung der B Zelle und zur nachfolgenden Differenzierung in eine
Antikorper-sekretierende Plasmazelle. Die sezernierten Antikdrper haben unter
anderem die Funktion, Bakterien zu opsonisieren und sie so fiir das
Immunsystem als korperfremd zu markieren. Dariliber hinaus konnen
neutralisierende Antikorper durch Bindung an Viren deren Infektidsitét
hemmen. Zu einer Produktion solcher hoch spezifischer Antikorper bedarf es
jedoch der Hilfe von Th Zellen, was die enge Verbindung zwischen den beiden

Armen des adaptiven Immunsystems verdeutlicht.



Einleitung

Eng verbunden ist auch das angeborenene mit dem adaptiven Immunsystem.
So sind die Makrophagen des angeborenen Immunsystems von entscheidender
Bedeutung bei der Induktion und anschlieBender Steuerung der adaptiven
Immunantwort. Dem gegeniiber greift das adaptive Immunsystem auf
Mechanismen des angeborenen Immunsystems zuriick. So vermitteln NK
Zellen des angeborenen Immunsystems eine antikdrperabhidngige
zellvermittelte Zytotoxizitdit (ADCC). Durch das Ineinandergreifen von
angeborenem und adaptivem Immunsystem kann in den meisten Fillen die
Infektion kontrolliert und das Pathogen aus dem Organismus entfernt werden.
Nach tiiberstandener Infektion entwickelt sich langlebige T und B Gedéchtnis-
Zellen. Sie sind bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen in der Lage,

wesentlich schneller und effizienter zu reagieren (Janeway et al., 2001).

1.2. Funktion der T Zellen und Entstehung von adaptiven

Immunantworten gegen intrazellulire Erreger

Die Zellpopulation der T Lymphozyten kann anhand der T Zell-Rezeptor
(TCR)-assoziierten Membranproteine in CD4" und CD8" T Zellen unterteilt
werden. Diese Korezeptormolekiile sind in der Lage, mit konstanten Regionen
der MHC-II- bzw. MHC-I-Molekiile auf APC zu interagieren. CD4"™ T
Lymphozyten erkennen Peptidfragmente von Antigenen im Kontext mit MHC-
II-Molekiilen, welche auf der Oberfliche von professionellen APC, wie DCs,
Makrophagen, B Zellen und aktivierten T Zellen exprimiert werden. Die auf
diesem Weg préisentierten Peptide stammen vorwiegend von exogenen
Antigenen, die in die vesikuldren Kompartimente der Zellen gelangen. Dies
geschieht im Fall intravesikuldrer Pathogene oder durch die Endozytose von
Proteinen und Abbauprodukten extrazelluldrer Erreger. Im Gegensatz dazu
erkennen CD8" T Zellen Peptidfragmente im Kontext von MHC-I-Molekiilen.
Die auf diesem Weg présentierten Peptide stammen vorwiegend von
endogenen Antigenen. Zur Prédsentation endogener Antigene sind
professionelle APC und alle kernhaltigen Korperzellen befdhigt. Adaptive

Immunantworten werden allerdings nur von professionellen APC induziert,
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wobel den DCs bei der Induktion von T Zell-Immunantworten eine besondere

Bedeutung zukommt (Janeway et al., 2001).

1.2.1. Funktionen der CD4" T Zellen

Die Funktion der CD4" T Zellen besteht nach der Erkennung ihres Antigens
darin, durch die Ausschiittung von Zytokinen andere Zellen des Immunsystems
bei ihrer Differenzierung und Funktion zu unterstiitzen. Dabei sezernieren Th
Zellen nach Aktivierung verschiedene Muster an Zytokinen, woraufhin sie in
die drei Subpopulationen Th1, Th2 und regulatorische T Zellen (Th3) eingeteilt
werden (de Jong et al., 2005). Thl Zellen produzieren vor allem IFN-y, TNF-a
und IL-2, Th2 Zellen vorwiegend IL-4, IL-5 und IL-13, wohingegend Th3-
Zellen IL-10 und TGF-B sezernieren (Jonuleit & Schmitt, 2003; Robinson &
O'Garra, 2002). Th1-Zytokine sind an der Aktivierung von Makrophagen und
zytotoxischen T Lymphozyten beteiligt, wdhrend Th2-Zytokine bei der
Induktion einer B Zellantwort benotigt werden (Depoil et al., 2005; Kupfer et
al., 1991; Schoenberger et al., 1998). Th3-Zytokine dagegen verhindern die
Proliferation von Thl- und Th2- Zellen und bewirken daher die Entstehung
von Toleranz (Jonuleit & Schmitt, 2003). Die Differenzierung naiver CD4 T
Zellen zu Thl-, Th2- oder Th3 Zellen wird durch die Anwesenheit bestimmter
Zytokine beeinflusst und ist daher von der zytokinproduzierenden APC
abhéngig. So findet durch IFN-y und IL-12 eine Differenzierung zu Thl statt,
durch IL-4 dagegen zu Th2 und durch IL-10 und gleichzeitigem Fehlen von IL-
12 eine Differenzierung in Th3 (de Jong et al., 2005; Hurez et al., 2003;
Maldonado et al, 2003). In vivo wurde die Bedeutung der CD4" T
Lymphozyten an CD4-defizienten ,,.knockout“-Mausen untersucht. Diese Tiere
zeigten ein normales B/T Zellverhiltnis, keine Atrophie der lymphatischen
Organe, jedoch eine stark reduzierte Antikérper-Antwort. Im Zuge einer
Infektion mit dem lymphozytidren Choriomeningitis-Virus (LCMV) wurde eine
antiviralen CTL-Antwort induziert. Allerdings wurden vergleichsweise geringe
Mengen LCMV-spezifischer CD8" T Gedichtnis-Zellen ausgebildet
(Rahemtulla et al., 1991). CD4" T Zellen tragen somit zu der Induktion der
CD8" T Gedichtnis-Zellen bei, als auch zu der Bildung von Antikérpern durch

4
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zu Plasmazellen differenzierte B Zellen (Behrens et al., 2004; Janssen et al.,

2003; Shedlock & Shen, 2003).

Die Bedeutung der CD4" T Zellen fiir die Aufrechterhaltung eines intakten
Immunsystems zeigt sich bei einer Infektion mit dem humanen
Cytomegalievirus (HCMV). Die zur Kontrolle der Infektion noétige CTL-
Antwort ist abhiingig von der Hilfe der CD4" T Zellen (Li et al., 1994). Auch
im Verlauf einer Infektion mit humanen Immundefizienz-Viren (HIV) fiihrt der
Verlust der infizierten CD4" T Zellen dazu, dass sich opportunistische Erreger

ungehindert im Organismus ausbreiten.

1.2.2. Funktionen von CD8" T Zellen

Naive CD8" T Zellen differenzieren bei Bindung ihres TCR an MHC-I-Peptid-
Molekiile auf APC in CTL. Die Aufgabe der CTL besteht in dem gezielten
Abtoten infizierter Zellen, um so die intrazelluldre Vermehrung der Pathogene
zu verhindern. Erkannt werden diese Zellen ebenfalls iiber MHC-I-Peptid-
Molekiile. Nahezu alle kernhaltigen Zellen exprimieren MHC-I-Molekiile und
stehen so unter Kontrolle der CTL. Die CTL schiitten dann bei Zellkontakt den
Inhalt lytischer Granula in den Zwischenraum zur Zielzelle aus (Barry &
Bleackley, 2002). Eine wichtige Komponente der Abtdtungsmaschinerie von
CTL, aber auch von NK Zellen ist das Effektormolekiil Perforin. Dieses
Protein ist in der Lage, in Anwesenheit von Calcium zu polymerisieren und in
der Membran der Zielzelle Poren auszubilden. Daraufhin kdnnen weitere
Komponenten der lytischen Granula in die Zelle gelangen. Zu diesen gehoren
die Granzyme A, B und C, sowie Granulysin und Serinproteasen (Lieberman,
2003). Sie 16sen letztendlich die Apoptose der Zielzelle aus (Shresta et al.,
1998; Stenger et al., 1999). Die Bedeutung von Perforin wird an Perforin-
defizienten Mausen deutlich. Diese Tiere zeigen eine schwere Dysfunktion der
CTL-Aktivitdit und sind nicht in der Lage, eine Infektion mit nicht-
zytopathischem LCMV zu eliminieren (Kagi et al., 1994; Kagi et al., 1995a;
Walsh et al., 1994). In Méiusen konnte nachgewiesen werden, dass die

Zytotoxizitit der CD8" T Zellen in vivo nahezu vollstindig von dem
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Perforin/Granzym-System abhéingt (Graubert et al., 1997; Kagi et al., 1994;
Kagi et al., 1995b).

Bei der Abwehr viraler Infektionen spielen CD8" T Lymphozyten eine zentrale
Rolle. Zur Kontrolle einer Infektion mit HCMV sind CTL essentiell, konnen
aber das Pathogen nicht komplett eliminieren (Reusser et al., 1991; Walter et
al., 1995). Im Fall einer HIV-Infektion tragen CTL sowohl wéhrend der
primdren Phase als auch wihrend der nachfolgenden Persistenzphase
entscheidend zur Kontrolle der Virdmie bei (Musey et al., 1997; Ogg et al.,
1998). Dabei geht eine starke CTL-Antwort mit einer geringeren Viruslast und
einem verlingerten Uberleben einher, obwohl sie nicht zu einer Eliminierung
des Virus fiihrt (Greenough et al., 1997; Harrer et al., 1996; Pontesilli et al.,
1998).

1.2.3. Induktion von adaptiven T Zell-Immunantworten

Bei Induktion einer adaptiven Immunantwort kommt es in den peripheren
lymphatischen Organen zur einer antigenspezifischen T Zellantwort und zur
nachfolgenden Ausbildung eines immunologischen Gedédchtnisses. Den DCs
kommt bei der Induktion adaptiver Immunantworten eine besondere Bedeutung
zu, da sie am effizientesten in der Lage sind, naive T Zellen zur Proliferation
und Differenzierung zu stimulieren (Steinman, 1991). Zusétzlich zu dem
primiren Stimulationssignal liber den TCR ist ndmlich eine {iber CD28
vermittelte Kostimulation notwendig, welche von reifen DCs iiber die
Membranproteine CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) im hohen MafBle bereitgestellt
wird (vgl. 1.3.3.). Erkennt dagegen eine naive T Zelle ihr Antigen ohne
Kostimulation, geht sie in einen anergen Zustand iiber (Bachmann et al., 1999).
Nach Aktivierung der naiven T Zellen folgt eine Phase der klonalen Expansion
und der Differenzierung zu CD4" Th Zellen beziehungsweise CD8" CTL. Die
T Zelle durchlduft dabei mindestens sieben bis zehn Zellteilungen und
entwickelt sich zu einer Effektor- oder Gedichtniszelle, ohne dass weiterer
Antigen-Kontakt fiir die Tochterzellen notwendig ist (Kaech & Ahmed, 2001).

Durch die Sekretion inflammatorischer Zytokine bzw. das Abtoten infizierter
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Zellen, wird beispielsweise eine akute virale Infektion in den meisten Fillen
innerhalb von sieben bis zehn Tagen durch die Effektorzellen eliminiert.
Darauthin sterben in der nachfolgenden Kontraktionsphase liber 90 % der
Zellen ab, wihrend die langlebigen Gedéchtnis-T Zellen fiir lange Zeit im
Organismus iiberdauern. Bei erneutem Antigen-Kontakt konnen sie auch ohne
Kostimulation schneller und effektiver als naive T Zellen reagieren (Homann e¢

al., 2001; Kaech et al., 2002; Sprent & Surh, 2001; Sprent & Surh, 2002).

1.3. Funktion der Dendritischen Zellen

Die erstmals als Langerhans Zellen in der Haut beschriebenen DCs (gr.
dendros = verzweigt) sind neben Makrophagen und B Zellen die effizientesten
APC des Immunsystems und in der Lage, durch die Stimulierung naiver T
Zellen Gedéchtniszellen zu generieren (Steinman, 1991). Die verschiedenen
Funktionen der DCs verteilen sich auf die unterschiedlichen Subtypen, die aus
CD34" hiamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks differenzieren
(Shortman & Liu, 2002). Allgemein existieren bei den DCs zwei Stadien.
Unreife DCs sind sehr effizient in der Lage, Antigen in der Peripherie
aufzunehmen und zu prozessieren. Durch einen Reifungsstimulus gereifte DCs
wandern in die sekunddren lymphatischen Organe und présentieren das
prozessierte Antigen im Kontext mit MHC-Molekiilen den CD4" und CD8" T
Zellen. Im Zusammenhang mit einem kostimulatorischen Signal, welches von
den reifen DCs geliefert wird, werden so naive T Zellen antigenspezifisch
stimuliert. Je nach Subtyp und Aktivierungsgrad der DCs werden T
Helferzellen zur Differenzierung in Thl, Th2 oder Th3 stimuliert und die

Immunantwort so polarisiert (de Jong ef al., 2005).

1.3.1. Subtypen Dendritischer Zellen

Die unterschiedlichen Subtypen von DCs besitzen charakteristische
Eigenschaften und unterscheiden sich sowohl funktionell, als auch

morphologisch. Sie differenzieren sich aus CD34" Zellen des Knochenmarks
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iiber mehrere Zwischenstufen zu Langerhans Zellen der Haut, interstitiellen
DCs, myeloiden DCs (DC1) und plasmacytoiden DCs (DC2) (Brasel et al.,
2000; Shortman & Liu, 2002; Traver ef al., 2000). Wihrend Langerhans Zellen
die Expression von CD1a, Lag-Antigen, E-Cadherin und die charakteristischen
Birbeck Granula aufweisen (Romani et al., 1994), exprimieren interstitielle
DCs CD2, CD9, CD68 und Faktor XIIla. Im Gegensatz zu Langerhans Zellen
sind interstitielle DCs in der Lage, liber Mannose-Rezeptoren grof3e Mengen an
Antigen aufzunehmen wund IL-10 zu produzieren. IL-10 fiihrt im
Zusammenhang mit CD40-Ligand und IL-2 zur Aktivierung naiver B-Zellen
(Caux et al., 1997). Die Vorlauferzellen der DC1, die so genannten ,,Pre“-DC1
(Monozyten) sind durch ihre hohe phagozytotische Aktivitidt in der Lage,
zahlreiche Bakterien und Pilze aufzunehmen und auf diese Weise zu zerstdren.
Sie exprimieren groe Mengen an Mannose-Rezeptoren, die bei der
Prisentation von Lipid-Antigenen eine Rolle spielen. CD2" Monozyten
differenzieren in vitro nach Kultivierung mit IL-4 und GM-CSF zu unreifen
myeloiden DCs und produzieren in der Hauptsache TNF-a, IL-6 und IL-12
(Caux et al., 1997, Crawford et al, 1999; Palucka et al., 1998). DCI1
induzieren daher starke Th1- und CTL-Antworten. ,,Pre“-DC2 dagegen stellen
die Schliisselzellen der frithen antiviralen Immunantwort dar, indem sie nach
einer viralen Infektion groBe Mengen an Typ-I Interferonen produzieren (Liu,
2001). ,,Pre*“-DC2 koénnen zum einen durch IL-3 und CD40-Ligand oder durch
virale Infektionen zu DC2 differenzieren. Die Differenzierung wird dabei
durch TNF-a vermittelt, das autokrin auf die Differenzierung der ,,pre“-DC2
wirkt. Im Gegensatz zu IL-3-induzierten DC2, die hauptsichlich Th2-
Antworten induzieren, sind Virus-induzierte DC2 in der Lage, T Zellen zur
Produktion von groflen Mengen an IFN-y und IL-10 zu stimulieren (Kadowaki
et al., 2000). Die Spezifitdit von Monozyten und ,,pre“-DC2 wird durch die
differentielle Oberflachenexpression von ,,Toll-Like*“-Rezeptoren (TLR)
festgelegt. Wihrend Monozyten vornehmlich TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und
TLRS exprimieren, finden sich auf ,,pre“-DC2 hauptsdchlich TLR7 und TLR9
(Kadowaki et al., 2001).
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1.3.2. Antigenaufnahme, Reifung und Wanderung von myeloiden

Dendritischen Zellen

Myeloide DCs (DC1) wandern in einem unreifen Stadium aus dem
Knochenmark ins Blut, von dort in nicht-lymphatisches Gewebe und an die
duBeren Barrieren des Korpers, wie die Haut oder mukosale Oberflichen. Nach
Kontakt mit einem Antigen und erfolgter Reifung wandern sie iiber die
afferenten lymphatischen Gefdle in die sekundédren lymphatischen Organe.
Allerdings scheinen auch unreife DCI1 in geringem Umfang in die
Lymphknoten zu wandern, ohne einer vorherigen Reifung zu unterliegen.
Diese Zellen haben eine kurze Lebensspanne von drei bis vier Tagen und
scheinen bei der Induktion der zentralen Toleranz eine wichtige Rolle zu
spielen (Brocker et al., 1997; Fossum, 1989; Shortman, 2000). In den
peripheren Geweben liegen die DCI in einem unreifen Stadium vor und sind
duBerst effizient in der Lage, Antigen aufzunehmen und zu prozessieren
(Mellman & Steinman, 2001). Unreife DC1 besitzen eine Reihe von
Mechanismen zur Antigenaufnahme, dazu gehdren rezeptorvermittelte
Endozytose, Makropinozytose und Phagozytose. Durch Makropinozytose
konnen nicht-selektiv groe Mengen von Fliissigkeit endozytiert werden.
Unreife DC1 sind konstitutiv zur Makropinozytose befahigt (Austyn, 1996;
Sallusto et al., 1995; Steinman & Swanson, 1995).

Die Reifung und Aktivierung von DC1 wird iiber unterschiedliche Signalwege
induziert. Bakterien und Viren sowie ihre einzelnen Komponenten, wie LPS,
dsRNA, CpG-Motive oder Toxine aktivieren DC1 in der Hauptsache iiber
TLR. TLR sind in der Keimbahn kodierte Rezeptoren, die konservierte
pathogen-assoziierte molekulare  Strukturen, die ,,pathogen-associated
molecular pattern“ (PAMPs) erkennen (Armant & Fenton, 2002). Die
Interaktion zwischen TLR und PAMPs fithren zu einer Reifung und
Aktivierung der DC1 und zu einer Herunterregulation der TLR. Dagegen
werden durch Antikorper opsonisierte Pathogene von den Fc-Rezeptoren
gebunden (Mellman & Steinman, 2001; Rescigno et al, 2000). Die
anschlieende Aufnahme erfolgt dann durch rezeptorvermittelte Endozytose.

Endogene Faktoren, die lokal begrenzt nach einem inflammatorischen Stimulus
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gebildet werden, sind TNF-a, IFN-y und IL-1p, sowie Prostaglandine (Jonuleit
et al., 1997). Sie werden auch als ,,danger*-Signale bezeichnet (Banchereau &
Steinman, 1998; Gallucci et al., 1999; Steinman & Nussenzweig, 2002). Nach
Reifung und Aktivierung von DC1 werden vermehrt MHC-Peptid-Molekiile an
der Oberfldche der Zellen présentiert. Parallel dazu kommt es zum Verlust der
Fahigkeit zur Antigenaufnahme und =zur erhohten Expression der
kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD40 (Mellman & Steinman,
2001). Eine Interaktion zwischen CD40 und CD40-Ligand fiihrt zu einer
weiteren Hochregulation der kostimulatorischen Molekiile auf DCI1. Des
weiteren kommt es zu einer  gesteigerten  Expression  von
Oberflichenmolekiilen, die fiir eine Migration verantwortlich sind, wie CD44

und a6 Integrin (Price et al., 1997; Weiss et al., 1997).

Unreife DC1 exprimieren die Chemokin-Rezeptoren CCR1, CCR2, CCRS und
CXCR1 und konnen damit auf Entziindungsmediatoren wie ,,macrophage
inflammatory protein 1o (MIP-1a), ,,regulated upon activation, normal T cell
expressed and presumably secreted“ (RANTES) und ,,monocyte
chemoattractant protein 1° (MCP-1) reagieren (Sallusto et al., 1998; Sozzani et
al., 1998). Auf diese Weise kommt es zu einer Wanderung der Zellen entlang
eines Chemokin-Gradienten zum Ort der Entziindung. Bei der Reifung werden
diese ,,inflammatorischen* Chemokin-Rezeptoren herunterreguliert. Reife DC1
exprimieren verstairkt CCR7. CCR7 interagiert mit ,,secondary lymphoid-tissue
chemokine* (SLC) und ,,EBII ligand chemokine* (ELC). Diese Chemokine
werden von lymphatischen Endothelzellen und reifen DCs in den T Zell-
Arealen der lymphatischen Organe gebildet (Sozzani et al, 1998). Die
reifungsinduzierte Anderung des Expressionsmusters der Chemokin-
Rezeptoren reguliert somit die Wanderung der DC1 aus dem
inflammatorischen Gewebe in die T Zell-Areale der sekundéren lymphatischen

Organe.
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1.3.3. T Zellstimulation durch Dendritische Zellen

Die T Zellstimulation durch DCs findet in den peripheren Lymphknoten statt
und gliedert sich in insgesamt fiinf Phasen (Friedl ef al., 2005). Die erste Phase
wird als das sogenannte ,,scanning® bezeichnet und beschreibt den Vorgang des
langsamen ,,Durchwanderns* der T Zellen durch das dichte Netzwerk von DCs
in den peripheren Lymphknoten, bei dem es zu kurzlebigen Kontakten
zwischen den Zellen kommt (Hugues et al., 2004; Mempel et al., 2004; Miller
et al., 2004). Die T Zellen bilden bei diesen kurzen Kontakten dynamische
Synapsen aus, und binden mit dem TCR und ,,leukocyte funtional antigen-1°
(LFA-1) an Peptid-MHC-Molekiile und ,,intracellular adhesion molecule-1*
(ICAM-1) auf den DCs. Ist das Signal, was dadurch an die T Zellen vermittelt
wird ausreichend, um einen Kalzium-Influx zu bewirken, erhilt die T Zelle ein
»Stop-Signal®“ (Bhakta er al., 2005; Negulescu et al., 1996). In der zweiten
Phase kommt es zu einer sogenannten Reifung der immunologischen Synapse.
Das heifit durch Ausrichtung des Zytoskeletts oder durch Transport von
endozytierten Vesikeln entlang der Mikrotubuli transportiert die T Zelle
sowohl TCR-Molekiile, als auch CD3, CD28 und CD4 oder CD8 zur
Kontaktstelle (Das et al., 2004; Freiberg et al., 2002; Holdorf et al., 2002;
Huppa & Davis, 2003; Krummel et al., 2000; Moss et al., 2002). Die Reifung
filhrt somit in der dritten Phase zur Etablierung einer langlebigen stabilen
Synapse, die als ,,supramolecular activation cluster” (SMAC) bezeichnet wird
(Dustin & Chan, 2000; Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998; Xu et al.,
2000). Sie ist bis zu 30 Minuten stabil und gliedert sich bei der T Zelle in drei
konzentrisch angeordnete Bereiche. Die zentrale SMAC (cSMAC) enthélt
TCR, CD3, CD28, CD2, CD4 oder CDS, die periphere (pSMAC) dagegen
LFA-1 und Talin und die distale (ASMAC) CD45 (Andres et al., 2004;
Freiberg et al.,, 2002; Krummel et al., 2000; Monks et al., 1998). Die
Interaktion zwischen TCR und dem MHC-Peptid-Molekiil fiihrt auBerdem zur
Expression von CD40-Ligand und zum Transport von IFN-yR, sowie IL-4R
auf die Oberflache der T Zelle (Behrens et al., 2004; Purtic et al., 2005). Durch
die Bindung von CD40 an CDA40-Ligand kommt es zu einer verstirkten
Expression der kostimulatorischen Molekiile im Bereich der cSMAC auf der

reifen DCs.

11



Einleitung

T Zelle

Abb. 1.1. Darstellung der dynamischen Synapse des T Zell-,,scannings* (A)
und der stabilen reifen immunologischen  Synapse
=,,supramolecular activation cluster (SMAC) (B)

(modifiziert nach Friedl et al., 2005)

Durch die Formierung der immunologischen Synapse werden in der T Zelle
mehrere Signalkaskaden induziert. Die Stirke des Signals kontrolliert die
Aktivierung der naiven T-Zelle und ist abhingig von der Menge an
gebundenen MHC-Peptid-Molekiilen. Das Signal wird erheblich verstirkt
durch das kostimulatorische Signal und ist damit auch von der Menge der
CD80- und CD86-Molekiile abhéngig. Schlielich bestimmt auch die Stabilitat

der Synapse, wie lange die Signaltransduktion anhélt. So kdnnen Effektor- und
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Geddchtnis- T Zellen auch in Abwesenheit von Kostimulation schnell auf
geringe Peptid-MHC-Molekiile reagieren. Bei naiven T-Zellen dagegen ist die
Signaltransduktion durch den TCR ineffizient an die nachfolgenden
Signalkaskaden gekoppelt. Eine Stimulation von CD28 durch die
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 fiihrt zu einer Rekrutierung von
verschiedenen Kinasen und Adaptermolekiilen in den Bereich der
immunologischen Synapse und verstirkt so das vom TCR erhaltene Signal um
das 100-fache (Lanzavecchia & Sallusto, 2001a). In der vierten Phase der
Stimulation wird auf der T Zelle der TCR internalisiert und die Bindung zur
DC geschwicht (Lee et al., 2003). Darauthin kann die T Zelle in der flinften
Phase ihre Wanderung fortfiihren und Kontakt mit weiteren DCs aufnehmen.
In Abhéngigkeit von der Antigen-Dosis und dem Mafl an Kostimulation
benotigen naive T-Zellen iiber zehn Stunden Stimulation durch den TCR, um
aktiviert zu werden. Gedéchtnis- und Effektor-T Zellen benétigen dagegen nur
eine halbe bis zwei Stunden (Gunzer et al., 2004). Daher interagieren naive T
Zellen bis zur vollstdndigen Aktivierung mit mehreren DCs (Lanzavecchia &

Sallusto, 2001b).

1.4. Dendritische Zellen und ihre Bedeutung fiir Immunisierungs-

strategien

Die Induktion einer adaptiven Immunitidt durch eine Immunisierung hat das
Ziel, effektiven Schutz gegen Pathogene in vivo zu bieten (Gamvrellis et al.,
2004). Erstmals wurde die Immunisierung gegen Pocken 1796 durch Jenner
eingesetzt und wissenschaftlich verfolgt (Razzell, 1965). Thren Siegeszug trat
die Immunisierung jedoch erst das letzte Jahrhundert an und hatte dabei
signifikante Auswirkungen auf die Gesundheit der Weltbevilkerung. Bereits
1977 konnten aufgrund konsequent durchgefiihrter Immunisierungs-
Programme die Pocken weltweit ausgerottet werden (Fenner, 1982). Darliber
hinaus wurden traditionelle Immunisierungs-Methoden, beispielsweise mit
attenuierten oder inaktivierten Pathogenen zur erfolgreichen Bekdmpfung von

Polio oder Diphterie eingesetzt (Ward et al., 1993). Dennoch gibt es auch heute
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noch Infektionskrankheiten, gegen die kein effektiver Impfschutz existiert, wie

beispielsweise gegen Malaria oder HIV.

Fiir einen effizienten Schutz gegen Infektionen wird sowohl eine humorale als
auch eine zelluldre Immunitdt benodtigt. Nur die Prédsentation von Antigen
durch reife DCs fiihrt zur effizienten Stimulation und Differenzierung naiver
CD4" und CD8" T Zellen in Effektor-und Gedéchtnis-Zellen. Eine Stimulation
von naiven T Zellen durch unreife DCs induziert dagegen Toleranz
(Dhodapkar & Bhardwaj, 2000; Dhodapkar et al., 2000; Dhodapkar et al.,
2001; Jonuleit et al., 2000a). Reife DCs stellen daher wichtige Zielzellen fiir
die Entwicklung neuer Immunisierungs-Strategien dar. Die DCs miissen dabei
drei Signale auf die T Zellen iibertragen. Zundchst miissen sie durch die
effektive Antigen-Aufnahme und Prozessierung die Prisentation der Peptid-
MHC-Molekiile leisten. Zusdtzlich muss von ihnen ein kostimulatorisches
Signal vermittelt werden und schlielich miissen sie die Immunantwort durch
Signaltransduktion an die T Zellen polarisieren (Kis et al., 2004). Die
Optimierung dieser Prozesse in DCs ist daher das Ziel bei der Entwicklung

neuer Immunisierungs-Strategien.

1.4.1. Dendritische Zellen als Ziel einer Immunisierung in vivo

Trotz der beachtlichen Erfolge, die mit den ,klassischen® attenuierten
Pathogenen erzielt wurden, sind fiir einige Anwendungen die
Sicherheitsrisiken zu hoch, zum Beispiel gibt es bisher keinen sicheren HIV-
Lebendimpfstoff. Inaktivierte Pathogene sind in der Regel nur nach
wiederholter Immunisierung in der Lage, Immunitit zu erzeugen. Dabei
werden meist nur schwache MHC-I restringierte CTL-Antworten induziert
(Chanock et al., 1988). Alternative Immunisierungs-Strategien mit sicheren
Tragersystemen zielen daher auf die Optimierung der Prozesse der
antigenspezifischen Stimulation durch DCs wund weisen dabei drei
Gemeinsamkeiten auf (Apostolopoulos & Plebanski, 2000; Jeannin et al.,
2000). Zunéchst wird versucht, das Antigen selektiv mdglichst effektiv in DC

zu transportieren, um eine effiziente Présentation des Antigens zu erreichen.

14



Einleitung

Dazu wird das Antigen in den meisten Féllen durch ein Tragersystem
transportiert, dass das Antigen im Organismus stabilisiert. Heutzutage gibt es
eine beachtliche Vielfalt an DNA-und Protein-Trigersystemen, die das Antigen
stabilisieren und von DCs aufgenommen werden. Auflerdem kann, ebenfalls an
das Triagersystem gekoppelt, ein ,,danger“-Signal auf die DCs iibertragen
werden, um sie zu aktivieren. In einigen Féllen liefert das Signal das
Trégersystem selbst, wie bei Protein-Fusionskonstrukten mit dem ,heat-
shock“-Protein gp96, das eine Reifung der transduzierten DCs ausldst (Basu et
al., 2000). Viele Tragersysteme werden hingegen zusétzlich mit einem Signal
gekoppelt, beispielsweise werden bei der DNA-Immunisierung Cystidin-
Guanidin-Wiederholungen, so genannte CpG-Sequenzen verwendet, da sie
iiber TLR-9 die Reifung von DCs auslésen (Krieg, 2002). AuBerdem wird
systemisch ein Signal {liber Adjuvanzien auf die DCs iibertragen, wie
beispielsweise durch gleichzeitige Gabe von Aluminium-Phosphat (Ulmer et
al., 1999). Schlieflich kann auf demselben Wege eine Polarisation der
Immunantwort erreicht werden, indem Cytokine an das Trigersystem
gekoppelt oder systemisch gegeben werden. Ein Beispiel ist hier die
gentechnische Kopplung des IL-12-Gens an die Antigen-kodierende DNA, die
zu einer erhohten Thl-Immunantwort fithrt (Calarota & Weiner, 2004). Die
einzelnen Strategien werden auch in Kombinationen eingesetzt, um einen
optimalen Schutz oder therapeutischen Nutzen durch die Immunisierung zu

erzielen (Gamvrellis et al., 2004; Shedlock & Weiner, 2000).

1.4.2. Einsatz von Dendritischen Zellen bei Immunisierungs-Strategien

mittels adoptivem Transfer

In vivo scheitert die Induktion einer Immunantwort gegen Tumor-Antigene
meist an deren Unfdhigkeit, eine Aktivierung der antigenpriasentierenden DCs
herbeizufiihren (Banchereau & Steinman, 1998). Besonders fiir die Induktion
einer Immunantwort gegen Tumor-Antigene ist daher die Immunisierung mit
ex vivo differenzierten und mit Antigen beladenen aktivierten DCs zur Tumor-
Therapie sehr vielversprechend (Bedrosian et al., 2003; Godelaine et al., 2003;
Mullins et al., 2003; Thumann et al., 2003a; Thumann et al., 2003b; Thurner et
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al., 1999). Ex vivo differenzierte und mit Antigen beladene DCs sind
grundsitzlich auch in der Lage, protektive Immunantworten gegen Pathogene
zu induzieren (Dhodapkar & Bhardwaj, 2000; Steinman, 1991). Vor der
Induktion einer Immunantwort durch Riickgabe der DCs in den Patienten
konnen die Zellen auf Prédsentation des Antigens, Reifegrad und

immunstimulatorisches Potential getestet werden (Banchereau et al., 2001).

GroBere Mengen DCs lassen sich aus CD34" Vorliuferzellen durch die Gabe
von IL-3 und TNF-a oder aus CD14" Monozyten durch Inkubation mit
GM-CSF, IL-4 und TNF-a differenzieren (Caux et al., 1992; Caux et al., 1996;
Inaba et al., 1992; Peters et al.,, 1991; Romani et al., 1994; Sallusto &
Lanzavecchia, 1994). Aufgrund der leichten Zuginglichkeit und der gut
charakterisierten phénotypischen und funktionellen Eigenschaften wird die
Mehrheit der klinischen Studien mit aus CD14" Monozyten differenzierten Ds
(,,monocyte-derived DC*, MD-DC) durchgefiihrt.

Der optimale Reifegrad der DCs ist entscheidend bei einem therapeutischen
Einsatz. Im Gegensatz zu T Zell-stimulatorischen reifen DCs induzieren
unreife DCs Toleranz. So fiihrt beispielsweise das Verabreichen von mit
Influenza Matrix-Protein M1 beladenen unreifen DCs zu einer Induktion von
M1-spezifischen IL-10-produzierenden regulatorischen T Zellen und damit zu
einer Unterdriickung der spezifischen CTL-Antwort (Dhodapkar et al., 2001;
Jonuleit et al., 2000b). Daher ist die Ausreifung der DCs vor der Riickgabe in
den Patienten essentiell. Mehrere Systeme fiihren dabei zu einer Ausreifung
der DCs ex vivo. Beispielsweise sind TNF-oo oder PGE-2 in der Lage, eine
Reifung von DCs zu induzieren. PGE-2 induziert eine vollstindige Reifung
von DCs und fiihrt zur Induktion von starken Thl-Antworten (Kalinski et al.,
1998; Sato et al., 2003). Die durch TNF-a induzierte Reifung dagegen ist
unvollstindig und fiihrt nur in Kombination mit IL-1B, IL-6 und PGE-2 zu
einer vollstindigen Reifung und zur Induktion von CD8" T Zellen und Thl-
Antworten (Jonuleit et al., 1997; Jonuleit et al., 2001). AuBBerdem wird zur
physiologischen Reifung von DCs der Kulturiiberstand von autologen

Monozyten (,monocyte conditioned medium“, MCM) verwendet. MCM
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enthdlt unterschiedliche Konzentrationen an TNF-a, IL-13, IL-6 und IFN-a
und induziert eine irreversible Reifung von DCs (Reddy et al., 1997).
Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Bestandteil der Zellwand von gram-negativen
Bakterien und einer der stirksten bisher bekannten Reifungsstimuli fiir DCs.
LPS kann jedoch aufgrund seiner starken immunogenen Eigenschaften nicht in
der Klinik eingesetzt werden (Nersting et al., 2003). Eine Alternative zu LPS
sind Lipopeptide (LP). Sie bestehen aus dem N-terminalen Bereich bakterieller
Lipoproteine und werden in vivo hdufig als Adjuvanz fiir eine Vielzahl von
Immunisierungs-Strategien, darunter auch fiir die DNA-Immunisierung,
eingesetzt (Mittenbuhler et al., 2003). Aullerdem kann auch eine Reifung von
DCs durch synthetische dsRNA ,,polyriboinosinic polyribocytidylic acid*
(Poly (I:C)) induziert werden (Verdijk ef al., 1999). DNA, die bakterielle CpG-
Sequenzen enthilt, fiihrt ebenfalls zu einer funktionellen Reifung von DCs und
zur Induktion von starken Th1l-Antworten in vivo (Brunner et al., 2000a; Jakob

et al., 1998; Jakob et al., 1999).
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1.4.3. DNA-Immunisierung

Die Immunisierung mit DNA erlaubt in vivo die Expression von Genen, die das
entsprechende Antigen kodieren und imitiert eine Infektion durch intrazellulédre
Erreger (Shedlock & Weiner, 2000). Durch die Expression des Antigens kann
somit sowohl eine humorale als auch eine =zellulire antigenspezifische
Immunantwort induziert werden (Donnelly et al, 2005). Fiir die Induktion
zelluldrer Immunantworten durch eine DNA-Immunisierung sind DCs
notwendig (Corr et al., 1996; Fu et al., 1997; Takashima & Morita, 1999). Sie
konnen in geringem Umfang direkt mit DNA transfiziert werden, wobei die
Expression der Gene dann zu einer MHC-I-vermittelten Présentation fiihrt.
Andererseits konnen DCs aber auch Antigen aufnehmen, welches von DNA-
transfizierten Korperzellen stammt (Abb. 1.2). Dieses wird dann endozytiert
und im Kontext mit MHC-II prasentiert. Aufgenommenes Antigen kann von
DCs auch iber eine Cross-Priasentation in Kontext von MHC-I prisentiert
werden (vgl. 1.4.4.1). Ein mogliches Sicherheitsproblem bei der
Immunisierung mit DNA ergibt sich dadurch, dass sie in das Wirtsgenom

integrieren kann und so ein onkogenes Potential besitzt (Nichols et al., 1995).

Das Einbringen von DNA in Zellen kann auf unterschiedlichen Wegen
geschehen. Grundsitzlich wird DNA an Tragermaterial gebunden iiber
Endozytose in die Zelle eingebracht. Alternativ kann iiber eine Destabilisierung
der Zytoplasmamembran die DNA direkt in das Zytoplasma gelangen
(Donnelly et al., 2005). Nach der Aufnahme liegt die DNA daher entweder in
den endosomalen Kompartimenten oder direkt im Zytoplasma der Zelle vor.
Im Anschluss muss die DNA in den Zellkern gelangen, um exprimiert zu
werden. In sich teilenden Zellen erhédlt die DNA durch das Auflésen der
Kernmembran wéhrend der Mitose Zugang zur im Kern befindlichen
Transkriptions-Maschinerie (Brunner et al., 2000b; Wilke et al., 1996). In
mitotisch inaktiven Zellen wie Neuronen oder DCs dagegen muss die DNA
entweder durch aktiven Transport oder durch freie Diffusion durch die
Kernporen in den Kern gelangen. Die Kernpore selbst erlaubt aufgrund ihres

Durchmessers nur den Durchtritt von Partikeln mit einem Durchmesser von 9
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nm (Pante & Kann, 2002). Plasmid-DNA hat einen Durchmesser von etwa 25

nm, so dass eine freie Diffusion der DNA alleine ineffizient ist.

DNA-Impfstoffe auf der Basis von Plasmid-DNA haben den Vorteil, dass sie
leicht und giinstig zu generieren sind und eine Immunisierung gegen mehr als
ein Antigen erlauben. Im Gegensatz zu den meisten anderen Impfstoffen sind
sie duflerst Temperatur-stabil und haben eine lange Halbwertszeit (Shedlock &
Weiner, 2000). In vivo beobachtete primidre Immunantworten nach Gentransfer
von Plasmid-DNA entstehen wahrscheinlich hauptsidchlich durch Transfektion
verschiedener Korperzellen. Je nach Applikationsort kommt es hierbei nach
Transfektion zu einer Expression des Antigens in den sich teilenden
Fibroblasten, Keratinozyten, Haarfollikeln oder Muskelzellen (Boyle et al.,
1997; Fan et al., 1999; Fuller & Haynes, 1994; Sin et al., 1999; Yu et al.,
1999). Im Gewebe befindliche interstitielle unreife DCs sind in der Lage, das
von Korperzellen exprimierte Antigen aufzunehmen und zu présentieren
(Akbari et al., 1999; Albert et al., 1998; Harshyne et al., 2001). In geringem
Umfang werden DC, wie Langerhans-Zellen der Haut, auch direkt mit
Plasmid-DNA transfiziert (Banchereau & Steinman, 1998; Chattergoon et al.,
1998; Condon et al., 1996). Die Immunisierung mit Plasmid-DNA wurde im
Tiermodell bereits erfolgreich getestet (Donnelly et al., 2005). Bei Adaption
auf hohere Primaten und klinischen Tests am Menschen wurde jedoch
festgestellt, dass bei einer intramuskuldren bzw. intradermalen Injektion enorm
groBe Mengen an Plasmid-DNA verabreicht werden miissen, um eine
entsprechende protektive Immunitit zu erzielen (Mwau et al., 2004; Wang et
al., 1998). Die durchaus effiziente Injektion von Plasmid-DNA mittels "Gene-
Gun" beim Menschen ist aufgrund der schmerzhaften Prozedur unpraktikabel.
AuBerdem kann freie Plasmid-DNA die Bildung von Auto-Antikorpern gegen
DNA induzieren (Donnelly et al., 1997; Katsumi et al., 1994). Aus diesem
Grund ist die Entwicklung von Tragersystemen notig, die in der Lage sind,

DNA geschiitzt und effizient in DCs einzuschleusen.
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1.4.3.1. Nicht-virale Trigersysteme zum Transfer von DNA in

Dendritische Zellen

Zum Uberwinden der extrazelluliren und intrazelluldren Barrieren, sowie zur
Stabilisierung von DNA und RNA existieren eine Reihe von synthetischen und
natiirlichen Tragersystemen. Zu den synthetischen Tragersystemen gehoren vor
allem Liposomen (D'Souza et al., 2002) und kolloidale Trigersysteme wie
Mikro- oder Nanopartikel. Nanopartikel sind Komplexe aus kationischen
Polymeren, wie Poly-L-Lysin, Protamin, Polyethylenimin (PEI) und DNA mit
einem Durchmesser von 1-2000 nm (Boussif ef al., 1995; Haensler & Szoka,
1993a; Haensler & Szoka, 1993b). Sie werden bereits als Tréigerstoffe fiir
Arzneimittel und Impfstoffe verwendet (Pandey & Khuller, 2004; Seki et al.,
2004; Zhu et al., 2004). Die DNA wird durch Komplexieren mit dem
Tragermaterial vor Abbau geschiitzt, allerdings kdnnen nicht-biodegradierbare
Polymere in vivo akkumulieren und mdglicherweise toxisch wirken
(Gamvrellis et al., 2004). Ein Beispiel fiir ein biodegradierbares Tragersystem
ist Chitosan (Georgantas et al., 2000). Chitosan ist ein natiirliches, aus der
Schale von Crustaceen gewonnenes Polysaccharid. Es zeichnet sich durch
geringe Immunogenitit und Toxizitdt aus, ist biokompatibel und leicht
abbaubar (Borchard, 2001). Chitosan-DNA-Nanopartikel sind im Vergleich zu
beispielsweise PEI-Nanopartikeln eher klein (etwa 375 nm). Bisher konnte
durch Immunisierung mit Chitosan-DNA-Nanopartikeln eine mukosale

Immunitét induziert werden (Kumar et al., 2002; Roy et al., 1999).

Ein weiteres Beispiel nicht viraler Tragersysteme zum Transfer von DNA sind
Protein-Transduktions-Domdnen (PTDs) (vgl. 1.4.4.2.). Dies sind kurze
Peptidsequenzen innerhalb viraler und zelluldrer Proteine, die das
Internalisieren in die unterschiedlichsten Zelltypen vermitteln konnen (Leifert
& Whitton, 2003). Sie konnen auflerdem einen rezeptorabhingigen
Kerntransport vermitteln, wie beispielsweise die PTD vom "Transactivator of
transcription”"-Protein Tat von HIV-1 (TatPTD) oder vom Antennapedia-
Protein von Drosophila melanogaster (Penetratin) (Ford et al., 2001; Lindgren
et al., 2000; Prochiantz, 2000). An PTDs fusionierte DNA kann so erleichtert

in den Zellkern eingeschleust werden.
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1.4.3.2. Modifizierte human-pathogene Trigersysteme zum Transfer

von DNA in Dendritische Zellen

Zur Zeit werden virale Vektoren basierend auf human-pathogenen Viren, wie
zum Beispiel Adenoviren, Vacciniaviren, Influenza und Lentiviren zur
Transduktion von DCs eingesetzt, da sie dabei eine hohe Effizienz aufweisen.
Die Verwendung von modifizierten human-pathogenen Viren als
Transportmittel fiir DNA ist in vielen Féllen durch die Inhibition der
immunstimulatorischen Kapazitéit der infizierten DCs limitiert. Abhidngig von
verwendeten Virus kann die Reifung der infizierten DCs inhibiert werden,
auflerdem fiihrt in manchen Féllen die Infektion von DCs zu einem Absterben
(El-Aneed, 2004; Jenne et al, 2001). Die Induktion von protektiven
Immunantworten wird dabei unter Zugabe von immunstimulatorischer

Substanzen erreicht (Gamvrellis et al., 2004).

Durch Infektion mit rekombinanten Adenoviren kénnen in vitro circa 90 % der
unreifen DCs transfiziert werden (Dietz & Vuk-Pavlovic, 1998). Die
Expression der eingebrachten Gene ist allerdings transient, da die virale DNA
episomal vorliegt und nach einiger Zeit abgebaut wird (Jonuleit ez al., 2000b;
Rea et al., 1999; Rouard et al., 2000). In vivo infizieren Adenoviren nur zu
einem geringen Umfang DCs (Larsson et al., 2004). Die Induktion adaptiver T
Zell-Antworten wird daher wahrscheinlich zum groBten Teil von nicht-
infizierten DCs geleistet. Sie cross-prdsentieren Proteine infizierter
Korperzellen (Prasad et al, 2001). AuBerdem besitzt die Mehrzahl der
Bevdlkerung Adenovirus-spezifische Antikorper, durch die adenovirale
Vektoren inaktiviert werden (Verma & Somia, 1997). Daher ist der Einsatz von
adenoviralen Vektoren zur Immunisierung in vivo wahrscheinlich nur in
Einzelfillen sinnvoll, bei denen der Immunstatus bekannt ist. Wahrend einer
Impfstudie adenoviraler Vektoren kam es bei der irrtiimlich iiberhdhten
Dosierung der Viren zu einem Todesfall durch Multiorganversagen
(Grosshans, 2000). Seitdem sind Adenovien als virale Vektoren umstritten.
Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind dagegen nicht pathogen und
gewihrleisten eine lang anhaltende Expression durch Integration in das

Chromosom 19. Bisher konnte allerdings noch keine Infektion von DCs durch
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AAV nachgewiesen werden (Liu et al, 2000). AuBlerdem ist die Herstellung
der AAV sehr aufwindig, da fiir die Replikation der Viren in Zellkultur
Helferviren notwendig sind (Merten et al., 2005).

Lentiviren sind mit hoher Effizienz in vitro in der Lage, unreife DCs zu
infizieren. Die DNA wird in das Wirtsgenom integriert und ermoglicht so eine
lang anhaltende Expression (Chinnasamy et al., 2000; Mangeot et al., 2000;
Negre et al., 2000; Schroers et al., 2000). Infizierte unreife DCs werden durch
die Infektion in vitro nicht ausgereift, konnen allerdings durch Inkubation mit
CD40-Ligand oder LPS ausgereift werden (Chinnasamy et al., 2000; Negre et
al., 2000). Attenuierte Lentiviren konnen riickmutieren und weisen daher ein
pathogenes Potential auf. Dem versucht man mit aufwéndigen genetischen
Modifikationen der Viren zu begegnen versucht, beispielsweise durch Deletion
mehrerer viraler Gene Nef, Vif, Vpu, Vpr und Env (El-Aneed, 2004). Dariiber
hinaus sind Lentiviren aufgrund ihrer zufélligen Integration in das Genom der

infizierten Zellen potentiell onkogen (Gorecki & Simons, 1999).

Vacciniaviren sind bereits lange als virale Tragersysteme im Gebrauch. Die
Viren bringen in vitro transgene DNA-Sequenzen bis zu 25000 Basen Lénge
mit einer hohen Effizienz in DCs ein (Brown et al., 1999; Di Nicola et al.,
1998; Strobel et al., 2000). Eine Infektion mit Vaccinaviren verhindert
allerdings die Reifung von DCs (Drillien et al., 2000; Engelmayer et al., 1999;
Jenne et al., 2000). Die Induktion adaptiver T Zell-Antworten wird daher
wahrscheinlich zum groBten Teil von nicht-infizierten DCs geleistet. Sie cross-

prasentieren Proteine infizierter Korperzellen (Ramirez & Sigal, 2002).

Influenza-Virosomen konnen effizient RNA in DCs transportieren. In Mausen
konnte nachgewiesen werden, dass 30 % aller durch Influenza transfizierten
Zellen im Lymphknoten DCs sind (Cusi et al., 2004). Nach Infektion mit auf
Influenza-Virus basierenden Vektoren reifen DCs in vitro ohne einen weiteren
exogenen Stimulus zu reifen DCs aus (Brimnes et al., 2003; Strobel et al.,
2000). Dieser Umstand der effizienten Expression in Kombination mit einer
Reifungsinduktion macht Influenzaviren zu geeigneten viralen Vektoren zur

Transfektion von DCs in vivo. Allerdings birgt Influenza durch sein
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segmentiertes Genom die Mdglichkeit der Reassortantenbildung, wodurch neue
reassortierte Viren aus Impfstamm- und Wildstamm-Influenza mit unbekannter

Pathogenitit entstehen konnten (Louz et al., 2005).

1.4.3.3. Nicht-human-pathogene Viren als Trigersysteme zum Transfer

von DNA in Dendritische Zellen

Im Gegensatz zu human-pathogenen Viren als Vektoren bieten nicht-human-
pathogene Viren ein hohes MalBl an Sicherheit, was allerdings meist mit
geringerer Immunogenitit gekoppelt ist, da diese Viren nur gering oder gar
nicht im Wirtsorganismus replizieren (Ada & Blanden, 1994). Ein Beispiel fiir
nicht-human-pathogene Viren ist das Baculovirus AcMNPV ("Autographa
californica  multiple nuclear polyhedrosis virus"). AcMNPV infiziert
Lepidopterenlarven und wird in der Forschung als Vektor zur Expression
rekombinanter Proteine in Insektenzellen benutzt (Hu, 2005). 1983 wurde
erstmals eine Infektion von Sdugerzellen mit AcCMNPV beobachtet (Volkman
& Goldsmith, 1983). Die Infektion wird dabei durch das virale Glykoprotein
gp64 vermittelt, das auch fiir die Infektion von Insektenzellen verantwortlich
ist. Das gp64 bindet an bislang unbekannte Rezeptoren auf Sdugerzellen und
induziert so die Rezeptor-vermittelte Endozytose (Duisit et al., 1999; Hofmann
& Strauss, 1998; Tani ef al., 2001; van Loo et al., 2001). Nach der Aufnahme
kommt es zu einem gp64-vermittelten, pH-abhidngigen Freisetzen des
Nukleokapsids aus dem Endosom in das Zytoplasma der Zelle (Dee & Shuler,
1997). Im Anschluss gelangt das Nukleokapsid entlang der Aktinfilamente zum
Kern und wird hier aktiv liber die Kernporen in den Kern transportiert. Im Kern
wird die DNA aus dem Kapsid freigesetzt und fragmentiert (Ghosh et al.,
2002; van Loo et al, 2001). Eine Infektion von Sdugerzellen mit
rekombinantem AcMNPV, dessen Gene unter der Kontrolle eines
eukaryontischen Promotors stehen, fiihrt zu einer effizienten Expression
(Boyce & Bucher, 1996; Hofmann et al., 1995). Bisher konnten zahlreiche
Zellinien humanen Usprungs oder die anderer Sduger in vitro mit
rekombinantem AcMNPYV transfiziert werden (Kost & Condreay, 2002; Leisy

et al., 2003). Neben der Infektion von mitotisch aktiven Zellen konnte auch
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eine Infektion mitotisch inaktiver Zellen und primirer Zellen durch AcMNPV
in vitro gezeigt werden (Ho et al., 2004; Ho et al., 2005; Ma et al., 2000;
Sarkis et al., 2000; van Loo et al., 2001; Wagle & Jesuthasan, 2003).

Rekombinante Baculoviren sind einfach und in groBen Mengen herzustellen
(Hu, 2005). Da AcMNPV-spezifische Promotoren in Sdugerzellen nicht oder
nur schwach aktiv sind, kommt es zu keiner Expression viraler Proteine und zu
keiner Replikation des Virus (Knebel & Doerfler, 1987). Unter diesem Aspekt
sind sie sichere Vektoren zur in vivo Transfektion von DC. Tatsdchlich wird
AcMNPV bereits zur In-Vivo-Immunisierung von Méusen eingesetzt und ist in
der Lage, antigenspezifische CD4" und CD8" T Zell-, sowie humorale
Immunantworten zu induzieren (Aoki et al., 1999; Facciabene et al., 2004;
Huser et al., 2001). Grundsitzlich hat AcMNPV einen massiven Einfluf} auf
die unspezifische Aktivierung des Immunsystems, so induziert die AcCMNPV-
Infektion IFN-a-, IFN-B- und TNF-a-Produktion, sowie die Expression von IL-
la und IL-1B in infizierten Zellen (Beck et al., 2000; Gronowski et al., 1999).
AuBerdem ist AcMNPV in der Lage, in vitro aus Monozyten differenzierte
DCs auszureifen (Schuetz et al., zur Publikation eingereicht). Tatsdchlich
schiitzt die Immunisierung mit AcMNPV antigen-unabhédngig vor einer
Infektion von Miusen mit Enzephalomyokarditis- oder Influenza-Virus (Abe et
al., 2003; Gronowski et al., 1999). Diese unspezifische Aktivierung konnte
unerwiinschte Nebeneffekte bei einer In-Vivo-Immunisierung auslosen, wie
beispielsweise Schadigung von Korperzellen oder Durchbrechen von Toleranz
(Hu, 2005). Ein weiteres Problem bei der In-Vivo-Immunisierung stellt die
Inaktivierung des Virus durch das Komplementsystem dar (Hofmann &
Strauss, 1998). Dies ldsst sich allerdings durch Pseudotypisierung oder Schutz
der Virushiille mit ,,decay accelerating factor teilweise umgehen (Huser ef al.,
2001; Pieroni et al., 2001). AuBBerdem ist AcCMNPV potentiell onkogen, da in
teilenden Zellen eine zufillige Integration viraler DNA beobachtet wird
(Condreay et al., 1999; Merrihew et al., 2001). Durch eine Infektion von DCs
ex vivo oder ein effektives Targeting von DCs in vivo lieBen sich diese
Sicherheitsprobleme umgehen. Bislang ist allerdings unklar, ob AcMNPV in
der Lage ist, DCs direkt zu infizieren und so eine antigenspezifische

Aktivierung von T Zellen auszuldsen, oder ob die Cross-Prisentation von
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Antigenen infizierter Korperzellen zur Immunisierung nétig ist (Aoki et al.,

1999; Facciabene et al., 2004; Huser et al., 2001).

1.4.4. Protein-Immunisierung

Protein-Impfstoffe induzieren vornehmlich eine Th2-Immunantwort (Shedlock
& Weiner, 2000). Dabei spielt die Présentation des exogenen Antigens fiir die
Induktion der hauptsdchlich humoralen Immunantwort eine entscheidende
Rolle. Wiéhrend Peptide endogener Proteine meist im Zusammenhang mit
MHC-I-Molekiilen présentiert werden, werden MHC-II-Molekiile vornehmlich
mit Peptiden exogener Proteine beladen. Die exogenen Proteine werden
endozytiert und in den Lysosomen gespalten. Die unbeladenen MHC-II-
Molekiile werden im ER von der sogenannten invarianten Kette vor Beladung
mit zelluldren Peptiden geschiitzt und iiber den Golgi-Apparat in die
Endosomen transportiert. Durch Verschmelzen von Lysosomen und
Endosomen kommt es zu Bildung von Endolysosomen. In ihnen wird die
invariante Kette abgebaut und die prozessierten Peptide auf die MHC-II-
Molekiile geladen, die dann an die Zelloberflache gelangen konnen (Cresswell,
1994). Der Schutz vor den meisten Infektionskrankheiten wird allerdings nur
durch eine Kombination zelluldrer und humoraler Immunantwort erreicht.
Daher zielen neue Immunisierungsstrategien auf der Basis von Proteinen oder
Peptiden auf eine Stimulation der Thl-Immunantwort ab. Als Beispiel sei hier
die Beladung von MHC-I- und MHC-II-Molekiilen mit Peptiden angefiihrt. Mit
auf diese Weise ,,gepulsten DCs konnen neben Th2- auch Thl-Antworten
induziert werden (Bedrosian et al., 2003; Godelaine et al., 2003; Wang et al.,
2003). Allerdings hat die Stimulation von Immunantworten durch Peptid-
beladene DCs einige entscheidende Nachteile. Peptide binden nur an
bestimmte HLA-Typen, auf deren Vorhandensein der Patient in jedem
einzelnen Fall getestet werden muss. Auflerdem ist nur eine begrenzte Zahl von
MHC-I- bzw. MHC-II-restringierten Peptiden der einzelnen Antigene bekannt.
Zusitzlich kann die Qualitdt und Dauer der Peptid/MHC-Interaktion nach
exogener Beladung nur schwer kontrolliert werden (Banchereau et al., 2001).

Eine Alternative dazu bietet sich durch die Féhigkeit der DCs, exogene
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Proteine in vivo auch iliber MHC-I-Molekiile zu présentieren (Cross-
Prisentation) und somit CD8" T Zellen zu stimulieren (Cross-Priming) (Heath
et al., 2004). Die Optimierung der Protein-Impfstoffe zur effektiven Cross-

Prisentation ist daher das vornehmliche Ziel neuer Immunisierungs-Strategien.

1.4.4.1. Cross-Prisentation exogener Proteine durch Dendritische Zellen

Zahlreiche Viren, die eine effektive CD8" T Zell-Antwort induzieren kénnen,
infizieren DCs entweder nicht oder verhindern bei direkter Infektion der DCs
eine effektive Prasentation oder Kostimulation (Larsson et al., 2004). Dies sind
beispielsweise Adenoviren (Rea ef al., 1999), Vaccinia Viren (Engelmayer et
al., 1999), HIV (Andrieu et al., 2003; Donaghy et al., 2003; Larsson et al.,
2002; Lore et al., 2003), EBV (Li et al., 2002) und CMV (Beck et al., 2003;
Hahn et al., 1998; Halary et al., 2002; Raftery et al., 2001; Riegler et al.,
2000). Da DCs als einzige in der Lage sind, effektiv primdre T Zell-Antworten
zu induzieren, miissen nicht-infizierte DCs in der Lage sein, exogene Antigene
nach der Aufnahme in den MHC-I Prédsentationsweg zu schleusen. Tatséchlich
wurde bei zahlreichen Viren nachgewiesen, dass sie eine MHC-I-Prisentation
exogener Antigene induzieren konnen (Beck et al., 2003; Holtappels et al.,
2004; Larsson et al., 2002; Prasad et al, 2001; Ramirez & Sigal, 2002;
Subklewe et al., 2001). Das Phdnomen der Cross-Prisentation, d.h. die
Prisentation eines exogenen prozessierten Antigens im Kontext von MHC-I,
wurde bereits 1994 fiir DCs beschrieben (Huang et al., 1994). Seitdem konnte
Cross-Prisentation in vitro auflerdem fiir Makrophagen (Ramirez & Sigal,
2002), B-Zellen (Ke & Kapp, 1996), Monozyten, Keratinozyten (Neijssen et
al., 2005) und Endothelzellen (Limmer ef al., 2000) nachgewiesen werden. /n
vivo beschriankt sich die Population der Zellen, die durch Cross-Pridsentation
von exogenem Antigen eine CD8" T Zell-Antwort in der Maus induzieren
konnen, auf CD8" CD205" CD11c¢" DCs. Die besondere Bedeutung der DCs
bei der Induktion zelluldrer Immunantworten gegen intrazellulire Pathogene

durch Cross-Prisentation in vivo ist daher klar belegt.
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Bisher wurde eine Reihe von Antigenen beschrieben, die in den MHC-I-
Prasentationsweg geschleust werden konnen. Es kann sowohl Material
apoptotischer Zellen, als auch das lebender Zellen cross-prisentiert werden
(Albert et al., 1998; Harshyne et al., 2001). AuBlerdem werden ,,Heat Shock*
Proteine (Hsp) (Srivastava, 2002), Exosomen (Zitvogel et al., 1998), sowie
Immunkomplexe oder l6sliches Antigen (Li et al., 2001) cross-prasentiert. Die
Aufnahme der exogenen Antigene in die DCs wird durch die Struktur des
Antigens bestimmt und ist entweder Rezeptor-vermittelt oder -unabhingig
(Brode & Macary, 2004). Zahlreiche Antigene konnen iiber spezifische
Rezeptoren aufgenommen werden. So werden bakterielle Antigene
beispielsweise iiber Scavenger-Rezeptoren, Mannose-Rezeptoren und Dectin-1
aufgenommen (Brown & Gordon, 2001; Ezekowitz et al., 1990; Hampton et
al., 1991), wohingegen Material apoptotischer Zellen und ,,Heat Shock*
Proteine {iiber CD91, CD36 und Scavenger-Rezeptor A und LOX-1
aufgenommen werden (Albert et al., 1998; Berwin et al., 2003; Delneste ef al.,
2002; Fadok et al., 2000). Rezeptor-vermittelt konnen partikuldre Antigene von
DCs iiber Phagozytose oder Endozytose aufgenommen werden, 16sliche
Antigene dagegen iiber Pinozytose (Brode & Macary, 2004). Grofle Mengen
l6slichen Materials konnen von DCs auch {iber Makropinozytose
aufgenommen werden, allerdings ist dieser Mechanismus nicht Rezeptor-
vermittelt und daher fiir die gerichtete Aufnahme 16slicher Antigene ineffizient

(Lietal.,2001).

Die Prozessierung der exogenen Antigene nach der Aufnahme ist bisher nur fiir
partikuldre Antigene aufgeklart, allerdings weisen erste Ergebnisse auf einen
vergleichbaren Mechanismus bei der Prozessierung 16slichen Antigens hin
(Brode & Macary, 2004). Demnach fusioniert nach der Antigen-Aufnahme die
Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit der Membran der
frithen Phagosomen. Dabei entsteht ein frithes ,,Mixed ER-Phagosom®, das im
Lumen ER-Aminopeptidasen und Disulfid-Isomerasen beherbergt. Die
Membran selbst enthédlt ER-Transportermolekiile, wie den ,Transporter
associated with antigen processing® (TAP) und Sec61, sowie Molekiile des
MHC-Lade-Komplexes, Calreticulin und Tapasin (Gagnon et al., 2002). Die

Fusion des ,Mixed ER-Phagosoms® mit spiten Lysosomen ermdglicht
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anschliefend die Spaltung der partikuldren Proteine durch lysosomale
Hydrolasen und ER-Disulfid-Peptidasen in Polypeptide, die schlieBlich durch
das Sec61 Transportmolekiil in das Zytoplasma transportiert werden
(Fonteneau et al., 2003). Im Zytoplasma werden die Polypeptide durch den
Ubiquitinylierungskomplex polyubiquitinyliert und zu einem Substrat fiir den
proteasomalen Abbau in Peptide (Rodriguez et al., 1999), die dann iiber TAP
direkt in die ,,Mixed ER-Phagosomen® riicktransportiert werden (Ackerman &
Cresswell, 2003). Die Peptide werden von der ER—Aminopeptidase verkiirzt
und durch den MHC-Lade—Komplex auf MHC-I geladen. Vermutlich gelangt
das beladene MHC-Molekiil dann durch Exozytose an die Zelloberflache. Ein
alternativer Mechanismus der Prozessierung ist die Spaltung der
aufgenommenen Proteine und spitere Beladung der MHC-I-Molekiile ohne
Umweg iiber das Zytosol direkt in den ,,Mixed ER-Phagosomen® (Lizee et al.,
2003). Dieser Weg wird allerdings seltener beobachtet (Brode & Macary,
2004). Der gesamte Vorgang der Antigen-Prozessierung ist nach ein bis zwei

Stunden abgeschlossen (Ackerman et al., 2005).
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Die Induktion einer CD8" T Zell-Antwort ist nicht nur abhingig von einer
effizienten Cross-Prisentation des Antigens, sondern auch von einer adidquaten
Aktivierung der DCs. Dies verhindert die Induktion einer Toleranz gegen das
Cross-prasentierte  Antigen. Daher wird effizientes Cross-Priming im
Zusammenhang mit endogenen und exogenen Signalen fiir DCs beobachtet.
Endogene Signale, das heiflit Signale, die korpereigen sind, induzieren zum
Beispiel die von T Helferzellen geleistete Hilfe, die so genannte ,,Cognate
help* (Behrens et al., 2004), aber auch losliche Faktoren, wie Hsp (Srivastava,
2002) oder Interferon-alpha (Cho et al., 2002). Exogene Signale induzieren
dagegen beispielsweise LPS (van Mierlo et al, 2004) oder CpG-DNA
(Kuchtey et al., 2005), die unterschiedliche TLR auf den DCs binden. Sie

erhohen durch Auslosen einer Signalkaskade die Expression von MHC und
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CD80, sowie CD86 (vgl. 1.3.2). Dieser als Reifung der DCs bezeichnete
Vorgang fiihrt ebenfalls zu einem Einstellen der Antigenaufnahme. Jiingere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass 30 bis 45 Minuten nach Stimulation mit
LPS, CpG und Poly (I:C) zunichst eine Steigerung der Antigenaufnahme
beobachtet wird (West et al, 2004), die spdter wieder abnimmt.
Moglicherweise kann auch durch andere TLR-Liganden ein vergleichbares
Phinomen induziert werden. Die gesteigerte Aufnahme der Immunogene unter
Reifung der DCs hitte daher einen positiven Einfluf auf die Cross-
Prisentations-Kapazitit, wohingegen die Hochregulation von MHC und CD80,
sowie CD86 einen positiven Effekt auf die folgende Cross-Priming-Kapazitit

der DCs hitte.

1.4.4.2. Protein-Transduktions-Dominen und Translokatorische Proteine
zur Erhohung der Effizienz von Cross-Prisentation durch

Dendritische Zellen

Protein-Transduktions-Dominen (PTDs) sind kurze Peptidsequenzen innerhalb
viraler und zelluldrer Proteine, die aufgrund eines hohen Anteils an Lysinen
und Argininen einen extrem hohen isoelektrischen Punkt zwischen pl 12,7 und
12,9 aufweisen (Leifert & Whitton, 2003). Dagegen sind Translokatorische
Proteine verhéltnismaBig kleine Proteine, wie beispielsweise das 22 kDa grofle
Tegumentprotein von Herpes Simplex Virus Typ I (HSV-1) Vp22, die
ebenfalls Regionen mit hohem isoelektrischen Punkt aufweisen, welche selbst
PTDs darstellen (Elliott & O'Hare, 1997; Elliott & Meredith, 1992). PTDs und
Translokatorische Proteine sind in der Lage, in die unterschiedlichsten
Zelltypen zu internalisieren. Mehrere PTDs konnen einen rezeptorabhéngigen
Kerntransport vermitteln, da sie gleichzeitig ,,Nuclear Localization Signals®
(NLS) beherbergen, wie beispiclsweise das vom "Transactivator of
transcription"-Protein Tat von HIV-1 (TatPTD) oder vom Antennapedia-
Protein von Drosophila melanogaster (Penetratin) (Ford et al., 2001; Lindgren
et al., 2000; Prochiantz, 2000). An Translokatorische Proteine und PTDs
fusionierte Peptide, Proteine oder DNA konnen erleichtert in Zellen

eingeschleust werden (Leifert & Whitton, 2003). Dabei binden sowohl PTDs,
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als auch PTD-Fusionskonstrukte wahrscheinlich an Heparansulfatreste auf der
Zelle. Die Aufnahme erfolgt bei hoher Proteinkonzentration bis zu 0,1 uM
Rezeptor-unabhingig (Bennett et al., 2002; Falnes et al., 2000; Falnes ef al.,
2001; Mai et al., 2002; Nagahara et al., 1998; Peitz et al., 2002; Shibagaki &
Udey, 2002). Neben einer Reihe von natiirlichen PTDs werden auch artifizielle
Transduktionsdomidnen aus kurzen kationischen Aminosdureabfolgen mit
hohem isoelektrischem Punkt beschrieben, die eine gesteigerte Aufnahme

vermitteln (Laus et al., 2000; Mi et al., 2000; Rothbard et al., 2000).

Die Effizienz einer Cross-Priasentation von Proteinen durch DCs kann
wahrscheinlich durch eine Steigerung der Aufnahme der Cross-prisentierten
Proteine erhoht werden. Die Eigenschaften der PTDs und Translokatorischen
Proteine, fusionierte Peptide und Proteine in Zellen zu schleusen, machen sie
zu interressanten Kandidaten fiir Protein-Vakzinierungs-Strategien auf der
Basis von Cross-Présentation. In der Vergangenheit wurden bereits mehrere an
PTDs und an Translokatorische Proteine fusionierte Immunogene erfolgreich
zu einer in vivo Stimulierung von antigenspezifischen CTL eingesetzt.
Beispielsweise fiihrt die TatPTD zu einer erhohten Prozessierung gekoppelter
Proteine im MHC-I-Préisentationsweg (Kim et al., 1997). Dabei erfolgt die
Prozessierung des Proteins hauptsédchlich im Zytosol, da gleichzeitig die Hohe
der MHC-II-abhingigen Stimulierung vom Koppeln der TatPTD unbeeinfluf3t
bleibt (Leifert et al., 2001; Shibagaki & Udey, 2002; Wang et al., 2002).
Ebenfalls konnte durch Koppeln eines Ovalbumin-Epitopes an Penetratin eine
Priasentation iiber MHC-I in vivo und sogar ein dabei induzierter Schutz
gegeniiber Ovalbumin exprimierenden Tumorzellen gezeigt werden (Pietersz et
al., 2001). Ein Beispiel fiir ein zur Vakzinierung eingesetztes
Translokatorisches Protein ist VP22. Das Protein wurde erfolgreich als
Fusionsprotein zur effizienteren Stimulation von CD8" T Zellen gegen das E7-
Protein des Humanen Papilloma Virus Typ 16 (HPV-16) in Méusen eingesetzt
(Pietersz et al., 2001). Ahnliche Effekte konnten mit zu VP22 homologen
Proteinen anderer Herpesviren beobachtet werden, so zum Beispiel mit dem
VP22 des Mareks Disease Virus (Hung et al., 2002) oder mit dem BVP22 des
Bovine Herpes Virus 1 (Oliveira et al., 2001).
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Da beschriebene PTDs und Translokatorische Proteine nur bei hoher
Proteinkonzentration eine Aufnahme in die Zielzellen vermitteln, bleibt die
Stimulation der CD8" T Zellen im Vergleich zu einer Peptidstimulation
ineffizient. Proteine, die rezeptorvermittelt internalisiert werden, vermitteln
dagegen eine deutlich effizientere Aufnahme (Arora & Leppla, 1994; Arora et
al., 1994; Falnes et al, 2001; Wiedlocha et al, 1994). Um die
Proteinaufnahme und damit die Cross-Pridsentation zu steigern, miissen neue

Translokatorische Proteine identifiziert werden.

Ein potentieller Kandidat flir ein Translokatorisches Protein stellt das
Tegumentprotein des Human Cytomegalovirus (HCMV) pp65 dar. Das
Phosphoprotein pp65 macht 18% der Proteinmasse des Virions von HCMV
aus, ist allerdings fiir die Replikation des Virus nicht essentiell (Schmolke et
al., 1995). Pp65 wird erst in der Spatphase des Replikationszyklus von HCMV
gebildet, in der HCMV-Proteine die immunstimulatorische Kapazitit der
infizierten DCs reprimieren (Andrews et al., 2001; Moutaftsi et al., 2002). Die
Prisentation von endogen exprimiertem pp65 in HCMV infizierten Zellen ist
daher ineffizient (Arrode et al., 2002). AuBerdem wurde festgestellt, dass
endogen exprimiertes pp65 die Expression Interferon-alpha responsibler
Proteine, wie beispielsweise MxA hemmt (Browne & Shenk, 2003). Pp65
konnte daher moglicherweise selbst einer effektiven Stimulation von HCMV-
infizierten DCs entgegenwirken. Da pp65 allerdings das Hauptantigen fiir eine
HCMV-spezifische CD8" und CD4" T Zell-Antwort darstellt (Beninga et al.,
1995; Boppana & Britt, 1996; Britt et al., 1995; Diamond et al., 1997; Gyulai
et al., 2000; Jahn et al., 1987; Khattab et al., 1997; Riddell et al., 1991;
Schmolke et al., 1995; van Zanten et al., 1995; Wills et al., 1996), muss pp65
auf anderen Wegen, als durch de novo Synthese bei Infektion in den MHC-I
und den MHC-II Prisentationsweg gelangen. Interessanterweise konnte in vitro
gezeigt werden, dass pp65 aus kokultivierten infizierten Fibroblasten von
nicht-infizierten DC cross-prasentiert werden kann (Tabi et al., 2001).
Ebenfalls wurde bereits gezeigt, dass pp65 zur Induktion von pp65-
spezifischen CTL Antworten nicht de novo von HCMV-infizierten DCs
synthetisiert werden muss, sondern durch Freisetzung aus dem Virion in das

Zytoplasma gelangt und im MHC-I-Préasentationsweg prozessiert wird (Gilbert
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et al., 1996; Grefte et al., 1992; Riddell ef al., 1991). Daher ist wahrscheinlich,
dass auch in vivo DCs pp65 aufnehmen und im MHC-I-Prisentationsweg
prozessieren. Ob dies auch unabhingig von Virionen geschehen kann, ist
bislang in vitro und in vivo ungeklért. Allerdings besitzt pp65, wie andere
Translokatorische Proteine, eine Region mit hohem Anteil an kationischen
Aminosduren. Sie stellt die zweigeteilte NLS des Proteins dar und befindet sich
im hinteren Bereich des Proteins, von Aminosédure 538 bis 561 (Gallina ef al.,
1996; Schmolke et al., 1995). Daher ist denkbar, dass pp65 dhnlich anderen
Translokatorischen Proteinen iiber diese Region an die DCs bindet und
aufgenommen werden kann. Ob diese Region allerdings einen Transport des
Proteins oder anderer Proteine direkt in DCs vermitteln kann, ist bislang

ebenfalls ungeklart.
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1.5. Ziele der Arbeit

Nach wie vor stellen Infektionskrankheiten ein weltweites Problem dar.
Gegenwirtig sterben jdhrlich etwa 15 Millionen Menschen an ihnen. Die
meisten Todesfdlle ereignen sich in Entwicklungslindern, in denen
Therapiemoglichkeiten nur eingeschriankt vorhanden sind. Gerade fiir diese
Lander ist die Entwicklung von Impfstoffen essentiell. Gegen viele
Infektionskrankheiten existiert allerdings auch heute noch kein wirksamer
Impfschutz. Klassische Immunisierungsstrategien, die auf der Immunisierung
durch attenuierte Pathogene beruhen, beinhalten bei Pathogenen, die eine hohe
Mutationsrate aufweisen, wie beispielsweise bei HCV und HIV, das Risiko der
Reversion zum pathogenen Wildtyp. Alternative Strategien beruhen einerseits
auf einer Immunisierung durch nackte oder an Tragersystemen gekoppelte
DNA, andererseits die Immunisierung durch Proteine. Mit ihnen sollen
vornehmlich zelluldire Immunantworten induziert werden, da nur sie Schutz
gegen intrazellulire  Erreger verlethen. Die Induktion zelluldrer
Immunantworten wird in vivo hauptsidchlich von DCs geleistet. Daher ist die
Prasentation von Antigenen iiber aktivierte DCs auch das Ziel alternativer
Immunisierungs-Strategien. Wihrend jedoch eine DNA-Immunisierung, je
nach verwendetem Trigersystem, effiziente zellulire Immunantworten
induziert, sind die durch Protein-Immunisierung induzierten zelluldren
Immunantworten meist schwach. Dennoch sind gerade die hoch effizienten
viralen DNA-Trigersysteme, die auf modifizierten pathogenen Viren beruhen,

risikobehaftet.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das nicht-pathogene virale DNA-
Tragersystem ,,Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus®
(AcMNPV) nidher zu charakterisieren. Rekombinante AcCMNPV wurden bereits
zur In-Vivo-Immunisierung von Maiusen eingesetzt, wobei die Induktion
zelluldrer Immunantworten beobachtet wurde. Dabei ist allerdings noch unklar,
ob rAcMNPV die DCs direkt infizieren, oder ob die Induktion der zelluldaren
Immunantwort iiber die Cross-Prisentation von Antigenen aus infizierten
Korperzellen erfolgt. Die Identifikation der Zielzellen wére eine wichtige

Vorraussetzung fiir die Optimierung des Triagersystems fiir die In-Vivo-
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Immunisierung. Daher sollte untersucht werden, ob und in welchem Umfang

rAcMNPYV in der Lage ist, humane DCs zu infizieren.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob das HCMV-
Tegumentprotein pp65 Eigenschaften aufweist, das es als potentielles
Triagersystem fiir Proteinantigene in den Cross-Priasentationsweg von iDCs
geeignet macht. Dies wire eine Vorraussetzung fiir die effiziente Induktion
zelluldrer Immunantworten durch Protein-Immunisierungen. Dazu miissten an
pp65 fusionierte Proteine nicht nur effizient an DCs binden und aufgenommen
werden. Vielmehr miisste aufgenommenes pp65 effektiv . im MHC-I- und
MHC-II-Prédsentationsweg prozessiert werden. Dariiber hinaus sollte pp65
idealerweise in der Lage sein, iDCs zu aktivieren oder eine Aktivierung von
pp65-prasentierenden iDCs 1iiber Adjuvanzien zuzulassen, da nur die

Prasentation durch aktivierte DCs zelluldre Immunantworten induziert.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Acrylamid

Agarose

APS

Ampicillin (Binotal ™)
Bisacrylamid

Brefeldin A
Bromphenolblau

BSA

Casyton

Coomassie Brilliant Blue™ R-250
DMEM (1x) High Glucose
DMSO

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

FKS (Endotoxin < 5 EU/ml)
FKS

LSM

Glycerol

Glycin

GM-CSF (Leucomax”)
GM-CSF (Leukine®)

IL-4

IFN-0 2a (Roferon®)
Isopropanol

LB-Agar

LB-Medium

LPS

Serva, Heidelberg
SeaKem, Rockland
Serva, Heidelberg
Bayer, Leverkusen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Linz
Schirfe, Reutlingen
Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Linz
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie
Biochrom KG, Berlin
GibcoBRL, Karlsruhe
PAA Laboratories, Linz
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
AESCA, Traiskirchen
Berlex Laboratories, Richmond
Strathmann, Hamburg
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Paisley
Invitrogen, Paisley
Sigma, Deisenhofen
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B-Mercaptoethanol
Natriumjodid
Nytran-M
Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640
Saponin

SDS

SEB

TC100 1x Medium
TEMED

TRIS

Triton X-100
Tween 20

Trypsin

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Schleicher & Schuell, Dassel

Biochrom AG, Berlin
BioWhittaker, Verviers
Sigma, Deisenhofe

Roth, Karlsruhe

Toxin Technologies, Florida

Gibco, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Linz
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2.2, Antikorper
Tab. 2.1.: Verwendete Antikorper
[b], gegen Baculovirus AcMNPV Antigene gerichtet, [h], gegen
humane Antigene gerichtet; [c], gegen Cytomegalievirus gerichtet
[m], aus Maus gewonnen; [g], aus Ziege gewonnen; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat, PE, Phycoerythrin, PE-Cy5, "Tandem"-
Farbstoff, bestehend aus Phycoerythrin kovalent mit Cyanin 5
verkniipft, PerCP, Peridinin Chlorophyll Protein, POX, Peroxidase-
gekoppelt
Antigen bzw. Klon Konjugation  Isotyp Hersteller
Isotyp-Kontrolle
CDla [h] NA1/34 FITC IgG2ak [m] |DAKO
CDla[h] BL6 PE-Cy5 IgGl1 Coulter
Immunotech
CD3 [h] UCHTI1 FITC IgG1 [m] Coulter
Immunotech
CD4 [h] 13B8.2 PE-Cy5 IgG1 « [m] Coulter
Immunotech
CDS [h] B9.11 PE-Cy5 IgG1 [m] Coulter
Immunotech
CD14 [h] TUK 4 PE IgG2ak [m] |DAKO
CD16 [h] 3G8 PE IgG1 [m] Coulter
Immunotech
CD19 [h] J4.119 PE IgG1 [m] Coulter
Immunotech
CD56 [h] B159 PE IgG1 « [m] PharMingen
CD28 [h] L1293 - IgG1 [m] Becton
Dickinson
CD49d [h] 9F10 - IgG1 « [m] PharMingen
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Tab. 2.1.:

Verwendete Antikorper (Fortsetzung)

Antigen bzw. Klon Konjugation  Isotyp Hersteller
Isotyp-Kontrolle
CD69 [h] TP1.55.3 PE IgG2b [m] Coulter
Immunotech
CDS80 [h] MAB104 PE IgG1 [m] PharMingen
CD83 [h] HB15a PE IgG2b k [m] | Coulter
Immunotech
CD86 [h] 2331 FITC IgG1 « [m] PharMingen
(FUN-1)
gp64 [b] AcV, - [gG2a [m] eBioscience
HLA-DR [h] CR3/43 FITC IgG1 k [m] DAKO
HLA-I [h] W6/32 PE IgG2ak [m] |DAKO
IFN-y [h] 48.B3 FITC IgGl x [m] | PharMingen
EGFP 7.3+13.1 - IgG1 x [m] Roche
ppo5 [c] 2+6 - IgGl « [m] |Novocastra
Isotypkontrolle 679.1Mc7 FITC IgG1 [m] Coulter
Immunotech
Isotyp-Kontrolle | 679.1Mc7 PE IgG1 [m] Coulter
Immunotech
Isotyp-Kontrolle | 679.1Mc7 PE-Cy5 IgG1 [m] Coulter
Immunotech
Isotyp-Kontrolle |HOPC-1 - IgG2a [m] SouthernBiotech
Isotyp-Kontrolle | CBL601F FITC IgG2a [m] Cymbus
Biotechnology
Isotyp-Kontrolle | 7.27 PE IgG2a [m] Coulter
Immunotech
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Tab. 2.1.: Verwendete Antikorper (Fortsetzung)

Antigen bzw. Klon Konjugation  Isotyp Hersteller
Isotyp-Kontrolle
Isotyp-Kontrolle |20116.11 PE IgG2b [m] R&D Systems
Mouse-IgG polyklonal PE [g] Coulter

Immunotech

Mouse-IgG polyklonal FITC [g] Sigma
Mouse-IgG polyklonal POX (g] Sigma

2.3. Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurden der

Stammsammlung des Instituts fiir Virologie, der Universitétskliniken Homburg

entnommen oder dargestellt (siche 3.1.1. und 3.2.1.). Die Herkunft und die

Eigenschaften dieser Plasmide,

sowie die

konstruierten Plasmide, sind in Tab. 2.2. aufgefiihrt.

im Rahmen dieser Arbeit

Tab. 2.2: Herkunft und Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft

pEGFP-C1 Expressionsvektor; EGFP-Gen; HCMV- | BD-Clontech
IE Promotor

pEGFP-1 Expressionsvektor; EGFP-Gen; kein BD-Clontech
Promotor

pAcGHLT-C3 Transfervektor; GST-6xHis-Fusionsgen; | BD-Pharmingen
Polyhedrinpromotor

pTYB-PE Expressionsvektor; pp65-EGFP- n
Fusionsgen;

pAcMT Transfervektor, MCSpTYB,; @)
Polyhedrinpromotor
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Tab. 2.2: Herkunft und Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten

Plasmide (Fortsetzung)

Plasmid Beschreibung Herkunft

pAc373 Tranfervektor; Polyhedrinpromotor (1)

pAcGHLT-E Tranfervektor; GST-6xHis-EGFP- 2)
Fusionsgen; Polyhedrinpromotor

pAcGHLT-PE Transfervektor; GST-6xHis-pp65-EGFP- | (2)
Fusionsgen; Polyhedrinpromotor

pAcPE Transfervektor; pp65-EGFP-Fusionsgen; | (2)
Polyhedrinpromotor

(1) Der Stammsammlung des Instituts fiir Virologie Homburg entnommene Plasmide

(2) Im Laufe dieser Arbeit dargestellte Plasmide

2.4. Zellen/Viren/Bakterien

2.4.1. Zellinien

293

Die Zellinie 293 ist eine permanente Linie von humanen, priméren,
embryonalen Nierenzellen. Die Zellen wurden mit dem humanen Adenovirus
Typ 5 transformiert und enthalten Sequenzen des Virusgenoms. Des Weiteren
exprimieren die Zellen den Oberflichenrezeptor fiir Vitronectin,
zusammengesetzt aus der Integrin beta-I Untereinheit und der Vitronectin

alpha-V Untereinheit.

SF158

Die Zellinie SF158 stellt einen Subklon der Zellinie TPLB-SF-21-AE dar.
Diese leitet sich von ovarialem Gewebe der Lepidopterenlarve Spodoptera
frugiperda (Familie Sciaridae) ab. Die Zellen sind empfinglich fiir eine

Infektion mit MNPV (,,multiple nuclear polyhedrosis virus®) und andere
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Bakuloviren und konnen zur Proteinexpression mit Bakuloexpressionsvektoren

verwendet werden (Fiebich et al., 1993).

2.4.2. Viren

Rekombinantes AcMNPV

Rekombinante AcMNPV leiten sich vom Autographa californica ,,multiple
nuclear polyhedrosis® Virus ab (vgl. 3.1.) In rekombinanten AcMNPVs wird
das Polyhedringen durch Fremdgene ersetzt. Der hoch effiziente
Polyhedringenpromotor steuert statt des Polyhedringens daher die Expression
rekombinanter Proteine in Insektenzellen. Das rekombinante Protein wird nach
Infektion in hohen Mengen innerhalb der Zelle angehduft und kann durch
Aufschluf3 der Zellen geerntet werden (siehe 2.13. und 2.14.).

Eine Ubersicht der verwendeten rAcMNPV ist in Tab. 2.3. dargestellt.

Tab.2.3. Ubersicht rekombinanter AcMNPV und deren Beschreibung
Bezeichnung Expressionskassette Herkunft
AcpP-EGFP EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor (1)
AcpP-TEGFP TatPTD-EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor (1)
AcpP-AEGFP AntHD-EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor (1)
AcpP-PEGFP pp65-EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor 2)
AcpP-P pp65-Gen; Polyhedrin-Promotor 1)
AcpC-EGFP EGFP-Gen; HCMV IE-Promotor 2)
AcpP-GHLT-E GST-6xHis-EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor 2)
AcpP-GHLT-PE | GST-6xHis-pp65-EGFP-Gen; Polyhedrin-Promotor 2)

(1) Der Virensammlung des Instituts fiir Virologie Homburg entnommene rekombinante Viren

(2) Im Laufe dieser Arbeit dargestellte rekombinante Viren
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2.4.3. Bakterien und Bakterien-Kultivierung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterien wurden der
Stammsammlung des Institutes fiir Virologie, der Universitdtskliniken
Homburg entnommen. Ein Uberblick iiber die eingesetzten Stimme und deren

genotypischen Hintergrund findet sich in Tabelle 2.4.

Tab. 2.4.: Herkunft und Eigenschaften der verwendete Escherichia coli-
Stimme
Stamm Genotyp Herkunft

Escherichia coli

HB101 F- leuB6 proA2 recAl3 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 xyl-5 | Bolivar ef al.. 1979
mtl-1 rpsL20 supE44 hsdS20 (r- B m- B at least thi-hsd ’

from Escherichia coli B)

pMOS endA 1 hsdR17(ry» —my2)supE44 thi —1 recAl gyrA96 Amersham
relAl lac[F’ proA"B* lacl"ZAMI15 :Tnl10(Tc®)]

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac Stratagene
[F'proAB lacl’ZDM15 Tn10 (Tet")]

Die aus der Stammsammlung entnommenen E. coli Stimme wurden in
fliissigem LB-Medium iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Einzelne Klone wurden
gewonnen, indem Teile einer Kultur auf LB-Agarplatten ausgestrichen wurden.
Mit Plasmiden transformierte FE. coli-Kulturen wurden in LB-Medium
kultiviert, dem je nach verwendetem Selektionsmarker Ampicillin in einer
Konzentration von 100 pg/ml, bzw. Kanamycin in einer Konzentration von 30

png/ml, zugesetzt wurde.

2.5. Zellkultur

Die Kultivierung humaner Zellen erfolgte grundsitzlich bei einer Temperatur

von 37°C und einem CQO,-Gehalt von 5 %.
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2.5.1. Puffer und Losungen fiir die Zellkulturarbeit

PBS
NaCl 8,0 g/l
KCl 0,2 g/l
Na,HPO, x 12 H,0 2,9 ¢/l
KH,PO, 0,2 g/l

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Fiir die Arbeit mit humanen Zellen
muss grundsitzlich PBS ohne Mg®" und Ca*" verwendet werden, damit es zu
keiner Vorstimulation der Zellen schon beim Waschen kommt.

2.5.2. Zellkulturmedien

Das Inaktivieren der den Medien zugesetzten Seren erfolgte grundsatzlich fiir

eine Stunde bei 55°C.

Standard-Medium zur Kultivierung von Suspensionszellen

RPMI 1640

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/v)
Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml

Standard-Medium zur Kultivierung von adhirenten Zellen

DMEM (1x) High Glucose

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/v)
Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml
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Medium zur Kultivierung Dendritischer Zellen

RPMI 1640

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/v)
(Endotoxin < 5 EU/ml)

GM-CSF 800 U/ml
IL-4 1000 U/ml

Medium zur Kultivierung der Insektenzellinie SF158

TC100 1x Medium

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/v)
(Endotoxin < 5 EU/ml)

Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml
Einfriermedium

RPMI 1640; DMEM (1x) High Glucose; TC100 1x Medium

FKS 30 % (v/v)
DMSO 10 % (V/v)

2.5.3. Subkultivierung adhirenter Zellen

293

Adhirente 293 Zellen wurden 70-80 % konfluent in Kultur gehalten. Zweimal

pro Woche wurden die Zellen mit Trypsin abgelost, in frischem DMEM

Medium aufgenommen und zur Stammbhaltung 1:4 gesplittet. Die verwendeten

Zellen wurden mit der VenorGem Mycoplasmen-PCR (siehe 2.5.5.) untersucht

und waren Mycoplasmen-negativ.

SF158

Die Insektenzellinie SF158 wurde standardmissig bei einer Temperatur von

27°C kultiviert. Zum Subkultivieren wurde der Zellmonolayer zweimal pro

Woche mit einem Zellschaber abgelost und in einem Verhiltnis von 1:3 mit
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frischem TC100 Medium versetzt. Die zur Virusproduktion verwendeten
SF158 wurden mittels der VenorGem Mycoplasmen-PCR (siehe 2.5.5.)

untersucht und waren Mycoplasmen-negativ.

2.5.4. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren

Die Zellen wurden in kaltem Einfriermedium in einer Konzentration von
2x107 Zellen / ml aufgenommen und in Einfrierrdhrchen iberfiihrt. Um ein
langsames Absinken der Temperatur zu gewdhrleisten, wurden die Zellen
zunichst einen Tag in einem Styroporbehilter bei -70°C, danach in der

Gasphase iiber fliissigem Stickstoff auf Dauer gelagert.

Auftauen
Eingefrorene Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und sofort
in warmes Medium {iberfiihrt. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen

in einer Dichte von 1x10° Zellen/ml Medium in Kultur genommen.
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2.5.5. Mycoplasmentest

Mycoplasmen sind zellwandlose Parasiten, die in der Natur unter anderem als
Kommensalen der Schleimhiute von Sdugetieren auftreten. Kontaminationen
stellen in kontinuierlichen Zellkulturen ein grofes Problem dar. Als chronische
Infektion beeinflussen sie auf vielféltige Weise die Funktionen von Zellen. Sie
nehmen Einfluss auf den Metabolismus der Zellen und verdndern so deren
Wachstumsverhalten,  ihre =~ immunologischen = und  biochemischen
Eigenschaften, sowie deren Lebensfahigkeit. Die Infektion einer Zellkultur mit
Mycoplasmen ist visuell oder lichtmikroskopisch nicht zu erkennen. Zur
Kontrolle der verwendeten Zelllinien wurde ein Kit der Firma Minerva Biolabs
(VenorGem) eingesetzt. Der Nachweis erfolgte hierbei iiber eine
Mycoplasmensequenz-spezifische PCR aus dem Uberstand der Zellkulturen.
Der Kit enthdlt PCR-Primer, die spezifisch fiir ein breites Spektrum von
Mycoplasmen, einschlieBlich der Spezies Acholeplasma laidiawii,
Mycoplasma  synoviae, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma orale, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma hominis und
Mycoplasma salivarium sind. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben
des Herstellers, wobei die Aufreinigung der Uberstiinde von Suspensionszellen
vor der Durchfiihrung der PCR mit dem QIAamp DNA Mini Kit der Firma

Qiagen nach Herstellerangaben durchgefiihrt wurde.
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2.6. Transformation von Bakterien
Die Transformation von Bakterienzellen nach der RbCl-Methode beruht

darauf, dass die im Transformationspuffer vorhandenen Alkaliionen die

Kompetenz der Bakterienzellen zur DNA-Aufnahme stark erhdhen.

Verwendete Losungen:

Puffer 1:

RbCl 0,1M
MnCl, 0,05 M
CaCl, 0,01 M
CH3;COOH (pH 7,5) 0,03M
Glycerin 15 % (v/v)

Der Puffer wurde mit Aquapigest. ad 1000 ml aufgefiillt, der pH auf 5,8

eingestellt und die Losung im Anschluss sterilfiltriert.

Puffer 2:

MOPS (pH 6,8) 0,01 M

RbCl 0,01 M

CaCl, 0,075 M

Glycerin 15 % (v/v)

Der Puffer wurde mit Aquapigesr. ad 1000 ml aufgefiillt und im Anschluss
sterilfiltriert.

Durchfiihrung:

Zundchst wurden 100 pl der Bakterien in 30 ml LB-Medium gegeben und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Mit 8 ml dieser Vorkultur wurden 200 ml
Hauptkultur angeimpft und ein bis zwei Stunden inkubiert. Nach dem
Erreichen einer ODssy von 0,3 wurden die Zellen 15 Minuten auf Eis abgekiihlt

und im Anschluss fiinf Minuten lang bei 2000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet
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wurde in 16 ml des Puffer 1 resuspendiert, 15 Minuten auf Eis inkubiert und
dann erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden in 4 ml Puffer 2 aufgenommen
und zu 200 pl aliquotiert. Zu 50 pl der kompetenten Zellen wurden 10 pl
Ligationsansatzes oder 10-50 ng Plasmid-DNA gegeben und 30 Minuten lang
auf Eis inkubiert. Die eigentliche Transformation der Bakterienzellen erfolgte
mittels Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42°C. Die Zellen wurden
anschliefend fiinf Minuten auf Eis inkubiert und danach fiir eine Stunde in
1 ml LB-Medium vorinkubiert. Die Selektion erfolgte durch Ausplattieren der

transformierten Zellen auf dem entsprechenden Selektionsmedium.

2.7. Priparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung der in Bakterien vermehrten Plasmid-DNA miissen die
Bakterien aufgeschlossen und die Plasmid-DNA von Zellbestandteilen und der
genomischen Bakterien-DNA getrennt werden. Die verschiedenen Methoden
ermdglichen eine Isolation der Plasmid-DNA mit unterschiedlichem
Reinheitsgrad. Die alkalische Lyse eignet sich zur schnellen Isolation von
Plasmiden, wie sie bei der Isolation multipler Bakterienklone notig ist,
wohingegen die Aufreinigung iiber eine lonenaustauschersdule DNA-Plasmide

hoher Reinheit liefert.

2.7.1. Plasmid-Isolation mittels alkalischer Lyse

Verwendete Losungen:

STET-Puffer:

Saccharose 8% (W/v)
Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM
EDTA 50 mM
Triton X-100 0,1 % (v/v)
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Losung 1:
NaOH 0.2N

SDS 1 % (w/v)

Losung 2:
K-Acetat (pH4,8) 0,3 M
LiCl 9,0 M

Durchfiihrung:

1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden fiinf Minuten bei 5.000 rpm
abzentrifugiert und das Pellet in 100 pul STET Puffer resuspendiert. Durch
Zugabe von 200 pl Losung 1 und Inkubation bei Raumtemperatur fiir finf
Minuten wurden die Zellen lysiert. Die Neutralisation der Losung erfolgte
durch 300 pl Losung 2 fiir 30 Minuten auf Eis. Durch Zentrifugation wurden
die ausgefillten Proteine und chromosoamle DNA entfernt und die Plamid-

DNA durch Zugabe von 95%-igem Ethanol gefillt.

2.7.2. Plasmid-Isolation mittels "QIAGEN Plasmid Kits"

Zur Isolation von hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli wurde der "QIAGEN
Plasmid Mini Kit" bzw. "QIAGEN Plasmid Maxi Kit" verwendet. Die
Isolierung erfolgte gemid der Anleitung des Herstellers, wobei die
durchgefiihrte Methode auf einer modifizierten Form der alkalischen Lyse
basiert. Nach dem Entfernen der Zelltrimmer und denaturierten Proteine
wurde die Plasmid-DNA auf "QIAGEN" Anionen-Austauschersdulen gegeben.
Nach der Bindung der DNA an die Sdulenmatrix wurden durch Waschen mit
einem Puffer mittlerer Salzkonzentration RNA und Verunreinigungen mit
niedermolekularen Komponenten entfernt. Durch Zugabe eines Puffers mit

hoherer Salzkonzentration wurde anschlieBend die Plasmid-DNA eluiert. Nach
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der Féllung der DNA mit Isopropanol und einmaligem Waschen mit 70%-igem

Ethanol wurde das DNA-Pellet getrocknet und in Aquapigest. resuspendiert.

2.8. Bestimmen der DNA-Konzentration

Nukleinsduren absorbieren aufgrund ihrer Basenzusammensetzung Licht
zwischen einer Wellenldnge von 250 nm und 270 nm. Proteine absorbieren
hingegen aufgrund ihrer Tyrosin- und Tryptophanreste am stirksten bei
280 nm. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und des Grades der
Verunreinigung mit Proteinen wurden sich diese Eigenschaften zu Nutze

gemacht.

Durchfiihrung:

Die Messung der Absorption einer wisserigen DNA-LOsung gegen Aquapidest.
erfolgte bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm. Ein Mal fiir die
Reinheit der DNA errechnet sich aus dem Quotient Aj¢o/Azg0, Wobei ein Wert
von 1,8 optimal ist. Werte kleiner als 1,8 weisen auf eine Verunreinigung mit
Proteinen hin, wahrend Werte groB3er als 1,8 auf das Vorhandensein von RNA
schlieBen lassen. Eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml entspricht bei einer
Schichtdicke von 1 cm und einer Wellenldnge von 260 nm einer Extinktion
von 1, so dass sich die Konzentration der isolierten DNA nach folgender

Formel errechnet:

A0 x 50 pg/ml x V = DNA-Konzentration der Probe [pg/ml]

Ao : Absorption bei 260 nm
V: Verdiinnungsfaktor

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration

mit dem Photometer Ultraspec 3000 der Firma Pharmacia Biotech.
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2.9, Verdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau der DNA erfolgte mittels Typ II Restriktionsendonukleasen, die in
der Lage sind, in Anwesenheit von Mg*"-Ionen beide Stringe eines DNA-
Doppelstranges an spezifischen Erkennungssequenzen so zu schneiden, dass
entweder iiberstehende 5°- bzw. 3°-Enden ("sticky ends") oder glatte Enden
("blunt ends") entstehen. Die durch Restriktion erhaltenen DNA-Fragmente
konnen dann anhand ihrer GroBe identifiziert und im  Anschluf3

weiterverwendet werden.

Verwendete Losungen:

"Blaumarker":

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Glycerin 50 % (v/v)
EDTA 0,05 M
Durchfiihrung:

Zum Restriktionsverdau wurden jeweils 0,5 pg bis 1 pg der jeweiligen
Plasmid-DNA, 1 U des entsprechenden Enzyms und 2 pl des vom Hersteller
fiir die verwendeten Enzyme empfohlenen zehnfach konzentrierten Puffers
eingesetzt. Der Reaktionsanatz wurde mit Aquapigesr. auf 20 pl aufgefiillt und
fiir maximal zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Da die Erkennungssequenzen
fiir die entsprechenden Restriktionsendonukleasen bei PCR-Fragmenten nur
von zwei bis vier Basen flankiert werden, wurden diese Ansidtze mit 5 U des
entsprechenden Enzyms fiir zwei Stunden verdaut. Der Restriktionsverdau
wurde durch Zugabe von 5 pl "Blaumarker" abgestoppt, indem das darin
enthaltene EDTA die fiir die Restriktionsendonukleasen notwendigen Mg*'-

Ionen komplexiert.
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2.10. '"Polymerase Chain Reaction" - PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein In-Vitro-Verfahren, um
spezifische DNA-Fragmente aus einem Pool von DNA selektiv zu
amplifizieren. Die doppelstringige DNA wird zundchst denaturiert, so dass
sich die Primer an die 5’-Bereiche der zu amplifizierenden DNA anlagern
konnen und als Startpunkt fiir die DNA-Polymerase dienen. Durch
mehrmaliges Wiederholen von Denaturieren, Primer-Annealing und Primer-

Elongation kommt es zur exponentiellen Vermehrung der DNA.

Durchfiihrung:

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden einem PCR-Ansatz die

folgenden Komponenten zugesetzt:

Komponenten Endkonzentration
10 x PCR-Puffer ohne MgCl, 1 x
Primer 1 20 pmol/ul
Primer 2 20 pmol/ul
dNTP-Mix 0,2 mM
MgCl, 2,5 mM
Pfu-Polymerase 1,250
,»Lemplate“-DNA 50 ng
Aquap;dest. ad 50 pl

Die hier verwendete hitzestabile Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus
DSM3638 (Promega) besitzt neben der 5'-3'-Polymeraseaktivitit auch eine
3'-5'-Exonukleaseaktivitit und arbeitet mit geringerer Fehlerrate als die
herkdmmliche Taq-Polymerase. Fiir eine optimale Funktion der Pfu-
Polymerase muss die Extensionszeit auf zwei Minuten heraufgesetzt werden,
da sie zur Synthese von 1 kb groBen Fragmenten doppelt so lange braucht wie

die herkommliche Taqg-Polymerase. Die PCR wurde in einem Thermocycler
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Thermal Cycler PTC 200 der Firma Peltier durchgefiihrt. Zur Amplifikation
der verschiedenen DNA-Fragmente wurden je nach Primer und Template-

DNA im Verlauf dieser Arbeit unterschiedliche PCR Programme verwendet.

Primer PCR-Reaktion Amplifikation pp65-EGFP aus pTYB-PE (vgl. Tab.2.2.)
pTYB-PE-for:
5’-GGGAATTCAGCCACCATGATATCCGTACTGGGTCCCATTTC-3’
pTYB-PE-rev:

5’-CGAGCTCGCCGCGGCCGCTTTACTTGT-3

Primer PCR-Reaktion Amplifikation EGFP aus pEGFP-1 (vgl. Tab. 2.2.)
pEGFP-1-for:

5’-GGGAATTCACCCACCATGGTGAGC-3’

pEGFP-1-rev:

5’-CGAGCTCGCGGCCGCTTTACTT-3

PCR-Programm Amplifikation pp65-EGFP aus pTYB-PE

1. 3 Minuten 95°C;

2 30 Zyklen aus 45 Sekunden 95°C, 45 Sekunden 67°C, 2 Minuten 72°C;
3. 10 Minuten 72°C

4 bis Weiterverarbeitung 4°C

PCR-Programm Amplifikation EGFP aus pEGFP-1

1. 3 Minuten 95°C;

2 30 Zyklen aus 1Minute 95°C, 1 Minute 61°C, 1 Minute 72°C;
3. 10 Minuten 72°C
4

bis Weiterverarbeitung 4°C
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2.11.  Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung geladener Molekiile
im elektrischen Feld und basiert darauf, dass die DNA bei neutralem pH
polyanionisch ist. Das Wanderungsverhalten ist dabei abhingig von der
Nettoladung, der GroBe und der Form der Nukleinsduren, sowie von der
Porengrofle der verwendeten Matrix. Im Agarose-Gel wird die Porengrofle
durch die Menge an zugesetzter Agarose definiert und wirkt so als

Molekularsieb.

Verwendete Losungen:

50 x TAE-Puffer:

Tris/HCI (pH7,8) 2M
NaAcetat 025M
EDTA 0,5M
Durchfiihrung:

Zur Gelelektrophorese wurden standardmadssig 1 %-ige Agarose-Gele in
1 x TAE-Puffer verwendet. Um Fragmente mit einer GroBBe zwischen 5000 bp
und 10000 bp aufzutrennen, wurden 0,6 %-ige, um Fragmente bis zu 300 bp
aufzutrennen 1,5 %-ige Agarose-Gele eingesetzt. Angefarbt wurde die DNA
durch das in doppelstringige DNA/RNA interkalierende Ethidiumbromid,
welches mit einer Endkonzentration von 0,7 pg/ml der in 1 x TAE-Puffer
gelosten Agarose zugesetzt wurde. Zur Markierung der Lauffront und
Erhéhung der Dichte der DNA-Proben wurden diese mit 1/5 Volumen
Blaumarker versetzt. Dabei entspricht das Wanderungsverhalten von
Bromphenolblau einem doppelstrangigen linearisierten 300 bp-Fragment. Die
Elektrophorese erfolgte bei 8 V/ecm in 1 x TAE-Puffer. Die Anregung der
DNA-Ethidiumbromid-Komplexe erfolgte unter UV-Licht, dieser ist darauthin

Licht emittierend. Zur anschlieBenden fotografischen Detektion diente ein
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Bildverarbeitungssystem mit angeschlossenem Drucker Gel Print 20001 der

Firma MWG Biotech.

2.12.  Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiester-Bindungen
zwischen der freien 5’-Phosphatgrguppe und der freien
3’-Hydroxylgruppe der DNA unter Verbrauch von ATP. Diese Reaktion
ermdglicht die Klonierung von speziellen DNA-Fragmenten in einen mittels

Restriktionsendonukleasen-Verdau gedffneten Vektor.

Durchfiihrung:

Die zur Ligation eingesetzte DNA sowie der Vektor wurden mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen verdaut, iiber eine Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt und mittels eines ,,Gel-Extraction® Kits der Firma QIAGEN aus
dem Gel eluiert (nach Anweisungen des Herstellers). Wurde bei dem Verdau
von Plasmid-DNA mit zwei Enzymen gearbeitet, deren Schnittstellen
kompatibel waren, so wurde 30 Minuten vor Beendigung des Verdaus noch 1
U alkalische Phosphatase zugesetzt. Dieses Enzym spaltet die
5’-Phosphatgruppen der DNA hydrolytisch ab und verhindert somit die
Religation des Vektors. Der Ligationsansatz bestand aus 2 pl
10 x Ligationspuffer, 0,5 U T4-DNA-Ligase, 250 ng Vektor-DNA und der
entsprechenden Menge an Insert-DNA, die nach folgendem Schema bestimmt
wurde:

ki I -Grofe [k Vekt
Vektor [ng] x Insert-GrofBe [kb] < molare Verhiltnis ektor

Vektor-Grofe [ng] Insert

= Insert [ng]

Das molare Verhéltnis von Vektor zu Insert wurde je nach Ligation von 1:2 bis
1:5 variiert, um ein optimales Ergebnis zu erhalten. Der Ansatz wurde dann auf
ein Endvolumen von 20 pl mit Aquapiges. aufgefiillt und tiber Nacht bei 14°C

inkubiert. Zur Transformation wurden 2 pl des Ligationsansatzes eingesetzt.
56



Material und Methoden

2.13. Darstellung rekombinanter AcMNPV und Expression in

Insektenzellen

Zur Herstellung rekombinanter replikationsfahiger Viren werden die SF158-
Insektenzellen mit linearisierten Autographa californica-Bakulovirus der
Firma BD Pharmingen (Bakulo-Gold-Vektor) und den Transfervektoren (siche
Tab. 2.2.) durch Lipofektion kotransfiziert. In den Insektenzellen kommt es zu
homologer Rekombination beider Vektoren, da im Transfervektor geringe
Anteile zu AcMNPV homologer Sequenzen flankierend zu den rekombinanten
Genen enthalten sind. Die entstandenen rekombinanten Bakuloviren sind
replikationsfahig und enthalten die rekombinanten Gene und geringe Anteile

des Transfervektors.

Verwendete Losungen:

Vektormix:

Expressionsvektor-DNA 0,5-1 pg
Bakulo-Gold-Vektor (Pharmingen) 2 ul

in HyO pigest. ad 20 pl

Lipofectin-Losung:

Lipofectin (Invitrogen) 13,4 ul
in HyO pigest. 6,6 ul
Durchfiihrung:

Die Insektenzellen werden zu 1,5x10° pro Loch einer 6-Loch Kulturschale fiir
eine Stunde kultiviert, mit TC-100 gewaschen und dann mit 1 ml TC-100
iiberschichtet. Der Vektormix und die Lipofectin-Lésung werden getrennt in
Sml-Polystyrenrdhrchen angesetzt und dann zusammenpipettiert. Die Losung
wird fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss zu den
Insektenzellen gegeben Nach 24 h Inkubation in einer sterilen feuchten

Kammer bei 27°C werden die Lipofektionsansitze mit je 2 ml
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Insektenzellmedium aufgefiillt. Die Virusernte erfolgt nach 4-5 Tagen,
nachdem sich Zellklumpen gebildet haben. Der Uberstand wird abgenommen
und mit 0,2 pum Sterilfiltern sterilfiltriert. Der Uberstand dient zur Infektion
einer 25 cm’-Zellkulturflasche mit 2,5x10° SF158 in 5ml Medium. Nach 3-4
Tagen kann der Uberstand der 25 cm?” Flasche sterilfiltriert und zur Infektion
einer 75 cm’-Flasche mit l,OxlO7 SF158-Zellen in 20 ml Medium benutzt
werden. Nach 3-4 Tagen werde die Zellen aufgeschlossen (siehe 2.14.) und auf
die Expression der rekombinanten Proteine durch SDS-PAGE (siehe 2.17.) mit
anschlieBendem Semi-Dry Western Blot getestet (siehe 2.18.). Die Uberstinde

werden benutzt, um rAcMNPYV Einzelklone zu gewinnen (siehe 2.13.1.).

2.13.1. Plaque-Pick-Assay

Um einzelne Klone von rAcMNPV zu gewinnen und zu expandieren, bedient
man sich einer Vereinzelung der Viren durch Infektion von immobilisierten
Monolayerkultur von Insektenzellen. Die Infektion kann bei durch Agarose
immobilisierten Zellen nur iiber langsame Diffusion und Zell-Zell-Kontakt
erfolgen, deshalb geht man davon aus, dass ein Ortlich begrenzter
Cytopathischer Effekt (Plaque) der Ausgangszelle und der unmittelbar
benachbarten Zellen durch die Infektion eines infektidosen Partikels verursacht
wurde. Die einzelnen Viren des Plaque konnen dann isoliert und expandiert
werden. Die Durchfithrung erfolgt analog zum Plaque-Assay (siehe 2.13.3.).
Nach der Neutralrotfabung schlie8t sich dann die Isolierung und Expansion der

rAcMNPV-Klone an.

Durchfiihrung:

Die Infektion und Inkubation mit anschlieBender Neutralrotfarbung (siche
2.13.4.) erfolgt analog zum Plaque-Assay. Fiir das Picken einzelner Plaques
wird eine sterile Pasteur-Pipette benutzt, die man vorsichtig durch die Agarose
zur Plaque treibt. Das Agarosestiick wird in 500 pl Medium aufgeschiittelt und

tiber Nacht bei 4°C geldst, um das Virus ins Medium diffundieren zu lassen.
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Zur Analyse der Klone werden 5x10° Insektenzellen in 6-Loch Kulturschalen
eingesit und fiir zwei Stunden inkubiert, danach wird das Medium
abgenommen und die Zellen mit 100 pl der des Mediums mit Agarosestiick
iiberschichtet. Nach drei bis vier Tagen werden die Zellen aufgeschlossen
(siehe 2.14.) und die Expression der rekombinanten Proteine durch SDS-Page

(siehe 2.17.) mit anschlieBendem Semi-Dry Western Blot getestet (siche 2.18.).

2.13.2. Herstellung von hochtitrigen AcMNP-Virusstocks

Die rekombinanten Baculoviren rAcMNPV wurden durch Infektion von SF158
Zellen vermehrt (St Angelo et al., 1987). Zur Herstellung eines Stocks wurde
die Zellinie SF158 mit einer MOI von 0,1 mit dem rAcMNPYV infiziert und fiir
zwei bis vier Tage bei 27°C inkubiert. Danach wurde der Uberstand der
infizierten Zellen abgenommen, und nach Entfernen der Zellbestandteile durch
einen 0,2 um Sterilfilter flir die Infektion von SF158 bei -20°C gelagert. Die
Charakterisierung der Virusstocks erfolgt mittels einer Expressionskinetik auf
SF158 (siehe 2.13.5.). Fiir die Infektion humaner Zellen wurde der Uberstand
weiter durch Ultrazentrifugation iiber Nacht (100000g) aufkonzentriert und in
PBS aufgenommen, erneut durch Ultrazentrifugation tiber Nacht (100000g)
pelletiert und in Medium fiir Suspensionszellen (siehe 2.5.2.) aufgenommen.
Die Charakterisierung der Virusstocks erfolgt mittels eines Plaque-Assays

(siehe 2.13.3.).

2.13.3. Plaque-Assay

Die Anzahl infektioser Viren innerhalb einer rAcMNPV-Suspension kann
mithilfe der Quantifizierung von Plaqueformationen innerhalb einer
immobilisierten Monolayerkultur von Insektenzellen ermittelt werden. Dabei
macht man sich zunutze, dass die Viren im Laufe der Infektion in den
infizierten Zellen einen Cytopathischen Effekt auslosen und die Zellen

schlieBlich absterben. Die Infektion kann bei durch Agarose immobilisierten
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Zellen nur iiber langsame Diffusion und Zell-Zell-Kontakt erfolgen. Beim
Mikroskopieren der Insektenzellen konnen Plaques infizierter Zellen
beobachtet werden, die granuliert und vergroBert erscheinen, der typische
Cytopathische Effekt von rAcMNPV. Idealerweise wird ein Plaque in dieser
immobilisierten Zellkultur von der Infektion eines infektidsen Partikels
verursacht. Zur besseren Visualisierung der Plaques wird eine
Lebendzellfairbung mit einer Neutralrotlosung durchgefiihrt, bei der
abgestorbene Zellen ungeférbt bleiben. Die Plaques werden ausgezahlt und in
Relation zur Menge des zur Infektion eingesetzten rAcMNPV gesetzt. Dabei

ergibt sich der Virustiter nach folgender Formel:

pfu/ml = (P/V [ml])/10"
P: Plaqueanzahl

V: Infektionsvolumen der Virussuspension

f: Verdiinnungsfaktor der Virussuspension
Zur Verbesserung der Genauigkeit der Titerbestimmung eines Virusstocks
setzt sich das Ergebnis stets aus dem Mittelwert der Titerbestimmungen mit
zwei unabhdngigen Virus-Verdiinnungsreihen zusammen.

Verwendete Losungen:

Plaquing overlay Medium:

low melting Agarose 1 % (W/v)

in Medium fiir SF158 (siehe 2.5.2.)

Durchfiihrung:

Von den Viurusstocks werden in Insektenzellmedium (siche 2.5.2.) zwei

Verdiinnungsreihen mit einem Endvolumen von 2,5 ml hergestellt. Die

Insektenzellen SF158 werden in 3 ml in einer Dichte von 5x10° Zellen/ml in 6-
Loch Kulturschalen ausgesit und fiir eine Stunde bei 27°C inkubiert. Das

Medium wird von den SF158 abgesaugt und die Zellen fiir eine Stunde bei
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27°C mit 2 ml der Verdiinnungen der Virusstocks inkubiert. Danach werden
die Virusverdiinnungen abgesaugt und die Zellen mit dem 37°C warmen
Plaquing Overlay Medium {iberschichtet. Das Medium héartet bei
Raumtemperatur fiir 10min aus. Die Inkubation der Zellen erfolgt desweiteren
bei 27°C in einer feuchten Kammer. Nach 4-10 Tagen sind die Zellen zu 100
% konfluent und es lassen sich lichtmikroskopisch Plaques erkennen. Zu
diesem Zeitpunkt erfolgt die Neutralrotfarbung (siehe 2.13.4.), um die Plaques

makroskopisch darzustellen.

2.13.4. Neutralrotfirbung

Zur Verbesserung der Visualisierung der virusinduzierten Plaques in
immobilisierten Monolayerkulturen von SF158 werden die lebenden Zellen mit
Neutralrotlosung angefdarbt. Das Neutralrot diffundiert durch das Plaquing
Overlay Medium und wird dann iiber Nacht von den lebenden Zellen
aufgenommen, so dass die toten Zellen in den Plaques mit bloBem Auge als

heller Punkt sichtbar sind.

Verwendete Losungen:

Neutralrotlosung:

Neutralrot 0,03 % (W/v)
in PBS (siehe 2.5.1.)

Durchfiihrung:

Ein Milliliter der Neutralrotlosung wird fiir 2-3 Stunden bei 27°C auf jedes
Loch der 6-Loch Platte mit den immobilisierten Insektenzellen gegeben.
Danach wird der Uberstand abgenommen. Die Kulturplatten werden
umgedreht und bei Raumtemperatur in Dunkeln iiber Nacht inkubiert. Danach

konnen die Plaques ausgezihlt werden.
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2.13.5. Expressionskinetik rekombinanter Proteine durch rAcMNPV
infizierte SF158:

Da rAcMNPV nicht mit derselben Effizienz und Kinetik die Expression
rekombinanter Proteine in Insektenzellen ermoéglichen, wird der Zeitpunkt
maximaler Proteinausbeute aus infizierten Zellen fiir jeden Virusstock vor der

Herstellung groBer Proteinmengen in der prédparativen Expression (siche

2.13.6.) bestimmt. Die Insektenzellen werden in 3ml in einer Dichte von 5x10°
Zellen/ml in 6-Loch Kulturschalen ausgesidt und flir eine Stunde bei 27°C
inkubiert. Die Zellen werden dann mit einer MOI von 0,1 der rAcMNPV
Virusstocks infiziert. Nach standardméBig 24, 48 und 72 Stunden werden die
Zellen aufgeschlossen (siche 2.14.) und die Expression der rekombinanten
Proteine durch SDS-Page (siche 2.17.) mit anschlieendem Semi-Dry Western
Blot getestet (siche 2.18.).

2.13.6. Priparative Expression rekombinanter Proteine mit rAcMNPV

infizierten SF158

Insektenzellen werden in 30 ml in einer Dichte von 5x10° Zellen/ml in acht
182 cm® Zellkulturflaschen eingesit und fiir zwei Stunden bei 27°C inkubiert.
Die Zellen werden dann mit einer MOI von 0,1 der rAcMNP-Virusstocks
infiziert und fiir den in der Expressionskinetik (siehe 2.13.5.) ermittelten
Zeitraum bei 27°C inkubiert. Danach werden die Zellen aufgeschlossen (siehe
2.14.), die Zellysate bei 10000g abzentrifugiert und die Uberstinde gepoolt.
Aliquotiert werden die Lysate dann eingefroren bei -70°C gelagert.
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2.14.  Herstellen von Zellysaten

Zur Herstellung von Zellysaten wurden 1x10° Zellen zweimal mit PBS (siche
2.5.1.) gewaschen. Im Anschluss wurden die pelletierten Zellen durch
dreimaliges Einfrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieBendes Auftauen bei
37°C aufgeschlossen. Die Fragmentierung der DNA erfolgte durch Inkubation
der Zellysate fiir zehn Minuten im Ultraschallbad. Danach wurden die

Zellwandtriimmer sechs Minuten bei 1.600 rpm abzentrifugiert.

2.15. Bestimmung der Proteinkonzentration von Losungen

Im Laufe dieser Arbeit wurde zur Proteinkonzentrationsbestimmung in
Losungen ein Test der Firma Roth (Roti-Nanoquant) verwendet.

Das Prinzip des Tests nach Bradford beruht auf der Verschiebung des
Adsorptionsmaximums von Coomassie-Brilliant-Blue G250 von 465nm auf
595nm unter Bindung von Protein. Der Quotient der Adsorption bei 595nm zu
465nm ist dabei proportional zur Proteinkonzentration der vermessenen
Losung. Nach Herstellen einer Eichgerade einer Standardproteinlosung
bekannter Konzentration konnte so die Konzentration des zu testenden Proteins
ermittelt werden. Der Test wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die
Adsorption an einem Photometer (Ultrospec 300/ Pharmacia Biotech)

bestimmt.

2.16.  Aufreinigung von Proteinen iiber Affinitits-Chromatographie an

immobilisierten Metall-Tonen (IMAC)

Zum Aufreinigen von Proteinen wurde im Verlauf dieser Arbeit eine
Affinitdts-Chromatographie an Sepharose immobilisierten Kobalt-lonen der
Firma Becton Dickinson Clontech (TALON spin colums) durchgefiihrt. Unter
physiologischem pH-Wert bindet Histidin iiber ionische Wechselwirkung des
Stickstoffatoms  seines  Imidazolrings mit freien  Orbitalen  der

Ubergangsmetalle, wie Kobalt oder Nickel. Unter Senken des pH-Wertes kann
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diese Bindung wieder geldst werden. Proteinanhénge, sogenannte “Tags® mit
aufeinanderfolgenden Histidinen kdnnen so die Aufreinigung des Proteins iiber
immobilisierte Sepharose gekoppelt mit Nickel- oder Kobalt-Ionen
ermdglichen. Die Durchfiihrumg erfolgte nach Herstellerangaben, wobei die
Bindung der Proteine bei einem pH-Wert von 7,0 erfolgte und sie bei einem

pH-Wert von 5,0 von der Sdule geldst wurden.

Verwendete Losungen:

Bindungs-/Waschpuffer:

Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,0) 50 mM

NaCl 300 mM
Elutionspuffer:

Natrium-Phosphatpuffer (pH 5,0) 50 mM

NaCl 300 mM

2.17.  Protein-Auftrennung durch SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die meisten Proteine binden nach Behandlung mit Reduktionsmitteln Natrium-
Dodecylsulfat (SDS) zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit
konstantem Ladung/ Masse-Verhiltnis (1,4g SDS/ g Protein in 1%iger SDS-
Losung). Beim Anlegen einer Spannung an eine pordse Matrix aus mit N'N"-
Methyl-Bisacrylamid quervernetztem Acrylamid wandern die SDS-Protein-
Komplexe darauthin zur Kathode. Sie werden dabei abhédngig von ihrem
Stokes-Radius und damit von ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die SDS-
Gelelektrophorese wurde mit einem Elektrophoresesystem der Firma BioRad

durchgefiihrt.
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Verwendete Losungen:

Laufpuffer:
Tris/HC1

SDS
Glycin

in HzOdd

2xProbenpuffer:

Glycerol

SDS
Mercaptoethanol

Tris (pH 6,8 mit HCI)

in HzOdd

Trenngel (10 %):

Trenngelstock

(1,5 M Tris, 0,4% SDS (w/v), pH 8,8)
Acrylamid/Bisacrylamid (30%)

H,O bidest.

10% (w/v) Ammoniumpersulfat

TEMED

Trenngel (12 %):

Trenngelstock

(1,5 M Tris, 0,4% SDS (w/v), pH 8,8)
Acrylamid/Bisacrylamid (30%)

H,O bidest.

10% (w/v) Ammoniumpersulfat

TEMED

0,025 M
0,1 % (W/v)
0,192 M

20 %
4%
10 %
0,125 %

1,25 ml
1,66 ml
2,03 ml
50 pul
Sul

1,25 ml
2,00 ml
1,70 ml
50 pl
Sul
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Sammelgel:

Sammelgelstock

(0,5 M Tris, 0,4% SDS (w/v), pH 6,8) 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30%) 0,66 ml
H,O bidest. 3,06 ml
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 25 ul
TEMED 5ul
Durchfiihrung:

Beim Gieflen des Gels wird Acrylamid mit N’,N’-Methyl-Bisacrylamid
quervernetzt. Die Polymerisation wird durch Zugabe von Ammoniumpersulfat
(10% APS (w/v)) und Tetramethylethylen-diamin (TEMED) gestartet und
katalysiert. Die Glasplatten werden in die GieBapparatur gespannt und das
Trenngel bis 2 cm unter den Rand in den Zwischenraum gefiillt. Auf das
auspolymerisierte Trenngel wird dann das Sammelgel geschichtet. In das
Sammelgel wird ein Teflonkamm gesetzt, um Taschen fiir die einzelnen

Proben im Gel zu erzeugen.

Vor dem Auftrennen werden die Proteinldsungen mit 2 x Probenpuffer versetzt
und bei 94°C denaturiert, wobei die im Pobenpuffer enthaltenen Detergenzien
Mercaptoethanol und SDS stark reduzierend wirken und so die
Disulfidbriicken der Proteine aufbrechen.

Zur FElektrophorese spannt man das Gel in eine Laufkammer und fiillt ihr
Pufferreservoir mit Laufpuffer, so dass ein StromfluB von der Anode zur
Kathode durch Gel und Puffer gewéhrleistet ist. In die Geltaschen werden dann
10-20 pl der Proteinlosungen (bis zu 15 pug Protein) eingefiillt. In eine der
Geltaschen wird 5 pl Color-Marker der Firma BioRad (RainbowMarker)
aufgetragen. Bei maximaler Stomstdrke wird eine Spannung von 100 V
eingestellt und nach Erreichen der Trenngelschicht auf 200 V erhoht. Die
Elektrophorese stoppt man nach ca. einer Stunde, wenn das im Probenpuffer

enthaltene Bromphenolblau das Ende des Gels erreicht hat.
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2.17.1. Coomassie Blue-Farbung von Polyacrylamidgelen

Coomassie Blue féirbt unspezifisch nahezu stdchiometrisch Proteine an.
Wiéhrend der Férbeprozedur diffundiert Coomassie Blue in das
Polyacrylamidgel und kann so an die im Gel aufgetrennten Proteine binden.
Bei der anschlieBenden Entfarbung wird nichtgebundenes Coomassie Blue aus
dem Gel wieder ausgewaschen und die Proteine werden als blaue Banden vor

einem klaren Hintergrund sichtbar.

Verwendete Losungen:

Farbelosung:

Isopropanol 25 % (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)
Coomassie Brilliant Blue 250 0,5 % (W/v)
Durchfiihrung:

Das Gel wird fiir 30 min bei Raumtemperatur in der Férbelosung auf dem
Schiittler inkubiert. Nach Uberfiihren des Gels in H,Og4q wird es durch Erhitzen

in der Mikrowelle entfarbt.

2.17.2. Proteintransfer durch Semi Dry Western-Blot

Bei Durchfiihrung eines Western-Blots nach der Proteinauftrennung durch
SDS-PAGE werden die durch gebundenes SDS stark negativ geladenen
Proteine elektrophoretisch aus dem Trenngel auf eine Membran {ibertragen
(z.B. Nitrozellulosemembran). Der Ausdruck "Semi Dry Blot" bezieht sich auf
die speziell konzipierte Blot-Apparatur (BioRad), die im Gegensatz zum
herkdmmlichen "NaB-Blot" mit sehr wenig Transferpuffer auskommt. Die
iibertragenen Proteine binden bei niedriger lonenstirke iiber hydrophobe

Wechselwirkungen an die Membran. Da die Immunreaktivitit trotz
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Immobilisierung weitgehend erhalten bleibt, konnen die Proteine danach
immunologisch durch die Bindung spezifischer Antikorper nachgewiesen

werden.

Verwendete Losungen:

Transferpuffer:

Tris-HCI 0,025 M
Glyzerin 0,192 M
Methanol 20 % (v/v)
in HyO4q

Ponceau-Firbelosung:

Ponceau S 2 % (W/v)
Essigsdure 2,5 % (v/v)
in Hzodd

Durchfiihrung:

Fiir den Proteintransfer wird das Trenngel der SDS-Gelelektrophorese und die
Nitrozellulosemembran zundchst fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Der
Aufbau des "Blot-sandwiches" erfolgt direkt in der Semi Dry Blotkammer. Die
Anodenplatte wird mit in Transferpuffer getrinkten Whatman-Papieren
iiberschichtet und die Membran aufgelegt. Uber die Membran wird das
Trenngel der SDS-Gelelektrophorese geschichtet und nach einer weiteren
Schicht von in Transferpuffer getrankten Whatman-Papieren wird schlieBlich
die Kathodenplatte dariibergelegt. Das "Blot-sandwich" wird dann
luftblasenfrei fixiert. Der Transfer erfolgt bei maximaler Stromstérke und 10 V
angelegter Spannung fiir 45 Minuten. Nach dem Transfer kann man die
immobilisierten Proteine durch Inkubation der Membran mit der Ponceau-
Farbelosung anfarben. Dabei bindet Ponceau S reversibel an positiv geladene
Aminogruppen der Poteine. AbschlieBend wird die Membran in Wasser

entfarbt, dabei treten die Proteine als starker gefarbte Bereiche hervor.

68



Material und Methoden

2.18. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf

Nitrozellulosemembranen

Der immunologische Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
erfolgt mit Protein-spezifischen Antikorpern, die die immobilisierten Antigene
auf der Nitrozellulosemembran binden. Diese werden wiederum mit IgG-
spezifischen Peroxidase-gebundenen Zweitantikdrpern gebunden. Durch eine
Chemilumineszenzreaktion, die durch Peroxidase vermittelt wird, kann

schlieBlich das Protein identifiziert werden.

Blockingpuftfer:

Magermilchpulver 5% (W/v)
in PBS (siehe 2.5.1.)

Durchfiihrung:

Die Nitrozellulosemembran mit den gebundenen Proteinen wird in
Blockingpuffer iiberfithrt und fiir 30 Minuten auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Membran
abzublocken. Die Membran wird danach fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
oder bei 4°C iiber Nacht mit einem spezifischen Erstantikdrper in
Blockingpuffer inkubiert.. Im Anschluss wird die Membran dreimal fiir jeweils
finf Minuten in PBS mit 0,1% Tween-20 gewaschen, um unspezifische
Bindungen wieder zu Ildsen. Danach erfolgt fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppeltem
Zweitantikorper. Abschliefend wird die Membran dreimal fiir zehn Minuten

mit PBS-Puffer gewaschen.
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2.19. Detektion von Proteinen mit der ,,enhanced chemiluminescence*

(ECL)-Reaktion

Die ECL-Reaktion stellt eine Nachweismethode fiir Peroxidase-gekoppelte
Antikorperbindung im Western Blot dar. Die an den Zweitantikorper
gebundene Peroxidase oxidiert das im ECL-Kit (ECL™ Western Blotting
Detection Reagents) von Amersham Pharmacia Biotech vorhandene Substrat
Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid. Das dabei angeregte
Luminol féllt unter Lichtemission in den Grundzustand zuriick. Das Licht ist
visuell durch Auflegen eines griinlichtempfindlichen Films von Amersham
Pharmacia Biotech (ECL-Hyperfilm) nachweisbar. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Herstellerangaben.
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2.20. Isolierung peripherer Blutzellen

2.20.1. Blutspender

Leukozyten-Konzentrate (,,buffy coats) wurden von der Blutbank der
Winterbergklinik in Saarbriicken zur Verfiigung gestellt. Die Blutspender
waren HIV-1-, HIV-2- sowie Hepatitis B- und -C-Virus-negativ.

2.20.2. Isolierung mononukleirer Zellen mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC, "peripheral blood
mononuclear cells") wurden aus Leukozyten-Konzentraten mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. "buffy coats" fallen bei der
Herstellung von Blutkonserven durch Zentrifugation und Abnahme des
Plasmas an und enthalten neben PBMC Erythrozyten, Thrombozyten und
Granulozyten. Die Konservenbeutel, in die das Blut abgenommen wird,

enthalten Antikoagulantien, um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern.

Durchfiihrung:

Der Inhalt eines "buffy coat" wurde zu gleichen Teilen mit PBS verdiinnt.
15 ml Lymphocyte Separation Medium (=Ficoll, Dichte 1,077 = 0,001 g/ml)
wurden in einem 50 ml-Rohrchen vorgelegt und vorsichtig mit 35 ml der
verdiinnten Suspension iiberschichtet. Um den Gradienten nicht zu zerstoren,
wurde 20 Minuten bei 1.800 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Dabei trennten
sich die Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte. Die Erythrozyten und
Granulozyten besitzen eine hohe Dichte und sedimentieren wihrend sich die
PBMC in der Interphase zwischen Serum/PBS und Ficoll befinden. Da
Thrombozyten die geringste Dichte besitzen sammeln sie sich im Uberstand
iber der Zwischenschicht. Die PBMC-enthaltende Zwischenschicht wurde

vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Die Zellen wurden dreimal mit PBS
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gewaschen, um Ficoll-Riickstdinde zu entfernen. Verbleibende Erythrozyten
wurden entfernt, indem die PBMC zwischen den Waschschritten fiir ca. 15
Sekunden in 5 ml Aquap;gest. resuspendiert und unmittelbar danach mit 45 ml
PBS versetzt wurden. Diese Behandlung ermoglicht die selektive Lyse der
Erythrozyten, wihrend die PBMC intakt bleiben. Beim Aufnehmen der
Zwischenschicht wird stets ein Teil des Uberstandes mitiiberfiihrt, so dass die
PBMC mit Thrombozyten verunreinigt sind. Um diese zu entfernen wurde am
Ende ein Waschschritt mit 10-miniitiger Zentrifugation bei 800 rpm
durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 30-50 ml RPMI mit 10 % FKS (Endotoxin <
5 EU/ml) aufgenommen und die Zellzahl im CASY® bestimmt (siehe 2.21.).

2.20.3. Adhirenz von Monozyten an Plastikoberflichen

PBMC wurden mittels Adhirenz an Plastik weiter in unterschiedliche
Zellpopulationen getrennt. Hierzu wurden die PBMC in einer Dichte von
7,5x10° Zellen/ml in RPMI mit 10 % FKS (Endotoxin < 5 EU/ml)
aufgenommen. Pro 185 cm’-Zellkulturflasche wurden 20 ml dieser
Zellsuspension zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die nicht adhérenten
Lymphozyten des peripheren Blutes (PBL, "peripheral blood lymphocytes")
wurden abgenommen, mit PBS gewaschen und weiterverarbeitet. Die
adhdrenten Monozyten wurden vorsichtig mit PBS gewaschen und durch

Zugaben von Zytokinen zu DCs ausdifferenziert (siche 2.22.).
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2.21.  Charakterisierung und  Zellzahlbestimmung mit dem

Zellanalysegerit CASY®

Die Zelldichte einer Kultur wurde routinemissig im "cell counter and analyser
system" CASY® (Schirfe, Reutlingen) bestimmt. Bei der Passage der Zellen
durch eine LeitfihigkeitsmeBzelle bestimmt dieses Gerit die Anderung des
Widerstandes in Abhéngigkeit von der Zeit. Es verbindet computertechnisch
die Widerstandsmessung mit der Signalauswertung iiber Pulsflaichenanalyse.
Bei der Messung ist die Fliche des gemessenen Impulses proportional zum
Zellvolumen. Daher konnen gleichzeitig die Zelldichte und die

Grofenverteilung einer Zellpopulation analysiert werden.

Durchfiihrung:

Zur Messung wurde eine Zellsuspension definierten Volumens 1:1000 oder
1:100 in der Elektrolytlosung (Casyton) verdiinnt und mit konstanter
Stromungsgeschwindigkeit durch eine Kapillare bekannter Geometrie gesaugt.
Die elektrolytgefiillte Kapillare stellt einen definierten elektrischen Widerstand
dar. Beim Durchtritt durch die Kapillare verdringen die Zellen eine ihrem
Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlosung. Da intakte Zellen in
erster Ndherung als Isolatoren betrachtet werden kdnnen, kommt es zu einer
Widerstandserh6hung entlang der Kapillarstrecke. Unter der Voraussetzung,
dass die Zellen die Kapillare einzeln passieren, ist diese Widerstandsdnderung
ein Mal} fiir das Volumen der Zelle. Der Computer errechnet aus drei
Messsignalen einen Mittelwert in Form eines Integrals, das dem
Zelldurchmesser proportional ist. Das Ergebnis der Messung ergibt ein
Histogramm, bei dem die relative Zellzahl gegen den Zelldurchmesser

aufgetragen wird (Abb. 2.1.).

73



Material und Methoden

0 1000

500

Abb. 2.1. Populationen der kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes nach

Isolierung mittels Dichtegradienten-Zentrifugation (A) und
anschlieBender Adhirenz (B)
Dargestellt sind die Histogramme (A) von PBMC nach der Isolierung
iiber einen Ficoll-Gradienten und (B) von Zellen (PBL) der
entsprechenden Suspension nach Adhdrenz an Plastik. Die
Histogramme zeigen eine Auftrennung dreier Populationen anhand
der relativen ZellgroBe. Die Population mit der geringsten Grofie
umfaBt die Thrombozyten und Zellbruchstiicke. Die mittlere stellt die
Lymphozyten- und die rechte die Monozyten-Population dar. Nach
der Adhédrenz hat sich das Verhiltnis deutlich zu Gunsten der
Lymphozyten verschoben. Die Messung und Auswertung wurde mit
Hilfe des "cell counter and analyser system" CASY® (Schirfe)
durchgefiihrt.

Diese Methode wurde fiir die Bestimmung der Zellzahl der PBMC nach der
Isolierung eingesetzt. Weiterhin konnte der Erfolg der anschlieend
durchgefiihrten Adhidrenz iiber die relative Zellgrofe bestimmt werden, da
Lymphozyten einen kleineren Zelldurchmesser besitzen als Monozyten.
Dariiber hinaus wurde die Zellzahl aller anderen im Verlaufe dieser Arbeit

benutzten Zellen mit Hilfe des CASY® bestimmt.
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2.22. In-Vitro-Differenzierung von humanen Dendritischen Zellen

DCs kommen in vivo in zwei verschiedenen Reifungsstadien vor, als unreife
DCs (iDCs) und reife DCs (mDCs). In vitro kénnen diese Zellen aus CD34"
Vorlduferzellen oder aus CD14" Monozyten differenziert werden. Im Verlaufe
dieser Arbeit wurden iDCs aus CD14" Monozyten durch Inkubation mit IL-4
und GM-CSF differenziert und unter Verwendung verschiedener

Reifungsstimuli zu mDCs ausgereift.

Durchfiihrung:

Die zur Differenzierung bzw. Reifung von DCs verwendeten Reagenzien

sowie deren Konzentrationen sind in Tabelle 2.4. aufgefiihrt.

Tab. 2.4: Verwendete Reagenzien zur Differenzierung und Reifung von
DCs
Substanz Beschreibung Konzentration
GM-CSF | “granulocyte macrophage-colony 800 U/ml
stimulating factor”
IL-4 Interleukin-4 40 U/ml
LPS Lipopolysaccharide der Zellwand gram- 100 ng/ml

negativer Bakterien

IFN-a Interferon-alpha2a 1000 U/ml

Zur Differenzierung von DCs wurden Monozyten in einer 185 cm’
Zellkulturflasche mit 20 ml RPMI zur Kultivierung von DCs (siehe 2.5.2)
iiberschichtet. Die Zellen wurden sechs Tage bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.
An Tag drei wurden 5 ml des Mediums abgenommen und die darin enthaltenen
Zellen sechs Minuten bei 1.200 rpm abzentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes erfolgte die Aufnahme der Zellen in 5 ml frischem RPMI mit
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insgesamt 4x10* U IL-4 und 2,8x10° U GM-CSF. Im Anschluss wurden die
Zellen in die Zellkulturflaschen zuriickgegeben. An Tag sechs wurden die
iDCs fiir weitere Versuche mit einer Dichte von 1x10° iDCs in 5 ml frischem
Medium mit den oben angegebenen Cytokinen zur Kultivierung von DCs in 6-
Lochplatten ausgesdt. Die Ausdifferenzierung der iDCs zu mDCs erfolgte
durch Kultivierung fiir zwei Tage mit den verschiedenen Stimuli bei 37°C und

5% CO,.

2.23. In-Vitro-Stimulation primiirer Zellen

Die Methode der In-Vitro-Stimulation primérer Zellen ermoglicht die
simultane Quantifizierung und Charakterisierung von antigenspezifisch
stimulierten CD4" und CD8" Gedichtnis- T Zellen direkt in humanem
Vollblut, in PBMC oder DC-PBL-Fraktionen stimuliert (Sester et al., 2001;
Sester et al., 2000; Tabi et al., 2001). Grundlage hierfiir ist der intrazellulédre
Nachweis der Zytokinproduktion in den aktivierten Zellen. Brefeldin A, eine
aus Penicillium brefeldianum gewonnene Substanz, fiihrt zur Zerstérung der
Struktur und Funktion des Golgi-Apparates und somit zur Hemmung der
Zytokinsekretion (Dinter and Berger, 1998). Dies ermdoglicht nach
Permeabilisierung der Zellen den intrazelluldren Zytokin-Nachweis mittels

Durchfluflzytometrie.

Verwendete Losungen:

FACS-Puffer
PBS (siehe 2.4.1)

FKS 5% (v/v)
BSA 0,5 % (W/v)
Natriumazid 0,07 % (w/v)
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Fixierl6sung PBMC/PBL-DC:
PBS (siche 2.4.1)
Paraformaledehyd 4 % (v/v)

2.23.1. Stimulation von T Zellen in humanem PBMC

Die PBMC-Stimulation bietet die Moglichkeit, eine Stimulation von
Gedéchtnis T-Zellen durch Antigenzugabe unter weitgehend physiologischen
Bedingungen zu simulieren. Die PBMC gewinnt man aus Blut oder
Blutkonserven (siehe 2.20.1.), die man iiber Dichtegradientenzentrifugation
(siche 2.20.2.) von Granulozyten, Erythrozyten und Serumbestandteilen
gereinigt hat. PBMC enthalten dabei die meisten im Blut vorhandenen Zellen,
wie B- und T-Lymphocyten, Makrophagen, DCs und Monozyten, die eine

Stimulation beeinflussen konnen.

Durchfiihrung:

Zur Durchfiihrung der PBMC-Stimulation werden die Zellen in normalen
Medium fiir Suspensionszellkultur (siehe 2.5.2.) aufgenommen. Pro FACS-
Firbung benétigt man circa 5x10° PBMC, wobei pro Ansatz 2x10° PBMC fiir
drei Farbungen stimuliert wurde (400 pl Volumen). Bei der Stimulation von T-
Zellen wurden die kostimulatorischen Antikoérper aCD28 und aCD49d in einer
Konzentration von jeweils 1 pg/ml in ein 5 ml-Polypropylenrohrchen (triib)
vorgelegt und die PBMC zugegeben. AnschlieBend wurden die zu
untersuchenden  Substanzen in den 1im  Ergebnisteil angegebenen
Konzentrationen = zugegeben. Um eine unspezifische  Aktivierung
auszuschlieBen, wurde ein Ansatz ohne jegliche Stimulation belassen. Fiir 30
Minuten wird bei 37°C im Brutschrank mit 5 % CO, inkubiert und die PBMC
danach 5 min bei 1100 rpm abzentrifugiert, um Zell-Zell-Kontakte zu
erleichtern. Die Ansédtze wurden insgesamt sechs Stunden bzw. 24 Stunden

aufrecht und mit lose angeschraubtem Deckel bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.
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Wihrend der letzten vier Stunden der Inkubationszeit wurde Brefeldin A in

einer Konzentration von 10 pg/ml zugegeben

2.23.2. Stimulation von T Zellen durch autologe Dendritische Zellen

Analog zur beschriebenen Stimulation von T Zellen in PBMC (siehe 2.23.1.)
konnen Gedéchtnis T Zellen auch in PBL-Fraktionen durch Zugabe autologer
DCs als Antigen-Préisentierende-Zellen aktiviert werden. Die PBL werden von
PBMC durch Adhérenz gewonnen und bis zur Stimulation eingefroren (siche
2.5.4.), die dabei gleichzeitig gewonnenen Monozyten werden iiber sechs Tage
zu DCs ausdifferenziert (siehe 2.22.) und vor der Zugabe zu den PBL mit den
Antigenen inkubiert.

Durchfiihrung:

Zur Durchfiihrung der PBL-Stimulation mit Dendritischen Zellen werden die
PBL in normalen Medium fiir Suspensionszellkultur (siche 2.5.2.)
aufgenommen. Pro FACS-Firbung benétigt man circa 5x10° PBL, wobei pro
Ansatz 2x10° PBL fiir drei Farbungen stimuliert wurde (400 pl Volumen). Bei
der Stimulation von T-Zellen wurden die kostimulatorischen Antikdrper
aCD28 und aCD49d in einer Konzentration von jeweils 1 pg/ml in ein 5 ml-
Polypropylenrdhrchen (triib) vorgelegt und die PBL zugegeben. Anschlie3end
wurden die DCs im Verhéltnis 1:10 und 1:1 (bezogen auf die T Zellen) zu den
PBL gegeben. Um eine unspezifische Aktivierung auszuschlieen, wurde ein
Ansatz mit DCs inkubiert, die ohne Antigen vorbehandelt waren. Fiir 30
Minuten wurde bei 37°C im Brutschrank mit 5% CO, inkubiert und die PBL
mit den DCs (PBL-DC) danach 5 min bei 1100 rpm abzentrifugiert, um Zell-
Zell-Kontakte zu erleichtern. Die Ansdtze wurden insgesamt sechs Stunden
aufrecht und mit lose angeschraubtem Deckel bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.
Wihrend der letzten vier Stunden der Inkubationszeit wurde Brefeldin A in

einer Konzentration von 10 pg/ml zugegeben
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2.23.3. Fixierung der Zellen aus PBMC und PBL-DC

Die Zellen wurden mit 2 mM EDTA versetzt und kriftig durchmischt. Nach
einer 15-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 2 ml PBS mit
0,02 % EDTA hinzugefiigt und die Ansitze abzentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Zellen exakt finf Minuten bei Raumtemperatur in 4 %
Paraformaldehyd fixiert. Der Fixiervorgang wurde durch Zugabe von 2 ml
FACS-Puffer pro Ansatz abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen in FACS-Puffer aufgenommen und bis zur FACS-Farbung bei 4°C
gelagert (siche 2.24.3.).

2.24.  Durchflusszytometrie

2.24.1. Aligemeines zur Durchflusszytometrie

Die Durchfluzytometrie oder ,,fluorescence activated cell sorting“ FACS-
Analyse stellt eine Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der Grundlage
von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften dar. Wéhrend des MeBBvorgangs
werden die Zellen durch Uberdruck stark beschleunigt, so dass sie beim
Eintreten in die MeBkammer vereinzelt und am MeBpunkt fokussiert werden
(hydrodynamische Fokussierung). Durch gleichzeitige Messung des Vorwarts-
und des 90°-Seitwiértsstreulichtes wird die relative Zellgrofe beziehungsweise
die relative Zellgranularitit von Einzelzellen bestimmt, wobei sowohl die
Granularitdt als auch die GroBe direkt mit der Lichtintensitdt korreliert sind
(Abb. 2.2.). Die Einheit der FACS-Analyse ist somit die relative
Lichtintensitdt. Diese Darstellung erfolgt mit Hilfe eines sogenannten
Punktwolkendiagrammes, ,,dot blot*, bei dem die beiden Werte gegeneinander
aufgetragen werden. Mit Hilfe eines ,.gates” ist es weiter moglich, die zu
analysierende Zellpopulation weiter einzugrenzen (Abb. 2.2.).

Die zu untersuchenden Zellen werden entweder direkt mit spezifischen
monoklonalen mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugierten Antikdrpern oder mit
spezifischen  Antikorpern, gefolgt von fluoreszenzgekoppelten Anti-

Immunglobulinen, markiert. Mit Hilfe eines Argon-Lasers, der Licht mit einer
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Wellenldnge von 488 nm generiert, werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt
und das jeweils emittierte Licht schlieBlich {iber ein optisches System
gemessen. Der Mef3bereich in der FACS-Analyse gliedert sich in 1024 Kanile,
in welche die Zellen nach unterschiedlicher Expression der
Oberflidchenantigene, die sich in der Intensitit der Fluoreszenz widerspiegelt,
eingeteilt werden. Die Ergebnisse der Messungen wurden durch Erstellen von
Histogrammen beziehungsweise Punktwolkendiagrammen der Fluoreszenz 1
fiir FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) und ,,enhanced green fluorescent protein‘
(EGFP), Fluoreszenz 2 fiir PE (Phycoerythrin) und Fluoreszenz 3 fiir PE-Cy5
(Phycoerythrin mit kovalent gebundenem Cyanin 5) verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein FACScan der Firma Becton Dickinson benutzt.
Die Messung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des CellQuest™ Programms

Version Mac App" 3.0.1.
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Abb. 2.2. Darstellung der GroBle und Granularitit von PBMC (A) und
Vollblut (B) im Punktwolkendiagramm ("'dot plot')
Das Vorwirtsstreulicht (FSC) korreliert mit der GroBe der Zellen,
wihrend das 90°-Seitwirtsstreulicht (SSC) proportional  zur
Granularitét der Zellen ist. Aufgrund dieser Eigenschaften lassen sich
gemischte Zellpopulationen durch das Setzen von Analysefenstern,
sogenannten "gates", in einzelne Populationen unterteilen und getrennt
analysieren. Hier wurde jeweils die Lymphozytenpopulation mit dem

"gate" R2 bzw. R1 markiert.

Die in Abbildung 2.3. dargestellten Histogramme zeigen am Beispiel der CD4-
Expression von Monozyten und Lymphozyten, dass das Eingrenzen der zu
analysierenden Zellpopulation mit Hilfe eines "gates" essentiell fiir eine
korrekte Analyse der FACS-Rohdaten ist (siche Abb. 2.2.). Beziiglich der
CD4-Expression besteht die gesamte Zellsuspension der PBMC aus drei
Zellpopulationen (Abb. 2.3.(A)). Zellen unterhalb einer Fluoreszenzintensitit
von ca. zehn sind CD4-negativ, wihrend die Population mit einer mittleren
Fluoreszenzintensitit aus Monozyten besteht. Die Population mit der hohen
CD4-Expression wird von den Lymphozyten gebildet. Werden die Monozyten,
wie in Abbildung 2.2.(A) gezeigt, aufgrund ihrer Gréfe bei der Analyse
ausgeschlossen, indem die Lymphozyten in "gate" R2 erfallit werden,
verschwindet die Monozytenpopulation im Histogramm der CD4-Expression

nahezu vollstindig (Abb. 2.3.(B)).
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Abb. 2.3. Vergleich der CD4-Expression in PBMC und in der

Lymphozytenpopulation

PBMC wurden mittels aCD4-PE-Cy5-Antikorpern gefarbt. Die CD4-
Expression der PBMC (A) und der in "gate 2" (R2) in Abb. 2.2
eingefaliten Lymphozytenpopulation (B) wurde als Histogramm der
Fluoreszenz 3 dargestellt. Durch das Setzen von "Markern" (M1) 143t
sich eine Statistik beziiglich des prozentualen Anteils und der

Fluoreszenzintensitit der Population berechnen.

Die Auswertung der Expression zweier verschiedener Molekiile in einer
Zellpopulation erfolgt mit Hilfe eines "dot plot", bei dem die beiden
Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen werden. Durch das Setzen eines
Quadranten konnen die einzelpositiven von den doppeltpositiven Zellen
getrennt analysiert werden (Abb. 2.4.(A)). Dieselbe FACS-Analyse ist in
Abbildung 2.4.(B) in Form eines '"contour plot" gezeigt. Diese
Darstellungsmethode erleichtert die Eingrenzung nahe beieinander liegender
Populationen. Mit dem im Rahmen dieser Arbeit benutzten Gerét ist es

moglich, drei Fluoreszenzen parallel in einem Ansatz zu verwenden.
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Fluoreszenzintensitit CD4-PE-Cy5

Fluoreszenzintensitat CD8-FITC

Abb. 2.4. Darstellung der CD4- und CD8-Expression auf Lymphozyten am
Beispiel eines Punktwolkendiagrammes beziehungsweise eines
"contour plots"
Die Zwei-Kanal-Analyse in Form eines "dot plot" (A) bzw. in Form
eines "contour plot" (B) zeigt die Expression der Oberflachen-
molekiile CD4 und CD8 auf PBMC. Der Einsatz eines Quadranten
ermdglicht die statistische Analyse der einzelnen Zellpopulationen

beziiglich ihres prozentualen Anteils und Fluoreszenzintensitét.

Die Analyse von iDCs bzw. mDCs erfolgte, indem die Grosse gegen die
Granularitit aufgetragen und ein ,,gate” iiber die Population der lebenden
Zellen gesetzt wurde (Abb. 2.5.(A)). Die Oberflichenexpression der
verschiedenen Antigene wurde direkt mit PE oder FITC markierten
Antikdrpern untersucht. Die Darstellung erfolgte in einem Histogramm.
Zusitzlich wurden unmarkierte Zellen als Negativkontrolle tiiber das
eigentliche Histogramm gelegt, um die Zellen eindeutig als positiv
identifizieren zu konnen (siche Abb 2.5.(B)). Durch das Setzen eines
"Markers" lasst sich dann eine Statistik beziliglich des prozentualen Anteils und

der Fluoreszenzintensitit der Population berechnen.
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90°-Seitwartsstreulicht
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Darstellung der Gréfle und Granularitit von mDCs (A), der
Expression von CD80 innerhalb der mDCs Population (B) und
der statistischen Auswertung (C)

Bei der Darstellung der Grosse gegen die Granularitdt kdnnen mit
Hilfe eines ,gates nur die lebenden mDCs in die Messung
eingeschlossen werden (A). Innerhalb der Population wurden als
Histogramm die CD80-positiven Zellen dargestellt, zusitzlich wurde
als Negativkontrolle das Histogramm von unmarkierten Zellen
dariiber gelegt (B). Durch das Setzen eines Markers (M1) lésst sich
eine Statistik bezliglich des prozentualen Anteils und der
Fluoreszenzintensitiat der Population berechnen (C). In diesem Fall
sind 94,74 % der mDCs CD80 positiv und exprimieren CD80 mit

einer Intensitit von 203,52.

Zur Auswertung der Histogramme wurde der prozentuale Anteil an

Oberflichenantigen-positiven Zellen oder der "mean", die mittlere

Fluoreszenzintensitdt benutzt. Der "mean" ist der Kanal, bei dem die Summe

aller Punkte geteilt durch die Zahl an Ereignissen berechnet wird. Gezdhlt

wurden in der Regel 30.000 Ereignisse, mindestens jedoch 5.000. Bei
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Zellpopulationen, die iiber ein Analysefenster ausgewertet wurden, standen

mindestens noch 5000 Zahlereignisse fiir eine Analyse zur Verfiigung.

2.24.2. Farbung von  Oberflichen-Antigenen zum  durchfluf-

zytometrischen Nachweis
Um Proteine an der Zelloberfliche nachweisen zu konnen, konnen Zellen

direkt lebend mit Protein-spezifischen Antikorpern gefarbt werden. Alternativ

kann allerdings ebenfalls ein Nachweis auf fixierten Zellen erfolgen.

Verwendete Losungen:

FACS-Puffer
PBS (siehe 2.5.1)

FKS 5% (v/v)
BSA 0,5 % (W/v)
Natriumazid 0,07 % (w/v)

Fixierl6sung (FACS-FIX)

NaCl 8,5 g/l
Paraformaldehyd (1 %) 10 g/l
Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Durchfiihrung:

1x10° bis 1x10° der zu untersuchenden Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen
iiberfithrt und mit PBS mit 10 % FKS oder FACS-Puffer (siche 2.23.)
gewaschen. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation verworfen, und die
Zellen wurden in der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert. Die bendtigten
Mengen an Antikorpern wurden in Vorexperimenten durch Titration bestimmt.

Nach Zugabe der erforderlichen Antikorper wurde der Ansatz griindlich
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gemischt und 30 bis 60 Minuten lang auf Eis im Dunkeln inkubiert. Bei
fixierten Zellen erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln.
AnschlieSend wurden die Zellen in PBS mit
10 % FKS oder FACS-Puffer gewaschen. Wurde wihrend des ersten
Farbeschrittes ein unmarkierter Antikorper verwendet, so folgte nun eine
weitere Inkubation mit einem markierten Zweitantikérper. Nach erneutem
Waschen der Zellen wurden diese in 100 pl Fixierlosung aufgenommen. Die
fixierten Zellen konnten bis zur FACS-Analyse fiir mehrere Tage im Dunkeln

bei 4°C aufbewahrt werden.

2.24.3. Farbung von intrazelluliren Antigenen zum durchfluf3-

zytometrischen Nachweis

Um intrazelluldre Proteine nachweisen zu konnen, ist eine Permeabilisierung
der Zellmembran fixierter Zellen notwendig, die dem Antikérper den Eintritt in
die Zelle ermdglicht. Hierzu wurde Saponin, ein aus der Rinde des Baumes
Quillaya saponaria stammendes Protein, verwendet, welches in der Lage ist,
die Zellmembran zu permeabilisieren ohne die Morphologie der Zellen zu

beeinflussen (Jacob et al., 1991).

Durchfiihrung:

Fixierte Zellen wurden in 2 ml FACS-Puffer mit 0,1 % Saponin resuspendiert
und genau 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der
Ansatz sechs Minuten lang bei 1.600 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Antikdrper wurden direkt in die verbleibende Fliissigkeit
pipettiert, und die nachfolgende Féarbung wurde, wie unter 2.24.2. beschrieben,
durchgefiihrt. Zentrifugationsschritte mit fixierten Zellen wurden grundsétzlich

bei 1.600 rpm durchgefiihrt.
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2.25. Fluoreszenzmikroskopie

2.25.1. Fiarbung von intrazelluliren Antigenen zum fluoreszenz-

mikroskopischen Nachweis

Bei der von Coons (Weller and Coons, 1954) entwickelten Methode wird die
Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer Methoden mit der
strengen Spezifitit einer Antikorperbindung verbunden. Somit lassen sich
Antigene im Gewebe oder innerhalb von Zellen lokalisieren. Bei der indirekten
Immunfluoreszenz bindet dabei ein Antigen-spezifischer Antikorper an das
Antigen, der in einer darauffolgenden Reaktion von einem IgG-spezifischen
fluoreszenzmarkierten ~ Antikorper  gebunden  wird.  Mithilfe  von
strukturspezifischen Farbstoffen oder anderen spezifischen Antikérpern kann

so das Antigens in der Zelle lokalisiert werden.

Verwendete Losungen:

Fixierlosung
Paraformaldehyd (4 %) 40 g/1

in PBS (siehe 2.5.1.)
Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Permeabilisierungslosung
Triton X 100 0,2 % (v/v)
PBS (siehe 2.5.1)

Blockierlgsung
FKS 10 % (v/v)
PBS (siehe 2.5.1.)
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Durchfiihrung:

Die Zellen wurden auf Silan-beschichtete Objekttriger adhériert. Nach
einmaligem Waschen in PBS wurden die Zellen in der Fixierlosung fiir 20
Minuten fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen dann fiir
20 Minuten mit der Permeabilisierungslosung auf Eis inkubiert. Darauthin
erfolgte nach erneutem Waschen das Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen innerhalb der Zellen mit der 30 miniitigen Inkubation der
Blockierlosung bei Raumtemperatur. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
Primédrantikdrper in Blockierlosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach
viermaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen dann mit dem
fluoreszierenden Sekundérantikorper in Blockierldsung unter Lichtabschluss
fiir eine Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen durch
jeweils 3 miniitiger Inkubation in 70%, dann 80% und schliefSlich 100%
Ethanol in H,0 dehydratisiert. Darauthin erfolgte die Fluoreszenzmarkierung

der Zellkerne (siehe 2.25.1.)

2.25.2. Fluoreszenzmarkierung von Zellkernen

Zum Markieren der Zellkerne von fixierten Zellen wurde ,,VECTASHIELD®
mounting medium with DAPI* der Firma Vector Laboratories verwendet. Das
darin enthaltene Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) besitzt eine hohe Affinitat
zu Nukleinsduren und ist in der Lage, die Zellmembranen zu durchdringen. Die
durch indirekte Immunfluoreszenz (siehe 2.25.) gefarbten Zellen wurden mit
einem Tropfen des ,,VECTASHIELD® mounting medium with DAPI¢
iiberschichtet. Zur Versiegelung wurden die Zellen mit dem Deckgldschen
bedeckt. Die so behandelten Zellen konnten bis zur Untersuchung im

Fluoreszenzmikroskop bei 4°C gelagert werden.
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2.25.3. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Die Mikroskopie wurde mit einem Leica DM IRB/E (Institut fiir Virologie,
Universititskliniken Homburg)) durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte mit
einer Digitalkamera AxioCam Color der Firma Zeiss, die Auswertung mittels

der AxioVision 3.0 Dokumentations-Software der Firma Zeiss.
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3. Ergebnisse

3.1. Rekombinantes ,Autographa californica multiple
nuclear polyhedrosis virus®“ (AcMNPV) als Genvektor

zur Expression von Antigenen in Dendritischen Zellen

Das ,,Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus“ (AcMNPV)
besitzt ein zirkuldres doppelstringiges DNA-Genom von ungefihr 130000
Basen Lénge, das mit einem Protamin- &hnlichen Protein zum ,,Core* des
Virions kondensiert ist und im Nukleokapsid verpackt vorliegt. Die
Nukleokapside werden in den Kernen der infizierten Zellen synthetisiert und
membranumhiillt als Virionen aus der Cytoplasmamembran ausgeschleust
(,,budded virus®). Spdt in der Infektionsphase werden die Nukleokapside
dagegen auch im Kern von einer Matrix aus Polyhedrin umbhiillt und bilden so
"occlusion-derived viruses" (ODVs), die durch Zellyse freigesetzt werden.
ODVs werden nach Aufnahme mit der Nahrung durch Alkalisieren im
Mitteldarm von Lepidopterenlarven vom Polyhedrin gelost und infizieren
darauthin die Epithelzellen. Die ,budded viruses* (BVs) sind dagegen
verantwortlich fiir die systemische Infektion der Insekten und beherbergen in

threr Membranhiille dazu das vom Virus codierte Glykoprotein gp64.

Rekombinantes AcMNPV wird in der Forschung als Vektor zur Expression
rekombinanter Proteine in Insektenzellen benutzt (Hu, 2005). Da bei ihnen das
Polyhedringen deletiert ist, konnen rAcMNPV nur BVs bilden. 1983 wurde
erstmals eine Infektion von Sdugerzellen mit rAcMNPV beobachtet (Volkman
& Goldsmith, 1983). Die Infektion wird dabei wie bei der Infektion von
Insektenzellen durch gp64 vermittelt. Eine Infektion von Sédugerzellen mit
rAcMNPV, dessen Gene unter der Kontrolle eines eukaryontischen Promotors

stehen, fiihrt zu einer effizienten Expression (Boyce & Bucher, 1996; Hofmann

et al., 1995).
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Rekombinantes AcMNPV ist in der Lage, in Mé&usen antigenspezifische
Immunantworten zu induzieren (Aoki et al., 1999; Facciabene et al., 2004;
Huser et al., 2001). Die Infektion mit AcMNPV schiitzt Mause aullerdem
antigen-unabhéngig vor einer Infektion mit Enzephalomyokarditis- oder
Influenza-Viren (Abe et al., 2003; Gronowski et al., 1999). Wahrscheinlich
wird dies unter anderem durch die Freisetzung von Typ-I Interferonen und
TNF-a, sowie IL-1a und IL-1fB in infizierten Zellen ausgelost (Beck ef al.,
2000; Gronowski et al., 1999). AcMNPV fiihrt dariiber hinaus zu einer
antigen-unabhéngigen Aktivierung von DCs (Schuetz et al., zur Publikation
eingereicht). Bei der In-Vivo-Immunisierung durch rAcMNPV koénnte die
unspezifische Aktivierung des Immunsystems allerdings auch unerwiinschte
Nebeneffekte auslosen, wie beispielsweise Schiadigung von Korperzellen oder

Durchbrechen von Toleranz (Hu, 2005).

Bei der Nutzung von rAcMNPV als Genvektor fiir eine DNA-Immunisierung
ist bislang ungeklirt, ob rAcMNPV DCs direkt infiziert oder ob Proteine
rAcMNPV-infizierter Kdrperzellen cross-prasentiert werden (Aoki et al., 1999;
Facciabene et al., 2004; Huser et al., 2001). Dies wére vor allem hinsichtlich
der Nutzung von rAcMNPV bei Immunisierungen von Bedeutung, die auf
direkter Infektion von DCs beruhen. Dementsprechend wurde im vorliegenden
Teil der Arbeit untersucht, ob rAcMNPV in der Lage ist, humane DCs zu

infizieren.

3.1.1.  Darstellung und Charakterisierung rekombinanter AcMNPV

Da rAcMNPV in der Forschung seit langem zur Expression rekombinanter
Proteine in Insektenzellen eingesetzt wird, stehen eine Fiille von Systemen zur
Darstellung rAcMNPV zur Verfiigung. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Bakulo-Gold-Vektor-Kit der Firma BD Pharmingen verwendet. Er enthélt ein

linearisiertes Virusgenom, das eine Deletion des Polyhedringens aufweist.

Die rekombinanten Gene werden in so genannte Transfervektoren ligiert, in

denen flankierend zu den rekombinanten Genen geringe Anteile ACMNPV-
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homologer Sequenzen enthalten sind (Abb. 3.1.1. (1)). In den Insektenzellen
kommt es nach Kotransfektion von Transfervektor und linearisiertem
Virusgenom zu homologen Rekombinationen (Abb. 3.1.1. (2)). Dadurch
entsteht vielfach ein zirkulires rAcMNPV-Genom. Es enthilt die
rekombinanten Gene und geringe Anteile des Transfervektors (Abb. 3.1.1. (3)).
Durch Budding gelangen Viren, die das rekombinante Genom enthalten, in den
Zellkulturiiberstand. Dieser wird im Plaque-Pick-Assay (Abb. 3.1.1. (4)) (siehe
2.13.1.) zur Gewinnung rAcMNPV-Klone herangezogen . Nach Uberpriifung
der Expression dieser Klone werden diese durch Neuinfektion von
Insektenzellen expandiert. Die hochtitrigen Virusstocks werden dann durch
Bestimmung des Virustiters im Plaque-Assay charakterisiert (Abb. 3.1.1. (5))
(sieche 2.13.3.). Zur Infektion von Sidugerzellen werden die hochtirigen
Virusstocks in Sdugerzellmedium oder PBS aufgenommen. Dazu miissen sie
zunéchst pelletiert werden. Nach einmaligem Waschen in PBS und erneutem
Pelletieren wird das Virus in 1/10 des urspriinglichen Volumens in Sduger-
Zellkulturmedium aufgenommen. So erreicht man neben einer Umpufferung
auch eine Aufkonzentrierung des Virus. Die erhaltenen Virusstocks wurden
erneut im Plaque-Assay quantifiziert und enthielten 10’-10° ,,plaque-forming

units* (Pfu)/ml rAcMNPVs.
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Ubersicht iiber die Darstellung rekombinanter AcMNPV

Nach Einbringen der Gene in die Transfervektoren (1) wird iiber
homologe Rekombination nach Kotransfektion eines linearisierten
AcMNPV-Genoms (Apolyhedrin) in SF158-Insektenzellen (2) ein
rekombinantes AcCMNPV (rAcMNPV) hergestellt (3). Dies wird tiber
Budding aus der Zelle geschleust und infiziert wiederum weitere
SF158-Insektenzellen. Im Plaque-Pick-Assay werden einzelner
Virusklone isoliert (4), die schlieflich zur Herstellung eines
hochtitrigen Virusstocks herangezogen und im Plaque-Assay

quantifiziert werden (5) (sieche 2.13.).
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3.1.2. Expression von EGFP-Reportergens in rAcMNPV-infizierten

Saugerzellen

Eine Infektion von Sdugerzellen mit rAcMNPV, dessen Gene unter der
Kontrolle eines eukaryontischen Promotors stehen, fithrt zu einer effizienten
Expression (Boyce & Bucher, 1996; Hofmann et al., 1995). Bisher konnten
zahlreiche Zellinien humanen Usprungs oder die anderer Sduger in vitro mit
rAcMNPV transfiziert werden (Kost & Condreay, 2002; Leisy et al., 2003).
Neben der Infektion von mitotisch aktiven Zellen konnte auch eine Infektion
mitotisch inaktiver Zellen und primérer Zellen durch rAcMNPV in vitro
gezeigt werden (Ho et al., 2004; Ho et al., 2005; Ma et al., 2000; Sarkis et al.,
2000; van Loo et al., 2001; Wagle & Jesuthasan, 2003). Bei der Nutzung von
rAcMNPV als Genvektor flir eine DNA-Immunisierung ist bislang ungeklart,
ob rAcMNPV DCs direkt infiziert oder ob Proteine rAcMNPV-infizierter
Korperzellen cross-priasentiert werden (Aoki et al., 1999; Facciabene et al.,

2004; Huser et al., 2001).

Um aufzuklidren, ob humane DCs durch rAcMNPYV infiziert werden konnen,
wurde ein rekombinantes AcMNPV hergestellt, dessen EGFP-Reportergen
unter der Kontrolle des HCMV-,immediate early” (IE) Promotors gestellt
wurde. Der HCMV-IE Promotor ermoglicht die Expression in einer Vielzahl
von Siugerzellen, darunter auch in humanen DCs (Linette et al., 2000;
Mangeot et al., 2000). Dazu wurde aus dem pEGFP-C1 Plasmid der Firma BD-
Clontech der HCMV-IE-Promotor mitsamt dem EGFP-Gen {iber das
Restriktionsenzym Nsil ausgeschnitten und in den mit dem Restriktionsenzym
Pstl linearisierten Transfervektor pAcYMT der Stammsammlung des Instituts
fiir Virologie in Homburg ligiert. Dieser diente zur Herstellung eines
rAcMNPV, des so bezeichneten AcpC-EGFP (vgl. 3.1.1.). Zur Kontrolle der
Promoterspezifitit diente ein rekombinantes AcMNPV, dessen EGFP-
Reportergen unter Kontrolle des nur in Insektenzellen funktionellen Promotors
fiir Polyhedrin gestellt war, das AcpP-EGFP (Knebel & Doerfler, 1987) (siehe
Tab. 2.3.) (Abb. 3.1.2.).
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EGFP — AcpC-EGFP
IE-Promotor
(HCMVR)
—!ﬁ EGFP —— AcpP-EGFP
Polyhedrin-

Promotor (AcMNPYV)

Abb. 3.1.2. Verwendete rekombinante AcMNPVs
Das AcpC-EGFP-Virus beherbergt das EGFP-Reportergen unter der
Kontrolle des HCMV-,immediate early* (IE) Promotors. Dieser
ermdglicht die Expression des Reportergens in Sdugerzellen. Im
Vergleich dazu beherbergt AcpP-EGFP das EGFP-Reportergen unter
Kontrolle des nur in Insektenzellen funktionellen Promotors fiir

Polyhedrin.

Im Blut sind nur geringe Mengen DCs zu finden, da sie hauptsidchlich in der
Peripherie und in den lymphatischen Organen lokalisiert sind (Janeway et al.,
2001). Zur Untersuchung an humanen DCs wurden daher CD14" Monozyten
mit GM-CSF und IL-4 innerhalb von sechs Tagen zu iDCs differenziert. Diese
iDCs haben eine hohe endozytotische und geringe T Zell-stimulatorische
Kapazitit. Durch verschiedene inflammatorische Zytokine konnen sie
innerhalb von zwei Tagen zu T Zell-stimulatorischen mDCs ausgereift werden.
Zur Bestimmung des Reifungsstadiums wurden im Verlauf dieser Arbeit
phéanotypische Charakteristika der iDCs bzw. mDCs herangezogen. Die DCs
besitzen je nach Aktivierungsstatus typische Expressionsmuster verschiedener
Oberflidchenantigene. Die Oberfldchenantigene CDla und CD14 dienten zur
Bestimmung des Reinheitsgrades der untersuchten DC-Populationen. CDla
vermittelt die Prasentation von Lipid-Antigenen und wird sowohl auf iDCs als
auch auf mDCs stark exprimiert (Blumberg et al., 1995; Brigl & Brenner,
2004; Pena-Cruz et al., 2003). CDI14 ist ein charakteristischer Marker fiir
Monozyten, wird aber nach erfolgter Differenzierung zu DCs vollstindig
herunterreguliert (Caux et al., 1996; Palucka et al., 1998). Dariiber hinaus
wurde durch Bestimmung der CD3- und CD19-Expression in den DC-

Populationen eine Verunreinigung mit T Zellen bzw. B Zellen ausgeschlossen

95



Ergebnisse

(Moretta et al., 1989; Tedder et al, 1994). Weitere wichtige
Oberflichenantigene, die zur Charakterisierung des Reifungsstadiums
herangezogen wurden, waren die kostimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1)
und CD86 (B7.2), sowie CD83 (Banchereau & Steinman, 1998; Bedrosian et
al., 2000) und die fiir die Antigenprisentation verantwortlichen HLA-I- (HLA-
A/B/C) und HLA-II- (HLA-DR/DP/DQ) Molekiile. Die Expression der
Reifungsmarker wurde im Durchflusszytometer bestimmt. Nach einer
Aktivierung und damit einhergehenden Reifung kommt es auf mDCs, im
Vergleich zu iDCs, zu einer drastischen Erhohung der Expressionsstirke der
HLA- und kostimulatorischen Oberfldchenantigene, so dass zur Auswertung
die mittlere Fluoreszenzintensitdt herangezogen werden konnte. CD83 dagegen
wird ausschlieBlich auf mDCs exprimiert (Bedrosian et al., 2000). In diesem
Fall wurde der prozentuale Anteil CD83-positiver Zellen als Parameter fiir eine
Reifung verwendet. In Abbildung 3.1.3. ist eine Ubersicht der Parameter von

Differenzierung, Reifung und Infektion der verwendeten DCs dargestellt.
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Abb. 3.1.3. Ubersicht iiber die Parameter von Differenzierung, Reifung und

Infektion der verwendeten Dendritischen Zellen
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3.1.2.1. Rekombinantes AcMNPYV infiziert effizient 293 Zellen und fiihrt

zu einer transienten Expression des Reportergens

Die Parameter und Effizienzen der Infektion von 293 Zellen durch rAcMNPVs
sind aus der Literatur bereits bekannt (Boyce & Bucher, 1996; Duisit et al.,
1999), daher diente die Infektion von 293 Zellen als Kontrolle des
Infektionssystems fiir weiterfilhrende Experimente. Dazu wurden zwei
rAcMNPV verwendet, AcpP-EGFP, dessen Reportergen unter der Kontrolle
des Polyhedringen-Promotors steht und AcpC-EGFP, dessen HCMV-IE

Promotor die Expression des EGFP Gens in Sdugerzellen erlaubt.

Zunichst wurden dazu 2,5x10° 293 Zellen ausgesit. 24 Stunden spéter wurden
die Zellen dann fiir zwei Stunden mit AcpP-EGFP und AcpC-EGFP mit einer
,multiplicity of infection* (MOI) von 1, 10 und 100 bei 37°C infiziert. Danach
wurden die Zellen mit frischen Medium tiiberschichtet und fiir weitere 24 oder
48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend durchflulzytometrisch
analysiert. Dabei wurde der Prozentsatz von 293 Zellen bestimmt, die EGFP-
positiv waren. Dabei zeigte sich, dass nach 24 Stunden 16 % der mit einer MOI
von 1 AcpC-EGFP-infizierten 293 Zellen EGFP exprimierten. Die Anzahl der
EGFP positiven 293 Zellen konnte durch den Einsatz groBerer Mengen an
Virus bis auf 92 % bei einer MOI von 100 gesteigert werden. Im Gegensatz
dazu fiihrte die Infektion mit AcpP-EGFP bei keiner der verwendeten MOI zu
einer Expression von EGFP. Hier blieben die Prozentzahlen
fluoreszenzpositiver Zellen unter der Prozentzahl fluoreszenzpositiver nicht-
infizierter Zellen. Nach 48 Stunden kam es in den AcpC-EGFP-infizierten
Zellen generell zu einer Abnahme der EGFP-Expression um durchschnittlich
10 % der Expression nach 24 Stunden. Das in Abbildung 3.1.5. dargestellte
Experiment lieB sich in drei unabhidngigen Wiederholungen bestétigen, obwohl
die Anzahl EGFP-positiver 293 Zellen nach AcpC-EGFP-Expression nicht
immer so hoch war, wie im gezeigten Experiment. Vermutlich hingt die
Infizierbarkeit mit der Teilungsrate der Zellen zusammen und schwankt
dementsprechend zwischen den einzelnen Experimenten. Dennoch konnte man
aus dem Experiment schlieBen, dass die verwendeten rAcMNPV, wie

entsprechend aus der Literatur zu erwarten, effektiv 293 Zellen infizieren und
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die transiente Expression des Reportergens von in Sdugerzellen funktionellen

Promotoren abhingt (Boyce & Bucher, 1996; Duisit et al., 1999; Knebel &

Doerfler, 1987). Damit stand ein System zur Verfligung, um die Infektion von

humanen DC durch rAcMNPYV zu untersuchen.
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Effizienz der Infektion von 293 Zellen durch rekombinantes
AcMNPV

5x10° 293 Zellen wurden zur Infektion fiir 2 Stunden mit AcpP-EGFP
und AcpC-EGFP mit einer MOI von 1, 10 und 100 bei 37°C inkubiert.
Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen (MOI 0). Danach wurden
die Zellen in frischem Medium gewaschen und ausgesit. Die
Inkubation erfolgte fiir 24 und 48 Stunden. Die Zellen wurden fixiert
und durchfluzytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz
EGFP-positiver 293 Zellen an der Gesamtzellzahl. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen von zwei parallelen

Versuchsansitzen
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3.1.2.2. Rekombinantes AcMNPYV infiziert humane Dendritische Zellen

mit geringer Effizienz

Zur Induktion einer Immunantwort durch infizierte DCs ist neben anderen
Parametern vor allem die Expression des Immunogens in den DCs
entscheidend. Sie sollte mdglichst effizient sein, da so moglichst viele MHC-
Molekiile mit Peptiden des prozessierten Immunogens an der Oberfldche
priasentiert werden (Benvenuti et al., 2004; Wulfing et al., 2000). Nach
Uberpriifung des Infektionssystems in 293 Zellen sollte die Effizienz der
Infektion deshalb in humanen DCs getestet werden. Dazu wurden 2x10° iDCs
zweier Blutspender mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit einer MOI von 1, 10
und 100 fiir zwei Stunden bei 37°C infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-
infizierte humane iDCs der Blutspender. Die Zellen wurden nach Infektion in
frischem Medium gewaschen und ausgesdt. Nach 24 Stunden Inkubation
wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern spezifisch fiir CD1a
gefarbt und durchfluBzytometrisch analysiert. Es zeigte sich, dass in
Abhéngigkeit der untersuchten Blutspender 0,29 % (Spender 1) und 1 %
(Spender 2) der mit einer MOI von 1 AcpC-EGFP-infizierter DCs EGFP
exprimierten. Die Anzahl der EGFP positiven DCs konnte durch den Einsatz
grofBerer Mengen an Virus bis auf 0,4 % (Spender 1) und 6,2 % (Spender 2) bei
einer MOI von 10 gesteigert werden. Bei einer MOI von 100 kam es allerdings
nur bei einem Blutspender zu einer gesteigerten EGFP-Expression (1,5 % bei
Spender 1), wdhrend der andere Blutspender keine EGFP-Expressions-
steigerung zeigte (5,4 % bei Spender 2). Im Gegensatz dazu fiihrte die
Infektion mit AcpP-EGFP bei keiner der verwendeten MOI zu einer
Expression von EGFP in den DCs. Hier blieben die Prozentzahlen
fluoreszenzpositiver Zellen unter der Prozentzahl fluoreszenzpositiver nicht-
infizierter Zellen. Daher konnte man aus dem Experiment schlieBen, dass die
verwendeten rTAcMNPV DCs nur mit geringer Effizienz infizieren und die
Expression des Reportergens auch in DCs von in Sdugerzellen funktionellen
Promotoren abhéngt. Dabei waren die Effizienzen der EGFP-Expression von
den DCs der untersuchten Blutspender sehr unterschiedlich. AuBBerdem fiihrte
die Infektion durch den Einsatz groBer Mengen an rAcMNPV nicht in jedem

Fall zu einer Expressionssteigerung, da bei eine MOI von 100 nur ein
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Blutspender eine Erhohung EGFP-positiver DCs aufweist. Durch die hohe
Anzahl fluoreszenzpositiver DCs in den Kontrollansitzen (bis zu 0,6 %
fluoreszenzpositiver Zellen bei nicht-infizierten DCs) kann bei einer MOI von
1 nur schwer zwischen EGFP-positiven Zellen und dem Hintergrund durch die
Eigenfluoreszenz der Zellen unterschieden werden. Daher wurden die
folgenden Untersuchungen rAcMNPV-infizierter Zellen bei einer MOI von 10
durchgefiihrt.
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Abb 3.1.5. Effizienz der Infektion humaner Dendritischer Zellen durch
rekombinantes AcMNPV
2x10° humane iDCs von zwei Blutspendern wurden zur Infektion fiir
zwei Stunden mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit einer MOI 1, 10
und 100 bei 37°C infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte
humane iDCs der Blutspender (MOI 0). Danach wurden die Zellen in
frischem Medium gewaschen und ausgesit. Nach erfolgter Inkubation
fiir 24 Stunden bei 37°C wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern spezifisch fiir CD1a gefirbt. Die Zellen wurden fixiert
und durchfluBzytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz
CDla-positiver DC, die gleichzeitig EGFP-positiv waren. Die
Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichungen von zwei

parallelen Versuchsansétzen.
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3.1.2.3. Die Infektion von Dendritischen Zellen mit rekombinanten
AcMNPV ist abhingig vom Reifestadium der Dendritischen
Zellen

Rekombinantes AcMNPV fiihrte in humanen iDCs mit geringer Effizienz zu
einer Reportergen-Expression (vgl. 3.1.2.2.). Aufgrund ihres T Zell-
stimulatorischen Potentials konnen jedoch nur mDCs fiir Immunisierungs-
Strategien eingesetzt werden, da iDCs Toleranz induzieren (Dhodapkar ef al.,
2000; Dhodapkar et al., 2001; Jonuleit et al., 2000; Steinman et al., 2000).
Daher sollte untersucht werden, ob LPS-gereifte mDCs in demselben Malle
wie iDCs durch rAcMNPV infiziert werden konnen. Dazu wurden humane
iDCs und mDCs von drei Blutspendern mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit
einer MOI von 10 infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte humane iDCs
und mDCs derselben Blutspender. Die Zellen wurden nach 24 Stunden mit
Antikorpern gegen CDla gefiarbt und durchfluzytometrisch analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.1.6. dargestellt. Die AcpC-EGFP-infizierten
iDCs der Blutspender exprimierten EGFP vergleichbar zum vorausgegangenen
Experiment mit geringer Effizienz. Im Gegensatz dazu fiihrte die Infektion von
mDC derselben Blutspender zu keiner Expression von EGFP. Daher konnte
man aus dem Experiment schlieen, dass rAcMNPV iDCs zwar mit geringer
Effizienz infizieren, aber gleichzeitig nicht in der Lage sind, mDCs zu

infizieren.
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Abb. 3.1.6. Reife Dendritische Zellen sind nicht durch rAcMNPYV infizierbar
2x10° humane iDCs und mDCs von drei Blutspendern wurden zur
Infektion fiir 2 Stunden mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit einer
MOI von 10 bei 37°C infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte
humane iDCs und mDCs derselben Blutspender. Danach wurden die
Zellen in frischem Medium gewaschen und ausgesdt. Nach erfolgter
Inkubation fir 24h bei 37°C wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern spezifisch fiir CDla geférbt. Die
Zellen wurden fixiert und durchfluBzytometrisch analysiert.
Dargestellt ist der Prozentsatz CDla-positiver DCs, die gleichzeitig
EGFP-positiv waren.

3.1.2.4. Die durch Infektion mit rekombinantem AcMNPV vermittelte

Reportergen-Expression ist in Dendritischen Zellen transient

Die Ausreifung von iDCs zu voll stimulatorischen mDCs wird in vitro iiber
verschiedene Faktoren erreicht. Der Prozess der Reifung dauert dabei bis zu 48
Stunden, erst dann sind beispielsweise die kostimulatorischen Molekiile

vermehrt auf den DCs exprimiert (Langenkamp et al., 2000). Nach der
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Ausreifung miissen die DCs mit den naiven T Zellen in Kontakt treten, um
deren Differenzierung und Proliferation zu induzieren. Unter der
Vorraussetzung, dass eine hohe Menge kostimulatorischer Molekiile von den
DCs zur Verfiigung gestellt wird, muss eine T Zelle bei hoher Antigen-Dosis
bis zu 20 Stunden mit unterschiedlichen DCs zusammentreffen, um voll
stimuliert zu werden. Bei geringen Antigen-Dosen, wie im Falle der wenig
effizienten Expression durch rAcMNPV, erhoht sich die Zeit bis zur vollen
Stimulation der T Zellen sogar auf 30 Stunden. Dabei werden die MHC-I-
Peptid-Molekiile an der Oberfliche der DCs stindig erncuert (Iezzi et al.,
1998). Die Langlebigkeit der rAcMNPV-induzierten EGFP-Expression ist also
ein entscheidender Faktor fiir die langlebige Présentation der Immunogene und

der anschlieBenden Differenzierung und Proliferation der T Zellen.

Im Folgenden wurde daher getestet, ob die durch rAcMNPV-induzierte
Reportergen-Expression in den mitotisch nicht aktiven unreifen DCs langlebig
oder transient ist. Dazu wurden humane iDCs von drei Blutspendern fiir zwei
Stunden mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP infiziert. Als Kontrolle dienten
nicht-infizierte humane iDCs derselben Blutspender. Die Inkubation erfolgte
fiir 24 und 48 Stunden. Die infizierten iDCs wurden dann, wie unter 3.1.2.2.
beschrieben, analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.1.7. dargestellt. Humane
iDCs exprimierten nach Infektion mit AcpC-EGFP in geringem Umfang
EGFP, allerdings ist nach 48 Stunden die Reportergen-Expression noch
geringer, als nach 24 Stunden. Bei einem Blutspender sank die Expression um
ca. 50 % (von 2,1 % auf 1,1 %), bei einem anderen sogar um ca. 70 % (von 6,3
% auf 2,1 %). Daher kann man aus dem Experiment schlieBen, dass die AcpC-
EGFP-abhingige Reportergenexpression in iDCs nur transient ist und schnell

absinkt.
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Mit rekombinantem AcMNPV infizierte humane Dendritische
Zellen exprimieren das Reportergen nur transient

2x10° humane iDCs von drei Blutspendern wurden zur Infektion fiir 2
Stunden mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit einer MOI von 10 bei
37°C infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte humane iDCs
derselben Blutspender. Danach wurden die Zellen in frischem
Medium gewaschen und ausgesit. Nach erfolgter Inkubation fiir 24
und 48 Stunden bei 37°C wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern spezifisch fiir CDla gefirbt. Die Zellen wurden fixiert
und durchfluzytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz

CDla-positiver DCs, die gleichzeitig EGFP-positiv waren.

3.1.2.5. Die Anzahl EGFP-positiver Dendritischer Zellen wird durch

Aufzentrifugieren von rAcMNPYV auf die Zellen nicht gesteigert

Rekombinantes AcCMNPV fiihrt in humanen iDCs mit geringer Effizienz zu

einer transienten Reportergen-Expression, nicht aber in humanen mDCs. Sie

vermitteln jedoch eine effektive T Zell-Stimulation. Um bei einer Ausreifung

der mit rAcMNPV-infizierten iDCs die Expression moglichst lange zu

erhalten, sind zwei Strategien denkbar. Zunichst kann initial die Anzahl der
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Reportergen-exprimierenden Zellen erhoht werden. Zum zweiten kann die
Dauer der Expression in den infizierten Zellen verlingert werden. In der
Literatur ist bereits beschrieben, dass aus Monozyten differenzierte DCs durch
Aufzentrifugieren von beispielsweise rekombinanten Adenoviren die
eingebrachten Reportergene in erhohtem Malle exprimieren. Dabei ist unklar,
ob das Virus verbessert in die DCs gelangt oder ob die Zentrifugation generell
die Expressionsstirke beeinfluflit. Die dabei verwendeten DCs {iiberstehen die
Prozedur allerdings unbeschadet und verdndern ihre Morphologie nicht

(Nishimura et al., 2001).

Im Folgenden wurde daher getestet, ob durch Aufzentrifugieren von
rAcMNPV auf iDCs die induzierte Reportergen-Expression gesteigert werden
kann. Dazu wurden iDCs zusammen mit AcpP-EGFP und AcpC-EGFP einer
MOI von 10 fiir 2 Stunden bei 2000g und 37°C zentrifugiert. Als Kontrolle
dienten iDCs derselben Blutspender, die bei der Inkubation mit AcpP-EGFP
und AcpC-EGFP nicht zentrifugiert wurden. Nach dem Waschen der iDCs
erfolgte dann die Inkubation fiir 24 und 48 Stunden. Die infizierten iDCs
wurden dann wie unter 3.1.2.2. beschrieben, analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung. 3.1.8. dargestellt. Im Gegensatz zu der beschriebenen
Expressionssteigerung  bei  rekombinanten = Adenoviren fiihrte  das
Aufzentrifugieren von rAcMNPV auf die iDCs zu keiner Steigerung der
Expression des EGFP-Reportergens. Vielmehr sank die Anzahl der EGFP-
positiven Zellen im Vergleich zu nicht-zentrifugierten infizierten iDCs nach 24
Stunden um ca. 50 % ab. Nach 48 Stunden war die Abnahme mit ca. 75 %
noch hoher. Daher ist das Aufzentrifugieren von rAcMNPV auf iDCs keine

geeignete Methode, um die Reportergenexpression zu steigern.
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Die Anzahl EGFP-positiver Dendritischer Zellen wird durch
Aufzentrifugieren von rAcMNPYV nicht gesteigert

5x10° humane DC wurden zusammen mit AcpP-EGFP und AcpC-
EGFP fiir 2 Stunden bei 2000g und 37°C zentrifugiert oder alternativ
mit AcpP-EGFP und AcpC-EGFP einer MOI von 10 bei 37°C
inkubiert (0g). Danach wurden die Zellen in frischem Medium
gewaschen und ausgesét. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 24
Stunden. Danach wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern spezifisch fiir CD1a gefarbt. Die Zellen wurden fixiert
und durchfluBzytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz
CDla-positiver DCs, die gleichzeitig EGFP-positiv waren. Das
Ergebnis ist reprisentativ fiir insgesamt vier durchgefiihrte
Experimente mit DCs unterschiedlicher Blutspender. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen von zwei parallelen

Versuchsansétzen.
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3.1.2.6. Die Hemmung der Expression des Reportergens durch
Nukleokapsidproteine in rAcMNPV-infizierten Dendritischen
Zellen ist im Gegensatz zu rAcMNPV-infizierten 293 Zellen

gering

Durch Verstiarkung der initialen Expressionsstirke oder der Expressionsdauer
der rAcMNPV infizierten iDCs kann die Expression rekombinanter Gene bis
zum Zeitpunkt der optimalen Aktivierung der DCs moglicherweise erhalten.
Fir rAcMNPV ist bereits beschrieben, dass die Aktivitit der viral kodierten
Saugerzellpromotoren durch Histon-Deacetylase-Hemmer, wie Trichostatin A
und n-Butyrat signifikant gesteigert werden kann (Condreay et al., 1999).
AuBlerdem kann damit die Expressionsdauer der rekombinanten Gene erhoht
werden (Hu et al., 2003). Dies zeigt, dass die Lockerung der Bindung der
Nukleokapsidprotein an das AcMNPV-Genoms die transienten Expression der
rekombinanten Reportergene steigern kann. Allerdings haben Histon-
Deacetylase-Hemmer auch einen massiven Einflu auf die Zellregulation,

beispielsweise fiihrt n-Butyrat zu einem Zellzyklusarrest (Kruh, 1982).

Im folgenden sollte zundchst im 293 Zell-Modellsystem getestet werden, ob n-
Butyrat iiber ldngere Zeit die Expression des Reportergens in rAcMNPV-
infizierten Zellen erhdhen kann. Dazu wurden 293 Zellen fiir zwei Stunden mit
AcpP-EGFP und AcpC-EGFP mit einer MOI von 10 bei 37°C inkubiert.
Danach wurden die Zellen in frischem Medium gewaschen und in Anwesenheit
von 600 pM n-Butyrat fiir 24, 48 oder 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Als
Kontrolle dienten Medium-inkubierte virusinfizierte Zellen. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 3.1.9. dargestellt.

Tatsdchlich flihrte die Applikation von n-Butyrat bei den 293 Zellen zu einer
Erhohung der EGFP-Expression AcpC-EGFP-infizierter Zellen. Sie ist nach 24
Stunden 13fach erhoht gegeniiber der virusinduzierten Expression ohne n-
Butyrat. Dies steigert sich nach 48 Stunden auf eine 19fache EGFP-Expression
n-Butyrat-behandelter gegeniiber unbehandelter Zellen. Die Gesamtzahl
EGFP-positiver, n-Butyrat-behandelter Zellen blieb dabei gleich. Nach 72
Stunden nahm auch die EGFP-Expression der n-Butyrat behandelten Zellen ab.
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In den unbehandelten Zellen sank die Expression allerdings schneller. Die
EGFP-Expression n-Butyrat behandelter Zellen war somit 23mal hoher, als die
unbehandelter Zellen. N-Butyrat fiihrte dabei nicht generell zu einer
Transkription rekombinanter Gene, denn bei AcpP-EGFP-infizierten 293
Zellen wurde zu keinem Zeitpunkt eine Induktion von EGFP durch n-Butyrat

festgestellt.
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Abb. 3.1.9. Die Expression des Reportergens in mit rekombinanten

AcMNPV-infizierten 293 Zellen kann durch den Histon-
Deacetylasehemmer n-Butyrat langfristig gesteigert werden

5x10° 293 Zellen wurden zur Infektion fiir 2 Stunden mit AcpP-EGFP
und AcpC-EGFP mit einer MOI von 10 bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die Zellen in frischem Medium gewaschen und in
Anwesenheit von Medium (schwarze Balken) oder 600 uM n-Butyrat
(graue Balken) fiir 24, 48 oder 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Zellen wurden dann fixiert und durchfluBzytometrisch analysiert.
Dargestellt ist der Prozentsatz EGFP-positiver 293 Zellen an der
Gesamtzellzahl. Die Fehlerbalken reprisentieren die

Standardabweichungen von zwei parallelen Versuchsansitzen.
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Da n-Butyrat in 293 Zellen zu einer langanhaltenen Steigerung der Expression
des Reportergens in rAcMNPV-infizierten Zellen fiihrte, wurde getestet, ob n-
Butyrat auch die Expression in iDCs fiir lingere Zeit erhdhen kann. Dazu
wurden humane iDCs von drei Blutspendern fiir zwei Stunden mit AcpP-EGFP
und AcpC-EGFP mit einer MOI von 10 bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Zellen in frischem Medium gewaschen und in Anwesenheit von 600 uM n-
Butyrat im Medium fiir 24 oder 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle
dienten Medium-inkubierte, virusinfizierte iDCs. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 3.1.10.(A) dargestellt.

Vergleichbar zu den Effekten der Applikation von n-Butyrat bei den 293
Zellen fiihrte auch bei iDCs die n-Butyrat-Zugabe zu einer Erhohung der
EGFP-Expression AcpC-EGFP-infizierter Zellen. Sie ist allerdings bei allen
betrachteten Blutspendern nach 24 Stunden nur schwach erhoht. Dabei reichte
sie von einer 1,1 fachen bis zu einer 7 fachen Expressionserh6hung. N-Butyrat
fithrte dabei auch in iDCs nicht generell zu einer Transkription rekombinanter
Gene. Bei AcpP-EGFP-infizierten iDCs wurde zu keinem Zeitpunkt eine
Induktion von EGFP durch n-Butyrat festgestellt. Nach 48 Stunden allerdings
nahm die EGFP-Expression in n-Butyrat-behandelten, AcpC-EGFP-infizierten
iDCs drastisch ab und war bei allen Blutspendern geringer, als in
unbehandelten Zellen. Dies war gekoppelt mit einem Verlust lebender iDCs in
der Kultur (Abb 3.1.10.(B)). Offensichtlich wirkte n-Butyrat auf iDCs

cytotoxisch.
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Abb. 3.1.10. Die Expression des Reportergens in mit rekombinantem
AcMNPV-infizierten humanen Dendritischen Zellen kann durch
den Histon-Deacetylasehemmer n-Butyrat nur transient
gesteigert werden
2x10° humane iDC von drei Blutspendern wurden zur Infektion fiir 2
Stunden mit AcpC-EGFP und AcpP-EGFP mit einer MOI von 10 bei
37°C infiziert. Die Zellen wurden in frischem Medium gewaschen und
in Anwesenheit von Medium oder 600 uM n-Butyrat fiir 24 und 48
Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkiertem Antikorpern spezifisch fiir CD1a gefarbt. Die
Zellen wurden darauthin fixiert und durchfluzytometrisch analysiert.
Dargestellt ist der Prozentsatz CDla-positiver DC, die gleichzeitig
EGFP-positiv waren (A) und die GroBe und Granularitit der n-
Butyrat-behandelten Zellen im Experimentverlauf (B).
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3.1.2.7. Die Infektion humaner Dendritischer Zellen durch
rekombinantes AcMNPYV wird iiber das virale Glykoprotein gp64

vermittelt

Bisher konnte nur eine geringe transiente Expression rekombinanter Gene in
rAcMNPV-infizierten iDCs nachgewiesen werden. Der virale Faktor, der bei
Infektion spezifisch von einer Vielzahl von Siugerzellen gebunden wird, ist
das Glykoprotein gp64 (Duisit et al., 1999; Hofmann & Strauss, 1998; Tani et
al., 2001; van Loo et al., 2001). Dieser Faktor ermdglicht das Uberfiihren des
Viruskapsids von den Endosomen in das Zytoplasma (Dee & Shuler, 1997).
Durch Uberexpression von gp64 auf der Virusoberfliche konnten Siugerzellen
mit bis zu 100facher Effizienz infiziert werden (Tani et al., 2001). Da iDCs
besonders spezialisiert sind, groe Mengen an Proteinen und komplexen
Partikeln aufzunehmen, ist denkbar, dass iDCs rAcMNPV nicht wie andere
Zellen Rezeptor-spezifisch, sondern ineffizient Rezeptor-unspezifisch iiber

beispielsweise Makropinozytose aufnehmen (Li et al., 2001).

Um aufzukldren, ob iDCs rAcMNPV Rezeptor-spezifisch iiber gp64
aufnehmen, wurde AcpC-EGFP bei einer Pfu von 5x10° mit jeweils 0,5 pg, 5
pg und 10 pg von anti-gp64 oder 10 pg des Antikdrper-Isotyps fiir eine Stunde
bei 27°C inkubiert. Humane iDCs zweier Blutspender wurden danach zur
Infektion fiir zwei Stunden mit den Antikorper-inkubierten AcpC-EGFP und
unbehandeltem AcpP-EGFP mit einer MOI von 10 bei 37°C infiziert. Als
Kontrolle dienten nicht-infizierte und AcpP-EGFP-infizierte humane iDCs
derselben Blutspender. Danach wurden die Zellen in frischem Medium
gewaschen und ausgesdt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 24 Stunden.
Danach wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern spezifisch
fir CDla gefarbt. Die Zellen wurden daraufhin fixiert und
durchflulzytometrisch analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.1.11.
dargestellt.
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Abb. 3.1.11. Die Infektion von humanen Dendritischen Zellen durch
rekombinantes AcMNPYV ist abhiingig vom viralen Glykoprotein
gpo4
AcpC-EGFP wurde bei einer Pfu von 5x10° mit jeweils 0,5 pg, 5 pg
und 10 pg von anti-gp64 (AcV1) oder 10 ug des Isotyps (Maus-
IgG2a) fiir eine Stunde bei 27°C inkubiert. 3x10° humane iDCs zweier
Blutspender wurden danach zur Infektion fiir 2 Stunden mit den
Antikorper-inkubierten AcpC-EGFP und unbehandeltem AcpP-EGFP
mit einer MOI von 10 bei 37°C infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-
infizierte humane iDCs derselben Blutspender. Danach wurden die
Zellen in frischem Medium gewaschen und ausgesit. Die Inkubation
erfolgte bei 37°C fir 24 Stunden. Danach wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern spezifisch fiir CDla gefarbt. Die
Zellen wurden fixiert und durchfluBzytometrisch analysiert.
Dargestellt ist der Prozentsatz CDla-positiver DCs, die gleichzeitig
EGFP-positiv. waren. Die Fehlerbalken reprisentieren die

Standardabweichungen von zwei parallelen Versuchsansétzen.
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Die Infektion von humanen iDCs kann durch Vorinkubation von AcpC-EGFP
mit Antikorper gegen gp64 vollstindig gehemmt werden. Dieser Effekt ist
abhingig von der Konzentration des Antikorpers. Bei Einsatz von 0,5 pg anti-
gp64 zur Neutralisierung einer Viruslosung mit einer Pfu von 5x10° ist der
Effekt auf die Infektiositét nicht detektierbar. Bei Einsatz der 10 und 20fachen
Antikorpermenge wird die Infektion von iDCs durch AcpC-EGFP komplett
gehemmt. Durch den Antikorper-Isotyp wird die Infektion durch AcpC-EGFP

nicht gehemmt, daher handelt es sich um einen spezifischen Effekt.

Die Ergebnisse zeigen, dass humane iDCs in geringem Umfang gp64-abhéngig
durch rAcMNPV infiziert werden konnen. Die Infektion erlaubt dabei eine
transiente Expression von Reportergenen in iDCs und sinkt schnell ab, so dass
bei dem Zeitpunkt optimaler Aktivierung von DCs die Expressionsstirke
gering ist. Dabei ist die Reportergenexpession nur in geringem Umfang von der
Bindung der Nukleokapsidproteine an das virale Genom gehemmt. Im
Gegensatz dazu konnen optimal aktivierte mDCs nicht von rAcMNPYV infiziert

werden.
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3.2.  HCMV-pp65, ein virales Protein als Transportmittel fiir

Antigene

Impfstoffe auf der Basis von Proteinen induzieren vornehmlich eine Th2-
Immunantwort (Shedlock & Weiner, 2000). Dabei spielt die Prisentation des
exogenen Antigens flir die Induktion der hauptsichlich humoralen
Immunantwort eine entscheidende Rolle. Wéahrend Peptide endogener Proteine
meist im Zusammenhang mit MHC-I-Molekiilen prisentiert werden, werden
MHC-II-Molekiile vornehmlich mit Peptiden exogener Proteine beladen. Der
Schutz vor den meisten Infektionskrankheiten wird allerdings nur durch eine
Kombination zelluldrer und humoraler Immunantworten erreicht. Die Féhigkeit
der DCs, exogene Proteine in vivo auch iber MHC-I-Molekiile zu prisentieren
(Cross-Prisentation) und somit CD8" T Zellen zu stimulieren (Cross-Priming)
(Heath et al., 2004), legt die Optimierung der Protein-Impfstoffe zur effektiven

Cross-Priasentation nahe.

Die Induktion einer CD8" T Zell-Antwort ist allerdings nicht nur abhéngig von
einer effizienten Cross-Prisentation des Antigens, sondern auch von einer
addquaten Aktivierung der DCs. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
16sliche Faktoren, wie IFN-a (Cho et al.,, 2002) oder TLR-Liganden, wie
beispielsweise LPS (van Mierlo et al., 2004) in DCs eine Signalkaskade
auslosen. Sie fiihrt schlieBlich zu einer Expression von MHC und CD80, sowie
CD86 auf der DCs und erhoht die T Zell- stimulatorische Kapazitit der DCs
um etwa das 100-fache (Lanzavecchia & Sallusto, 2001). Daher sollte ein
ideales Protein zur Immunisierung neben einer effektiven Cross-Préasentation
aullerdem eine Aktivierung der DCs auslosen oder eine Aktivierung durch

andere Faktoren zulassen.

Die effektive Cross-Prisentation eines Proteins wird zundchst durch eine
effektive Aufnahme in das Zytoplasma vermittelt. Proteine, die aufgrund einer
sogenannten  ,,Protein-Transduktions-Doméne*“  (PTD) mit  hohem
isoelektrischen Punkt eine Aufnahme in Zellen vermitteln, werden als

Translokatorische  Proteine  bezeichnet. Mithilfe von PTDs und
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Translokatorischen Proteinen konnte die Prozessierung gekoppelter
Immunogene im MHC-I-Priasentationsweg signifikant erhoht werden (Leifert
et al., 2001; Pietersz et al., 2001; Shibagaki & Udey, 2002; Wang et al., 2002).
Da beschriebene PTDs und Translokatorische Proteine nur bei hoher
Proteinkonzentration eine Aufnahme in die Zielzellen vermitteln, bleibt die
Stimulation der CD8" T Zellen im Vergleich zu einer Peptidstimulation
ineffizient. Proteine, die rezeptorvermittelt internalisiert werden, vermitteln
dagegen eine deutlich effizientere Aufnahme (Arora & Leppla, 1994; Arora et
al., 1994; Falnes et al., 2001; Wiedlocha et al., 1994). Daher ist die
Identifikation effizienterer Translokatorischer Proteine und PTDs vonnéten.
Ein potentieller Kandidat fiir ein Translokatorisches Protein stellt das
Tegumentprotein des Humanen Cytomegalovirus (HCMV) pp65 dar. Pp65
besitzt, wie andere Translokatorische Proteine, eine Region mit hohem Anteil
an kationischen Aminosduren. Sie stellt die zweigeteilte NLS des Proteins dar
und befindet sich im hinteren Bereich des Proteins, von Aminosidure 538 bis
561 (Gallina et al., 1996; Schmolke et al., 1995). Pp65 muss zur Induktion von
pp65-spezifischen CTL Antworten nicht de novo von HCMV-infizierten DCs
synthetisiert werden, sondern kann durch Freisetzung aus dem Virion in das
Zytoplasma gelangen und im MHC-I-Préisentationsweg prozessiert werden
(Gilbert et al., 1996, Grefte et al., 1992; Riddell et al., 1991). Es konnte in
vitro bereits gezeigt werden, dass pp65 aus infizierten Fibroblasten von nicht-
infizierten DCs cross-prasentiert werden kann (Tabi et al., 2001). Daher ist
wahrscheinlich, dass DCs auch in vivo pp65 aufnehmen und im MHC-I-
Prisentationsweg prozessieren. Dieser Mechanismus muss extrem effizient
sein, da pp65 das Hauptantigen fiir eine HCMV-spezifische CD8" und CD4" T
Zell-Antwort darstellt und die Prasentation von endogen exprimiertem pp65 in
HCMV-infizierten DCs ineffizient ist (Arrode et al., 2002; Beninga et al.,
1995; Boppana & Britt, 1996; Britt et al., 1995; Diamond et al., 1997; Gyulai
et al., 2000; Jahn et al., 1987; Khattab et al., 1997; Riddell et al., 1991;
Schmolke et al., 1995; van Zanten et al., 1995; Wills et al., 1996). Ob die
Cross-Prisentation von pp65 auch unabhédngig von Virionen geschehen kann,
und ob das Protein einen Transport anderer Proteine direkt in DCs vermittelt,
ist bislang in vitro und in vivo ungeklért. Daher sollte in diesem Teil der Arbeit

untersucht werden, ob pp65 unabhidngig von HCMV-Virionen in der Lage ist,
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an DCs zu binden und eine Aufnahme fusionierter Proteine in die Zellen zu
vermitteln. Ferner sollte geklart werden, ob das Protein aulerdem effektiv von

DCs cross-présentiert werden kann und deren Aktivierung beeinfluf3t.

3.2.1. Darstellung und Charakterisierung von Immunogenen mit Hilfe

rekombinanter AcMNPV-infizierter Insektenzellen

Rekombinante AcMNPVs werden als Werkzeug zur rekombinanten
Expression von Proteinen in Insektenzellen eingesetzt und ermoglichen so die
Expression grofer Mengen rekombinanter Proteine mit post-translationalen
Modifikationen von hoheren Eukaryonten (Hu, 2005). Dabei besitzen sie ein
duBerst flexibles Genom, dass die Insertion grofler Mengen rekombinanter
DNA erlaubt. Beispielsweise eignen sie sich ideal zur simultanen Synthese von
multiplen strukturellen Proteinen, die zum ,self-assembly* von ,,Virus-like
particles* (VLP) bendtigt werden (Ho et al., 2004; Hu et al., 2003; Lenz et al.,
2001; Schiller & Lowy, 2001; Tegerstedt et al., 2003; Xiang et al., 2002).
Diese Partikel werden bereits als vielversprechende Kandidaten fiir eine
Immunisierung auf der Basis von Proteinen diskutiert (Schiller & Lowy, 2001).
Insektenzellen weisen teilweise ein anderes Glykosylierungsmuster der
Proteine als Séugerzellen auf, daher sollte in Einzelfdllen stets iiberpriift
werden, ob die exprimierten Proteine Immunantworten auslosen konnen (Kost

et al., 2005; Mori et al., 2005).

Im vorliegenden Teil der Arbeit wurden daher zunichst hochtitrige Virusstocks
rekombinanter AcMNPVs hergestellt (siehe 2.13. und 3.1.1.). Sie ermdglichen
die Expression rekombinanter Proteine unter der Kontrolle des viralen
Polyhedrin-Promotors in den Insektenzellen. Die nétigen rAcMNPVs wurden
der Stammsammlung des Instituts fiir Virologie in Homburg entnommen oder
selbst generiert (Tab. 2.3.). Der Transfervektor zur Darstellung von AcpP-
GHLT-E wurde erhalten, indem zundchst das pp65-EGFP mit den
sequenzspezifischen Oligonukleotiden pTYB-PE-for und pTYB-PE-rev aus
pTYB-PE amplifiziert wurde (siehe Tab. 2.3. und 2.10.). Das PCR-Produkt

wurde mit den Restriktionsenzymen Sacl und EcoRI verdaut und in den durch
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Sacl und EcoRI linearisierten pACGHLT-C3 ligiert (siehe 2.9. und 2.12.). Der
Transfervektor AcpP-GHLT-PE wurde erhalten, indem das EGFP-Gen mit den
sequenzspezifischen Oligonukleotiden pEGFP-1-for und pEGFP-1-rev aus
pEGFP-1 amplifiziert wurde (sieche Tab. 2.3. und 2.10.). Das PCR-Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen Sacl und EcoRI verdaut und in den durch
Sacl und EcoRI linearisierten pACGHLT-C3 ligiert (siehe 2.9. und 2.12.). Der
Transfervektor AcpP-PE wurde erhalten, indem das pp65-EGFP-Gen aus dem
prokaryontischen Expressionsvektor pTYB-PE mit den Restriktionsenzymen
BamHI herausgeschnitten und in den durch BamHI linearisierten pAc373
ligiert wurde (siehe 2.9. und 2.12. und Tab. 2.3.). Nach Darstellung der
rekombinanten Viren in hochtitrigen Virusstocks wurde zunéchst der Zeitpunkt
maximaler Expression bei Infektion von SFI158-Insektenzellen in einer
Expressionskinetik ermittelt (siche 2.13.5.). Der hochtitrige Virusstock diente
danach zur Infektion von ca. 4x10® SF158-Insektenzellen (sieche 2.13.6.). Die
Zellen wurden zum Zeitpunkt optimaler Expression lysiert und entweder
aliquotiert und bei -80°C in PBS gelagert (siche 2.14.) oder {iiber eine
Affinitits-Chromatographie an Metallionen aufgereinigt und danach bei -80°C
gelagert (siehe 2.16.).

117



Ergebnisse

1 X4

. A
Zellyse zum Zeitpunkt - o

f & Aufreinigung des ) D
&8 N maximaler Expression’ &5 Lysats iiber Affinitits- = ¢3 o
ST Chromatographie
Zellysat Rekombinantes
T Protein
E2E2  Hochtitri \ /
SR> M
T Expressions-
kinetik ‘Western-Blot ‘Western-Blot
=~ zur Analyse zur Analyse
Lof @ 24h
e
Q[g%? 48h
)
Densiometrische
X tifizi
A T ) Quantifizierung
Ga rekombinanter
Proteine
Abb. 3.2.1. Ubersicht iiber die Darstellung rekombinanter Proteine mithilfe

rAcMNPV-infizierter Insektenzellen

Mit hochtitrigen rekombinanten AcMNPVs wurde zunichst der
Zeitpunkt maximaler Expression bei Infektion von SF158-
Insektenzellen in einer Expressionskinetik ermittelt. Der hochtitrige
Virusstock diente danach zur Infektion von ca. 4x10® SF158-
Insektenzellen. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt optimaler
Expression lysiert und entweder aliquotiert und bei -80°C in PBS
gelagert oder iiber eine Affinitdts-Chromatographie aufgereinigt und
dann bei -80°C gelagert. Eine Quantifizierung der rekombinanten

Proteine erfolgte iiber eine densiometrische Analyse.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden eine Reihe von rekombinanten

Proteinen in AcMNPV-infizierten Insektenzellen exprimiert. Fiir die

Bindungsstudien von pp65 an Zellen wurden EGFP-Fusionsproteine
hergestellt, die unterschiedliche PTDs und eine um 30 Aminosduren N-

terminal verkiirzte Variante des pp65 enthielten. Die Proteine waren dabei
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jeweils N-terminal an EGFP fusioniert. Die PTD des HIV Tat-Proteins
fusioniert an EGFP (TatPTD-EGFP), die PTD des Drosophila Antennapedia-
Proteins fusioniert an EGFP (Penetratin-EGFP), sowie pp65 fusioniert an
EGFP (pp65-EGFP) und EGFP ohne weitere Modifikationen wurden dabei
durch Lyse der infizierten Zellen gewonnen. Das zur autologen Stimulation
von T Zellen eingesetzte pp65 wurde ebenfalls auf diese Weise erhalten. Um
die Aufnahme von pp65 und den EinfluB auf die Aktivierung von
Dendritischen Zellen zu zeigen, wurden zwei Fusionsproteine mit N-
terminalem GST- und 6fach Histidin- Anteil hergestellt. Im Falle von GST-
6fach Histidin fusioniert an pp65-EGFP (GST-His-pp65-EGFP) und GST-
6fach Histidin fusioniert an EGFP (GST-His-EGFP) wurden die Proteine nach
der Lyse der Insektenzellen iiber eine Affinitits-Chromatographie aufgereinigt

(siehe 2.16.). Eine Ubersicht der exprimierten Proteine ist in Abbildung 3.2.2.

dargestellt.
—|:> Protein — rAcMNPV
Polyhedrin-
Promoter
oo IR o
6xHIS
er]]  EGFP
6xHIS
Tat-PTD EGFP
4-YGRKKRRQRRR*
Penetratin EGFP
“RQIKIWFQNRRMKWKK
EGFP
Abb.3.2.2. Ubersicht iiber die im Laufe dieser Arbeit verwendeten Proteine

Die Proteine wurden durch rAcMNPV-infizierte Insektenzellen
exprimiert. Die Proteine sind von N-Terminus links nach C-Terminus

rechts dargestellt.
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Die Proteine wurden nach der Expression und gegebenenfalls der Aufreinigung
quantifiziert, um die Effizienzen bei der Bindung, Aufnahme, Stimulation und
Reifung von humanen DCs vergleichen zu kdnnen. Zunidchst wurde eine
Protein-Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt (sieche 2.15.). Die Reinheit
von GST-His-EGFP wurde mit Hilfe eines mit Coomassie Brilliant Blue
angefdarbten SDS-Polyacrylamidgeles auf 90 % bestimmt. Um die
Stoffmengen-konzentrationen der rekombinanten Proteine in den Insektenzell-
Lysaten  quantifizieren @ zu  konnen, wurden  zusdtzlich  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophoresen mit unterschiedlichen Verdiinnungen der
Proteine und Lysate durchgefiihrt (siche 2.17.1.). Nach Transfer der Proteine
auf eine Membran, Inkubation mit Antikorpern, die spezifisch fiir EGFP oder
pp65 waren, sowie einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper wurden
mittels einer Fluoreszenz-Reaktion Fluoreszenz-empfindliche Filme belichtet
(sieche 2.18.1. und 2.18.2.). Diese dienten nach der Entwicklung zur
Bestimmung der relativen Proteinkonzentrationen mit Hilfe des Vilber
Lourmat BIOID V6.31-Protein-Quantifizierungs-Programmes (Abb. 3.2.3.).
Durch den Vergleich mit aufgereinigtem GST-His-EGFP Protein lieen sich
somit die Stoffmengenkonzentrationen sidmtlicher Proteine bestimmen. Dabei
wurde liber das DNA-Star Programm (Version 04/95) das Molekulargewicht
von GST-His-EGFP iiber die Aminosdure-Abfolge auf 61,36 kDa ermittelt.
Mithilfe der Proteinkonzentration von 82 mg/l und der Reinheitsbestimmung
(90%) konnte so die Stoffmengenkonzentration des Proteins errechnet werden.
Dabei ergab sich eine Stoffmengenkonzentration von 121 nM. Eine Ubersicht
der erhaltenen Stoffmengenkonzentrationen sémtlicher Proteine ist in Tabelle
3.1. dargestellt. Bei den folgenden Experimenten wurden von den einzelnen
Antigenen Verdiinnungen gleicher Stoffmengenkonzentration in Medium

hergestellt.
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Abb.3.2.3. Quantifizierung rekombinanter Proteine

Mit den Proteinen GST-HIS-pp65-EGFP, GST-HIS-EGFP, pp65-
EGFP, TatPTD-EGFP, Penetratin-EGFP, EGFP, sowie pp65 und
kommerziellem CMV-Antigen (CMV-Ag) wurden in
unterschiedlicher Verdiinnung Western Blots mit Antikorpern gegen
EGFP (A,C,D) oder pp65 (B) und einem Peroxidase-gekoppeltem
Zweitantikorper  durchgefiihrt. Die  Stoffmengenkonzentrationen
wurden dann durch densiometrischen Abgleich mit pp65-EGFP
ermittelt. Als Grundlage dafiir diente die Stoffmengenkonzentration

von aufgereinigtem GST-His-EGFP.
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Tab. 3.1. Protein- und Stoffmengenkonzentrationen der verwendeten
Proteine
Fusionsprotein Proteinkonzentration Stoftmengenkonzentration
(mg/) (nM)

GST-His-pp65-EGFP 110 1,4
GST-His-EGFP 82 121
pp65-EGFP 2280 33
TatPTD-EGFP 2740 8235
Penetratin-EGFP 3630 2642

EGFP 2680 5833

pp65 1920 8,2

3.2.2. Das pp65-EGFP-Fusionsprotein bindet effizient an Monozyten

Protein-Antigene werden in vivo von DCs cross-prasentiert (den Haan et al.,
2000; Jung et al., 2002; Pooley et al., 2001). Ein Protein-Antigen sollte also
moglichst gezielt von diese Zellen gebunden und aufgenommen werden. Im
Blut befindet sich nur eine geringe Anzahl an DCs, da sie hauptsédchlich in der
Peripherie und in den lymphatischen Organen lokalisiert sind (Janeway et al.,
2001). Dies macht Untersuchungen zur Bindung an humane DCs in PBMC-
Préaparationen des Blutes dulerst schwierig. Monozyten dagegen sind in grof3er
Zahl im Blut vorhanden und Vorlduferzellen der DCI1. Durch ihre hohe
phagozytotische Aktivitét sind sie in der Lage, Pathogene aufzunehmen und zu
zerstoren. Sie exprimieren grole Mengen an Mannose-Rezeptoren, die bei der

Préasentation von Lipid-Antigenen eine Rolle spielen. AuBlerdem exprimieren
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siec TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5 und TLR8 sowie M-CSF-Rezeptor, welche
auch von den aus Monozyten differenzierten DCI exprimiert werden

(Kadowaki et al., 2001; Menetrier-Caux et al., 1998; Palucka et al., 1998).

Zunichst sollte daher getestet werden, ob die Bindung von pp65 besonders
effizient an Monozyten stattfindet. Dazu wurden 2x10° PBMC von drei
Blutspendern mit pp65-EGFP der Stoffmengenkonzentration von 33 nM oder
mit dem Lysat AcMNPV-infizierter Zellen gleicher Proteinkonzentration fiir
zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellen mit Antikorpern gegen Oberflichenmolekiile angefarbt und
durchfluBzytometrisch charakterisiert. Dabei wurden CD19" als B Zellen,
CD3" Zellen als T Zellen, CD14'CD4" Zellen als Monozyten und CD3’
CD16'CD56" Zellen als NK Zellen definiert (Cooper ef al., 2001; Hernandez-
Campo et al., 2006; Moretta et al., 1989; Tedder et al., 1994). In Abbildung
3.2.4. ist der Anteil der Populationen an der Gesamtzahl der betrachteten pp65-
EGFP positiven Zellen dargestellt. Bei den betrachteten Populationen der drei
Donoren ist die Population der Monozyten diejenige, welche pp65-EGFP am
stirksten bindet. Abhéngig vom betrachteten Spender sind 76 % bis 89 % der
pp65-EGFP-positiven Zellen Monozyten, 6 % bis 13 % T Zellen, 3 % bis 8 %
B Zellen und nur 1 % bis 2 % NK Zellen. Daher scheint pp65-EGFP besonders

effektiv an die Vorlduferzellen der DC1 zu binden.
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Abb.3.2.4. pp65-EGFP bindet bei Inkubation mit humanen PBMC effizient
an Monozyten
2x10° PBMC von drei Spendern wurden mit jeweils pp65-EGFP (33
nM) und Lysat  AcMNPV-infizierter = Zellen  gleicher
Proteinkonzentration fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen
Oberflaichenmolekiile angefarbt und durchfluBzytometrisch bestimmt.
Dabei wurden CD19" Zellen als B Zellen, CD3" Zellen als T Zellen,
CD14°CD4" Zellen als Monozyten und CD3'CD16'CD56" Zellen als
NK Zellen definiert. Dargestellt ist der Anteil der Populationen an der
Gesamtzahl der betrachteten pp65-EGFP positiven Zellen.

3.2.3. Vergleich von pp65 mit den Transduktionsdoméinen TatPTD und
Penetratin bei der Bindung an unreife humane Dendritische

Zellen

Der erste Schritt bei der Cross-Présentation eines Protein-Antigens besteht aus
der Aufnahme des Proteins durch die Zelle. Dies kann Rezeptor-vermittelt oder
auch mit geringerer Effizienz Rezeptor-unabhéngig durch beispielsweise
Makropinozytose geschehen. PTDs binden vermutlich nicht spezifisch an

Rezeptoren, sondern durch elektrostatische = Wechselwirkungen mit
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Polyanionen an die Zelloberfliche (Leifert & Whitton, 2003). Bei In-Vivo-
Immunisierungen ist die Stimulation der CD8" T Zellen durch PTD-gekoppelte
Immunogene im Vergleich zu einer Peptidstimulation ineffizient. Als Kandidat

fiir ein effizientes Translokatorisches Protein sollte pp65 daher effektiver, als

bereits beschriebene PTDs, an DCs binden.

Nach Darstellung von pp65, Penetratin und TatPTD mit C-terminalem EGFP-
Fusionsanteil sollte zundchst die in der Literatur beschriebene durch Penetratin
und TatPTD verbesserte Bindung von EGFP an DCs reproduziert werden
(Batchu et al., 2005). Dazu wurden 2x10° iDCs fiir zwei Stunden bei 37°C in
Anwesenheit der EGFP-Fusionsproteine TatPTD-EGFP und Penetratin-EGFP,
sowie EGFP in der Stoffmengenkonzentration von 4 puM inkubiert. Als
Kontrolle dienten allein mit Medium inkubierte DCs. Nach Ablauf der
Inkubationszeiten wurden die Zellen gewaschen und mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern  gegen  CDla  gefarbt. Die  Auswertung  erfolgte
durchflulzytometrisch. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.5. dargestellt.

Bei der eingesetzten Stoffmengenkonzentration von 4 uM wurde EGFP nur im
geringen Mafle von iDCs gebunden. Unter 1% der iDCs waren EGFP-positiv.
Im Gegensatz dazu fiihrte die N-terminale Fusion der TatPTD zu einer
Verbesserung der Bindung an iDCs. Die Anzahl EGFP-positiver Zellen war
auf 18% gestiegen. Durch die Fusion mit Penetratin konnte allerdings die
Bindung nochmals auf 51% EGFP-positiver iDCs gesteigert werden. Die N-
terminale Fusion von Pentratin und TatPTD fiihrte also tatséchlich zu einer

verbesserten Bindung von EGFP an iDCs.
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Die PTD-EGFP-Fusionsproteine TatPTD-EGFP und Penetratin-
EGFP binden effizient an unreife humane Dendritische Zellen

2x10° iDCs wurden fiir zwei Stunden bei 37°C in Anwesenheit von
TatPTD-EGFP, Penetratin-EGFP und EGFP (jeweils 4 uM) inkubiert.
Als Kontrollen dienten allein mit Medium inkubierte iDCs. Nach
Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Zellen gewaschen und mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CDla geférbt. Die
Auswertung erfolgte durchfluBzytometrisch. Dargestellt sind die
Prozentzahlen CDla-positiver Zellen, die gleichzeitig EGFP-positiv
waren. Die Fehlerbalken reprisentieren Standardabweichungen von

zwei parallelen Versuchsansitzen.

Um die Bindung von pp65 mit Penetratin und TatPTD vergleichen zu kdnnen,

wurden die Fusionsproteine mit dem C-terminalen EGFP-Fusionsanteil in

gleicher Stoffmengenkonzentrationen von jeweils 33 nM und 17 nM

eingesetzt. 2x10° iDCs zweier Blutspender wurden fiir zwei Stunden bei 37°C

in Anwesenheit von pp65-EGFP, TatPTD-EGFP, Penetratin-EGFP und EGFP

inkubiert. Als Kontrollen dienten allein mit Medium inkubierte iDCs. Nach

Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Zellen gewaschen und mit
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fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CDla gefirbt. Die Auswertung
erfolgte durchfluzytometrisch. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.6.
dargestellt.

Es zeigte sich, dass bei einer Stoffmengenkonzentration von 33 nM und 17 nM
die Bindung von Pentratin-EGFP, TatPTD-EGFP und EGFP an iDCs kaum
noch nachweisbar ist. Die Anzahl EGFP-positiver Zellen lag hier durchgingig
bei beiden Blutspendern unter 1 %. Dagegen war die Bindung von pp65-EGFP
an iDCs effektiver, bei 17 nM waren 17 %, bzw. 32 % der iDCs EGFP-positiv.
Durch den Einsatz von der doppelten Menge an Protein liel sich die Anzahl

EGFP-positiver iDCs auf 26 %, bzw. 56 % ebenfalls nahezu verdoppeln.
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Abb. 3.2.6. pp65-EGFP bindet mit hoherer Effizienz an humane Dendritische
Zellen als TatPTD-EGFP und Penetratin-EGFP
2x10° iDCs wurden fiir zwei Stunden bei 37°C in Anwesenheit der
EGFP-Fusionsproteine pp65-EGFP, TatPTD-EGFP und Penetratin-
EGFP, sowie EGFP (33 nM (schwarze Balken) und 17 nM (graue
Balken)) inkubiert. Als Kontrolle dienten allein mit Medium
inkubierte iDCs. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die
Zellen gewaschen und mit fluoreszenzmarkierten Antikoérpern gegen
CDla gefirbt. Die Auswertung erfolgte durchfluBzytometrisch.
Dargestellt sind die Prozentzahlen CDla-positiver Zellen, die
gleichzeitig EGFP-positiv waren. Die Fehlerbalken reprisentieren

Standardabweichungen von zwei parallelen Versuchsansitzen.

3.2.4. Effiziente Aufnahme von pp65 mit N- und C-terminalem

Fusionsanteil in unreife humane Dendritische Zellen

Nachdem unter 3.2.3. gezeigt werden konnte, dass pp65-Fusionsprotein im
Gegensatz zu Penetratin- und TatPTD-Fusionsproteinen mit hoherer Effizienz
an 1DCs binden, sollte im Folgenden gezeigt werden, dass pp65-
Fusionsproteine von den iDCs nicht nur verbessert gebunden, sondern auch
verbessert aufgenommen werden. Um gleichzeitig zu zeigen, dass die
Aufnahme dabei unabhingig von der Position des Fusions-Anteils ist, wurde
ein pp65-Fusionsprotein hergestellt, das neben dem C-terminalen EGFP-
Fusionsanteil auch einen N-terminalen GST-6fach Histidin-Anteil besitzt

(GST-His-pp65-EGFP)(siehe 3.2.1.).

Bei einer durchfluBzytometrischen Analyse der Fluoreszenz-positiven Zellen
nach Inkubation mit EGFP-Fusionproteinen kann man nicht unterscheiden, ob
das Protein aufgenommen, oder nur an die Zelle gebunden wurde. Um dieses
Problem zu 16sen, ist fir durchfluBzytometrische Aufnahmestudien von PTD-
Fusionsproteinen eine Methode beschrieben worden, bei der durch eine
Trypsin-Behandlung gebundenes Protein vor der Analyse von der

Zelloberflache abgedaut wird (Loison ef al., 2005; Richard et al., 2003). Diese
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Methode sollte nun fiir den Nachweis der Aufnahme von N- und C-terminal
fusioniertem pp65 herangezogen werden. 2x10° iDCs wurden dazu fiir zwei
Stunden bei 37°C in Anwesenheit der EGFP-Fusionsproteine GST-His-pp65-
EGFP und GST-His-EGFP bei einer Stoffmengenkonzentration von 1,4 nM
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Zellen gewaschen
und fiir 30 Minuten mit 0,25-prozentiger Trypsinlosung oder PBS bei 37°C
behandelt. Nach erneutem  Waschen wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CDla gefdarbt. Die Auswertung
erfolgte durchfluzytometrisch. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.7.
dargestellt.
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Abb. 3.2.7. Die durchfluBzytometrische Analyse eignet sich nicht zum
Nachweis der Aufnahme von pp65 durch humane Dendritische
Zellen
2x10° iDCs wurden fiir zwei Stunden bei 37°C in Anwesenheit der
EGFP-Fusionsproteine GST-His-pp65-EGFP und GST-His-EGFP
(jeweils 1,4 nM) inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und
fiir 30 Minuten mit 0,25-prozentiger Trypsinlésung oder PBS bei
37°C behandelt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen CDla gefarbt. Die
Auswertung erfolgte durchfluzytometrisch. Dargestellt sind die
Prozentzahlen CDla-positiver Zellen, die gleichzeitig EGFP-positiv
waren. Die Fehlerbalken reprisentieren Standardabweichungen von

zwei parallelen Versuchsansétzen.
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Das GST-His-pp65-EGFP Fusionsprotein wurde bei der eingesetzten
Konzentration von 1,4 nM im Gegensatz zum GST-His-EGFP Fusionsprotein
verbessert von den iDCs gebunden. 6 % der iDCs sind EGFP-positiv, im
Gegensatz dazu sind nur 0,6 % der GST-His-EGFP-inkubierten iDCs EGFP-
positiv. Nach der Trypsinbehandlung sinkt allerdings die Anzahl EGFP-
positiver iDCs bei beiden EGFP-Fusionsproteinen auf unter 0,5 %.
Moglicherweise war die eingesetzte Konzentration von 1,4 nM zu gering, um
die EGFP-Fluoreszenz innerhalb der Zelle nachzuweisen. Die publizierten
durchfluzytometrischen PTD-Aufnahmestudien wurden jedenfalls mit weit
hoherer Proteinkonzentration durchgefiihrt (Loison et al., 2005; Richard et al.,
2003).

Die durchflulzytometrische Analyse nach Trypsinverdau konnte nicht zum
Nachweis der verbesserten Aufnahme von pp65 herangezogen werden (siche
oben). Daher sollte die gegeniiber GST-His-EGFP vermutlich verbesserte
Aufnahme von GST-His-pp65-EGFP durch eine Immunfluoreszenz gezeigt
werden, die das EGFP-Fluoreszenzsignal spezifisch verstirkt. Dazu wurden
2x10° iDCs fiir zwei Stunden bei 37°C in Anwesenheit der EGFP-
Fusionsproteine ~ GST-His-pp65-EGFP  und  GST-His-EGFP  einer
Stoffmengenkonzentration von 1,4 nM inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeiten wurden die Zellen gewaschen und fiir 30 Minuten mit 0,25-
prozentiger Trypsinlosung oder PBS bei 37°C behandelt. Nach erneutem
Waschen wurden die Zellen mit Antikorpern gegen EGFP und einem FITC-
gekoppelten Zweitantikorper geférbt. Der Zellkern wurde auBBerdem mit DAPI
angefarbt. Danach wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.8. dargestellt. Bei der eingesetzten
Menge von 1,4 nM lieB sich bei GST-His-EGFP und GST-His-pp65-EGFP-
inkubierten Zellen in den iDCs ein Fluoreszenz-Signal nachweisen. Im
Gegensatz zu GST-His-EGFP-inkubierten iDCs war das Fluoreszenz-Signal
der GST-His-pp65-EGFP-inkubierten iDCs allerdings verstirkt. AuBerdem
schien hier ein hoherer Anteil der iDCs Fluoreszenz-positiv zu sein. Im
Gegensatz zur durchflulzytometrischen Analyse zeigte sich bei der
Immunfluoreszenz nach Trypsinverdau kein Verlust des Fluoreszenzsignals.

Daher nahmen iDCs pp65-Fusionsproteine tatsdchlich verbessert auf.
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Nachweis der effizienten Aufnahme von pp65 mit N- und C-
terminalem Fusionsanteil in humane Dendritische Zellen durch
Immunfluoreszenz

2x10° iDCs wurden fiir zwei Stunden bei 37°C in Anwesenheit der
EGFP-Fusionsproteine GST-His-pp65-EGFP und GST-His-EGFP
(jeweils 1,4 nM) inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und
fir 30 Minuten mit 0,25-prozentiger Trypsinlosung oder PBS bei
37°C behandelt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit
Antikorpern  gegen EGFP und einem  FITC-gekoppelten
Zweitantikorper gefirbt. Der Zellkern wurde auflerdem mit DAPI
angefirbt. Ausgewertet wurden die Fluoreszenzen durch Fluoreszenz-
Mikroskopie. Dargestellt sind die EGFP/FITC-Fluoreszenzen in griin
(A,C.E,G) und die DAPI-Fluoreszenz in blau (B,D,F,H) ecines
repriasentativen Blutspenders von insgesamt zwei untersuchten

Blutspendern.
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3.2.5. Durch unreife humane Dendritische Zellen prisentiertes pp65
induziert eine antigenspezifische CD4" und CD8" Gedichtnis-T

Zell-Stimulation

Unreife DCs sind besonders gut in der Lage, Antigene aufzunehmen und zu
prasentieren. Die Antigene werden allerdings in vielen Fillen nur in
Zusammenhang mit MHC-II-Molekiilen prasentiert und induzieren daher meist
nur humorale Immunantworten (Shedlock & Weiner, 2000). Effektiven Schutz
vor Infektionen bietet jedoch meist nur die Kombination von zelluldrer und
humoraler Immunitédt. Die Présentation von exogenen Antigenen im MHC-I-
Prisentationsweg wird in vivo nur von DCs geleistet (den Haan et al., 2000;
Jung et al., 2002; Pooley et al., 2001). Bisher ist allerdings unklar, welche
Eigenschaften ein Protein-Antigen aufweisen muss, um effektiv cross-
prasentiert zu werden. Bei PTD-Fusionsproteinen nimmt man an, dass die PTD
den Transfer der Proteine in das Zytoplasma erleichtern, wo sie dann fiir die
MHC-I-Préisentationsweg prozessiert werden (Leifert & Whitton, 2003). Das
pp65 wird im Zusammenhang mit HCMV-Virionen oder HCMV-,Dense
bodies* effektiv cross-priasentiert (Gilbert et al., 1996; Grefte et al., 1992;
Riddell et al., 1991). Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass
pp65 die Aufnahme von fusionierten Proteinen in DCs verbessert. Die
Voraussetzung dafiir, dass pp65 auch die Cross-Prisentation der fusionierten
Proteine verbessert, wére zunichst die effektive Cross-Prasentation von pp65
ohne Beteiligung von HCMV-Partikeln durch DCs. Dies sollte im folgenden

unter Benutzung eines autologen Stimulationsmodells getestet werden.

Die Stimulation von antigenspezifischen Gedéachtnis- T Zellen durch autologe
DCs wurde bereits als geeignete Methode beschrieben, um die Cross-
Prisentation von pp65 im Zusammenhang mit HCMV-Partikeln zu testen (Tabi
et al., 2001). Die DCs sollen dabei das Antigen aufnehmen und cross-
prisentieren. Eine Ubersicht dieser Methode ist in Abbildung 3.2.9. dargestellt.
Aus humanen Leukozyten-Konzentraten (siehe 2.20.1.) wurden zunichst
Mononukledre Zellen des peripheren Blutes ,,peripheral blood mononuclear
cells* (PBMC) isoliert (sieche 2.20.2.) und diese durch Adhéirenz in Monozyten
und PBL getrennt (siehe 2.20.3.). Die PBL wurden dann in fliissigem Stickstoff
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eingefroren (siche 2.5.4.), wiahrend die Monozyten tliber sechs Tage zu iDCs
ausdifferenziert wurden (siche 2.22.). Dann erfolgte iiber zwei Stunden die
Inkubation der iDCs mit den Antigenen. In dieser Zeit sollten die iDCs das
Antigen aufgenommen, prozessiert und prisentiert haben (Ackerman et al.,
2005). Um an iDCs gebundenes Antigen zu entfernen, wurden die iDCs
anschlieffend iiber 30 Minuten mit 0,25 prozentigem Trypsin inkubiert und
dann gewaschen. Die PBL wurden aufgetaut und zu den antigenbeladenen
iDCs gegeben und nach der unter 2.23.2. angegebenen Methode stimuliert.
Nach der Fixierung der Zellen wurde das Effektormolekiil IFN-y in
Kombination mit CD69, was friih nach Aktivierung auf den T Zellen
exprimiert wird, mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Antikérper angefdrbt (Reddy
et al, 2004). Zusitzlich wurden noch CD4 oder CD8 mit Hilfe
fluoreszenzmarkierter Antikdrper angefirbt, um die stimulierten T Zell-
Populationen  unterscheiden zu  konnen. Die  Analyse erfolgte

durchfluBzytometrisch.

Die Methode der Stimulation von T Zellen durch autologe iDCs setzt voraus,
dass das Antigen tatsdchlich von den iDCs selbst prozessiert und préisentiert
wird. Um auszuschlieen, dass an iDCs gebundenes Antigen durch andere
Zellen aufgenommen und prozessiert wird, sollte ein Trypsinverdau der
Antigen-inkubierten iDCs durchgefiihrt werden. Zunéchst sollte daher
untersucht werden, ob und inwieweit der Verdau mit Trypsin die Expression
von HLA- und kostimulatorischen Molekiilen beeinfluBt. Dazu wurden 1 x 10°
iDCs flir 30min in 0,25-prozentiger Trypsinlésung oder PBS bei 37°C
inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen gefarbt und die Expression
der HLA- und der kostimulatorischen Molekiille, sowie CD83 im
Durchflusszytometer bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.10.
dargestellt und in Tabelle 3.2.2. zusammengefasst. Offensichtlich hatte der
Trypsinverdau keinen Einflul auf die Expression der Oberflichenmolekiile.
Die Expression von HLA- und kostimulatorischen Molekiilen war bei Trypsin-
behandelten Zellen vergleichbar mit unbehandelten Zellen. Lediglich CD80
scheint im geringeren Mafle auf der Oberfiche Trypsin-behandelter Zellen
exprimiert zu sein. Da bei Stimulation von T Zellen durch autologe Trypsin-

behandelte iDCs die Kostimulation iiber Antikorper geleistet wurde, war die
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Bedeutung fiir die Stimulation der T Zellen mit dieser Methode allerdings

gering. HLA-I war auf Trypsin-behandelten Zellen sogar vermehrt

nachweisbar. Mdoglicherweise 148t sich dies durch eine schnelle Erneuerung

abgedauter HLA-I-Molekiile aus der Zelle erkliren (lezzi et al., 1998;

Langenkamp et al., 2000). Trypsin-behandelte iDCs schienen immer noch in

der Lage zu sein, HLA- und kostimulatorische Molekiile an der Oberfliache zu

prasentieren, was eine Voraussetzung fiir eine antigenspezifische Stimulation

von T Zellen darstellte.

+IL-4 +Antigen (2h)

Monozyten » unreife Antigen-beladene
+GM-CSF (6d) DC +/-BFA DC
+Trypsin
FICOLL (30 min)
Adhiirenz (1h)
Achen
PBMC PBL (N,) W PBLADC
+anti-CD28
l+anti-CD49d
(2h)
+BFA
(4h)
l Fixieren
FACS (CD4/CDS+IFN-y+CD69)
Abb. 3.2.9. Ubersicht iiber die In-Vitro-Stimulation autologer

antigenspezifischer T Zellen durch humane Dendritische Zellen

Dargestellt sind der zeitliche Verlauf und die Parameter der
Stimulation autologer T Zellen durch humane DCs. Die Abbildung
beschreibt die Isolierung beider Zellpopulationen, sowie den
zeitlichen Verlauf der In-Vitro-Differenzierung von DCs aus humanen
CD14-positiven Monozyten. Ferner stellt die Abbildung die Parameter
der Antigen-Aufnahme und Behandlung der Antigen-beladenen DCs
vor der Stimulation dar. Die Parameter der Stimulation und der

anschliefenden Analyse sind ebenfalls graphisch erfasst.
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Abb. 3.2.10. Die Expression Kkostimulatorischer Oberflichenproteine und

HLA-Molekiile auf humanen Dendritischen Zellen wird durch
Trypsinverdau nur schwach beeinflufit

1x10° iDCs wurden fiir 30 min in 0,25-prozentiger Trypsinlosung oder
PBS bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen
gefarbt und die Expression der charakteristischen Reifungsmarker im
Durchflusszytometer bestimmt. In den Histogrammen ist die mittlere
Fluoreszenzintensitdt gegen die Anzahl der vermessenen Zellen
aufgetragen. Die durchgezogenen Linien stellen die Expressionsstirke
der jeweiligen Oberflichenantigene und die gestrichelten Linien die
Hintergrundfluoreszenz dar. Die zugehorigen Werte flir die mittlere
Fluoreszenzintensitit und den prozentualen Anteil positiver Zellen
sind in Tabelle 3.2.2. aufgefiihrt Dargestellt sind die Werte eines
repriasentativen Blutspenders von insgesamt zwei untersuchten

Blutspendern.
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Tab. 3.2.2.:  Expression der charakteristischen Reifungsmarker auf humanen
DCs nach Trypsinbehandlung
Dargestellt sind die im Durchflusszytometer bestimmten mittleren
Fluoreszenzintensititen fiir die Oberflichenantigene CD86, CD80,
HLA-II und HLA-I und der prozentuale Anteil an CD83-positiven
DCs nach Trypsinbehandlung

Mittlere Fluoreszenzintensitéit Prozent
Reagenz CDg80 CD86 HLA-I HLA-II CD83
(A/B/C) (DR/
DP/DQ)
PBS 27 36 275 258 1
Trypsin 13 38 354 280 1

Alle in diesem Experiment eingesetzten Dendritischen Zellen exprimierten zu mehr

als 90 % CD1a und weniger als 2 % CD14.

Der Trypsinverdau hat nur schwachen Einflul auf die Féhigkeit von iDCs,
HLA- und kostimulatorische Molekiile zu exprimieren (siche oben). Im
Folgenden wurde daher getestet, ob pp65 durch iDCs cross-prasentiert werden
kann. pp65-inkubierte iDCs sollten nach Trypsin-Behandlung neben CD4" T
Zellen auch CD8" T Zellen antigenspezifisch stimulieren kénnen. Dazu wurden
2x10° humane iDCs fiir zwei Stunden mit pp65 der Stoffmengenkonzentration
0,1 nM oder mit Lysat AcMNPV-infizierter Insektenzellen gleicher
Proteinkonzentration bei 37°C inkubiert. Danach wurden die DCs mit Trypsin
oder PBS behandelt, gewaschen und zusammen mit anti-CD28 und anti-CD49d
im Verhéltnis DCs zu T Zellen 1:10 oder 1:1 zu autologen PBL gegeben. Zum
Vergleich der Effizienz der Cross-Prasentation durch DCs wurden parallel
2x10° PBMC desselben Spenders mit pp65 oder Lysat AcMNPV infizierter
Insektenzellen bei 37°C stimuliert (siche 2.23.1.). Nach zwei Stunden wurde

die Zytokinsekretion durch BFA-Zugabe inhibiert, nach weiteren vier Stunden
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die Zellen fixiert und eine Farbung mit Antikorpern gegen CD4 oder CDS8 in
Kombination mit Antikérpern gegen CD69 und IFN-y durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.11. dargestellt.

Bei Durchfiihrung des Experimentes mit Zellen eines HCMV-positiven
Spenders zeigte sich, dass durch Zugabe von pp65-inkubierten, mit Trypsin-
behandelten iDCs zu autologen PBL sowohl CD4" (Abbildung 3.2.11 (A)), als
auch CD8" Gedichtnis- T Zellen (Abbildung 3.2.11. (B)) stimuliert wurden.
Die Stimulation war in beiden Fillen Antigen-spezifisch, da das Lysat
AcMNPV infizierter Insektenzellen bei vergleichbarer Proteinkonzentration
nur eine schwache Hintergrundstimulation der Gedichtnis- T Zellen ausgeldst
hat. Dafiir sprach auch, dass bei einem HCMV-negativen Spender durch die
pp65-inkubierten iDCs nur schwache Gedichtnis- T Zell-Antworten ausgeldst
werden, die vergleichbar zu mit Lysat AcMNPV-infizierter Insektenzellen-
behandelter iDCs sind. Die Stimulation durch autologe iDCs beim HCMV-
positiven Spender ist in der Stirke abhéngig von Verhiltnis der iDCs zu den T
Zellen in der PBL-Fraktion. Je mehr iDCs vorhanden sind, desto stirker die
Stimulation. Sie war im Falle der CD4" Gedichtnis- T Zellen bei einem
gleichen Verhiltnis von iDCs zu T Zellen sogar héher, als bei der Stimulation
von PBMC, die ja nur sehr geringe Mengen DCs enthalten. Die Stimulation der
CD8" Gedichtnis- T Zellen ist bei diesem iDCs zu T Zell-Verhiltnis dagegen
nur genauso hoch, wie bei der Stimulation der PBMC, hier wird die Cross-
Prisentation im In-Vitro-Stimulationsmodell vermutlich auch von Monozyten
geleistet (Neijssen et al., 2005). Die Trypsin-Behandlung der iDCs hat keinen
EinfluB auf die Stimulation der T Zellen. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die beobachtete Gedichtnis-T Zell-Stimulation durch iiber iDCs

prozessiertes und présentiertes pp65 ausgeldst wurde.
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% IFN-y-und CD69-doppelpositiver Lymphozyten

A
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Spender 1 2 Spender 1
HCMVH) 5. (HCMV+)
1
1,
0,5
0,5,
0 - 0
1:10  1:1 1:10  1:1 110 1:1 1:10 1:1
Zellen: pBMC  DC/T  PBMC  DCIT PBMC DC/T PBMC DC/T
Antigen: pp65 wt ppo65 wt
2 PB
15 Spender 2 Spender 2 . S
(HCMV-) | (HCMV-) [ Trypsin
L] ;
1
0,5 -
0,5
O,Lrﬂ_rm_ﬂ 0,4,_'__#'_—__[7_'_;'_‘_:]_'_&
1:10  1:1 1:10  1:1 1:10_ 1:1 1:10  1:1
Zellen: PBMC DCT PBMC DC/T PBMC DCT PBMC DC/T
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Abb. 3.2.11. Prisentation von pp65 durch autologe Dendritische Zellen

stimuliert antigenspezifische CD4" und CD8" Gedichtnis- T Zell-
Antworten

2x10° von aus Monozyten differenzierten humanen DCs wurden fiir
zwei Stunden mit pp65 (0,1 nM) und als Kontrolle mit Lysat
AcMNPV-infizierter Insektenzellen gleicher Proteinkonzentration
(wt) bei 37°C inkubiert. Danach wurden die DCs mit Trypsin oder
PBS behandelt, gewaschen und zusammen mit anti-CD28 und anti-
CD49d im Verhiltnis DCs zu T Zellen 1:10 oder 1:1 zu autologen
PBL gegeben. Zur Kontrolle der Stimulation wurden parallel 2x10°
PBMC desselben Blutspenders mit pp65 (0,1 nM) oder wt bei 37°C
inkubiert. Nach zwei Stunden wurde die Zytokinsekretion durch BFA-
Zugabe inhibiert, nach weiteren vier Stunden die Zellen fixiert und
eine Farbung mit Antikérpern gegen CD4 oder CD8 in Kombination
mit Antikorpern gegen CD69 und IFN-y durchgefiihrt. Dargestellt sind
die Prozentzahlen CDG69'IFN-y'CD4" T Zellen (A) und
CD69TFN-y'CD8" T Zellen (B) eines HCMV- positiven
Blutspenders, sowie eines HCMV-negativen Blutspenders. Die
Fehlerbalken reprisentieren Standardabweichungen von zwei

parallelen Versuchsansétzen.
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3.2.6. Rekombinantes exogenes pp65 hat keinen Einfluff auf die

phinotypische Reifung unreifer humaner Dendritischer Zellen

Die Induktion einer CD8" T Zell-Antwort ist nicht nur abhingig von einer
effizienten Cross-Préisentation des Antigens, sondern auch von einer addquaten
Aktivierung der DCs. Losliche Faktoren, wie IFN-a (Cho et al., 2002) oder
TLR-Liganden, wie beispielsweise LPS (van Mierlo et al., 2004) 16sen bei
iDCs die Expression von MHC und CD80, sowie CD86 aus und erhdhen so
deren T Zell- stimulatorische Kapazitit um das 100-fache (Lanzavecchia &
Sallusto, 2001). Dariiber hinaus kénnen diese Faktoren die Cross-Présentation
von exogenen Antigenen steigern (Beignon et al., 2003; Brimnes et al., 2003;
Cho et al., 2002; Le Bon et al., 2003; van Mierlo et al., 2004; West et al.,
2004). Daher sollte ein ideales Protein zur Immunisierung neben einer
effektiven Cross-Priasentation auflerdem eine Aktivierung der DCs auslosen
oder eine Aktivierung durch andere Faktoren zulassen. Daher sollte zunéchst
untersucht werden, ob pp65 die Expression von HLA- und kostimulatorischen

Molekiilen, sowie CD83 verstirkt und somit eine Aktivierung der iDCs ausldst.

1x10° iDCs wurden fiir zwei Tage mit GST-His-pp65-EGFP und GST-His-
EGFP einer Stoffmengenkonzentration von jeweils 0,1 nM kultiviert. Als
Negativkontrolle dienten unstimulierte iDCs. Als Positivkontrolle wurden iDCs
mit LPS (100 ng/ml) inkubiert. Die Expression der charakteristischen
Reifungsmarker wurde nach Fiarbung der Oberflichenmolekiile im
Durchflusszytometer bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2.12.
dargestellt und in der Tabelle 3.2.3. zusammengefasst. Es lieB sich keine
Erhohung der Expression von HLA- und kostimulatorischen Molekiilen oder
CD83 durch pp65 bei den iDCs nach 48 Stunden feststellen. Im Gegensatz
dazu fiihrte LPS sehr wohl zu einer Erhéhung der Expression von HLA- und
kostimulatorischen Molekiilen. Nach der Inkubation mit LPS waren auerdem

8 % der iDCs CD83-positiv. Pp65 16ste daher keine Aktivierung der iDCs aus.
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Expression charakteristischer Reifungsmarker auf humanen
Dendritischen Zellen in Abhéingigkeit von pp65

1x10° iDCs wurden zwei Tage mit GST-His-pp65-EGFP und GST-
His-EGFP (jeweils 0,1 nM) kultiviert. Als Negativkontrolle dienten
unstimulierte iDCs. Als Positivkontrolle wurden iDCs mit LPS (100
ng/ml)  inkubiert. Die  Expression der charakteristischen
Reifungsmarker wurde nach Férbung der Oberfldchenmolekiile im
Durchflusszytometer bestimmt. In den Histogrammen ist die mittlere
Fluoreszenzintensitit gegen die Anzahl der vermessenen Zellen
aufgetragen. Die durchgezogenen Linien stellen die Expressionsstirke
der jeweiligen Oberflichenantigene und die gestrichelten Linien die
Hintergrundfluoreszenz dar. Die zugehdrigen Werte flir die mittlere
Fluoreszenzintensitit und den prozentualen Anteil positiver Zellen
sind in Tabelle 3.2.3. aufgefiihrt. Dargestellt sind die Werte eines
von untersuchten

reprasentativen Blutspenders insgesamt zwei

Blutspendern.
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Tab. 3.2.3.: Expression charakteristischer Reifungsmarker auf humanen
Dendritischen Zellen in Abhéngigkeit von pp65
Dargestellt sind die im Durchflusszytometer bestimmten mittleren
Fluoreszenzintensitiaten fiir die Oberflichenantigene CD86, CD80,
HLA-II und HLA-I und der prozentuale Anteil an CD83-positiven

DCs.
Mittlere Fluoreszenzintensitat Prozent
Stimulus CD80 CD86 HLA-I HLA-II CD&3
(A/B/C) (DR/
DP/DQ)
unstimuliert 28 48 92 84 0
GST-His-pp65-EGFP 33 64 77 71 0
GST-His-EGFP 28 47 85 84 0
LPS 72 180 278 372 8

Alle in diesem Experiment eingesetzten Dendritischen Zellen exprimierten zu mehr

als 90 % CD1a und weniger als 2 % CD14.

Da pp65 keine Aktivierung von iDCs induzierte, musste sie durch andere
Faktoren geleistet werden, um eine effektive Stimulation von T Zellen zu
induzieren. Im Folgenden sollte daher getestet werden, ob pp65 die
Aktivierung von iDCs durch LPS beeinfluft. Dazu wurden 1x10° iDCs fiir
zwei Tage mit 100 ng/ml LPS in Kombination mit GST-His-pp65-EGFP und
GST-His-EGFP einer Stoffmengenkonzentration von jeweils 0,1 nM oder ohne
Fusionsprotein-Zugabe kultiviert. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte
iDCs. Die Expression der charakteristischen Reifungsmarker wurde nach
Farbung der Oberflichenmolekiile im Durchflusszytometer bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.14. dargestellt und in der Tabelle 3.2.4.
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zusammengefasst. LPS induzierte eine Expressionssteigerung von HLA- und

kostimulatorischen Molekiilen, sowie CD83. Durch Zugabe von GST-His-

pp65-EGFP wurde die Expressionshohe der charakteristischen Reifungsmarker
der LPS- behandelten DCs nicht vermindert.
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Abb. 3.2.13 Expression charakteristischer Reifungsmarker humaner LPS-

stimulierter Dendritischer Zellen in Abhiingigkeit von pp65

1x10° iDCs wurden zwei Tage mit LPS (100 ng/ml) in Kombination
mit GST-His-pp65-EGFP und GST-His-EGFP (jeweils 0,1 nM)
kultiviert. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte iDCs. Als
Positivkontrolle wurden iDCs mit LPS (100 ng/ml) inkubiert. Die
Expression der charakteristischen Reifungsmarker wurde nach Féarben
der Oberflichenmolekiile im Durchflusszytometer bestimmt. In den
Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitit gegen die Anzahl
der vermessenen Zellen aufgetragen. Die durchgezogenen Linien
stellen die Expressionsstirke der jeweiligen Oberflichenantigene und

die gestrichelten Linien die Hintergrundfluoreszenz dar. Die
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zugehorigen Werte fiir die mittlere Fluoreszenzintensitdt und der

prozentuale Anteil positiver Zellen sind in Tabelle 3.2.4. aufgefiihrt.

Dargestellt sind die Werte eines reprisentativen Blutspenders von

insgesamt zwei untersuchten Blutspendern.

Tab. 3.2.4. Expression charakteristischer Reifungsmarker humaner LPS-
stimulierter Dendritischer Zellen in Abhingigkeit von pp65
Dargestellt sind die im Durchflusszytometer bestimmten mittleren
Fluoreszenzintensititen fiir die Oberflichenantigene CD86, CDS80,
HLA-II und HLA-I und der prozentuale Anteil an CD83-positiven
DCs in Abhingigkeit von LPS und pp65.
Mittlere Fluoreszenzintensitét Prozent
Stimulus CDS80 CD86 HLA-I HLA-II CD83
(A/B/C) (DR/
DP/DQ)
unstimuliert 39 44 81 180 0
LPS+ 67 113 184 578 10
GST-His-pp65-EGFP
LPS+ 57 99 126 492 6
GST-His-EGFP
LPS 71 119 174 587 8

Alle in diesem Experiment eingesetzten Dendritischen Zellen exprimierten zu mehr

als 90 % CD1a und weniger als 2 % CD14.

Im Gegensatz zu LPS ist [FN-a als Immunmodulator zur Humantherapie

zugelassen (Lai, 2006). Endogen exprimiertes pp65 inhibiert allerdings die

Induktion einer Reihe von IFNa-responsibler Proteine (Abate et al., 2004;

Browne & Shenk, 2003). Daher sollte im Folgenden getestet werden, ob
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aufgrund der pp65-Bindung die Expression von HLA- und kostimulatorischen
Molekiilen, sowie CDS83 inhibiert werden und damit die IFNo-induzierte
phinotypische Reifung von DCs gehemmt wird. Dazu werden 1x10° iDCs fiir
zwei Tage mit 1000 U/ml IFN-a in Kombination mit GST-His-pp65-EGFP und
GST-His-EGFP einer Stoffmengenkonzentration von 0,1 nM kultiviert. Als
Negativkontrolle dienten unstimulierte iDCs. Als Positivkontrolle wurden iDCs
mit LPS (100 ng/ml) und IFN-a (1000 U/ml) inkubiert. Die Expression der
charakteristischen Reifungsmarker ~ wurde nach Férbung der
Oberfldchenmolekiile im Durchflusszytometer bestimmt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 3.2.13. dargestellt und in der Tabelle 3.2.5. zusammengefasst.
IFN-a konnte iDCs nur unvollstindig aktivieren, im Gegensatz zu einer LPS-
induzierten Reifung wurde die Expression der kostimulatorischen Molekiile
CD80 und CD86 nur geringfiigig induziert. Ebenso war HLA-I auch schwécher
induziert als bei LPS-stimulierten Zellen Die Expression von CD83 wurde
durch IFN-a nicht induziert, wohingegen bei LPS-stimulierten DCs 33%
positiv fiir CD83 wurden. Die Expression von HLA-II ist dagegen vergleichbar
mit der LPS-stimulierter DCs. Die Zugabe von pp65 hatte keinen Einflufl auf
die unvollstindige Reifung durch IFN-a. Durch Zugabe von GST-His-pp65-
EGFP wurde die Expressionshohe der charakteristischen Reifungsmarker der

IFN-a- behandelten DCs nicht vermindert.

144



Ergebnisse

A CD33 CD80 CD8o HLA-I HLA-II
. {A/B/C) (DR/DP/DQ)
= 3 3 E 3
=1 °1 = 8 = ®
2 i -
2 i i i ' unstimuliert
.!‘t !
: : HT, PR R A L
=\ -k - 5 XN SN e I B
g 1% 10" 10?10 1a® a0 40! 10?10 10 100 10 10 10? 10f a0 0! 10? 10® 1ef w0® a0t 1?0’ 10t
= = =1 = = =
N ] T, IFN-a+
HJ‘ i GST-His-pp65
A SRS P - I LR ok -EGFP
1% 10" 10?10?10 a0 a0’ 10 10?10t 10® et a0 10 1d® 00?0?00 1e® w® a0t 1 a0® 1ot
8= S 2 2 g
i i : IFN-a+
,’\‘_ ; J,J{‘\ i J)- ", / - ::: E:_ ) ['bT'Hls
=¥ = Fﬂ“f‘t’f T L I’l‘l—il"\'\;u:"v'-'nm L Mﬂ'ﬁﬁ"ﬁm = rrvr;m"-rﬁfr::t:»)\-m 'E[’FP
F e LT T T T L Y T T L Ty T LT T L R T T T T R i AT
i I i IFN-a
CF ot S A O Y o b i o)
10?10’ 10?10?10 a0 a0’ 10?10?10t 0% aat 10 10 1d® 10 o' w0 10? 1d® w? 0! 1 a0® 1ot
il -
i : 1 LPS
L e . ) .\ B ' = I | o .
107 10" 10? 10® 10t 10® 10! 1? 1ed 10® 0% a? a0? 10 10t 4d? g0l 10 w0? 1ot s st a0? 10f 4df
Mittlere Fluorezenzintensitit (MFI)
Abb. 3.2.14. Expression charakteristischer Reifungsmarker humaner IFN-a-

stimulierter Dendritischer Zellen in Abhiingigkeit von pp65

1x10° iDCs wurden zwei Tage mit 1000 U/ml IFN-o in Kombination
mit GST-His-PP65-EGFP und GST-His-EGFP (0,1 nM) kultiviert.
Als Negativkontrolle dienten unstimulierte iDCs. Als Positivkontrolle
wurden iDCs mit LPS (100 ng/ml) und IFN-a, (1000 U/ml) inkubiert.
Die Expression der charakteristischen Reifungsmarker wurde nach
Féarbung der Oberflichenmolekiile im Durchflusszytometer bestimmt.
In den Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitit gegen die

Anzahl der vermessenen Zellen aufgetragen. Die durchgezogenen

Linien stellen die Expressionsstérke der  jeweiligen
Oberfldchenantigene  und  die  gestrichelten  Linien  die

Hintergrundfluoreszenz dar. Die zugehorigen Werte fiir die mittlere
Fluoreszenzintensitit und den prozentualen Anteil positiver Zellen
sind in Tabelle 3.2.5. aufgefiihrt Dargestellt sind die Werte eines

reprasentativen Spenders von insgesamt zwei untersuchten Spendern.
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Tab. 3.2.5. Expression charakteristischer Reifungsmarker IFN-a-stimulierter

humaner Dendritischer Zellen in Abhiéingigkeit von pp65

Dargestellt sind die im Durchflusszytometer bestimmten mittleren

Fluoreszenzintensititen fiir die Oberflichenantigene CD86, CDS8O0,
HLA-II und HLA-I und der prozentuale Anteil an CD83-positiven
DCs in Abhéngigkeit von IFN-o und pp65.

Mittlere Fluoreszenzintensitét Prozent
Stimulus CD80 CD86 HLA-I HLA-II CDS83
(A/B/C) (DR/
DP/DQ)
unstimuliert 24 28 86 270 1
IFN-o+ 37 45 119 491 1
GST-His-pp65-EGFP
IFN-o+ 35 26 127 362 1
GST-His-EGFP
IFN-a 35 43 125 435 |
LPS 115 180 345 482 33

Alle in diesem Experiment eingesetzten Dendritischen Zellen exprimierten zu mehr

als 90 % CD1a und weniger als 2 % CD14.
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Nach den vorliegenden Ergebnissen wurde pp65 von iDCs effizienter, als die
Tat-PTD- oder Penetratin-Fusionsproteine gebunden. Es erhohte die Aufnahme
von N- und C-terminalen Fusionsanteilen in iDCs und wurde effizient von DCs
cross-prasentiert, wobei es bei geringer Stoffmengenkonzentration effiziente
CD4" und CD8" Gedichtnis- T Zell-Antworten induzierte. Obwohl pp65 selbst
keine Aktivierung von iDCs ausloste, lieBen sich pp65-inkubierte DCs durch
LPS und IFN-a aktivieren. Pp65 stellt demnach ein effizientes Trigersystem
fiir Protein-Immunogene dar, um neben effektiven CD4" T Zell-Antworten

auch effektive CD8" T Zell-Antworten zu generieren.
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4. Diskussion

Nach wie vor stellen Infektionskrankheiten ein weltweites Problem dar, das
sich im Zuge kurzer Reisezeiten und globaler Handelswege in jiingster
Vergangenheit eher verschirft hat. Gegenwirtig sterben jéhrlich etwa 15
Millionen Menschen an Infektionskrankheiten. Die meisten Todesfille
ereignen sich in Entwicklungsldndern, in denen Therapiemdglichkeiten nur
unzureichend zuginglich sind. Daher ist gerade fiir diese Linder die

Entwicklung von Impfstoffen essentiell.

Gegen viele Infektionskrankheiten wurden bereits Impfstoffe entwickelt, die
erfolgreich gegen deren Ausbreitung eingesetzt werden und teilweise
lebenslangen Schutz verleihen. So filihrte das konsequent durchgefiihrte
Immunisierungsprogramm gegen Pocken schlielich 1977 zu dessen
weltweiter Ausrottung (Fenner, 1982). Es gibt allerdings auch heute noch
Infektionen, gegen die kein wirksamer Impfschutz existiert. Als Beispiel sei
hier das humane Immundefizienzvirus (HIV) genannt. Im Jahre 2005 waren
weltweit insgesamt circa 40,3 Millionen Menschen mit HIV, dem Verursacher
von dem ,aquired immunodeficiency syndrome* (AIDS), infiziert. Davon
starben in demselben Jahr etwa 3,1 Millionen Menschen. Die Zahl der
Neuinfektionen war 2005 mit nahezu 5 Millionen sogar noch hoher (UNAIDS:
,Global Summary of the AIDS epidemic™ Dezember 2005). Es gibt heutzutage
zwar wirksame Therapiemoglichkeiten, die den Krankheitsverlauf
hinauszogern, allerdings finden sie aufgrund der hohen Kosten in
Entwicklungsldindern  nahezu  keine = Anwendung. Dariiber  hinaus
beeintrachtigen die Nebenwirkungen, die mit einer sogenannten ,,highly active
antiretroviral therapy (HAART) einhergehen, die Lebensqualitit der
Infizierten erheblich (Bowers & Bert-Moreno, 2004; Isnard Bagnis et al., 2006;
Vigano et al., 2005; Wyatt & Klotman, 2006).

Neben HIV stellen auch Infektionen mit dem Hepatitis C Virus (HCV) ein
weltweites Problem dar. Nach Angaben der ,,world health organization®

(WHO) sind etwa 3 % der Weltbevolkerung mit HCV infiziert, was etwa 200
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Millionen entspricht. Jéhrlich kommen etwa drei bis vier Millionen
Neuinfektionen dazu. 85 % der Infizierten entwickeln eine chronische
Infektion, die in 60 % der Fille zur Entstehung einer chronischen Hepatitis
fiihrt (Mast et al., 1999). Gegen HCV kann ebenfalls therapiert werden, was im
Gegensatz zu HIV auch zu einer Eliminierung des Virus fithren kann,
allerdings sprechen bis zu 40 % der Infizierten nicht oder nur schlecht auf die
Therapie mit Interferon und Ribavirin an (Braun & Vierling, 2003; Lai, 2000;
Zeuzem, 2004). Eine Ubersicht wichtiger Infektionskrankheiten, fiir die bisher
kein Impfschutz existiert, ist in Tabelle 4.1. dargestellt.

Tab.4.1.: Infektionskrankheiten, fiir die kein effektiver Impfschutz existiert

(basierend auf Daten der WHO 2005)

Infektionskrankheit Net;)i:.l(:'e;(:lil(;nen T;;?f;g::-e
Tuberkulose > 8 Millionen > 1,5 Millionen

Masern > 45 Millionen 800000
Wurminfektionen kALK 17000

Dzlécl:lléfl'zlrl;/rll{f) ?g\ljil;:ﬁ;: n > 4 Millionen > 2 Millionen

ﬁ?}g&z%sgﬁiasljlgg%én > 350 Millionen > 4 Millionen

AIDS > 5 Millionen > 3 Millionen

Malaria > 400 Millionen > 1 Millionen

*k.A.: keine Angabe
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Klassische Immunisierungsstrategien beruhen auf einer Immunisierung durch
attenuierte, vermehrungsfihige Pathogene. Attenuierte Lebendimpfstoffe
besitzen eine hohe Immunogenitit und induzieren starke zellulire T Zell-
Antworten (Leclerc, 2003). Im Gegensatz dazu sind inaktivierte Pathogene in
der Regel nur nach wiederholter Immunisierung in der Lage, Immunitit zu
erzeugen. Dabei werden meist nur schwache MHC-I-restringierte CTL-
Antworten induziert (Chanock et al., 1988). Die Induktion einer CTL-Antwort
ist jedoch von besonderer Bedeutung zum Schutz gegen intrazelluldre Erreger,
wie beispielsweise Viren. Gegen HIV existiert bisher kein attenuierter
Lebendimpfstoff. Die Gefahr einer Reversion zum pathogenen Wildtyp ist bei
diesem Virus aufgrund seiner hohen Mutationsrate enorm (Jetzt et al., 2000;
Levy et al., 2004; Mansky & Temin, 1995; Vartanian et al., 2002). Dariiber
hinaus mangelt es zur Zeit noch an einem praktikablen Tiermodellsystem, da
zur Zeit SIV-Infektionen von Makaken als Modell dienen, die nur bedingt die
Umstinde einer HIV-Infektion wiederspiegeln (Koff et al., 2006). Auch gegen
HCYV existiert noch kein attenuierter Lebendimpfstoff. Bis vor kurzen gab es
kein Zellkultursystem, um HCV in vitro anzuziichten und durch Passagieren
oder gezielte Gendeletion zu attenuieren. Das hat sich zwar in jlingster Zeit
verdandert, dennoch wird die Entwicklung eines attenuierten Impfstoffs
wahrscheinlich noch auf sich warten lassen (Lindenbach et al., 2005; Wakita et
al., 2005; Zhong et al., 2005). AuBlerdem besteht auch bei HCV aufgrund
seiner hohen Mutationsrate ebenfalls die Gefahr, dass attenuierte Viren zum
pathogenen Wildtyp revertieren (Bartenschlager ef al., 2004). Daher ist gerade
bei diesen Pathogenen die Entwicklung alternativer Immunisierungs-Strategien

sinnvoll.

Alternative Immunisierungs-Strategien sollten sowohl eine humorale als auch
eine zelluldre Immunitét induzieren, um effektiven Schutz gegen Infektionen
zu bieten. Dieser wird unter anderem durch CD4" und CDS8" T Zellen
vermittelt. Die Prasentation von Antigen durch reife DCs fiihrt zur effizienten
Stimulation und Differenzierung naiver CD4" und CD8" T Zellen in Effektor-
und Gedichtnis-Zellen (Dhodapkar et al., 2000; Dhodapkar et al., 2001;
Jonuleit et al., 2000; Steinman et al., 2000). Alternative Immunisierungs-

Strategien zielen daher auf die Optimierung der antigenspezifischen
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Stimulation durch reife DCs (Apostolopoulos & Plebanski, 2000; Jeannin et
al., 2000). Dazu werden grundsitzlich zwei unterschiedliche Wege beschritten,
die Immunisierung mittels Protein-Antigen-codierender DNA oder mittels
Protein-Antigen selbst. Beide Immunisierungsmethoden zielen auf die
Priasentation des Antigens durch reife DCs. Fir die DNA-Immunisierung
konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme nackter DNA durch DCs in vivo
eher gering ist (Casares ef al., 1997). Beim Menschen bleibt wahrscheinlich
hauptsidchlich aus diesem Grund die Immunisierung mit nackter DNA
ineffizient (Haynes et al., 1996). Im Gegensatz dazu erreicht man durch die
Immunisierung mit Protein-Antigenen vornehmlich nur eine Th2-
Immunantwort (Shedlock & Weiner, 2000). Dabei scheint das Antigen von
DCs nicht effektiv im MHC-I-Préisentationsweg prozessiert zu werden (Cross-

Présentation).

Fir DNA- und Protein-Immunisierungen sind effektive Trégersysteme
beschrieben, die unabhidngig vom Antigen oder der kodierenden DNA das
Antigen oder die DNA stabilisieren und moglichst effektiv in DCs
transportieren (vgl. 1.4.3.1-3 + 1.4.4.2.). Der effektive Transport kann sowohl
die direkte Priasentation von DNA-codiertem Antigen durch DCs erhohen, als

auch die Cross-Prisentation der Antigene steigern.

Im Zusammenhang mit dem Tragersystem kann aullerdem ein ,,danger*‘-Signal
iibertragen werden, um die DCs zu aktivieren und auszureifen. In einigen
Féllen liefert das Signal das Trigersystem selbst, wie bei Protein-
Fusionskonstrukten mit dem ,,heat-shock“-Protein gp96, das eine Reifung der
transduzierten DCs auslost (Basu et al.,, 2000). In den meisten Versuchen
wurde allerdings das ,,danger*“-Signal an das Trigersystem gekoppelt, so zum
Beispiel bei der DNA-Immunisierung. Hier werden Cystidin-Guanidin-
Wiederholungen, so genannte CpG-Sequenzen verwendet, da sie iiber TLR-9
die Reifung von DCs auslosen (Krieg, 2002). AuBlerdem kann systemisch ein
Signal tiber Adjuvanzien auf die DCs iibertragen werden. Da allerdings zur
Zeit als einziges Adjuvanz Aluminiumhydroxid von der ,,food and drug
agency” (FDA) fiir die Anwendung beim Menschen zugelassen ist, finden viele

der ,,danger“-Signale derzeit nur in experimentellen Studien Anwendung.
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Schlieflich kann auch im Zusammenhang mit den Trigersystemen eine
Polarisation der Immunantwort erreicht werden. Beispielsweise werden
Zytokine direkt an das Trdgersystem gekoppelt oder Zytokin-Gene an die
Antigen-kodierende DNA (Calarota & Weiner, 2004).
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4.1 Rekombinantes , Autographa californica multiple nuclear
polyhedrosis virus®“ (AcMNPYV) als Genvektor zur Expression von

Antigenen in Dendritischen Zellen

Rekombinante AcMNPV werden im Tiermodell erfolgreich zur Induktion
antiviraler In-Vivo-Immunantworten eingesetzt und stimulieren dabei Antigen-
spezifisch und -unspezifisch das Immunsystem. Bei der Nutzung von
rAcMNPV als Genvektor fiir eine DNA-Immunisierung ist bislang ungeklart,
ob rAcMNPV DC direkt infiziert oder ob Proteine rAcMNPV-infizierter
Korperzellen cross-priasentiert werden (Aoki et al., 1999; Facciabene et al.,
2004; Huser et al., 2001). Dies wire vor allem hinsichtlich der Nutzung von
rAcMNPV bei Immunisierungen von Bedeutung, die auf direkter Infektion von
DCs beruhen. Daher sollte in diesem Teil der Arbeit untersucht werden, ob und
unter welchen Umstinden humane DCs durch rAcMNPVs infiziert werden.
Folgende Ergebnisse wurden erhalten: (1) humane iDCs kdnnen in geringem
Umfang gp64-abhingig durch rAcMNPV infiziert werden, (2) die
Zuginglichkeit des TAcMNPV-Genoms fiir Polymerasen scheint nur einen
geringen Einflul auf die Expressionsstirke in iDCs zu haben, (3) die Infektion
von 1DCs erlaubt nur eine transiente Expression von Reportergenen und sinkt
schnell ab, so dass bei dem Zeitpunkt optimaler Aktivierung von DCs die
Expressionsstirke gering ist und (4) im Gegensatz zu iDCs konnen optimal

aktivierte mDCs nicht von rAcMNPYV infiziert werden.

Zur Induktion einer Immunantwort durch DCs ist neben anderen Parametern
die Expressionsstirke des Immunogens in den DCs entscheidend. Moglichst
viele MHC-Molekiile sollten mit Peptiden des prozessierten Immunogens an
der Oberflidche prisentiert werden, da dies die Stimulation naiver T Zellen
beschleunigt (Iezzi et al., 1998). Im Laufe dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
rAcMNPVs iDCs abhingig von dem viralen gp64-Oberflachenprotein nur mit
geringer Effizienz infizieren (sieche Abb. 3.1.5. und 3.1.11.). Gleichzeitig
konnten aber 293 Zellen effizient infiziert werden (sieche Abb. 3.1.4.). Die
verwendeten rAcMNPVs enthielten dabei Reportergene, deren Expression vom
HCMV-IE-Promotor gesteuert wurde. Dieser Promotor hat einen sehr weit

gefassten Wirtstropismus und ist neben unterschiedlichsten Arten von

153



Diskussion

Saugerzellen auch in Insektenzellen funktionell (Condreay et al., 1999; Duisit
et al., 1999). Der Promotor steuert ebenfalls bei aus Monozyten differenzierten
humanen DCs die effiziente Expression von Reportergenen. Daher ist davon
auszugehen, dass der Promotor auch im Zusammenhang mit rAcMNPV

funktionell in DCs ist (Linette et al., 2000; Mangeot et al., 2000).

Neben der Promotoraktivitit ist der Transport viraler DNA in den Zellkern ein
kritischer Faktor bei der Infektion von iDCs. Da DCs nicht teilungsaktiv sind,
muss bei ihnen die virale DNA durch die Kernporen geschleust werden, um sie
mit der Transkriptionsmaschinerie der Zelle zusammen zu bringen (Kis ef al.,
2004). Es konnte allerdings bereits gezeigt werden, dass sowohl wenig
teilungsaktive primére Zellen als auch im Zellzyklus arretierte Zellen mit hoher
Effizienz von rAcMNPYV infiziert werden. Dabei konnen die Nukleokapside
der Viren komplett durch die Kernporen in den Zellkern gelangen (Ho et al.,
2004b; Ma et al., 2000; Sarkis et al., 2000; van Loo et al., 2001). Daher ist der
Zugang von tAcMNPV-DNA zum Zellkern in den iDCs vermutlich nicht
limitierend. Es konnte dagegen gezeigt werden, dass bei 293 Zellen die
Bindung der Nukleokapsidproteine an das virale Genom die RNA-Polymerase
an einer effizienten Reportergenexpession hindert. Die Auflockerung der
Bindung durch den Histon-Deacetylase-Hemmers n-Butyrat fiihrte zu einer
starken Expressionserhdhung (siche Abb. 3.1.9.). Dagegen war die aufgrund
der n-Butyrat-Zugabe erreichte Expressionserhohung in iDC nur schwach
(siche Abb. 3.1.10.). Daher scheinen die Nukleokapsidproteine im Gegensatz
zu 293 Zellen in iDCs die Zuginglichkeit der viralen DNA fiir die RNA-

Polymerase nur geringfiigig zu hemmen.

Ein moglicher Grund fiir die geringe Effizienz der gp64-abhingigen Infektion
von iDCs durch rAcMNPVs koénnte der Mangel an Oberfldchenmolekiilen sein,
mit denen gp64 interagieren kann. Das gp64-Protein ist bei der Infektion von
Saugerzellen essentiell, um an die Zellen zu binden und einen Transport der
Viruskapside aus den Endosomen zu vermitteln (Oomens & Wertz, 2004; Tani
et al., 2001). Bisher wurden die gp64-Rezeptoren noch nicht eindeutig
identifiziert, allerdings scheinen Asialo-Glykoproteine, Heparansulfate und

Phospholipide beteiligt zu sein (Boyce & Bucher, 1996; Hofmann ef al., 1995;
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Tani et al., 2001; van Loo et al., 2001). Da jedoch Zelltypen hamatopoetischen
Ursprungs insgesamt nur schlecht durch rAcMNPYV infizierbar sind, liegt nahe,
dass moglicherweise gemeinsame Oberflicheneigenschaften fiir die geringe
Infektionseffizienz verantwortlich sind (Cheng et al., 2004; Condreay et al.,
1999). Dafiir spricht auch, dass die effiziente Infektion von CD4" T Zellen
durch rAcMNPV nur durch Pseudotypisieren mit dem Env-Protein des HIV-1
erreicht wurde (Boublik ez al., 1995). Die Fusion von ,,vesicular stromatitis
virus“ (VSV)-G-Protein mit gp64 erhohte ebenfalls die Infektionseffizienz in
Hepatomzellen und Neuronalzellen der Ratte (Barsoum et al., 1997). Mit VSV-
G Protein pseudotypisierte Lentiviren konnten bereits erfolgreich fiir eine bis
iiber 90-prozentige Infektion von aus Monozyten differenzierten DC eingesetzt
werden (Chinnasamy et al., 2000; Granelli-Piperno et al., 2000; Mangeot et al.,
2002). Daher konnte das Pseudotypisieren von rAcMNPV mit VSV G-Protein

die Infektionseffizienz von iDC mdéglicherweise deutlich erhéhen.

Ein wichtiger Parameter bei der Induktion einer Immunantwort durch DCs ist
die adiquate Aktivierung (=Reifung) der DCs, die die Expression
kostimulatorischer Molekiille und die Expressionssteigerung von HLA-
Molekiilen einleitet (Banchereau & Steinman, 1998). Nicht aktivierte Zellen
induzieren bei der Présentation eines Antigens an naive T Zellen Toleranz
(Dhodapkar et al., 2000; Dhodapkar et al., 2001; Jonuleit et al., 2000;
Steinman et al., 2000). Es konnte bereits gezeigt werden, dass rAcMNPVs in
der Lage sind, eine starke funktionelle Reifung von iDCs zu mDCs in 48
Stunden auszuldsen. Dabei scheint eine Bindung des Virus an die Zelle nétig
zu sein, da die rAcMNPV-induzierte Reifung von gp64 abhingig ist (Schiitz et
al., zur Publikation eingereicht). Rekombinantes AcCMNPV wire demnach ein
idealer Vektor zum Transfer von DNA in DCs. Die Expression des
Reportergens in rAcMNPV-infizierten iDCs nimmt von 24 nach 48 Stunden
allerdings sehr schnell ab (siche Abb. 3.1.5.). Dabei scheint in den nicht-
teilungsaktiven DCs der Abbau der viralen DNA ein Hauptgrund fiir den
Verlust der Expression zu sein (Hu, 2005). Die MHC-I-Peptid-Molekiile an der
Oberflidche der DCs werden stindig erneuert und neu beladen, so dass optimal
durch rAcMNPV aktivierte DCs nach 48 Stunden mdglicherweise nur noch
geringe Mengen Antigen iiber MHC-I prasentieren (lezzi et al., 1998;
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Langenkamp et al., 2000). Im Gegensatz zu iDCs konnten mit LPS voll
ausgereifte mDCs nicht mit rAcMNPVs infiziert werden (siehe Abb. 3.1.6.).
Dabei konnte moglicherweise eine Rolle spielen, dass mDCs im Gegensatz zu
iDCs nur noch wenig extrazelluldres Material {iber Endozytose aufnehmen
(Mellman & Steinman, 2001). Da rAcMNPV Séaugerzellen Endozytose-
vermittelt infizieren, ist die Aufnahme des Virus in mDCs vermutlich
ineffizient (Boyce & Bucher, 1996; Hofmann et al., 1995). AuBlerdem ist nicht
auszuschlieBen, dass aufgrund der Reifung von DCs die Expression von
Oberflachenmolekiilen inhibiert wird, die die gp64-abhédngige Infektion
ermdglichen (Oomens & Wertz, 2004; Tani ef al., 2001). Desweiteren hat der
proteasomale Abbau beispielsweise bei der Infektion durch HIV-1 einen
wesentlichen EinfluB} auf die Infektionseffizienzen (Wei et al., 2005). Daher
konnte der verdnderte Abbau von Proteinen in Immunproteasomen innerhalb
von mDCs ebenfalls zu einer beschleunigten Degradierung der viralen

Komponenten fiihren.

Insgesamt kann aus den vorliegenden Ergebnissen geschlossen werden, dass
rAcMNPV als Genvektor fiir die Infektion von DCs ineffizient ist. Die
Infektion von rtAcMNPV in vivo betrifft wahrscheinlich nicht hauptséchlich
DCs, da die beobachtete Infektion anderer Zellen im Gegensatz zu DCs in vitro
viel effizienter ist. Daher ist die in vivo beobachtete antigenspezifische
Stimulierung nur im geringen Umfang auf direkt infizierte DCs
zurlickzufiihren. Vielmehr trigt die durch rAcMNPV induzierte Aktivierung
der DC zu einer effizienten Cross-Prisentation von Immunogenen aus
infizierten Nicht-DC-Korperzellen bei (siche Abb. 4.1.). Es ist allerdings
denkbar, dass das Pseudotypisieren von rAcMNPV mit besipielsweise VSV G-
Protein die Effizienz der Infektion von DCs steigert (Chinnasamy et al., 2000;
Granelli-Piperno et al., 2000; Mangeot et al, 2002). Dies bdte einen
Ansatzpunkt zur Optimierung von rAcMNPV als virales Trigersystem zur

DNA-Immunisierung.
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Abb. 4.1. Modell zur In-Vivo-Immunisierung durch rekombinante

AcMNPV

Rekombinante Ac MNPV sind nur in geringem Umfang in der Lage,
DCs zu infizieren, allerdings infizieren sie sehr effizient andere
Korperzellen. Sie sind auflerdem in der Lage, DCs effektiv zu
aktivieren. Daher wird der iiberwiegende Teil der Stimulation in vivo
wahrscheinlich {iber cross-prasentierende DCs geleistet, die das
Antigen von anderen rAcMNPV-infizierten = Korperzellen
aufgenommen haben. Die immunstimulatorischen Eigenschaften von
rAcMNPVs konnen die Effizienz der Cross-Prisentation dabei positiv

beeinflussen.
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4.2 HCMV-pp65, ein virales Protein als Transportmittel fiir Antigene

Zur Induktion zelluldrer Immunantworten durch Protein-Immunisierung muss
das Antigen in vivo von aktivierten DCs cross-prasentiert werden (den Haan et
al., 2000; Jung et al., 2002; Pooley et al., 2001). Dabei kann das Koppeln von
Antigenen an PTD oder Translokatorische Proteine den Transport der Antigene
in den Cross-Prisentationsweg erhohen (Kim et al., 1997; Leifert et al., 2001;
Pietersz et al., 2001; Shibagaki & Udey, 2002; Wang et al., 2002). Das virale
HCMV-Protein pp65 stellt einen Kandidaten als Transportmittel fiir Antigene
in den Cross-Priasentationsweg dar, da es im Zusammenhang mit HCMV-
Virionen effizient cross-priasentiert werden kann und eine PTD-dhnliche
Domaéne besitzt. Es sollte daher in diesem Teil der Arbeit untersucht werden,
ob pp65-gekoppelte Proteine effizient an iDCs binden und aufgenommen
werden. Auflerdem sollte die von HCMV-Virionen unabhingige Cross-
Prisentation von pp65 durch DCs gezeigt und der Einflu von pp65 auf die
DC-Aktivierung untersucht werden. Folgende Ergebnisse wurden erhalten: (1)
pp65 wird von iDC effizienter als die Tat-PTD oder Penetratin gebunden, (2)
pp65 erhoht die Aufnahme von N- und C- terminalen Fusionsproteinen in
iDCs, (3) pp65 wird effizient von DC cross-présentiert, wobei es bei geringer
Stoffmengenkonzentration effizient CD4™ und CD8" Gedichtnis-T Zell-
Antworten induziert und (4) pp65 10st keine Aktivierung von iDC aus, es 148t
dagegen aber die Aktivierung der DCs durch LPS und IFN-a zu.

Protein-Antigene werden in vivo nur von DCs cross-prasentiert (den Haan et
al., 2000; Jung et al., 2002; Pooley et al., 2001). Ein Protein-Antigen sollte
also von diesen Zellen moglichst effizient gebunden werden. Bei Vergleich der
Bindung von TatPTD- und Penetratin- fusioniertem EGFP mit pp65-
fusioniertem EGFP zeigte sich, dass pp65-EGFP mit weit hoherer Effizienz an
iDCs bindet, als die anderen Fusionsproteine oder EGFP ohne Fusionsanteil
(siehe Abb. 3.2.5. und 3.2.6.). Wéhrend die Bindung von pp65-EGFP schon ab
einer Konzentration von 17 nM gut nachweisbar war, lie8 sich eine &hnlich
effektive Bindung von TatPTD-EGFP und Penetratin-EGFP an iDCs nur mit
iiber einer 100fach erhohten Konzentration erreichen. Dennoch waren die

TatPTD- und Penetratin-EGFP-Fusionsproteine gegeniiber EGFP erheblich
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effizienter (siche Abb. 3.2.5). Je nach Zelltyp, der auf eine Bindung von PTD-
Fusionskonstrukten in der Vergangenheit getestet wurde, lie3 sich diese bei
einer Konzentration von 0,06 bis 40 uM nachweisen. (Batchu et al., 2005; Liu
et al., 2000; Loison et al., 2005; Lundberg et al., 2003; Richard et al., 2003;
Shen et al., 2004; Zoog et al., 2004). Dabei wurde bei aus Monozyten
differenzierten humanen DCs eine effiziente Transduktion mit PTD-
Fusionskonstrukten bei einer Konzentration von 3 pM beobachtet (Batchu et
al., 2005). Die PTD-Fusionskonstrukte binden vermutlich iiber Ionen-
Wechselwirkungen an Heparansulfate, die auch auf iDCs zahlreich vorhanden
sind (Bousarghin et al., 2005; Falnes et al., 2001; Mai et al., 2002). pp65
bindet effizienter an iDCs, daher liegt nahe, dass die Bindung von pp65 iiber
andere Mechanismen als die Interaktion mit Polyanionen vermittelt wird. Der
Interaktionspartner von pp65 auf den iDCs ist nicht bekannt. Die Bindung
eines spezifischen Rezeptors auf den iDCs wiirde allerdings wahrscheinlich
auch die nach der Bindung erfolgende Aufnahme verbessern, da eine
rezeptorvermittelte Aufnahme generell deutlich effizienter abliuft (Arora &
Leppla, 1994; Arora et al., 1994; Falnes et al., 2001; Wiedlocha et al., 1994).
Fiir das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors fiir pp65 spricht, dass
pp65-EGFP nicht von allen Zellen des Blutes gleich gut gebunden wird. Bei
Inkubation von pp65-EGFP mit humanen PBMC wurde der weitaus grofite
Anteil der Fusionsproteine (76 % bis 89 %) von Monozyten gebunden (siche
Abb. 3.2.4.). Da Monozyten und aus Monozyten differenzierte iDCs viele
Oberfldchenmolekiile gemeinsam haben, ist denkbar, dass pp65 iiber denselben
Rezeptor an Monozyten und an iDCs bindet (Kadowaki ef al., 2001; Menetrier-
Caux et al., 1998; Palucka et al., 1998).

Die Voraussetzung fiir eine effektive CD4" und CD8" T Zellstimulation durch
exogene Antigene ist die effektive Aufnahme durch DCs. Es konnte gezeigt
werden, dass pp65 in der Lage ist, die Aufnahme von N- und C-terminalen
Fusionsanteilen in iDCs zu erhohen. Die in der Literatur beschriebenen
Nachweismethoden zur Aufnahme von PTD-Fusionsproteinen umfassen
sowohl durchflusszytometrische Analysen, als auch die Fluoreszenz- oder
Immunfluoreszenzmikroskopie (Leifert & Whitton, 2003).

Durchflusszytometrisch 146t sich allerdings nicht unterscheiden, ob die
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Proteine nur gebunden oder tatsdchlich aufgenommen wurden. Ein
interessanter Ansatz zum durchflusszytometrischen Nachweis der Aufnahme
ist die von Richard et al. beschriebene Methode, bei der die bei einer
Konzentration von 0,2 pM bis zu 10 uM eingesetzten PTD-Fusionsproteine
vor der Analyse von der Zelloberfliche durch Trypsin abgedaut werden
(Loison et al., 2005; Richard et al., 2003). So kann die Aufnahme der PTD-
Fusionsproteine leicht quantifiziert werden. Es zeigte sich allerdings, dass die
verwendete Konzentration des GST-His-pp65-EGFP-Fusionsproteins von 1,4
nM nicht ausreicht, um die Aufnahme nach Trypsinverdau im
Durchflulzytometer direkt zu quantifizieren (siche Abb. 3.2.7.). Erst nach
Verstirken des Signals durch Farben des EGFP-Fusionsanteils mit EGFP-
spezifischen Antikorpern war eine deutlich effizientere Aufnahme der
Fusionsanteile vermittelt durch pp65 fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar

(siehe Abb. 3.2.8.).

Da pp65 augenscheinlich die Bindung und die Aufnahme von Fusionsproteinen
an 1DCs vermittelt, ist anzunehmen, dass es die Prdsentation der
Fusionsproteine im MHC-II-Prisentationsweg erhoht. Pp65 sollte als effektives
Tragersystem fiir Antigene aber auch in der Lage sein, die fusionierten
Antigene in den Cross-Prisentationsweg zu schleusen, um eine effektive
Préasentation iiber MHC-I zu vermitteln. Eine Voraussetzung dafiir ist, dass das
exogene pp65 selbst effektiv cross-prisentiert wird. Bei einer geringen
Proteinkonzentration von 0,1 nM konnte exogenes pp65 von Trypsin-
behandelten iDCs sowohl im MHC-II-Prasentationsweg, als auch im MHC-I-
Préasentationsweg prozessiert werden. Die Induktion von Gedéchtnis- T Zell-
Antworten war durch die pp65-Peptide prisentierenden iDCs genauso hoch
oder hoher als bei mit exogenem pp65 stimulierten PBMC (siehe Abb. 3.2.11).
Die beobachtete Cross-Prisentation von pp65 in PBMC wird in diesem Ex-
Vivo-Stimulationssystem vermutlich von Monozyten geleistet (Neijssen et al.,
2005). Dennoch scheint pp65 mit derselben Effizienz auch von iDCs cross-
préasentiert zu werden. Dies ist eine Voraussetzung fiir den Einsatz bei einer In-
Vivo-Immunisierung, da die Induktion von T Zellantworten in vivo von der

Cross-Prasentation von DCs abhéngig ist. Die Induktion von T Zell-Antworten
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ist auBerdem vergleichsweise effizient, da mit bekannten PTD erst bei hohen
Proteinkonzentrationen von 0,1 puM eine Stimulation durch fusionierte
Antigene nachweisbar ist (Bennett ef al., 2002; Shibagaki & Udey, 2002). Mit
pp65 wurde eine effiziente Stimulation der T Zellen in einem
Konzentrationsbereich erreicht, bei dem sonst nur mit Peptiden effektiv
stimuliert wird (Leifert & Whitton, 2003). Die Fusion von TatPTD und
Penetratin an pp65 fiihrte zu keiner Erhohung der pp65-spezifischen
Gedéchnis-T Zell-Antworten im humanem Vollblut oder PBMC-Priparationen
HCMV-positiver Blutspender (Personliche Mitteilung R. Furtwéngler, Institut
fiir Virologie, Universitdtskliniken Homburg/Saar und Daten nicht gezeigt).
Dies spricht ebenfalls fiir die hohe Effizienz von pp65 bei der Aufnahme im
Vergleich zu TatPTD und Penetratin.

Fiir die Verwendung von pp65 als Tragersystem fiir Antigene in vivo ist
auflerdem von Interresse, ob das Protein einen Einflul} auf die Aktivierung von
iDCs hat. Denn nur wenn Peptid-MHC-Molekiile im Zusammenhang mit
kostimulatorischen Molekiilen auf aktivierten mDCs prasentiert werden, wird
eine effektive antigenspezifische Stimulation von T Zellen induziert
(Dhodapkar et al., 2000; Dhodapkar et al., 2001; Jonuleit et al., 2000;
Steinman et al., 2000). Da pp65 selbst keine Aktivierung von iDCs induziert
(siche Abb. 3.2.12.), muss die Aktivierung iiber alternative Stimuli erreicht
werden. Bei der Immunisierung sind diese Substanzen als Adjuvanzien
bekannt. Immunstimulatorische Molekiile wie Lipopolysaccharid (LPS),
Cholera Toxin (CT), CpG-Sequenzen von bakterieller DNA und Zytokine wie
IL-2 und IL-12 gehoren zu den nicht-partikuldren Adjuvanzien (Heath, 1995a;
Heath, 1995b; Krieg et al., 1995; Lycke, 1997; Ulrich & Myers, 1995). LPS
aktiviert dabei DCs durch eine Interaktion mit TLR4, wohingegen bakterielle
CpG-Sequenzen eine Aktivierung iiber TLRY induzieren und dabei die
autologe Reifung iiber exprimiertes IFN-a einleiten (Kaisho & Akira, 2002).
Es konnte gezeigt werden, dass IFN-a in vitro zu einer partiellen Reifung von
DC:s fiihrt, die in der Stirke allerdings der LPS-induzierten Reifung unterliegt
(siehe 3.2.14.). Die pp65-Fusionsproteine hatten keinen Einflufl auf die IFN-a-
induzierte DC-Reifung (siche 3.2.14.). Sie scheinen im Gegensatz zu endogen

exprimiertem pp65 IFN-a-responsible Gene nicht zu beeinflussen (Abate et al.,
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2004; Browne & Shenk, 2003). Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass
systemisch appliziertes IFN-a auch zu einer Reifung von DCs in vivo fiihrt
(Luft et al., 1998; Montoya et al., 2002). Zudem ist IFN-a ein Faktor, der bei
viraler Infektion cross-prasentierende DCs zum Cross-Priming aktiviert
(Beignon et al., 2003; Brimnes et al., 2003; Le Bon et al., 2003). Systemisch
wird IFN-a bei der Therapie von beispielsweise chronischen HCV-Infektionen
bereits eingesetzt (Lai, 2006). Da IFN-a bei systemischer Applikation
allerdings auch Nebenwirkungen wie Fieber und Gliederschmerzen verursacht,
ist vermutlich eine direkte Kopplung von iiber reifungsinduzierende TLR-
bindenden Proteinen oder Motiven an pp65 sinnvoller. Dadurch wire
gewidhrleistet, dass nur solche DCs aktiviert werden, die pp65-Fusionsproteine
auch gebunden und aufgenommen haben. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass pp65-Fusionsproteine die iiber TLR-4 induzierte Reifung
durch LPS nicht inhibierten (siche Abb. 3.2.13.). Somit ist die Aktivierung von
iDCs in vivo im Zusammenhang mit pp65-fusionierten TLR-Liganden oder

durch systemische Applikation von IFN-a moglich.

Das im Laufe dieser Arbeit verwendete Expressionssystem rAcMNPV-
infizierter Insektenzellen erlaubt die simultane Expression multipler Proteine
(Ho et al., 2004a; Hu et al., 2003; Lenz et al., 2001; Schiller & Lowy, 2001;
Tegerstedt et al., 2003; Xiang et al., 2002). Da pp65 simultan sowohl N-
terminale, als auch C-terminale Fusionsproteine in iDCs transportiert, konnte
pp65 also einerseits an das Antigen und andererseits an ein
reifungsinduzierendes Protein gekoppelt werden (siche 3.2.8.). Dazu wiirde
sich beispielsweise gp96, ein zelluldres Heat-Shock-Protein, anbieten. Es
bindet an CD91 auf DCs und induziert dabei die Reifung der Zelle (Basu et al.,
2000; Binder et al., 2000; Singh-Jasuja et al., 2000).

Der Einsatz von pp65 als Transportsystem fiir fusionierte Antigene bdte auch
die Moglichkeit einer simultanen Immunisierung gegen HCMV. Fiir pp65 sind
ein GroBteil der HCMV-spezifischen CD4" und CD8" T Zellen spezifisch,
allerdings werden nur wenige Antikdrper gegen pp65 gebildet (Beninga et al.,
1995; Khattab et al., 1997; Ohlin et al., 1991; Ohlin et al., 1995; Wills et al.,
1996). Fiir die Kontrolle der HCMV-Infektion sind allerdings hauptsachlich die
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T Zell-Antworten entscheidend, so dass eine Immunisierung mit pp65-
Fusionsproteinen moglicherweise vor HCMV-Infektionen schiitzt (Glowacki &
Smaill, 1994; Riddell et al., 1992). Ob allerdings pp65-fusionierte Proteine
auch effizient cross-prasentiert werden und Immunitéit erzeugen, ist zur Zeit
noch ungeklért. Diese Frage soll in Zukunft im LCMV-Mausmodellsystem
unter Verwendung pp65-fusionierter LCMV-Epitope geklart werden. Fiir die
Applikation pp65-fusionierter Antigene im Menschen sollte auBerdem geklart
werden, ob die existierende Immunitit gegen pp65 in HCMV"™ Personen zu
einem Abtoten der antigenprdsentierenden Zellen fithrt. Ob dies der Fall ist,
kann in einem MCMV-Mausmodell untersucht werden, da eine Reihe von
pp65-Epitopen auch bei der Maus erkannt werden (Diamond et al., 1997;
Schmolke et al., 1995). Sollte pp65 in MCMV-positiven Miusen keine Cross-
Prisentation fusionierter Antigene induzieren, miissen weitere Anstrengungen
unternommen werden, um die relevanten Doménen in pp65 einzugrenzen, die

die effektive Cross-Prasentation vermitteln.

pp65 stellt sich in der Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse als
vielversprechendes System dar, um N- oder C-terminal fusionierte Proteine
effektiv in den Cross-Prisentationsweg von DCs zu schleusen. Es bindet
effektiver, als herkommliche PTDs oder translokatorische Proteine an DCs,
vermittelt eine effiziente Aufnahme fusionierter Proteine und wird selbst sehr
effizient von DCs cross-préasentiert. Obwohl pp65 selbst keine Aktivierung von
DCs induziert, erlaubt das Expressionssystem neben der Fusion von Antigenen
die Fusion reifungsinduzierender Proteine. Weiterfiilhrende Experimente
werden hierbei Aufschlufl dariiber geben, ob pp65-fusionierte Antigene
tatsidchlich effektive CTL-Antworten induzieren und ob eine vorhandene
Immunitét gegen pp65 die Prisentation der fusionierten Antigene negativ

beeinflusst.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Verfahren zur Induktion
von zelluldren Immunantworten untersucht, die vor allem einen Schutz gegen
intrazelluldre Erreger, wie virale Infektionen bieten sollen. /n vivo sind
hauptsichlich DCs in der Lage, effizient naive T-Zellen zu stimulieren und so
primidre Immunantworten zu induzieren. Auflerdem sind DCs die einzigen
Zellen, die Protein-Antigene in vivo im MHC-I-Priasentationsweg prozessieren
und so ein Cross-Priming von T Zellen induzieren konnen. Strategien, die die
Expression oder die Prisentation eines Antigens in DCs in vivo und in vitro
ermoglichen, wiirden demnach eine erfolgsversprechende Immunisierungs-
Strategie darstellen. Darauf basierend wurde im Rahmen dieser Arbeit
untersucht: (1) ob und in welchen Rahmen DCs bei Immunisierungs-Strategien
mit "Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus" (AcMNPV)
transfiziert werden und (2) ob das HCMV-Tegumentprotein pp65
Eigenschaften aufweist, die es als potentielles Tragersystem fiir

Proteinantigene in den Cross-Présentationsweg von iDCs geeignet macht.

(1) Es konnte in Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass humane iDCs
in geringem Umfang gp64-abhéingig durch rAcMNPYV infiziert werden.
Dies erlaubt eine transiente Expression von Reportergenen in den iDCs.
Allerdings sinkt die Expression schnell ab, so dass zu dem Zeitpunkt
optimaler Aktivierung der DCs durch Ac MNPV die Expressionsstirke
gering ist. Im Gegensatz zu iDCs konnen hingegen optimal aktivierte
mDCs nicht von rAcMNPV infiziert werden. Da AcMNPV im hohen
Grade in der Lage ist, DCs zu aktivieren, aber nur mit geringer
Effizienz die iDCs infiziert, ist die Immunisierung mit rAc MNPV in
vivo demnach wahrscheinlich von der Cross-Prisentation von

Antigenen aus infizierten Korperzellen abhingig.
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2)

Das HCMV-Tegumentprotein pp65 vermittelt eine effizientere Bindung
gekoppelter Proteine an 1iDCs, als die beschriebenen Protein-
Transduktionsdoménen TatPTD und Penetratin. AuBBerdem vermittelt
pp65 die Aufnahme fusionierter Proteine in iDCs. Dariiber hinaus wird
pp65 in iDCs effizient in den Cross-Présentationsweg geschleust und
induziert bei geringer Stoffmengenkonzentration CD4" und CDS8"
Gedédchtnis- T Zell-Antworten. Obwohl pp65 keinen Einflufl auf die
Aktivierung von DCs hat, stellt es ein vielversprechendes System dar,
um fusionierte Proteine in den Cross-Prisentationsweg von DCs zu
schleusen. In Kombination mit einem Adjuvans konnten so effektive

zelluldre Immunantworten induziert werden.

Die getesteten Systeme zur DNA- als auch Protein-Immunisierung sind beide

Kandidaten zur Induktion von zelluliren Immunantworten. Sie besitzen

spezifische Eigenschaften, beispielsweise fithrt AcCMNPV zu einer sehr

effizienten Aktivierung von DCs, pp65 dagegen nicht. Andererseits ist die

Effizienz der Infektion von iDCs durch AcMNPV gering, wihrend pp65 sehr

effizient von iDCs cross-prisentiert wird. Die vorliegenden Untersuchungen

bieten in ihrer Gesamtheit einen Ansatzpunkt, um die Systeme fiir eine

spezifische Anwendung in vivo zu optimieren.
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6. Summary

Intracellular pathogens, like viruses, are eliminated by cellular immune
responses. During this work I investigated several systems to induce these
immune responses. /n vivo, primary T cell are mainly induced by dendritic
cells (DCs). These are also the only cells to cross-present and finally cross-
prime naive T cells with protein antigens in vivo. Immunization-strategies
address therefore the expression and the presentation of antigens in DCs. Based
on these findings, it was investigated: (1) whether and how efficient
"Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus" (AcMNPV) is
able to infect DCs and (2) whether the HCMV-tegument-protein pp65 shows

properties of an efficient carrier system for antigens into DCs.

(1) Human iDCs got infected by rAcMNPV with low efficiency. This
infection was dependent on gp64. The infection of iDCs resulted in a
transient expression of the reporter genes encoded by rAcMNPV. The
levels of expression were decreasing rapidly. This results in low
expression levels at the timepoint of optimal AcMNPV-mediated
activation of DCs. In contrast activated mDCs were not infectable by
rAcMNPV. Taken together, ACMNPV strongly activates DCs, but does
infect DCs only with low efficiency. Therefore it is likely, that In-Vivo-
immunization with rAcMNPV leads mainly to the infection of body
cells other than DCs. The antigen from these cells might then be cross-

presented by rAcMNPV-activated DCs.

(2) Proteins, fused to HCMV-tegument-protein pp65 were bound with
higher efficiency to DCs than those fused to the described protein-
transduction-domains (PTD) TatPTD and Penetratin. Furthermore, the
fusion of pp65 to proteins also led to an enhanced uptake by iDCs.
Pp65 alone is inducing strong CD4" und CD8" memory-T cell-
responses when taken up by DCs. Therefore it is also efficiently cross-
presented by these cells. Taken together, pp65 is a promising candidate

to direct fused antigens into the cross-presentation pathway of DCs. The
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pp65 does not activate DCs, but could be used to induce effective T cell

responses in combination with adjuvants.

The tested systems both contribute to the induction of cellular immunity. They
both harbour specific advantages and disadvantages. Whereas AcMNPV leads
to a very efficient activation of DCs, pp65 is not able to activate these cells. On
the other hand, rAc MNPV does infect iDCs with low frequency. In contrast to
this, pp65 is taken up and cross-presented very efficiently. These findings

allow further optimization of the systems for specific In-Vivo-application.
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