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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die virale Hepatitis stellt mit 500 Millionen infizierter Individuen eines der grofiten
globalen Gesundheitsprobleme dar. Ein besseres Verstindnis der Vorginge, die zur
Generierung einer potenten antiviralen Immunantwort fiihren, steht im Zentrum der

heutigen Forschung.

Die Eliminierung des Virus ist essentiell von der Aktivierung der zytotoxischen T-Zell-
Antwort abhdngig und ist ein vielseitiger Prozess immunologischer Mechanismen. Die
Erforschung der Interaktion zwischen den Antigen-prasentierenden Zellen und den
T-Lymphozyten koénnte somit Vakzinierungsstrategien weiterentwickeln und die

medikamentdse Behandlung von Hepatitis verbessern.

Das Fas apoptotic inhibitory molecule 3 (Faim3/Toso) ist ein seit 1998 bekanntes Typ I
Transmembranprotein, dessen funktionelle Wirkung seither kontrovers diskutiert wird.
Zuniachst als anti-apoptotisch im TNFR- und FasR-Signalweg wirkend beschrieben, konnte
in einigen Untersuchungen die Funktion von Toso als ein exklusiver Rezeptor fiir IgM
gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Proteins wahrend
einer akuten viralen Infektion mit dem nicht zytopathischen lymphozytaren
Choriomeningitis Virus (LCMV) anhand einer totalen Deletionsmutante im Hinblick auf
die interaktiven Vorgange zwischen Antigen-prasentierenden dendritischen Zellen und

T-Lymphozyten untersucht.

Das Fehlen von Toso resultiert in einer verminderten zytotoxischen T-Zell-Antwort und
folglich in einer verzogerten Viruskontrolle. Im Rahmen dieser Studie konnte die Relevanz
von Toso sowohl auf T-Lymphozyten als auch auf dendritischen Zellen gezeigt werden.
Die Defizienz des Proteins auf einer oder beiden Zelltypen resultiert stets in verminderter
Effektivitit der zytotoxischen T-Zell-Antwort. Verursacht durch differentielle Reifung
Toso defizienter konventioneller dendritischer Zellen durch frithinflammatorische
Zytokine wie TNFa, vermitteln diese T-Lymphozyten kein effizientes, funktionelles
Aktivierungssignal sowie vermindertes Uberleben. T-Zellen werden auf diesem Wege fiir
eine vorzeitige Kontraktion programmiert. Der fehlende Schutz virusspezifischer
T-Lymphozyten vor apoptotischen Vorgingen in der Effektorphase der Infektion
resultiert in Toso/- T-Zellen in vorzeitiger Eliminierung und folglich in ineffizienter

antiviraler Zellantwort.

Zusammenfassend deuten die prdsentierten Daten auf eine essentielle Rolle von Toso in
der Regulation der T-Zell-Aktivierung und Generierung einer potenten zytotoxischen

Immunantwort wahrend einer viralen Infektion hin.
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1. SUMMARY

Viral hepatitis is a major health problem with 500 mio infected individuals worldwide. It
is the cause of death of approximately one million people each year. The investigation of
mechanisms generating a potent immune response during viral infection is the aim of

current research.

The virus clearance is essentially correlated with induction of a potent cytotoxic T cell
response and depends on a variety of immunological mechanisms. Better understanding
of the interaction between antigen presenting cells (APC) and T lymphocytes could

improve vaccination strategies and therapeutic interventions.

Fas apoptotic inhibitory molecule 3 (Faim3/Toso) was first described as a type I
transmembrane protein in 1998. The function of Toso is a controversial topic among
scientists. Once described as an anti-apoptotic molecule in the TNFR- and FasR-pathways,
Toso was also shown to be an exclusive receptor for IgM. In this study the role of Toso was
examined during acute viral infection with lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)

regarding to the interactive communication between APCs and T cells using Toso “-mice.

The lack of Toso results in diminished frequencies of cytotoxic T cells and reduced viral
clearance during infection. In this study the high relevance of Toso expression on
dendritic cells and T lymphocytes was shown. The deficiency in one or both cell types
resulted in each case in diminished efficiency of CD8*T cells. Toso/- conventional DCs
exhibited a differential maturation capacity after stimulation with early inflammatory
cytokines like TNFa and are consequently not able to promote efficient T lymphocyte
activation and survival. As a result T cells are determinated for too early contraction
phase. The lack of anti-apoptotic protection in Toso7- T cells in the effector phase led to

early elimination of virus specific T cells and consequently in inefficient T cell response.

In conclusion, this study showed the preferential role of Toso in regulation of T cell

priming and induction of an efficient T cell response during viral infection.
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2. EINLEITUNG

Hepatitis ist im Allgemeinen ein Begriff, welcher fiir die Beschreibung einer
Leberentziindung verwendet wird. Weltweit sind tiber 500 Millionen Menschen mit dem
Hepatitis Virus infiziert. Eine virale Hepatitis wird vor allem durch die Hepatitis-Viren
(HAV, HBV, HCV, HDV und HEV) als auch durch zahlreiche andere Viren wie Eppstein Barr
Virus (EBV), Varizella-Zoster-Virus (VZV) oder Herpes-Virus hervorgerufen (Al-Hamoudi,
2009; Crum, 2006; Kaufman et al,, 1997; Plisek et al,, 2011). Neben viralen Infektionen
kann Hepatitis bei verschiedenen Stoffwechselerkrankungen, wie der Himochromatose
(Eisenspeicherkrankheit) (Witte et al, 1996) sowie nach einer intensiven
Medikamenteneinnahme (Medikamentenhepatitis) (Moling et al, 2006),
Alkoholmissbrauch und verschiedenen Autoimmunerkrankungen auftreten (Bruha et al,,

2012; Della Corte et al., 2012).

Jahrlich sterben weltweit 600.000 Menschen an einer HBV- (WHO, 2008) und 350.000 an
einer HCV-Infektion (WHO, 2011) und die Rate fiir die chronische Hepatitis liegt in der
Gesamtbevoélkerung bei ca. 10% (WHO, 2011). Allein in Deutschland erkranken trotz der
verfiigharen Impfstoffe jahrlich geschitzte 15.000-30.000 Menschen an Hepatitis B
(WHO, 2008), sodass die virale Hepatitis einer der bedeutendsten Erkrankungen darstellt.
Die meisten Erkenntnisse iiber den Verlauf und die Auswirkungen der Krankheit stammen
aus klinischen Studien, in vitro Untersuchungen sowie murinen Infektionsmodellen mit
vergleichbaren Viren, wie dem Maus Hepatitis Virus (MHV) und dem lymphozytéiren

Choriomeningitis Virus (LCMV).

2.1. Virale Hepatitis im LCMV-Modell

Als Modell der viralen Hepatitis kann eine murine Infektion mit LCMV verwendet werden
(Oldstone et al., 1985). Das seit vielen Jahren genutzte Modell bietet viele Vorteile.
Virusinfektionen mit unterschiedlichen Stimmen des LCMV sind in Laboren gut etabliert.
In Europa werden im Gegensatz zu den in den USA und Kanada genutzten neurotrophen
Stammen Armstrong und Clone 13 vorwiegend viszerotrophe Stimme WE und DOCILE
verwendet. Die Infektion mit WE ruft eine akute Hepatitis hervor, wiahrend die DOCILE-
Infektion durch eine min. 100-tagige Persistenz ausgezeichnet ist und chronisch verlauft

(Ahmed and Oldstone, 1988; Ahmed et al., 1984; Moskophidis et al., 1993).
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Lymphozytire Choriomeningitis-Virus (LCMV)

Das LCMV gehort zu der Familie der Arenaviridae und wurde 1934 von Charles Armstrong
erstmals beschrieben. Das ambisense Einzelstranggenom beinhaltet zwei negative
RNA-Strange (NS-RNA Viren), von denen das L-Segment von 7,2 kb die Polymerase
(200 kDa) und das Z-Protein (11 kDa), wahrend das 3,4 kb grofle S-Segment das
Glykoprotein GPC (75 kDa) sowie das Nukleoprotein NP (63 kDa) codiert (Riviere et al,,
1985; Salvato et al, 1989; Salvato and Shimomaye, 1989; Singh et al, 1987).
Cotranslational wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) des Wirts das ungew6hnlich
lange Signalpeptid (SSPiss) abgespalten, jedoch im Gegensatz zu normalen
Signalsequenzen nicht verdaut sondern stellt eine wichtige Domane des Glykoproteins
von LCMV dar (Agnihothram et al, 2006; Eichler et al, 2003a; Eichler et al., 2003b;
Froeschke et al,, 2003; Saunders et al., 2007; York and Nunberg, 2007; York et al., 2004).
Untersuchungen am nah verwandten Lassa- (LASV) und Junin-Virus (JUNV) konnten
Verstdndnis fiir die Funktionalitit und die genaue Struktur des GP bei Arenaviren
verbessern und liefden aufgrund der hohen Konservierung des SSP einen vergleichbaren
Mechanismus bei LCMV vermuten (Froeschke et al,, 2003; Schrempf et al., 2007; York and
Nunberg, 2007). Das SSP leitet das Restpeptid durch das ER und ist mafigeblich an seiner
weiteren Modifikation beteiligt (Agnihothram et al, 2006; Saunders et al., 2007).
Auflerdem verhilft es dem reifen GP an die Zelloberflache des Wirts und ist essentiell fiir
die Knospung des Virus und desweiteren an viralen Invasionsmechanismen beteiligt

(Agnihothram et al.,, 2006; Agnihothram et al., 2007; York and Nunberg, 2006, 2007).

Das GPC wird post-translational im ER des Wirts einer massiven N-Glykosylierung an bis
zu neun Stellen unterzogen (Wright et al., 1989), welcher eine grofde Rolle bei der
Funktionalitdt des GP, jedoch auch bei antiviralen Wirtsmechanismen zugesprochen wird
(Bonhomme et al., 2011; Ochsenbein et al, 1999). Im Post-Golgi-Komplex wird das
GPCs9.498 von der Subtilase SKI-1/S1P an der -RRLL-Schnittstelle (ASze2-265) gespalten
(Beyer et al, 2003; Kunz et al,, 2003; Lenz et al, 2001; Wright et al, 1990). Gezielte
Mutagenese der Schnittstelle konnte zeigen, dass das Arginin Rzsz ebenso durch ein Lysin
(K) oder ein Histidin (H) ausgetauscht werden kann, sowie das Leucin Lzes durch ein
Alanin (A), Serin (S), Threonin (T) oder ein Phenylalanin (F) funktional ersetzt werden
kann (Beyer et al, 2003). Das N-terminale peripher befindliche GP1 (ASso-265) von
40-44 kDa und das C-terminale transmembrane GP2 (ASz¢6.498) von 35 kDa bilden durch
die Assemblierung von Homotetrameren die dornartigen Fortsdtze des Viruscapsids
(Beyer et al, 2003; Southern et al, 1987; Wright et al., 1990). Dabei bindet der

GP1-Komplex nicht kovalent an den GP2-Komplex und wird so als Heterooktamer in die
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Plasmamembran der Wirtszelle transportiert (Burns and Buchmeier, 1991; Neuman et al.,
2005). Die SSP-Domaine eines jeden GP Heterodimers interagiert nicht kovalent mit dem
zytoplasmatischen Bereich des GP2 in der Wirtsmembran, sodass im reifen Viruspartikel
sowohl der N- als auch der C-Terminus des SSP in das Capsidinnere reicht (Agnihothram

et al.,, 2006; Agnihothram et al., 2007).

GP1 ist in die Rezeptorbindung involviert und wird zudem vom natiirlich vorhandenen
IgM erkannt, was ebenfalls eine Internalisierung des Viruspartikels zufolge hat (Burns and
Buchmeier, 1991; Ochsenbein et al.,, 1999; Pinschewer et al.,, 2004; Wright et al., 1989).
Quirin et al. konnten zudem zeigen, dass das LCMV nicht nur den Rezeptor-vermittelten
Infektionsweg nimmt, sondern auch durch das Eindringen in die Spatendosome die
Replikation initiieren kann und dies Cholesterol- und nicht wie in den meisten Féllen
Clathrin-abhéngig geschieht (Quirin et al.,, 2008; Rojek et al., 2007; Shah et al,, 2006; Vela
etal., 2007).

Das NP bildet zusammen mit der genomischen RNA das Nukleocapsid (NC) und ist
gemeinsam mit der Polymerase die Kkleinste infektiose Einheit, das virale
Ribonukleoprotein (RNP), des LCMV (Fuller-Pace and Southern, 1988, 1989; Southern,
1996). Die Bedeutung des 11 kDa grofden Z-Proteins ist nicht vollstandig verstanden, wird
jedoch aufgrund von Untersuchungen im Minigenomsystem regulatorisch im
Transkriptionsvorgang vermutet (Cornu and de la Torre, 2001). Zudem wird das
Z-Protein als der Gegenpart zum Matrixprotein (M) anderer NS-RNA-Viren, wie Influenza,
Vesicular-Stromatitis-Virus (VSV), Maus-Hepatitis-Viris (MHV), und Masern-Virus (Salvato
et al, 1992) gesehen und ist zusammen mit SSP-GP1-GP2-Komplex notwendig fiir die
korrekte Assemblierung und nicht-zytopatische Knospung (budding) des LCMV-
Viruspartikel (Lee et al., 2002b; Perez et al., 2003; Salvato et al., 1992).

Virale Replikation

Wahrend der Infektion bindet das virale Partikel mittels GP1 an a-Dystroglykan (a-DG),
welches auf der Oberfliche der Wirtszelle exprimiert ist (Durbeej et al., 1998). a-DG ist
zwar nicht der Alleinige, jedoch als der Hauptinternalisationsrezeptor fiir LCMV
beschrieben (Borrow and Oldstone, 1994; Cao et al,, 1998; Kunz et al., 2004a; Reignier et
al,, 2006; Sevilla et al.,, 2000; Smelt et al.,, 2001) und vermittelt ebenso Infektionen mit
anderen Arenaviren (Cao et al., 1998; Spiropoulou et al., 2002). Die Expression des o-DG
ist ubiquitar nachgewiesen worden (Durbeej et al., 1998). Die Bindung an a-DG ist zudem

mit der Viruspersistenz und dem Exhaustionverhalten der zytotoxischen T-Lymphozyten
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(cytotoxic t lymphocytes, CTL) in Verbindung gebracht worden und gilt als einer der
Quellen des viralen Trophismus des LCMV (Cao et al., 1998; Sevilla et al., 2000; Smelt et
al,, 2001). Untersuchungen zeigten, dass eine starke Bindung des Virus an a-DG mit einer
praferentiellen Viruspersistenz in der weiflen Pulpa der Milz, im Speziellen in den dort
befindlichen DCs (90%), mit einer supressiven CTL-Antwort korreliert, wohingegen
Infektionen mit Virusstdimmen mit nur schwacher Bindungsaffinitit an a-DG nur bedingt
DCs infizieren (<10%), in der roten Pulpa replizieren und geklart werden kénnen (Evans
etal,, 1994; Kunz et al.,, 2004b; Sevilla et al., 2000; Smelt et al., 2001). Die Bindungsaffinitat
wird iiber die Positionen ASzso260 im GP1 vermutet vermittelt zu werden und
unterscheidet sich zwischen den verschiedenen Virusstimmen (Matloubian et al., 1990;
Salvato et al., 1991; Salvato et al., 1988). Anschlieflend an die Rezeptorbindung wird das
Virion von einem Vesikel umhiillt und in die Wirtszelle aufgenommen. Dieser Vorgang ist
nicht Clathrin-ahangig, jedoch im Einzelnen nicht aufgeklart (Borrow and Oldstone, 1994;
Quirin et al., 2008). Die Verschmelzung mit dem Lysosom erniedrigt den pH-Wert und
aktiviert somit das LCMV-Virion (Di Simone and Buchmeier, 1995; Di Simone et al., 1994;
York et al, 2008). Die darauf folgende Konformationsianderung des GP-Komplexes
ermoglicht die Egression des RNP ins Zytosol und ist entscheidend von SSP abhingig,
welches zur Initialporenbildung fiihrt und die Plasmamembran des Lysosoms aufbricht
(Di Simone and Buchmeier, 1995; Di Simone et al.,, 1994; Saunders et al., 2007; York and
Nunberg, 2006).

Die Replikation des LCMV-Genoms erfolgt iiber eine antigenomische RNA, wobei die
Polymerase und das NP direkt vom Genom translatiert werden kénnen, wihrend das GPC
und Z-Protein erst iiber die antigenomische Matritze gelesen werden (Fuller-Pace and
Southern, 1988; Perez and de la Torre, 2003; Pinschewer et al, 2003). Als
Terminationssignal fungiert die IGR-Sequenz, welche sich zwischen beiden Gensequenzen
befindet (Meyer and Southern, 1994; Pinschewer et al., 2005). Die Entlassung virulenter
Partikel erfolgt nicht-zytopatisch durch Knospung. Dabei interagiert das durch eine
Myristoylation modifizierte Z-Protein mit dem zytoplasmatischen Teil des in der dufleren
Plasmamembran des Wirts befindlichen GP-Komplexes, dem SSP und dem RNP und
vermittelt somit die Bildung infektidser, viraler Partikel vergleichbar mit einer
Briickenverbindung (Capul et al., 2007; Perez et al., 2003; Perez et al., 2004; Strecker et al,,
2003). Untersuchungen zufolge sind sowohl das Z-Protein als auch die SSP-Untereinheit
essentiell fiir die Knospung und die erfolgreiche Reproduktion des LCMV (Agnihothram et
al,, 2006; Perez et al., 2003; Strecker et al,, 2003).
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Antivirale Wirtsmechanismen

Infektionen mit LCMV verlaufen abhdngig vom Stamm und viraler Applikationdosis
unterschiedlich. So ist die Inmunodominanz bestimmter Peptide wiahrend der Infektion
von der Viruslast abhangig (Probst et al., 2003). Im akuten Infektionsmodell ist das auf
MHC I prasentierte GP33.41 immunodominant, bei niedrigeren Dosen jedoch das NP396.404.
Replikation stark persistierender Stimme wie Clone 13 und DOCILE wurden mit
verschiedener Effizienz ablaufend beobachtet und hiangen enorm mit den antiviralen
Mechanismen der Wirtszelle zusammen. Ein besseres Verstdndnis dieser Vorginge ist das

Ziel heutiger Forschung und soll bei der Entwicklung neuer Medikamente helfen.

Die erste immunologische Barriere fiir das Virus stellen die gewebestindigen
Makrophagen, die in fast jedem Organ vertreten sind (Hume and Gordon, 1983; Hume et
al,, 1983). Diese sind effektive phagozytierende Zellen und besitzen eine ganze Reihe von
Antigen erkennenden Rezeptoren, wie PRR, TLR, FcR und kénnen zudem Gewebe und
Blutstrom erfolgreich iiber das Komplementsystem filtern (Mevorach et al, 1998).
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Aufnahme viraler Partikel essentiell von
Makrophagen der Marginalzone (MZM), den metallophilen Makrophagen (MM), und den
Kupffer-Zellen, den Makrophagen der Leber, abhangt (Aichele et al,, 2003; Honke et al,,
2012; Lang et al,, 2010). Durch die Ausschiittung inflammatorischer Zytokine wie TNFa,
IL-1 und IL-6 verlinken die Makrophagen Bestandteile des angeborenen Immunsystems
wie NK-Zellen, Monozyten und Antigen prasentierende Zellen (APC) wie die dendritische
Zellen. Zudem konnte einigen dieser Zytokine eine antivirale Wirkung nachgewiesen
werden (Mestan et al., 1986; Wong and Goeddel, 1986). Die entstehende antivirale
Immunantwort ist anfangs nicht-zytolytisch und erfolgt sowohl autokrin als auch parakrin
tiber Typ I Interferone (IFNa/) (Marie et al.,, 1998). Die Hauptproduzenten von IFNa/[3
wahrend einer viralen Infektion sind plasmozytoide dendritische Zellen (pDCs) (Asselin-
Paturel et al,, 2001; Cella et al., 1999a; Gary-Gouy et al., 2002). Die antivirale Wirkung der
Interferone wird direkt Uiber die Induktion der Genexpression von Abwehrproteinen in
infizierten Zellen und indirekt tiber die Rekrutierung von Monozyten, welche sich unter
dem Einfluss des Zytokins vermehrt zu inflammatorischen dendritischen Zellen (iDCs)
entwickeln, vermittelt (Cella et al., 1999a; Siegal et al., 1999). Ferner induziert [FNa das
Einwandern von Lymphozyten in die T-Zell-Areale lymphatischer Organe und initiiert
somit den Prozess des Homings (Shiow et al., 2006). Untersuchungen zeigten, dass vor
allem pDCs grofde Mengen an Typ I Interferon auf die Stimulation mit viralen Antigenen
oder analogen Stimuli wie Polyl:C und CpG produzieren, sodass der IFNa Spiegel in den

ersten 24 h nach einer akuten Infektion seinen Peak erreicht (Grundy et al., 1982; Krug et
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al, 2004; Scheu et al, 2008). Die Notwendigkeit der nicht-zytolytischen
Antiviralmechanismen zeigt sich nach Depletion der Makrophagen mit Clodronat oder in
Infektionsmodellen mit I[FNaR1-/- Mdusen (Lang et al., 2010). Wird das Virus nicht liber
die Makrophagen kontrolliert, setzen massive Persistenzmechanismen bis hin zur
Immunsupression durch die Infektion der DCs in der weifden Pulpa ein und resultieren in

einer fehlenden CTL-Antwort.

2.2. Dendritische Zellen

Entwicklung dendritischer Zellen

Die dendritischen Zellen (DCs) stellen zwar nicht die einzigen, jedoch die wichtigsten
Antigen prasentierenden Zellen dar und werden als die wirkungsvollste Verbindung
zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem gesehen. Durch die Aufnahme
von Pathogenen, Prozessierung und Prasentation von Fremdproteinen sowie Produktion
zahlreicher Zytokine kanalisieren die dendritischen Zellen das Immunsystem und sind fiir
die Aktivierung von T-Lymphozyten ebenso essentiell wie fiir die Induktion zentraler und

peripherer Toleranz.

Seit der Entdeckung der Zellen 1973 zeigten zahlreiche Untersuchungen, dass es
verschiedene Populationen von DCs gibt, deren Funktion ebenso wie die zelluldre
Herkunft unterschiedlich ist (Steinman and Cohn, 1973). Die sogenannten
konventionellen DCs (cDCs) trennt man in der Literatur in lymphoide und myeloide DCs
entsprechend ihrer Herkunft. Lymphoide dendritische Zellen entwickeln sich aus einer
friith abspaltenden Population der hamatopoetischen Stammzellen (HSC), den lymphoiden
Progenitorzellen (CLP, common lymphoid progenitor) . Adoptive Transfers
der lymphoiden Progenitoren in bestrahlte Tiere zeigten eine Rekonstitution der T- und
B-Lymphozyten, NK-Zellen sowie die Entwicklung von CD8a*cDCs, jedoch keine
Rekonstitution myeloider Zelllinien wie den Makrophagen oder Granulozyten (Wu et al,,
1996). Dieser autarke Entwicklungspfad gilt als die Herkunft von CD8a*cDCs, welche die
dominierende Zellpopulation im Thymus und Lymphknoten stellen (Liu et al., 2007;
Shortman et al., 1998; Vremec and Shortman, 1997; Vremec et al., 1992).
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In der Milz findet man neben den lymphoiden CD8a+*cDCs auch eine CD8a-DC-Population,
welche gegenwartigen Modellen zufolge aus den myeloiden Vorlaufern (CMP, common
myeloid progenitor) stammt. Aus dieser Zellpopulation entwickeln sich im Knochenmark
die Quelle der Granulozyten tber die CGPs (common granulocyte progenitor) sowie die
Vorlaufer von DCs und Makrophagen, die MDPs (macrophage/DC progenitors). Noch im
Knochenmark differenzieren sich aus den MDPs unter dem vermuteten Einfluss wage
beschriebener Faktoren liber CDPs (common dendritic progenitor) die plasmozytoiden
dendritischen Zellen (pDCs) und PraDCs, die in die Peripherie auswandern. Adoptive

Zelltransfers konnten zeigen, dass die MDPs sowohl dendritische Zellen als auch
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Monozyten hervorbringen, wihrend der Transfer von CDPs ausschliefdlich in der
Differenzierung von c¢DCs und pDCs resultiert (Liu et al., 2009). Die Entwicklung beider
DC-Populationen findet nachweislich im Knochenmark statt und gilt ebenso fiir die
Entwicklung der lymphoiden CDPs, welche CD8a*pDCs und CD8a*cDCs hervorbringen.
Erst im weiteren Differenzierungsstadium emigrieren die pDCs sowie die PraDCs in die
lymphatischen Organe und entwickeln sich dort rasch unter dem Einfluss von FIt3L und
Tregs zu DCs (Liu et al,, 2009; Pulendran et al., 1997; Waskow et al., 2008). Flt3/FIt3L
defiziente Mause zeigen eine eindeutige Reduktion an c¢DCs und pDCs, wihrend die
Frequenzen der MDPs sowie PraDCs nicht verandert scheinen (McKenna et al., 2000;
Waskow et al., 2008). So wird vermutet, dass die Homoostase dendritischer Zellen in den
peripheren lymphatischen Organen durch die Zytokinlevel von FIt3L, LTa und GM-CSF
kontrolliert wird (Kabashima et al., 2005; Liu et al, 2009). Untersuchungen konnten
zudem zeigen, dass die Behandlung mit FIt3L invivo grofie Mengen an myeloiden und
lymphoiden DCs in den lymphatischen Organen induzieren konnte, wohingegen die
Substitution mit GM-CSF préferentiell DCs myeloiden Ursprungs hervorbrachte (Brasel et
al,, 1997; Brasel et al,, 1996; Karsunky et al., 2003; MaraskovsKky et al., 1996; Pulendran et
al,, 1997; Pulendran et al., 1999; Shurin et al., 1997; Waskow et al., 2008).

Die pDCs stellen eine besondere Population der DCs, sind langlebig und ein wichtiger
Bestandteil der angeborenen Immunitat (O'Keeffe et al., 2002). Neben der beschriebenen
Fahigkeit T-Lymphozyten Antigene zu prasentieren (Asselin-Paturel et al., 2001; Hoeffel
et al,, 2007) sind sie die Hauptproduzenten der Typ I Interferone (IFNa /) und liefern die
erste nicht-zytolytische antivirale Antwort (Cella et al., 1999a; Cervantes-Barragan et al,,
2007). Damit nehmen die pDCs stimulierenden Einfluss auf die Entwicklung und Reifung
inflammatorischer DCs (iDCs) und sind in die Aktivierung von T-Lymphozyten involviert
(Le Bon et al.,, 2006a; Le Bon et al,, 2003; Le Bon et al., 2006b; Shiow et al., 2006). Zudem
besitzen diese im Vergleich zu restlichen cDCs eine hohere durch IFNy und CpG
induzierbare Kapazitiat zur Produktion der Chemokine CCL3/4, welche die Chemotaxis

nicht maturierter DCs positiv beeinflusst (Proietto et al,, 2004).

Die inflammatorischen dendritischen Zellen entwickeln sich aus CD115+Ly6ChiCCR2+*
Monozyten, die unter dem Einfluss von CCL2 wahrend einer Infektion vermehrt in die
Peripherie auswandern und sich dort Interferon-abhingig differenzieren (Cella et al,
1999a; Randolph et al,, 1999; Siegal et al., 1999). Die Funktion dieser Zellpopulation ist
sehr umstritten und stellt einen wichtigen Bereich der aktuellen Forschung.
Untersuchungen zeigten, dass iDCs in der Lage sind als APC zu agieren und erfolgreich

T-Lymphozyten zu aktivieren (Aldridge et al., 2009; Geissmann et al, 2003). Eine
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gesonderte Population der iDCs stellt die wichtigen Produzenten von TNFa und iNOS die
sogenannten Tip-DCs dar (Aldridge et al., 2009; Bosschaerts et al,, 2010; Serbina et al,
2003).

Bedeutung der DCs fiir die Infektion

Die Hauptaufgabe dendritischer Zellen ist die Aufnahme und Prozessierung von
Pathogenen sowie die anschlieflende Prasentation von Antigenen (Ag) mit der
resultierenden klonalen Expansion spezifischer Lymphozyten. Untersuchungen konnten
zeigen, dass die zirkulierenden DCs in einem nicht maturierten Zustand in der Peripherie
verbleiben (Henri et al.,, 2001; Inaba et al., 1994; Leenen et al., 1998; O'Keeffe et al., 2003),
jedoch eine enorme Aufnahmekapazitit fiir Antigene aufweisen (Hawiger et al.,, 2001;
Sallusto et al, 1995). Neben der niedrigen Oberflaichendichte an kostimulatorischen
Markern wie CD80/86 (B7.1/B7.2), CD40, OX-40L (Henri et al.,, 2001; Inaba et al., 1994;
Lee et al,, 1993; Leenen et al., 1998) und einer hohen intrazelluldren Konzentration an in
Kompartimenten akkumulierten MHC II-Molekiilen (MIIC) (Kleijmeer et al, 1995;
Mommaas et al,, 1995; Nijman et al., 1995), zeigen nicht maturierte DCs keine Fahigkeit
zur T-Lymphozyten Aktivierung. Diese wurden im Gegenteil sogar beobachtet T-Zellen
anergisch zu stimulieren und periphere Toleranz zu induzieren (Hawiger et al., 2001;
Inaba et al., 1998). Viele Oberflaichenmolekiile wie TLRs, CD40, TNFR, IL1R und IL10R
wurden bereits mit der Reifung der DCs bzw. Hemmung dieser in Verbindung gebracht
(Bennett et al., 1998b; Buelens et al., 1997; Caux et al.,, 1994; Koppelman et al., 1997;
Sallusto et al., 1995). Der Prozess ist kontinuierlich und beginnt mit der Stimulation durch
z.B. LPS, bakterielle DNA, dsRNA (Cella et al., 1999b; Hartmann et al., 1999; Verdijk et al,,
1999) sowie inflammatorische Zytokine (Jonuleit et al., 1997) iiber die entsprechenden
Rezeptoren und endet durch den direkten Kontakt zu T-Zellen in lymphatischen Organen
(Schuurhuis et al, 2000). Ist ein Antigen aufgenommen, so wandelt sich die Ag
aufnehmende zur Ag prasentierenden Zelle und wandert unter der CCL19/21 vermittelten
Chemotaxis in die T-Zell Areale der Lymphknoten und der Milz (Dieu et al., 1998; MartIn-
Fontecha et al, 2003). Die reifen DCs verlieren die Fahigkeit zur Ag-Aufnahme und
verdndern ihre Morphologie (Garrett et al, 2000; West et al, 2000). Die
kostimulatorischen Molekiille CD80, CD86, CD40, CD58 werden auf der Zelloberflache
ebenso heraufreguliert wie MHCI und II, deren durchschnittliche Erneuerungsrate
gestoppt wird (turn over) (Cella et al, 1997; Cella et al., 1999b). Der Prozess dauert
Beobachtungen zufolge nur 36 h (O'Keeffe et al, 2003). In den lymphatischen Organen

angekommen, empfangen die DCs seitens der Lymphozyten ein zuséitzliches,
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aktivierendes Signal iiber CD40L, RANK, 4-1BB oder OX40L (Bennett et al, 1998b;
Schoenberger et al, 1998). Nach aktuellen Modellen gilt dieses Signal als eine Art
Lizensierung der DCs weitere Lymphozyten zu aktivieren (Bennett et al., 1998b; Ridge et
al, 1998). Dabei sind die DCs nicht permanent auf die Priasenz der Stimulation
angewiesen, sondern behalten den Zustand durch die temporare Expression weiterer
Oberflachenmolekiile bei. Die nun voll ausgereiften und aktivierten DCs kénnen naive

T-Lymphozyten aktivieren und eine inflammatorische Zytokinantwort liefern.

Die Bedeutung der CD11c* Zellen fiir die klonale Expansion spezifischer T-Zellen und
letztliche Viruskontrolle wurde unter anderem in CD11¢c-DTR Ablationsmodellen gezeigt
(Jung et al,, 2002; Probst et al., 2005; Probst and van den Broek, 2005). So ist die
Virusaufnahme und initiale Viruskontrolle, welche nachweislich mit der intakten
Milzarchitektur und zelluldren Funktionalitit der Marginalzone zusammenhangt (Oehen
et al,, 2002), in diesen Tieren nicht beeintrachtigt. Die Expansion und Generierung der
CTL-Antwort bleibt jedoch aus. Besteht wahrend einer viralen Infektion kein
ausreichender Link zum adaptiven Immunsystem, so endet die Infektion in einer stetigen
Viruspersistenz und vor allem bei zytopatischen Viren folglich im letalen Ausgang (Honke
et al, 2012). Als Agonisten nehmen die DCs einen regulatorischen Einfluss auf die
Entwicklung der T-Zell-Antwort und sind somit essentiell fiir die virale Kontrolle.
Untersuchungen persistierender Virusstaimme konnten zeigen, dass eine effizientere
Bindung an a-DG vermehrte Virusreplikation zufolge hat und in einer suprimierten
zytotoxischen T-Zell-Anwort resultiert (Sevilla et al., 2003; Smelt et al,, 2001). So ist die
Masse (90%) der DCs bei einer Infektion mit dem persistierenden Stamm des LCMV
Clone 13 infiziert und endet in der Eliminierung dendritischer Zellen und der fehlenden
CTL-Antwort. Eine Infektion mit Armstrong dagegen fiihrt zur Invasion von anndhernd
einem Zehntel der DCs und kann durch die Ag-Prasentation und die Induktion der CTL
geklart werden (Smelt, 2003). Welche Subpopulation dendritischer Zellen die T-Zell-
Aktivierung in vivo vornimmt, ist jedoch nicht geklart. Untersuchungen sprachen diese
Fahigkeit sowohl lymphoiden als auch myeloiden DCs zu, wenn auch
Untersuchungssystem-abhingig im unterschiedlichen Mafde (Kronin et al., 1996; Suss and
Shortman, 1996). Dies gilt auch fiir die pDCs und die sich aus Monozyten wahrend einer
Inflammation entwickelnden iDCs (Asselin-Paturel et al.,, 2001; Geissmann et al., 2003;

Hoeffel et al., 2007).
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2.3. T-Lymphozyten

Die Korrelation zwischen einer intakten zytotoxischen T-Zellantwort (CTL-Antwort,
cytotoxic T lymphocytes) und viraler Kontrolle wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen
untersucht. Die Entwicklung der spezifischen CD8* adaptiven Antwort ist essentiell fiir die
Viruskontrolle und wurde bereits fiir humane (HBV, HCV) und murine Hepatitis Viren
(z.B. LCMV) gezeigt (Byrne and Oldstone, 1984; Doherty and Zinernagel, 1975; Thimme et
al, 2001; Thimme et al, 2003; Zinkernagel and Welsh, 1976). Depletionen der
CD8+T-Lymphozyten resultieren in viraler Persistenz und massivem Leberschaden durch
virale Invasion (Cooper et al, 1999; Ferrari et al, 1990; Matloubian et al, 1994;
Rehermann et al,, 1995; Sobao et al., 2002; Zajac et al., 2003). Eine potente zytotoxische
Immunabwehr resultiert jedoch temporal im partiellen Leberschaden und bestimmt die
Immunpathologie der Erkrankung (Thimme et al., 2003; Zinkernagel and Doherty, 1973;
Zinkernagel et al, 1986), welche durch die Aktivititsbestimmung hepatischer
Transaminasen (z.B. ALT, Alanin-Aminotransferase) im Blut der Patienten bestimmt
werden kann (Cooper et al, 1999; Thimme et al, 2002; Thimme et al., 2001). Die
Depletion von CD4+T-Zellen hat keinen Effekt auf die CTL im akuten Infektionsmodell,
jedoch vermindert diese bei Infektionen mit persistierenden Stimmen des LCMV wie
Clone 13 und DOCILE (Fung-Leung et al,, 1991; Matloubian et al.,, 1994; Rahemtulla et al,,
1991; Thimme et al., 2003). Interessanterweise kann eine niedrige virale Last eines nicht
persistierenden Virusstammes auch ohne massive Leberpathologie weitestgehend sowohl
CD8+T-Zell abhingig als auch unabhangig kontrolliert werden und wird durch die nicht-
zytotoxische Immunabwehr tiber Typ I (IFNa/B) und Typ II Interferone (IFNy) vermittelt
(Frese et al,, 2002; Guidotti et al., 1994; Guidotti and Chisari, 2000; Lanford et al., 2003;
Thimme et al., 2002). Als Interferonproduzenten werden diesem Fall sowohl CD4+ als
auch CD8+T-Lymphozyten sowie die DCs, NK und NKT-Zellen gesehen (Franco et al., 1997;
Guidotti et al., 1994; Guidotti et al., 1996; Guidotti and Chisari, 2000; Kakimi et al., 2000).

Entwicklung der CTL

In einem akuten Infektionsmodell mit LCMV werden wunter dem Einfluss
frithinflammatorischer Zytokine wie TNFa und TypI IFN die sonst in der Peripherie
zirkulierenden und stets die lymphatischen Organe passierenden T-Lymphozyten einem
so bezeichneten Prozess des ,homing“ unterzogen (Shiow et al., 2006). Dieser erfolgt

durch die Minimierung ihrer Wanderungsgeschwindigkeit (shutdown), Heraufregulation

15
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von Adhesionsmolekiilen wie ICAM, CD62L, CD69, welche die Kontaktaufnahme mit dem
Endothelium ermdglichen (rolling), gefolgt von einer stabilen Bindung zum Endothel
sowie dem Eintritt in die lymphatischen Gewebe (transmigration) (Shiow et al., 2006).
Studien mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie konnten zeigen, dass wahrend der folgenden
48 h nach Eintritt in die lymphatischen Organe die naiven T-Zellen in drei Schritten
aktiviert werden (Hugues et al,, 2004; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004). Die durch
die Maturierung dendritischer Zellen hohe Oberflichendichte an Ag prasentierenden
Molekiilen MHC I und II erlaubt es den eingewanderten T-Zellen die Antigene abzutasten
und nach der Spezifitdt zu priifen. In der ersten Phase des Primings, wihrend der ersten
8 h nach dem Eintritt, tasten die T-Zellen durch vielfache Kurzkontakte mit DCs nach
spezifischen Ag, was ihre Wanderungsgeschwindigkeit enorm reduziert und ihre
Oberflichenmarker CD44 und CD69 hochreguliert. Isolierte T-Zellen aus diesem Abschnitt

der Aktivierung zeigten jedoch keine intrazelluldare Produktion von IL-2 oder IFNy.

Spatestens nach dem Ablauf der 8 h setzt die zweite Phase des Primings ein. Wird ein
entsprechendes Antigen prasentiert, bilden die T-Lymphozyten unter der Einwirkung
unterschiedlicher Adhesionsmolekiile (CD2, CD50, CD54, CD58, ICAM-1) sowie Integrine
B1/2 einen stabilen Kontakt zu der APC aus (supramolecular activation clusters, SMACs)
(Potter et al, 2001; Stoll et al., 2002; Van Seventer et al, 1990). Innerhalb der
Kontaktzone, der immunologischen Synapse (supramolecular activation cluster, SMAC),
werden die T-Lymphozyten iiber den TCR-MHCI/II sowie dem kostimulatorischen
Komplex CD28-CD80/86 aktiviert (Townsend and Allison, 1993; Wetzel et al,, 2002). Die
Kontaktzone stellt somit ein Dialogfeld zwischen beiden Zellen dar. Wahrend die
T-Lymphozyten iiber den TCR und CD28 aktiviert werden, leisten diese iiber auf ihrer
Oberflache exprimierten CD40L eine sogenannte T-Zell-Hilfe. Einige Untersuchungen
konnten zeigen, dass die Stimulation der DCs iliber CD40 eine Maturierung und
Zytokinproduktion der DCs sowie zusitzliche Raufregulation der kostimulatorischen
Molekiile induziert (Bennett et al., 1998b; Caux et al.,, 1994; Sallusto and Lanzavecchia,
1994; Schoenberger et al., 1998). Heutigen Modellen zufolge stellt die Stimulation der DCs
tiber CD40-CD40L ein Lizensierungssignal zur vollstandigen T-Zell Aktivierung dar (Toes
et al,, 1998) und involviert auch andere TNF-Familienmitglieder (0X40L-0X40, 4-1BBL-
4-1BB) in die DC-T-Zell-Kommunikation, indem diese einen regulatorischen Stellenwert
im Aktivierungsprozess einnehmen (DeBenedette et al, 1997). Die zweite bis zu 20 h
andauernde Phase des Primings ist durch die Heraufregulation der Aktivierungsmarker
der T-Zellen (CD25, CD44, CD28, CD69) und durch die einsetzende Produktion von IL-2
und IFNy, jedoch keinerlei Zellteilung gekennzeichnet (Hugues et al., 2004; Mempel et al,,
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2004; Miller et al., 2004). Untersuchungen konnten zeigen, dass das Antigen, wenn auch
am effektivsten von der DC, auch von anderen Zellen wie den B-Lymphozyten oder
Makrophagen prasentiert werden kann (Barker et al, 2002; Chesnut et al, 1982;
Macatonia et al., 1992; Toubert and Charron, 1997) und dass das kostimulatorische Signal,
welches flir das Priming naiver T-Zellen grundlegend ist, nicht zwingend auf derselben
Zelle vorhanden sein muss (Bennett et al., 1998b; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al.,
1998). So wurde bereits eine Ag-Prasentation von Fibroblasten und Endothelzellen
beobachtet, wenn eine kostimulierende DC in der Nahe ist. Der alleinige Kontakt zum
passenden Ag iiber den TCR ohne die Stimulation tiiber CD28 kann jedoch zum
anergischen Verhalten der T-Zellen fiihren (Gimmi et al, 1993; Harding et al., 1992).
Memory T-Lymphozyten dagegen bendtigen keine zusatzliche Stimulation iiber CD28 und
konnen auf das ausschliefdliche Signal tiber den TCR-MHC I/II-Komplex erfolgreich und
rapide expandieren (Croft et al., 1994).

Wahrend der dritten Phase, 24-48 h nach Eintritt der Lymphozyten in die lymphatischen
Organe, findet eine Dissoziation der T-Zellen von den APCs statt. Die Lymphozyten
erlangen ihre Wanderungsgeschwindigkeit wieder, beginnen enorm zu proliferieren und
emigrieren in den Blutfluss. War das Abtasten der DCs nicht erfolgreich, verweilen die
T-Lymphozyten bis zu 20h in den lymphatischen Organen ohne signifikante
Veranderungen der Oberflichemarker oder Zytokinproduktion und verlassen daraufhin
diese ohne zu proliferieren (Mempel et al., 2004). Untersuchungen konnten zeigen, dass
der Primingprozess fiir die Aktivierung der CD8+*T-Zellen mit dem der CD4+*T-Zellen
vergleichbar verlauft (Hugues et al., 2004; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004). Zudem
ist ein Mehrfachkontakt zu einer DC beobachtet worden, dessen Bedeutung nicht geklart

ist, jedoch regulatorisch vermutet wird (Mempel et al., 2004).

Die Verfiigbarkeit der reifen und aktivierten DCs, das prasentierte Ag sowie die Anzahl der
zirkulierenden dafiir spezifischen Lymphozytenklone stellen die limitierenden Faktoren
der Immunantwort. Eine verbesserte Expansion spezifischer T-Zellen konnte bereits
durch die induzierte Zunahme dendritischer Zellen in der Peripherie durch FIt3L
(Pulendran et al., 1998) sowie durch Adoptivtransfers unterschiedlicher Zellmengen an
DCs gelabelt mit differentiellen Ag-Konzentrationen gezeigt werden (Ludewig et al,
1998). Wird die T-Zell-Aktivierung mit nicht aktivierten DCs vorgenommen, fiihrt dies zur
peripheren Toleranz und folglich zu nicht intakter CTL-Antwort (Hawiger et al., 2001).
Eine exzessive Ag Prasentation maturierter oder Uberaktivierter DCs fiihrt zudem zur

Eliminierung der DCs und ist in der Lage T-Zell-Exhaustion auszul6sen.
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Lymphozytenpool

Der naive Lymphozytenpool wird durch die Lymphozytenhomeostase streng kontrolliert.
Untersuchungen konnten zeigen, dass der periphere Pool an B- und T-Lymphozyten
unterschiedlich und voneinander unabhangig reguliert wird (Kitamura et al.,, 1991). Reife
naive T-Lymphozyten verlassen den Thymus nach negativen und anschlief3end positiven
Selektionsvorgangen und werden in der Peripherie durch die Kontakte zu MHC-Molekiilen
und Zytokinlevel iiber ihre Lebenszeitspanne und iiber die Produktionsrate im Thymus
reguliert (Berzins et al.,, 1998; Chu et al., 2004; Sportes et al., 2008). Studien konnten
zeigen, dass IL-7 eines der wichtigsten Zytokine fiir die Regulation der peripheren naiven
Lymphozytenmenge ist (Bender et al., 1999; Ernst et al., 1999; Tan et al,, 2001; Tan et al,,
2002), welche tber das Homing in die Lymphknoten vermittelt wird (Schuster et al,
2009). Die Regulation des Memory-T-Zell-Pools ist dagegen neben IL-7 auch von IL-15
abhangig (Kennedy et al., 2000; Ku et al., 2000; Lodolce et al., 1998; Zhang et al., 1998)
und konnte bereits durch Substitutionen der Zytokine modifiziert werden (Nanjappa et

al, 2008).

Waihrend einer akuten Infektion expandieren spezifisch aktivierte T-Zellen beim Kontakt
zum Fremdantigen aus dem naiven Lymphozytenpool in der Effektorphase der Infektion

. Das erst in der Milz und anschliefRend auch in der Leber persistierende
Virus erreicht den Peak der viralen Last im akuten Infektionsmodell um dé6 p.i. und
korreliert mit der Expansion spezifischer CD8+T-Zellen (d6-d12 p.i.) (Moskophidis et al.,
1987) und der zunehmenden Immunpathologie (d8-d12 p.i.) (Thimme et al., 2003;
Zinkernagel et al, 1986). Die effCD8+T-Zellen kontrollieren das Virus und werden
anschliefdend in der Kontraktionsphase der CTL-Antwort apoptotisch eliminiert (Ahmed
and Gray, 1996; Pellegrini et al., 2003). Ein geringer Prozentsatz der CTL entwickelt sich
zu Memory-T-Lymphozyten und verbleibt in der Peripherie (Jacob and Baltimore, 1999;
Kaech and Ahmed, 2001; Murali-Krishna et al., 1998; Opferman et al., 1999).

In Gegensatz zu naiven CD8+T-Zellen, welche IL7RM[L15RPIL2R- sind (Goldrath et al,
2002; Maraskovsky et al., 1996; Schluns et al.,, 2002; Vella et al.,, 1997), regulieren die
Effektor T-Zellen (effCD8*) wdhrend des Primings den ILZR hoch und IL7R herunter
(IL7RlIL15RN[L2RN) (Lang et al., 2005). Ist die Effektorphase der akuten Infektion vorbei,
reguliert eine kleine Population der effCD8* T-Zellen den IL7R wieder hoch und einwickelt
sich zu IL7RNIL15RN[L2Rle Memory-T-Zellen (memCD8+*), deren Homdostase jedoch
abhangig vom allgemeinen T-Lymphozytenpool ist (Kaech et al., 2002; Kaech et al., 2003;
Ku et al,, 2000; Schluns et al., 2002). Faktoren, die die Entscheidung der Entwicklung von
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effCD8+T-Zellen zu memCD8+T-Zellen (IL7RMIL15RM[L2R/) vornehmen sind im
Einzelnen nicht aufgeklart. Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass eine Substitution
mit IL-7 wahrend der Effektorphase keinen Zuwachs an memCD8+T-Zellen bewirken
konnte, eine spatere Zugabe aber die Frequenz an funktionellen Memory-T-Zellen
erh6ohen konnte (Nanjappa et al., 2008). Eine Substitution mit IL-15 konnte ebenfalls die
Frequenz kontrahierender CD8+T-Zellen mindern (Yajima et al, 2006). Die restliche

Population der effCD8+T-Zellen (IL7RPIL15RM]IL2RI) wird apoptotisch eliminiert.

Effektor-Phase
Kontraktionsphase

Memory-Phase

LCMV

Der Mechanismus der Eliminierung spezifischer T-Zellen in der Kontraktionsphase ist
schlecht verstanden und sehr umstritten. So konnten einige Studien zeigen, dass der
aktivierungsinduzierte Zelltod (activation induced cell death, AICD) einen moglichen
Mechanismus der Kontraktion darstellt (Ju et al, 1995). Die hier vermuteten
Molekiilinteraktionen zwischen FasL-FasR, TNF-TNFR sowie IL-2-CD25 wurden mit der

Kontraktionsphase in Verbindung gebracht und sehr kontrovers diskutiert (Alderson et
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al,, 1995; Algeciras-Schimnich et al., 1999; Ju et al., 1995). Studien an Ipr/- (FasR/-) und
gld/- (FasL”/") sowie an TNFR1/2/- Mausen konnten eine Kontraktion spezifischer CTL
zeigen und werfen die Frage nach moglichen Alternativen auf (Lohman et al., 1996;
Miethke et al, 1996). Als Ersatzmechanismus wird der aktivierte autonome Zelltod
(activated T cell autonomous death, ACAD) vorgeschlagen (Hildeman et al, 2002).
Untersuchungen zufolge erfolgst somit die Vorprogrammierung auf den apoptotischen
Tod bereits wihrend der Zellaktivierung und wird durch die frithinflammatorischen
Zytokine bestimmt (Badovinac et al.,, 2002, 2004; Hildeman et al., 2002; Kohlmeier et al,,
2011). Der antiapoptotische Schutz wird iiber die IL-7 und IL-15 induzierte Expression
von Bcl-2 vermittelt (Grayson et al., 2000; Hildeman et al., 2002; Pellegrini et al., 2003).

T-Zell vermittelte Zytotoxizitat erfolgt durch unterschiedliche Mechanismen und wird
zum Einen iiber die Produktion und Sezernierung von Zytokinen wie TNFa und IFNy,
welche die Zielzellen direkt apoptotisch stimulieren (TNF-TNFR) oder sensitiv fiir FasR-
vermittelte Apoptose determinieren (IFNy), erfiillt (Klavinskis et al,, 1989; Leist et al,
1989). Ein direkter Zell-Zell-Kontakt ist fiir diese Form der Zytotoxizitat nicht notwendig,
was einen weniger spezifischen Ablauf ermdglicht. Die Eliminierung der Zielzellen iiber
die FasR-vermittelte oder Perforin-abhdngige Apoptose verlangt dagegen direkten
Zellkontakt und stellt die Hauptmechanismen der CTL dar (Kagi et al, 1994b).
Untersuchungen aktivierter T-Lymphozyten konnten eine verstirkte Expression von
FasL- und Perforin-mRNA zeigen und deuten auf eine wichtige Rolle beider Proteine
wahrend der Infektion hin (Muller et al., 1989; Young et al., 1989). Eine akute virale
Infektion der gld/- Maus mit LCMV zeigte keine Unterschiede in der Generierung der
CTL-Antwort (Zhou et al., 2002). Auch Perforin defiziente Mause entwickeln normale
CD8+T-Zellen und eine intakte spezifische T-Zell-Antwort wahrend einer viralen Infektion,
sind jedoch im Gegensatz zu FasL defizienten Tieren nicht in der Lage das Virus zu klaren
(Kagi et al.,, 1994a; Walsh et al., 1994; Zhou et al., 2002), sodass der Perforin-vermittelter

Mechanismus als entscheidend fiir virale Infektionen gilt.

Infektionen mit persistierenden Viren des LCMV wie DOCILE und Clone 13 rufen eine
schwichere CTL-Antwort hervor, welche uneffektive Zytotoxizitdt und fehlende
Viruskontrolle verursachen (Gallimore et al, 1998; Moskophidis et al., 1993). Die mit
diesem Vorgang der T-Zell-Exhaustion zusammenhdngenden Mechanismen sind im
Einzelnen nicht verstanden und stellen aufgrund der enormen klinischen Relevanz einen
der wichtigsten Zweige heutiger Forschung. Untersuchungen konnten bereits Zytokinen
wie IL-10 und IL-7 eine wichtige Rolle zusprechen. Die Blockade von IL-10- und

PD-1-Signalwegen konnte exhaustete T-Lymphozyten zur erneuten Proliferation und
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Zytotoxizitdt anregen (Barber et al., 2006; Brooks et al., 2006; Ejrnaes et al,, 2006; Ha et
al., 2008; Pellegrini et al,, 2011), die Substitution mit IL-7 dagegen resultierte in einer
Erh6hung des Memory T-Lymphozytenpools, welcher virale Kontrolle vermitteln konnte

(Nanjappa et al,, 2008; Pellegrini et al., 2011).

2.4. Fas apoptotic inhibitory molecule 3 (Faim3/Toso)

Zahlreiche Entwicklungsvorginge sowie immunologische Abldufe sind von apoptotisch
gepragten Vorgdngen abhdngig und bereits gut charakterisiert. Viele in diesen Prozess
involvierte Molekiile sind Mitglieder der TNF-Superfamilie. Das wahrscheinlich am besten
beschriebene System ist die FasR-vermittelte Apoptose (Nagata and Golstein, 1995), die
eine wichtige Rolle in der Lymphozytenentwicklung und der Generierung peripherer
Toleranz einnimmt (Adachi et al.,, 1996; Griffith et al., 1996; Watanabe-Fukunaga et al,,
1992). Auch andere Mitglieder der TNF-Superfamilie wie TNFR, LT-R, DR und 4-1BB
regulieren apoptotische Vorgiange (Chinnaiyan et al., 1996; Kienzle and von Kempis, 2000;
Micheau and Tschopp, 2003; Rooney et al., 2000). Interessanterweise sind viele dieser
Rezeptoren und ihre Liganden beschrieben worden auch proliferative Regulation zu
iibernehmen (Kennedy et al., 1999; Lee et al., 2002a; Starck et al,, 2005). Untersuchungen
konnten zeigen, dass sogar der Prototyp der Todesrezeptoren CD95 in der beginnenden
T-Zell-Aktivierung iiber die Bindung des loslichen FasL (CD178) Proliferation induziert
(Suzuki et al., 2000; Zhang et al., 2000). Die Bedeutung der einzelnen Interaktionen wird
in natiirlich vorkommenden Mutationen sichtbar und ist mit zahlreichen
schwerwiegenden Erkrankungen in Verbindung gebracht worden. So resultiert das Fehlen
des FasR im entarteten Lymphozytenverhalten (Lymphadenopathy) und progressiver,
systemischer Autoimmunitdt (autoimmunes, lymphoproliferatives Syndrom, ALPS)
(Bettinardi et al., 1997). Eine 2010 veroffentlichte Studie konnte jedoch zeigen, dass CD95
essentiell fiir Tumorwachstum ist (Chen et al., 2010) und machte nicht zum ersten Mal
deutlich, dass eine stringente Regulation der Expression von Todesrezeptoren noch
weiterer Erforschung bedarf (Bennett et al, 1998a; Niehans et al, 1997; Okada et al,,
2000; Saas et al., 1997).

Toso/Faim3 wurde 1998 erstmals von Hitoshi et al. als ein spezifischer Regulator der Fas-
induzierten Apoptose (fas apoptotic inhibitory molecule 3, Faim3) beschrieben (Hitoshi et
al,, 1998). Das Typ I Transmembranprotein weist in der Maus eine errechnete Grofie von
47 kDa (422 AS) mit einem N-terminalen Signalpeptid von 17 Aminosduren auf

. Die N-terminale extrazellulire Domane des Proteins betrdgt ca. 28 kDa
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und weist eine Homologie zur variablen Immunoglobinregion (IgV) mit einer
Schwefelbriicke bei C37-C103 auf. Die Positionen AS171.179 weisen eine Prolin-reiche (P) und
die Positionen AS;33.24s eine Histidin-reiche Region (H) auf. Die Aminosduren AS;s3-283
stellen die ca. 2,5kDa grofe Transmembrandoméine gefolgt vom 16 kDa schweren
intrazelluldren C-Terminus des Proteins. Hier befindet sich eine basische, Arginin-reiche

(Asts.339) Region.

12V33.104
ED 5562

CD284-422

Das humane Toso unterscheidet sich vom Mausprotein in einigen wenigen Aspekten. Die
Nukleotidsequenz stimmt zu 78%, wahrend die AS-Abfolge lediglich zu 58%
tibereinstimmt. Die Grundstruktur weist jedoch die gleichen funktionellen Doméanen auf,
was vergleichbare Funktionalitit suggeriert. Zudem konnten Studien mehrere Transkripte

vom humanen Toso darunter eine losliche Form des Proteins nachweisen (hToso1-4)

Untersuchungen auf RNA und Proteinebene konnten zeigen, dass die Expression von Toso

auf die hamatopoetische Linie beschriankt ist und aktivierungsabhdngig reguliert wird
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(Abbas et al., 2005; Nguyen et al, 2011). Toso wird aufierdem in den Vesikeln
akkumuliert, sodass die funktionelle Expression auf der Oberfliche ebenso in kurzer Zeit
verdandert werden kann (Vire et al., 2011). So zeigen naive T-Zellen geringe Mengen an
Toso auf der Oberfliache und regulieren die Expression nach TCR-Stimulation bereits nach

12 h enorm hoch (Nguyen et al., 2011).

Die postulierte Apoptose-inhibierende Wirkung von Toso basiert im Wesentlichen auf
heterologen Expressionsstudien in Jurkat-Zellen (Hitoshi et al, 1998; Song and Jacob,
2005). In einer Folgepublikation zur Erstbeschreibung konnte zudem eine Interaktion der
intrazelluliren Doméne von Toso mit FADD, die in negativer Regulation der Caspase 8
resultiert, nachgewiesen werden (Song and Jacob, 2005). Eine kiirzlich publizierte Arbeit
schlug einen Mechanismus vor, welcher die Regulation von Apoptose und Uberleben in
T-Zellen tiber RIP1 und seine Ubiquitinierung reguliert (Nguyen et al., 2011). Durch die
konstitutive intrazelluldre Bindung an RIP1 erh6ht Toso den Autoren zufolge die Bindung
an FADD und FasR. Dieser trimere Komplex reguliert bei Bindung an FasR die
Entscheidung zum Uberleben oder Apoptose. Fehlt Toso richtet sich die Entscheidung

gegen das Uberleben.

2.5. Zielsetzung

Trotz der in vergangenen Jahren publizierten Ergebnisse ist die funktionelle Bedeutung
von Faim3/Toso nicht geklart. Die wenigen gewonnenen Daten stammen primar aus
in vitro Untersuchungen in heterolog modifizierten Systemen. Studien an primaren Zellen
oder invivo Daten aus defizienten Tiermodellen existieren kaum. So scheint jedoch die
Expression von Toso auf das hdmatopoetische System beschrankt und unter anderem in
der lymphoiden Entwicklungslinie vertreten zu sein. Dies suggeriert eine mogliche
funktionelle Involvierung des Proteins in die immunologischen Prozesse des angeborenen

und adaptiven Immunsystems.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von Toso widhrend einer
viralen Infektion im murinen Tiermodell untersucht. Der Fokus lag auf der Entwicklung
und Kontrolle der zytotoxischen T-Lymphozyten-Antwort bei akutem Infektionsmodell

und der resultierenden Viruskontrolle.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Alle Labor-iiblichen Chemikalien wurden von gingigen Chemielieferanten geordert.

Hierzu gehorten AppliChem (Darmstadt), Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) sowie

Sigma-Aldrich (Miinchen).

3.1.2. Kits

Mouse GM-CSF ELISA Set BD OptEIA™
Mouse IFNy ELISA Ready-SET-Go!®
Mouse IL-2 ELISA Ready-SET-Go!®
Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go!®
Mouse TNFa ELISA Ready-SET-Go!®
Quantikine Mouse M-CSF ELISA Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit
Pan T Cell Isolation Kit II

RNeasy Mini Kit

SYBR®Green

Annexin V Apoptosis Detection Kit I1

3.1.3. Software

7500 Software v2.0.1
AxioVision Rel.4.7
EMBL-EBI ClustalWw2.1

Flow]o 7.6.1

BD Bioscience, Heidelberg

eBioscience, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
QIAGEN GmbH, Hilden

Miltenyi BioTech, Bergisch-Gladbach
QIAGEN GmbH, Hilden
AppliedBiosystems, Darmstadt

BD Pharmigen™, Heidelberg

AppliedBiosystems, Darmstadt
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
EBI, Cambridge (UK)

TreeStar Inc., Ashland (OR, USA)
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GraphPad Prism5 GraphPad Software, La Jolla (CA, USA)

MicrosoftOffice 2007 Microsoft Corporation, Redmont (WA, USA)

NetOGlyc 3.1 Server Center for Biological Sequence Analysis,
Lyngby (Denmark)

Photoshop CS3 Adobe Systems, Miinchen

3.1.4. Verbrauchsmaterial

Das Labor-iibliche Verbrauchsmaterial fiir Zellkultur wurde von TPP (FaustLaborbedarf,
Schaffhausen) und Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) bezogen. Die Einweg-
Plastikware wurde von BD Bioscience (Heidelberg), VWR International (Darmstadt) und
TPP (FaustLaborbedarf, Schafthausen) und die Reagenzgefafie von Eppendorf (Hamburg)

verwendet.

3.1.5. Gerate

Alle iibrigen Labor-iiblichen, nicht aufgefiihrten Gerdte wurden von VWR International

(Darmstadt) bezogen.

Autoklav Systec GmbH, Wettenberg
ELISA Reader AnthosLabtecInstruments GmbH, Wals-Siezenheim
FACSCanto™ II BD Bioscience, Heidelberg

Fluoreszenz-Mikroskop HS BZ-9000 Keyence GmbH, Neu-Isenburg

Gefrierschrank -20°C Welabo Laborbedarf GmbH, Diisseldorf
Gefrierschrank -80°C Thermo Scientific, Schwerte
NanoDrop ND-1000 Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Neubauer-Zahlkammer improved Karl Hecht GmbH&Co KG, Sondheim

pH Messgerat WTW GmbH, Weilheim

Thermoblock Oehmen GmbH, Essen

TissueLyserll QIAGEN, Hilden

Untertisch-Zentrifuge Heraeus Instruments GmbH&Co. KG, Diisseldorf

Micro 220R-Zentrifuge Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
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3.1.6. Losungen und Puffer

Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien sowie das fiir sterile Arbeiten

verwendete PBS- wurden von PAN Biotech GmbH (Aidenbach) bezogen. Fiir die Zellkultur

primdrer Zellen wurden VLE Medien von Biochrom (Berlin) genutzt. Zusatz von

Antibiotika erfolgte unter der Verwendung einer Kombinationslosung aus Penicillin,

Streptomycin und L-Glutamin (PSG; Sigma-Aldrich, Miinchen). Das zum Ansetzen von

Losungen verwendetes Wasser wurde doppelt destilliert von der Universitatsapotheke

der HHU bezogen und folgend als ddH;0 bezeichnet.

Zellkulturmedien

BMDCs

T-Lymphozyten

MC57

X63

Plaque-Assay

Zellmedium

2xIMDM

VLE-DMEM
10% (v/v) FCS
50 mM f-Mercaptoethanol

VLE-RPMI 1640
10% (v/v) FCS
50 mM B-Mercaptoethanol

DMEM
5% (v/v) FCS
1% (v/v) PSG

VLE-DMEM
5% (v/v) FCS
50 mM [3-Mercaptoethanol

DMEM
5% FCS
1% (v/v) PSG

160 g/1 IMDM (9x)
10% (v/v) FCS
2% (v/v) PSG
ddH;0

pH 7-8
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Overlay

Fixier-Losung

Permeabilisations-Losung

Block-Lésung

Antikoérper-Losung

Farbelosung

Intrazelluldre Zytokinfirbung

Inkubationsmedium

Fixierlosung

Permiabilisationslésung

Losungen

FACS-Puffer

MACS-Puffer

50% (v/v) Methylcellulose
50% (v/v) 2xIMDM

4% (v/v) Formalin
PBS-

1% (v/v) Triton-X100
PBS-

10% (v/v) FCS
PBS-

aVL4/aRat
2% (v/v) FCS
PBS-

50 % (v/v) ddH:0

25 % (v/v) 0,1 M Zitronensaure (C¢HsO7)

25 % (v/v) 0,2 M Na;HPO4 x 2H.0

0,2 % (v/v) H20;

0,6 mg/ml o-Phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich, Miinchen)

IMDM
5% (v/v) FCS
1% (v/v) PSG

2% (v/v) Formalin
PBS-

0,25 M Saponin
FACS-Puffer

PBS-

2% (v/v) FCS
0,1% (v/v) NaN3
2mM EDTA

0,5% (v/v) FCS
2 mM EDTA
PBS-
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EDTA-Losung 0,5M EDTA
ddH0
pH 8,0
100xNaN3 10% (v/v) NaN3
ddH0
Freezing-Medium 20% (v/v) DMSO

80% (v/v) FCS

3.1.7. Antikorper

Die im Rahmen dieser Arbeit in der Durchflusszytometrie verwendeten direkt gelabelten
Antikérper wurden von BD Pharmigen (Heidelberg) sowie eBioscience (Frankfurt)
bezogen und nach Anleitung des Herstellers verwendet. Die genutzten Fluorochrome

waren je nach Kombinationsnotwendigkeit PE, PerCP, FITC, APC, PacificBlue und PeCy?7.

Fiir die spezifische Aktivierung der T-Lymphozyten wurden ungelabelte aCD3e
(eBioscience, Frankfurt) und aCD28 (BD Bioscience, Heidelberg) Antikorper genutzt und

nach Anleitung des Herstellers verwendet.

3.1.8. Virus

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete lymphozytire Choriomeningitis Virus Stamm
WE (LCMV WE) wurde mit freundlicher Unterstiitzung von F. Lehmann-Grube (Heinrich

Pette Institute, Hamburg) erhalten.

3.1.9. Zellen

In der hier vorgestellten Arbeit fanden eine murine Fibrosarcomalinie (MC-57G,
ATCC®CRL-2295™) sowie die Myeloma-Zelllinie X63 (Dr.Karasuyama, 1988; Basel)

Verwendung.

Zudem wurden Zellkulturen priméarer T-Lymphozyten und konventioneller dendritischer

Zellen untersucht
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3.1.10. Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere (Musmusculus) wurden von der zentralen
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf (TVA-HHU) bezogen und
entsprechend der dort geltenden Anforderungen gehalten. Mit freundlicher Unterstiitzung
des dort arbeitenden Teams wurden die beschriebenen Tierexperimente in den Raumen
der TVA entsprechend den dort geltenden Bestimmungen und im Einklang mit dem
Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Die Tierhaltung erfolgte zum Teil unter spezifiziert
pathogenfreien Bedingungen (SPF). Alle in dieser Arbeit verwendeten Deletionsmutaten
sowie Knock In-Stimme hatten einen C57BL/6] (B6)-Hintergrund und werden folgend

inklusive der in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnung aufgelistet.

B6xCD45.1 C57BL/6.SJL-Ptprca Pepch/Boy]

Toso7- C57BL/6]-tosotm

P14 C57BL/6].B6D2F2-TgN(H2KP-TCRV[38.1)

Toso/ P14 C57BL/6].B6D2F2-TgN(H2KbP-TCRV[38.1)-tosotm
CCR2- C57BL/6.129S4-Ccr2tmlife /]

TNFR17- C57BL/6-TNFaRp55 tmkP

RAG1 C57BL/6.129S7-Rag1tmiMom /]

sigM~- C57BL/6.129Sv-slgMtm

3.1.11. Statistik

Zur statistischen Analyse wurde, wenn nichts Weiteres angegeben, der ungepaarte
Students T test verwendet und die Signifikanzen mit , *“ fiir p Werte < 0,05, , **“ fiir

p Werte < 0,01 und mit,, *** “ fiir p Werte < 0,001 angegeben.

3.2. Methoden

3.2.1. Untersuchung von RNA

Zur Aufreinigung von RNA aus Geweben wurde TriFast®Trizol (peqGOLD TriFast®Trizol;

PeqgLab, Erlangen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Fiir die Isolation wurden in



MATERIAL UND METHODEN | 31

der Regel 2-3 mm3 grofie frisch entnommene Stiicke Leber bzw. Milz sowie in einigen
Fallen ein Lymphknoten in 1 ml Trizol verwendet und mit einer Metallkugel (QIAGEN,
Hilden) im TissueLyser 5 min bei 25 rps homogenisiert. Anschlief;end an die Isolation
erfolgte stets eine Qualitidtskontrolle im Agarosegel. Hierfiir wurden 500 ng gesamt RNA

im geeigneten Volumen in einem 2%igen Agarose/TAE Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Isolation der RNA aus Zellen erfolgte unter der Verwendung eines kommerziell
erhaltlichen RNA-Aufreinigungkits (QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Auch
hier wurde nach Maoglichkeit eine anschliefSende Qualitdtskontrolle im Agarosegel mit

100 ng RNA durchgefiihrt.

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mittels eines Synthesekits (QuantiTect
Reverse Transcription Kit; QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben. Es wurde 1 pug
gesamt RNA fiir die Synthese verwendet und im Anschluss an das Protokoll die cDNA 1:5
mit DEPC behandeltem Wasser verdiinnt und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

verwahrt.

Expressionen bestimmter Gentranskripte wurden in der quantitativen real time PCR unter
der Verwendung von SYBR®Green (AppliedBiosystems, Darmstadt) und 50 ng der wie
oben beschrieben hergestellten ¢cDNA nach Angaben des Herstellers gemessen. Die
relative Transkriptmenge wurde nach 40 Zyklen auf die 18S rRNA oder GAPDH
angeglichen und als 2-2¢t angegeben. War ein Transkript auch nach 40 Zyklen nicht
amplifizierbar, galt die Expression des entsprechenden Genprodukts als unter dem

Detektionslimit (ND).

3.2.2. ELISA

Bestimmungen der Zytokinkonzentrationen in Seren oder Zelliiberstinden wurden
mittels eines ELISA nach Angaben des entsprechenden Herstellers durchgefiihrt

. Die Proben wurden nach in der Literatur beschriebenen Kenntnissen
erwartungsgemafd verdiinnt und in der Regel iiber Nacht zu héheren Sensitivitat bei 4°C

inkubiert.
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3.2.3. FACS

Die durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen erfolgte am BD Cantoll™
Analysegerat (BD Biosciences, Heidelberg). Es wurden max. 2x10"6 Zellen in einem
FACS-Rohrchen (BD Biosciences, Heidelberg) mit 50 pl Antikorperlésung, welche neben
den direkt gelabelten Antikérpern Kallibrierungsbeads (BC Calibrite™Beads; BD
Bioscience, Heidelberg) enthielt, versetzt, 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert und
anschliefdend mit FACS-Puffer gewaschen. Die Antikérper wurden nach Herstellerangaben
verwendet und unmittelbar vor der Anwendung im FACS-Puffer angesetzt. Wenn nichts
Weiteres angegeben, wurden alle Waschschritte der Proben durch die Zugabe von 3 ml

FACS-Puffer gefolgt von 10 mintitiger Zentrifugation bei 300 g und 4°C durchgefiihrt.

3.2.3.1. Zelloberflichenfirbung

Die Untersuchung der Zelloberflichen von Leukozyten des Blutes, der Organe sowie
in vitro kultivierter Zellen erfolgte wie oben beschrieben in der Durchflusszytometrie. Die
Farbung adhdrenter Zellen wurde anschliefend an ein FcBlock mit aCD16/aCD32
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen 10 min mit dem Blockantikdrper bei 4°C
inkubiert und anschliefend ohne Waschschritte mit den Oberflichenmarkern versetzt.
Zum Ausgrenzen toter Zellen wurde kombinationsabhdngig DAPI (Invitrogen, Darmstadt)

oder 7AAD (BD Biosciences, Heidelberg) verwendet.

3.2.3.2. Anfirben von Blutleukozyten

Untersuchungen von Blutleukozyten erfolgten iiber eine durchflusszytometrische
Messung von 10 pl Heparin behandelten Vollblutes. Hierfiir wurde das entsprechende
Volumen des Blutes in ein FACS-Reaktionsréhrchen mit bereits vorgelegten 50 pl
Antikorperlosung transferiert und gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei
4°C und anschliefendem 3 miniitigen Vorwarmen bei 37°C wurden die Erythrozyten des
Blutes durch die Zugabe von 1 ml Lysis-Losung (BD FACS™Lysing Solution; BD Bioscience,

Heidelberg) lysiert, gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert.
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3.2.3.3. Apoptose

Die Detektion apoptotischer Vorgange wurde unter der Verwendung des BD Pharmigen™
AnnexinV Apoptosis Detection Kitll nach Anleitung des Herstellers (BD Biosciences,
Heidelberg) durchgefiihrt. Statt 7-AAD wurde DAPI verwendet und im PacificBlue-Kanal
detektiert.

3.2.4. Zellkultur

3.2.4.1. Ermittlung der Zellzahl

Die Zellzahlung erfolgte unter der Nutzung einer Neubauer-Kammer (improved). Die
Zellsuspension wurde 1:10 mit Trypanblau (Sigma-Aldrich, Miinchen) verdiinnt und in

allen vier Leukozyten-Feldern ausgezahlt.

3.2.4.2. Fertigung von Kryostocks

Zur langfristigen Konservierung von Zellstimmen wurden Kryostocks gefertigt. Hierzu
wurde eine dichte Kultur des entsprechenden Zellstammes geerntet und
in einem geringen Volumen des fiir die Zellen optimalen Wachstumsmediums
resuspendiert. Anschlieffend wurde die Zellsuspension 1:1 mit Freezing-Medium

versetzt, durch Vortexen vermischt und ziigig in vorbereitete Kryoréhrchen
(NUNC, Langenselbold) aliquotiert. Das Wegfrieren der Zellen erfolgte stufenweise durch
die 30 miniitige Inkubation bei -20°C mit anschlief}ender dauerhafter Verwahrung bzw.
bei Sicherheitsverwahrung der Stimme im Stickstofftank nach einstiindiger Inkubation

bei -80°C gefolgt von der Lagerung bei -140°C.

3.2.4.3. Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Kryostocks und weiteren Kultivierung der Zellen wurde das Zellaliquot
erst in 50 ml des fiir die Zelllinie optimalen Mediums gelost und 10 min bei 300 g

abzentrifugiert. Anschlief3end wurden die Zellen im frischen Medium resuspendiert und in
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geeignete Zellkulturflaschen ausplattiert. Zelllinien wurden bis zur 10. Passage gehalten

und anschlieflend gegen frische ausgetauscht.

3.2.4.4. Ernten von Zellen

Kultivierte adhdrente Zellen wurden zum Passagieren sowie zum Ernten und zur weiteren
Verwendung einer Trypsin/EDTA-Behandlung unterzogen. Hierzu wurde das Medium
verworfen und der monolayere Zellrasen zweifach mit vorgewdarmten PBS- gewaschen.
Anschlieféend wurden 0,1 V des Kultivierungsmediums Trypsin/EDTA-Lésung (Biochrom,
Berlin) in die Flasche gegeben und nach einer Inkubationszeit von 3 min bei 37°C die
Zellen mit einem FCS haltigen Medium abgestoppt. Durch Abklopfen der Kulturflasche
konnten die Zellen abgeldst, bei 300 g und 4°C 10 min abzentrifugiert und im frischen

Medium zur weiteren Verwendung resuspendiert werden.

3.2.4.5. DC Generierung

Die Generierung dendritischer Zellen aus dem Knochenmark (BMDC) erfolgte modifiziert
nach bereits publizierten Protokollen (Inaba et al, 1992; Lutz et al, 1999). Als
Wachstumsmedium wurde VLE-DMEM mit dem Zusatz von 50 uM 3-Mercaptoethanol und
10% FCS jedoch ohne Antibiotikazusitze verwendet. Die Differenzierungsinduktion
erfolgte durch den Zusatz von 40 ng/ml eigens generierten GM-CSF . Voll
ausdifferenzierte konventionelle dendritische Zellen (cDCs) wurden bis d10 nach
Differenzierungsbeginn mit konstanter Konzentration an GM-CSF stimuliert, anschlieféend

geerntet und weiterverwendet.

3.2.4.6. Aufreinigung von T-Zellen mittels MACS®Sort

Die Aufreinigung von T-Lymphozyten erfolgte als Negativsort (MACS®Cell Separation
Pan T Cell Isolation Kit II; Miltenyi, Bergisch-Gladbach) unter der Nutzung des magnetic
assossiated cell sort (MACS®) Methode. Hierfiir wurden Milzen sowie zervikale,
mediastinale, axillare und inguinale Lymphknoten der untersuchten Tiere
herausprapariert und durch ein 70 pm Zellsieb gedriickt. Die Einzelzellsuspension wurde
anschlieffend nach Angaben des Herstellers behandelt. Die Trennung unmarkierter

T-Lymphozyten von den {iibrigen markierten Zellen wurde mittels LS-Magnetsdulen
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(Miltenyi, Bergisch-Gladbach) durchgefiihrt und anschlief3end durchflusszytometrisch auf
die Reinheit der Probe untersucht. Fiir weitere Versuche wurden Zellfraktionen mit einer

Reinheit von min. 98% verwendet.

Die nach beschriebenem Verfahren aufgereinigten T-Zellen wurden sowohl fiir in vivo als
auch invitro Versuche verwendet. Zur zusatzlichen Untersuchung des

Proliferationspotentials der T-Lymphozyten wurden die Zellen mit CFSE gelabelt

3.2.4.7. Anfirben der T-Lymphozyten mit CFSE

Das Anfarben der Zellen mit Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) erlaubte eine
Verfolgung der Proliferationszyklen der T-Zellen unter den gegebenen Bedingungen. Die
Farbung erfolgte ziligig und unmittelbar nach dem Sort der T-Lymphozyten bei 4°C

nach Nguyen (Nguyen et al., 2002). Hierfiir wurden die T-Zellen 10 min
bei 300g und 4°C pelletiert und im kalten PBS- mit 2uM CFSE resuspendiert.
Anschliefsend folgte eine Inkubationszeit von 10 min bei 37°C und eine erneute 5 miniitige
Zentrifugation bei 300 g und 4°C. Das Zellpellet wurde zweifach im kalten VLE-RPMI 1640
Medium mit 50 uM f3-Mercaptoethanol und 10% FCS gewaschen und gefolgt an den
letzten Zentrifugationsschritt im Medium fiir in vitro Kultivierung bzw. im kalten PBS- fiir
adoptive Zelltransfers in vivo resuspendiert. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-Kammer

bestimmt

3.2.4.8. Proliferationsassay mit T-Lymphozyten

Die Untersuchung der Proliferationskapazitit von T-Lymphozyten erfolgte durch eine
Stimulation des TCRs invitro. Hierfiir wurde eine Kultur aufgereinigter T-Zellen im
VLE-RPMI 1640 Medium mit 50 pM f3-Mercaptoethanol und 10% FCS mit jeweils 5 pg/ml
aCD3e/aCD28 stimuliert. Die Proliferation wurde iiber das CFSE-Signal, welches im

FITC-Kanal detektiert wurde, zeitabhangig verfolgt.
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3.2.4.9. Generierung von GM-CSF im Uberstand

Zur Generierung von GM-CSF wurde eine transgene Zelllinie (X63-GM CSF,
Dr. Karasuyama, 1988; Basel) nach beschriebenen Protokollen verwendet (Karasuyama
and Melchers, 1988; Stockinger and Hausmann, 1994; Stockinger et al.,, 1996; Zal et al,,
1994). Die Kultivierung erfolgte im VLE-DMEM mit 50 pM f3-Mercaptoethanol und 5% FCS
liber einen Zeitraum von 7 Tagen mit anschliefRender Konzentrationsbestimmung iiber
ELISA sowie einer Aktivititsmessung in vitro. Hierfiir wurde die Entwicklung von BMDCs
aus dem Knochenmark von B6-Miusen unter der Verwendung des neu generierten

Uberstandes als Differenzierungsstimulus zeitabhingig verfolgt.

3.2.5. Invivo Untersuchungen im Mausmodell

3.2.5.1. Intravenose Verabreichung

Die Verabreichung infektidser Viruspartikel sowie Zellen fiir Adoptivtransfers wurde
intravenos in die Schwanzvene der Tiere durchgefiihrt. Die Injektion erfolgte unter einer
Sterilbank in einer Infektionsrohre mit einer 29G Edelstahlkaniile (Terumo Neolus®,
Neuwied). Das Virus wurde entsprechend vorverdiinnt in 200 pl DMEM verabreicht. Die

Zellen wurden als Einzelzellsuspension im PBS- transferiert.

3.2.5.2. Intraperitoneale Verabreichung

Die Substitution mit Oligopeptiden (GP33) erfolgte intraperitoneal im Freundschen
Adjuvant (incomplete Freunds Adjuvant; Sigma-Aldrich, Miinchen). Hierfiir wurde das
GP33 in PBS- geldst, 1:1 mit dem Adjuvant vermischt und mit einer 24 G Nadel in die

Bauchhohle der Tiere injiziert.

3.2.5.3. Blut- und Organentnahme

Zur Untersuchung von Blutleukozyten, Serumzytokine sowie Virustiter wihrend einer
viralen Infektion wurden den Tieren unter Narkose mit Isofluran (Delta Select, Pfullingen)

an den relevanten Tagen bis zu 200 pl Vollblut aus dem retrobulbdaren Venenplexus
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entnommen und je nach Verwendungszweck in Serum- bzw. in Heparin-Tubes

aufgefangen. Das heparinisierte Blut wurde durchflusszytometrisch untersucht
, wahrend das Serum fiir die Bestimmung der Virustiter ,

Zytokine und des Leberschadens tiber die Aktivitat der ALT

verwendet wurde. Die Abtrennung des Serums von den geronnenen Blutzellen erfolgte

nach einer 30 minttiger Inkubation des entnommenen Blutes auf Eis, gefolgt von einem

10 minttigen Zentrifugationsschritt bei 6000 g in einer Eppendorf-Kiihlzentrifuge. Bis zur

weiteren Verwendung wurde das Serum bei -20°C verwahrt.

Die Entnahme von Organen zwecks Zelluntersuchung, Titerbestimmung,
Immunhistochemie sowie RNA-Isolation wurde nach einer zervikalen Dislokation
durchgefiihrt. Fiir die Bestimmungen viraler Titer in den peripheren Organen an den
relevanten Tagen der Infektion wurden in der Regel 1/3 der Milz, 1/4 der Leber, eine
Niere sowie eine halbe Lunge verwendet. Thymus und Gehirn wurden im Ganzen
untersucht. Die entnommenen Organe wurden in 2 ml Eppendorfgefifen (Eppendorf
GmbH, Hamburg) mit 1 ml Plaque-Medium und einer Metallkugel (QIAGEN,
Hilden) 5min bei 30rps im TissueLyser (QIAGEN, Hilden) homogenisiert und

anschliefdend bis zur Titerbestimmung bei -80°C verwahrt.

Fiir immunhistologische Untersuchungen wurden kleinere Organteile nach der Entnahme
in geeigneten Gefidflen mit Einbettmedium iiberschichtet und im fliissigen Stickstoff

Schock gefroren.

3.2.5.4. Bestimmung viraler Titer

Virustiterbestimmung im Serum, sowie in peripheren Organen wie der Milz, Leber, Niere,
Lunge sowie in einigen Fillen dem Thymus und Gehirn, wurde an den fiir die Infektion
relevanten Tagen durchgefiihrt und erfolgte nach in fritheren Arbeiten beschriebenen
Protokollen (Battegay et al., 1991). Die entsprechend verwendeten Losungen sind im
Kapitel 3.1.6 aufgelistet. Die Detektion von infizierten Zellen erfolgte mittels eigens
hergestellten, primdren, ungelabelten Antikdrpers gegen das Nukleopeptid des LCMV
(Battegay et al., 1991), sowie des sekundiaren HRP-konjugierten Antikorpers (Goat o Rat
IgG (H+L)-HRP; Jackson Immuno Research, USA).
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3.2.5.5. ALT

Die qualitative Bewertung des Leberschadens wurde indirekt tiber die Enzymaktivitat der
ALT im Serum der Tiere wahrend der Infektion bestimmt. Hierfiir wurden Serumproben
im Zentrallabor der Universitatsklinik Diisseldorf im Serum Multiple Biochemical Analyzer
(Ektachem DTSCII, Johnson & Johnson Inc.) untersucht und die Aktivitit des Enzyms in

U/ml Serum bestimmt.

3.2.5.6. Bestimmung spezifischer T-Lymphozyten

Die Bestimmung von LCMV spezifischer T-Lymphozyten im Blut und Organen erfolgte
durch eine Tetramerfirbung. Die Klassifizierung spezifischer TC-Rezeptoren erfolgte
unter der Verwendung der Oligopeptide GP33.41 (GP33) bzw. NP396.404 (NP396) gebunden
auf einem mit Fluoreszensmarker gekoppelten, tetramerisierten MHC I-Molekiihl, welches
vom TCR erkannt und gebunden wurde. In der Regel wurden 10 pl Heparinblutes bzw.
50 ul Zellsuspension der Leber und Milz mit dem im FACS-Puffer

verdiinnten Tetramer versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Anschlief3end konnte die

Zelloberflache wie beschrieben gefarbt werden

3.2.5.7. Anfairben intrazellularer Zytokine

Die Untersuchung der Zytotoxizitit von T-Lymphozyten wahrend einer viralen Infektion
wurde indirekt liber die korrelierende Koproduktion aktivierter T-Zellen von IFNy in der
Milz und Leber bestimmt (Zhou et al, 2002). Die zuvor entnommenen Organe

infizierter Tiere wurden zundchst zur Isolation Antigen prasentierender
Zellen aus ihrem Gewebeverband mit Liberase (0,4 mg/ml) und DNAse (0,2 mg/ml)
(Roche, Mannheim) verdaut. Hierzu wurden definierte Organteile mit 800 pl
enzymhaltigen IMD-Mediums versetzt, bei 37°C 30 min inkubiert und anschliefiend die
Reaktion mit 10ml IMD-Medium mit 10% FCS abgestoppt. Die resultierende
Zellsuspension wurde 10 min bei 300 g und 4°C pelletiert und in 5 ml des FCS haltigen

Mediums wieder aufgenommen.

Ein jeweils 100 pl Aliquot der entsprechenden Zelllosung wurde zum Nachweis der
Aktivierungsspezifitit mit unterschiedlichen Oligopeptiden des LCMV in einer 96 Well
Platte 1 h bei 37°C vorstimuliert, anschlief3end mit 2.5 pg/ml BrefeldinA (Sigma-Aldrich,
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Miinchen) versetzt und weitere 5h bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Restimulation
wurde die Platte 10 min bei 300 g und 4°C abzenrifugiert, das Zellpelett in 50 ul FACS-
Puffer versetzt mit den gewilinschten Oberflachenantikérpern resuspendiert und 30 min
bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Antikorper durch die Zugabe von 100 pl PBS-
herausgewaschen und die erneut pelletierten Zellen erst durch die Zugabe von 100 pl
Fixierlosung (2% Formalin/PBS-) 10 min bei RT fixiert. Die Permiabilisation der Zellen
erfolgte durch die Zugabe von weiteren 100 pl Permiabilisationslosung (Saponin/FACS-
Puffer), welche die Zellmembran durchlassig fiir die intrazellular gerichteten Antikérper
machte. Die Zellen wurden nach obigen Angaben zentrifugiert und durch eine erneute,
zweifach durchgefiihrte Resuspension in 200 pl Permiabilisationslésung gewaschen. Das
Farben der intrazelluldren Zytokine erfolgte durch die Zugabe von 50 pl Antikérper-
haltiger Permiabilisationslosung und anschliefiender Inkubation bei 4°C. Nach zwei
weiteren Waschschritten konnte das intrazellulire Zytokin im Durchflusszytometer

detektiert werden.

3.2.5.8. Chimiren

Zur Herstellung von Knochenmarkchiméeren wurden die entsprechenden Empfanger in
der Radiologie der Universitatsklinik Diisseldorf in speziellen Kafigapparaturen in einer
Cobalt-Anlage mit 1050rad bestrahlt und am Folgetag mit jeweils 1x10"7
Knochenmarkszellen aus entsprechenden Spendern intravends rekonstituiert. Die

Adaptionszeit betrug mind. 30 Tage nach Rekonstitution.

3.2.5.9. Invivo Depletion von CD8*T-Lymphozyten

Die Depletion von Lymphozyten erfolgte durch eine intravendse Verabreichung von
100 pg Antikorper geldst in PBS- an d-3 und d-1 mit anschliefiender Depletionskontrolle

im Blut an dO im Durchflusszytometer

3.2.5.10. Adoptivtransfers von Zellen

Fiir adoptive Zelltransfers wurde eine Einzelzellsuspension entsprechender Zellen
intravenos in PBS- verabreicht. Hierfiir wurden Milzen der entsprechenden Tiere steril

entnommen, durch ein Zellsieb gedriickt und 5 min bei 300 g und 4°C pelletiert. Das
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Zellpellet wurde anschliefRend in PBS- resuspendiert und nach Bestimmung der Zellzahl
1x10”4 lebende Splenozyten in die Empfiangertiere transferiert (d-1). Die
Infektion mit unterschiedlichen Dosen des LCMV WE erfolgte am Folgetag (d0).

Zur Untersuchung homeostatischer Proliferation wurden die Splenozyten bzw.
aufgereinigte T-Lymphozyten nach dem ersten Zentrifugationsschritt einer CFSE-Farbung

unterzogen und anschliefSend 1x10”7 lebender Splenozyten bzw. 5x10"6
lebender T-Lymphozyten in die RAG1/- Empfangertiere transferiert. Die Analyse des
Proliferationspotentials von T-Zellen infolge einer spezifischen TCR Aktivierung erfolgte
nach einem ebenso durchgefiihrten Zelltransfer. 1x10”7 CFSE gelabelten Splenozyten
bzw. 3x1076 gelabelten T-Lymphozyten aus P14 bzw. Toso/-P14-Mausen wurden in die
CD45.1xB6 Mdause transferiert und mit GP33 am Folgetag substituiert

Die adoptiven Transfers konventioneller dendritischer Zellen erfolgten an d-8 der
Infektion mit 2x10*6 PFU LCMV WE. Die in vitro generierten BMDCs wurden an d10 des
Differenzierungsprozesses geerntet und 12h mit GP33 gelabelt. Nach dem
anschliefdenden dreifachen Waschen mit kaltem PBS- (10 min, 300 g, 4°C) wurden 3x10"6

lebender, 16slicher DCs intravenos verabreicht und die Tiere an dO infiziert.
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4. ERGEBNISSE

Der Zusammenhang zwischen der viralen Last und der Entwicklung der zytotoxischen
T-Zell-Antwort wurde schon zahlreich fiir akute und chronische Infektionsmodelle
untersucht (Zinkernagel et al., 1985). Eine hohe initiale Viruslast fiihrt zur Persistenz und
einer uneffektiven Immunantwort (T-Zell-Exhaustion) (Ahmed et al., 1984; Moskophidis
et al., 1995; Moskophidis et al., 1993), wahrend eine niedrige geklart werden kann und in
der Generierung von Memory-T-Zellen resultiert. Ziel heutiger Forschung ist es neue
Méglichkeiten zu entwickeln die Generierung funktioneller Memory-T-Zellen wihrend der
Infektion positiv zu beeinflussen sowie T-Zell-Exhaustion zu vermeiden. Ein besseres
Verstindnis fiir die interaktiven Vorgdnge wahrend der T-Zell-Aktivierung fiihrt somit zu

potentiellen Wirkmechanismen von Therapien.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von Fas apoptotic inhibitory molecule 3
(Faim3/Toso) wahrend dieser zelluldaren Interaktionen wuntersucht. Als ein
antiapoptotisch wirkend beschriebenes Molekiil (Hitoshi et al., 1998; Nguyen et al.,, 2011;
Song and Jacob, 2005) stellt Toso einen interessanten Kandidaten fiir die Regulation der
T-Zell-Homoostase wahrend einer viralen Infektion und somit ein therapeutisches

Zielmolekiil bei der Manipulation derselben.

4.1. Deletion von Toso

Die Bedeutung einer Deletion von Toso fiir das hdmatopoetische System wurde an einer
totalen Toso7/-Maus zundchst im naiven Zustand untersucht. Hierzu wurden die
Frequenzen der Blutleukozyten aus Toso defizienten Tieren mit denen der Kontroll-
C57BL/6]-Méause in der Durchflusszytometrie verglichen . Wahrend die
Anzahl der CD4+ (CD3e*CD4+*) und CD8* T-Lymphozyten (CD3e*CD8*) keine signifikanten
Unterschiede zeigte, waren die Frequenzen der B-Zellen (B220+CD19+) um die Hailfte
reduziert. Die Anzahl der Monozyten (GR1imLy6Chi) war ebenfalls um ca. 50% reduziert

. Die Frequenzen gewebestindiger dendritischer Zellen wurden nach
einer Liberase/DNAse-Behandlung in der Milz der Tiere bestimmt . Im
naiven Zustand waren in den Toso/-Mdusen verglichen mit C57BL/6]J-Kontrolltieren
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der konventionellen DCs (cDCs) zu
ermitteln . Sowohl CD8+ (CD8a*CD11chiLy6CleCD11b-) als auch CD8-
(CD8arCD11chiLy6CeCD11b*) cDCs der Milz waren in der mit C57BL/6]J-Méausen
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vergleichbaren Anzahl gemessen worden. Die Entwicklung der Toso/- Mause hat sich auch
sonst nicht von der der Kontrolltiere unterschieden, sodass diese einen gesunden

Phadnotypen aufwiesen.
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Akutes Infektionsmodell in der Toso/- Maus

Zur Untersuchung der adaptiven Immunantwort bei der Toso/- Maus wurde das akute
Infektionsmodell gewdhlt. Hierzu wurden die Tiere mit 2x1076 PFU des Stammes
LCMV WE intravends (iv.) infiziert und die zytotoxische T-Zellantwort (cytotoxic
T lymphocyte, CTL-Antwort) sowie die Viruslast an den fiir die Infektion relevanten Tagen
untersucht. Wahrend die C57BL/6] Mause eine fiir die akute Infektion typische Zell-
Expansion GP33 spezifischer CD8* T-Zellen zeigten (Zhou et al,, 2002), war diese in den

Toso/- Mausen ab d8 p.i. signifikant verringert
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Die Zytotoxizitat der CD8* T-Lymphozyten korreliert mit der intrazellularen Produktion
von IFNy und TNFa (Ou et al.,, 2001; Zhou et al,, 2002) und ist fiir die Immunpathologie
der Hepatitis verantwortlich (Cooper et al, 1999). Diese kann nach einer exvivo
Restimulation mit unterschiedlichen Oligopeptiden des LCMV auf die Spezifitit hin
untersucht werden und lasst indirekt auf den zytotoxischen Zustand der Lymphozyten
schlieflen. Die Restimulation der zuvor mit Liberase/DNAse behandelten Organe

erfolgte mit einem synthetischen Oligopeptid des Glykoproteins GP33.41
(GP33) und dem des Nukleoproteins NP3g6.404 (NP396) des LCMV iiber eine Zeitspanne
von 5h . Beide Peptide werden den CD8* T-Lymphozyten auf MHC I-
Molekiilen prasentiert und stellen die beiden immunogen dominantesten Antigene des
LCMV dar (Probst et al., 2003). Im Anschluss an die Restimulation wurde die intrazellulare
IFNy-Produktion im Durchflusszytometer erfasst . Toso defizienten Tiere
zeigten in der Milz und Leber d12 p.i. weniger IFNy produzierender CD8+ T-Zellen als die
C57BL/6J-Kontrollen. Der korrelierende Leberschaden wurde am Aktivitatslevel der ALT
im Serum der Tiere gemessen und konnte in den
Toso/- Mausen an d8-12 p.i. ebenfalls niedriger detektiert werden . Als
Folge der verminderten Zytotoxizitat der CD8* T-Lymphozyten konnte zudem eine hohere
Viruslast im Blut und Organen der Toso defizienten Tiere gemessen werden, welche im

Serum erst nach d30 p.i. das Detektionslimit unterschritten hatte

Zur Klarung, ob das hdmatopoetische System dem Phanotyp der Toso”/- Tiere zu Grunde
liegt, wurden Knochenmarkschimaren sowohl im C57BL/6]- als auch im Toso defizienten
Hintergrund hergestellt . Die Rekonstitution erfolgte sowohl mit C57BL/6]
als auch mit Toso7- Knochenmark. 30 Tage nach der Rekonstitution wurden den Tieren fiir
eine akute Infektion 2x10.5 PFU des LCMV WE iv. verabreicht und d12 p.i. die spezifische
T-Zell-Antwort analysiert. Unabhdngig vom Hintergrund der verwendeten Tiere fiir die
Bestrahlung, wiesen die mit dem Toso defizienten Knochenmark rekonstituierten Mause
eine signifikant niedrigere CTL-Antwort auf . Die Anzahl GP33
spezifischer CD8+T-Zellen war bei den Toso”/- rekonstituierten Tieren um die Halfte
reduziert. Ein signifikanter Unterschied war auch in der Zytotoxizitit der
CD8*T-Lymphozyten der Milz und der Leber zu sehen. Die intrazelluldare IFNy-Produktion
d12 p.i. wurde sowohl in der Milz auch in der Leber nach Rekonstitution mit Toso/-Zellen
erniedrigt gemessen . Korrelierend damit wurden in den Toso defizient

rekonstituierten Chimaren hohere virale Titer gemessen
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Expression von Toso

Die Expression von Toso wird in der Literatur kontrovers beschrieben. In geringen
Mengen konnte das Protein jedoch auf der Oberflache naiver T-Zellen, stiarker auf B-Zellen
sowie NK-Zellen nachgewiesen werden (Nguyen et al, 2011; Song and Jacob, 2005).
Zudem scheint Toso stringent sowohl auf der RNA- als auch Protein-Ebene reguliert und
Untersuchungen zufolge durch vesikuldre Akkumulation gespeichert zu werden (Vire et
al, 2011). Auf aktivierten T-Zellen ist eine starke Zunahme der Molekiildichte gezeigt
worden (Abbas et al, 2005; Nguyen et al,, 2011), wahrend die Transkriptmengen bei
Aktivierung verringert werden (Abbas et al., 2005).
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Die transkriptionelle Regulation von Toso mRNA wurde in der quantitativen real time PCR
untersucht . Zur Untersuchung der Expression in T-Lymphozyten wurden
naive aufgereinigte T-Zellen zervikaler, mediastinaler, axillarer, sowie inguinaler
Lymphknoten und der Milz im Proliferationsassay unter der Verwendung der
aCD3/aCD28-Aktivierung tUber mehrere Tage stimuliert und an den
entsprechenden Zeitpunkten die Transkriptmengen von Toso bestimmt. Als ein
Kontrollgen fiir die Aktivierung der T-Zellen wurde die Expression des IL-2Ra (CD25)
gewahlt, dessen Expression abhdngig von der TCR-Stimulation steigt (Abbas et al., 2005).
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Korrelierend mit der Literatur konnten grofie Mengen an Toso mRNA in naiven T-Zellen
von C57BL/6] nachgewiesen werden, welche in zeitlicher Abhéangigkeit der Stimulation
herunterreguliert wurde . In Toso7/- T-Zellen konnte keine Transkription
von toso detektiert werden. Der Aktivierungszustand der T-Zellen wurde durch die
Genregulation von Toso nicht vermindert und zeigt zumindest auf der Ebene der RNA

keine Aktivierungsunterschiede zwischen Toso/~ und C57BL/6] T-Lymphozyten

Die Expression von Toso auf dendritischen Zellen wurde ebenfalls auf der RNA-Ebene
untersucht . Hierzu wurden 3x1076 BMDCs aus dem Knochenmark von
C57BL/6] und Toso/- Tieren unter der Verwendung von GM-CSF als
Differenzierungsstimulus generiert und d10 nach Differenzierungsbeginn mit Polyl:C
(1 ug/ml) 24 h stimuliert. Als aktivierungsinduziertes Kontroll-Genprodukt wurde die
Transkriptmenge von TNFa verwendet, welche in Zellen beider Genotypen vergleichbar
anstieg . Die Expression von Toso zeigte keine signifikante Regulation,
was zu den bereits publizierten Daten passt (Abbas et al., 2005). In Toso/- cDCs konnten
auch nach 40 Zyklen keine detektierbaren Transkriptmengen von Toso amplifiziert

werden.

In den vorrangegangenen Experimenten konnte ein deutlicher Phanotyp der Toso/- Mause
wahrend einer viralen Infektion gezeigt werden. Die beschriebenen Effekte sind an das
Immunsystem gekniipft. Der Austausch des Knochenmarks in den Chimaren konnte den
Phanotyp weitestgehend umkehren und wies auf eine funktionelle Wirkung der Toso
Expression auf den fiir eine virale Infektion relevanten Zellen hin. In Toso/- Mdusen
konnte eine deutliche Minderung in den Frequenzen von B-Lymphozyten im naiven Blut
gemessen werden, die fiir eine akute virale Infektion mit LCMV jedoch eine
untergeordnete Rolle spielte . Die B-Zell Expansion zeigte wahrend der
Infektion keine Auffalligkeiten und die Generierung von Antikoérpern konnte vergleichbar

mit C57BL/6] detektiert werden.

4.2. T-Zell Aktivierung durch dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind spezialisierte Antigen prasentierende Zellen, die entsprechend
ihrer Herkunft in Subgruppen unterteilt werden. Die konventionellen DCs (cDCs), welche
wiederum in lymphoide CD8* und myeloide CD8- unterteilt werden, sind relativ kurzlebig

und werden durch den Blutfluss von den gemeinsamen Vorldufern aus dem Knochenmark
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ersetzt. Sie unterscheiden sich mafigeblich von den langlebigen in der Infektion aus
Monozyten entstehenden inflammatorischen (iDCs) sowie den TipDCs (TNFa/iNOS

producing dendritic cells).

Welche der Zellepopulationen das Priming naiver T-Lymphozyten vornimmt ist sehr
umstritten. Die iDCs sind in der Lage T-Zellen zu aktivieren und Proliferation zu
induzieren (Geissmann et al., 2003). Sie sind, wie auch bereits in vivo gezeigt, in der Lage
spezifische CTL bei Influeza induzieren zu konnen (Aldridge et al., 2009). Untersuchungen
konnten zeigen, dass die T-Zell Aktivierung in vivo ca. 48 h nach Eintritt der T-Zellen in die
lymphatischen Organe vollzogen ist (Hugues et al., 2004; Mempel et al., 2004; Miller et al,,
2004). Dies gilt fir CD8* und CD4+ T-Zellen im gleichen Mafie. Ob nun die cDCs oder die
iDCs beim Priming der T-Zellen wahrend einer Infektion mit LCMV von Bedeutung sind,

wurde in der CCR2-/- Maus untersucht.

Deletion von CCR2

Waéhrend einer Infektion wandern Monozyten unter dem Einfluss von CCL2 vermehrt in
die Peripherie ein und entwickeln sich durch die Einwirkung der Typ [ und II Interferone
zu iDCs (Cella et al., 1999; Randolph et al., 1999; Siegal et al., 1999). CCR2 ist ein
Chemokinrezeptor, welcher auf Monozyten exprimiert wird und fiir die Egression der
Zellen aus dem Knochenmark verantwortlich ist (Serbina and Pamer, 2006). Verglichen
mit C57BL/6] zeigt die CCR2/-Maus signifikante Unterschiede in der Frequenz der
peripheren Monozyten und stellt somit ein geeignetes Modell zur Untersuchung des
Einflusses der iDCs auf die CD8*T-Lymphozyten dar. Die Anzahl der Lymphozyten sowie
der konventionellen dendritischen Zellen unterschied sich naiv nicht signifikant von den

C57BL/6]-Tieren

Die Entwicklung der iDCs wurde in der CCR27/- Maus wahrend einer viralen Infektion mit
2x1076 PFU LCMV WE untersucht. Eine deutliche Population der iDCs konnte ab d6 p.i. in
der Milz und Leber der C57BL/6]-Tiere nachgewiesen werden (Meryk, Funkner et al,
unpublizierte Daten). Die verringerte periphere Anzahl der Monozyten in der CCR2/- Maus
konnte auch wahrend der Infektion nicht kompensiert werden und resultierte in der

signifikant reduzierten Entwicklung der iDCs d6 p.i.
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Trotz der verminderten Entwicklung inflammatorischer dendritischer Zellen (iDCs) in den
CCR2/-Mausen wahrend der Infektion, zeigte die =zytotoxische T-Zell Antwort
vergleichbare Expansion und Zytotoxizitat . In der Milz der
CCR2/-Tiere konnte sogar eine signifikant verbesserte IFNy-Produktion nachgewiesen
werden . Sowohl die Titer im Serum als auch in den
Organen (Meryk, Funkner et al., unpublizierte Daten) zeigten weder in einem akuten noch
einem chronischen Infektionsmodell mit LCMV (Meryk, Funkner et al., unpublizierte

Daten) nachteilige Effekte fiir die Aktivierung der CD8+* T-Lymphozyten

Zusammenfassend kann man sagen, dass in der akuten Infektion mit LCMV die Rolle der
iDCs fiir die Aktivierung der CD8* T-Lymphozyten untergeordnet ist und die verminderte
Frequenz dieser DC-Population keinen Nachteil in der Generierung einer intakten
CTL-Antwort darstellt. Somit ist die verminderte Anzahl der Monozyten, sowie die
resultierende Menge der iDCs in der Toso”/- Maus nicht mit dem viralen

Phanotyp zu verkniipfen.
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4.3. Toso Expression auf DCs ist notwendig fiir ein optimales
Priming

Virale Aufnahme

Die Virusaufnahme aus dem Blutfluss zdhlt zu den wichtigsten Schritten in der
Pathogenabwehr und ist mafigeblich fiir den weiteren Verlauf der Infektion (Lang, 2010).
Das LCMV ist bereits innerhalb weniger Minuten nach der Infektion kaum im Blut
nachweisbar. Die Aufnahme virulenter Partikel aus dem Blut der Toso/- Mduse wurde
nach der intrazelluliren Verabreichung von 2x1076 PFU LCMV WE =zeitabhingig
untersucht. Die Virustiter waren innerhalb der ersten 90 min auch in Toso defizienten
Mausen verglichen mit C57BL/6]J-Kontrolltieren nicht signifikant unterschiedlich

Nach dem anfdnglichen Peak 2min nach der intravendsen
Verabreichung des Virus wurden diese innerhalb der folgenden 90 min fast vollstandig
herausgefiltert. Folglich konnte man nach der Virusaufnahme den [FNa Anstieg im Serum
der Tiere verzeichnen, welcher sich jedoch in der Toso7/- Mdusen d1-2 p.i. signifikant von

den C57BL/6]-Tieren unterschied
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Eine vergleichbare virale Aufnahme ist ein essentieller Schritt in der Initiierung der
zytotoxischen T-Zell-Antwort und somit entscheidend fiir die Virusklarung. Die Aufnahme
der Pathogene wird von den gewebestidndigen Makrophagen vorgenommen und zeigt in
den Toso7/- Mausen keine Fehlfunktion . Die verringerte Produktion der Typ I
Interferone deutet auf eine verminderte Aktivierung der plasmozytoiden DCs (pDCs) hin,
zeigt jedoch eine ca. 30%ige Reduktion des Zytokinlevels. Die Untersuchung einer
moglichen Auswirkung des Aktivierungszustandes von DCs wurde im Folgenden

untersucht.

Entwicklung konventioneller dendritischer Zellen

Die Entwicklung dendritischer Zellen aus dem Knochenmark wurde in vitro untersucht
(Inaba et al., 1992; Lutz et al., 1999). Die Frequenz der sich in Kultur entwickelnden DCs
(BMDC), welche als CD11chiLy6Cle klassifiziert wurden, unterschied sich nicht von denen
des C57BL/6]-Ursprungs . Interessant war jedoch, dass der
Aktivierungsstatus der Zellen ein vollig anderer war. Hierzu dienten die mit der
Antigenprasentation zusammenhangende Oberflaichenmolekiile MHC I und MHC II, sowie
das kostimulatirische Molekil CD80, welches iiber die Bindung an CD28 ein fiir das
Priming naiver T-Lymphozyten essentielles Signal vermittelt (DeBenedette et al., 1997;
Harding et al., 1992). Die Expression der Oberflichenmarker CD80, MHC I und MHC Il war
auf Toso defizienten Zellen signifikant niedriger als die der C57BL/6]-DCs. Lediglich das
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Integrin CD11b konnte auf einem erhdhten Expressionslevel detektiert werden

A B C D E
100 3000+ Fkk 4000 i 200001 *¥k 15000 Hk
»\? | ]
<
= u —~
T so My = = = £
= a o E !I! £ 30001 mg £ 15000- = o
o Z & < = Opn

E = 20001 = = = 10000
= 60 e ] ) 2 2
2 @ a L 2 E; 8
3 g © 20001 m £ 10000 2
° i a & & u g
el 40 E ] <] 4] a
2 g 10001 B S = 2 50000 _ g
Z 2 & 1000- £ 5000 = =
Y 201 S = g =} .
a
= 5]

0 0 0- 0 0

Unter dem Einfluss inflammatorischer Zytokine entwickeln sich in den ersten Tagen der
Infektion die im Gewebe befindlichen PraDCs zu vollstindig reifen und aktivierten
dendritischen Zellen (Jonuleit et al., 1997). Zudem nehmen die so genannten ruhenden
DCs das Zytokinsignal wahr und wechseln in einen Aktivierungszustand (Ritter et al,
2003). Hierbei werden viele Oberflichenmarker hochreguliert, welche dendritischen
Zellen eine Kommunikation mit anderen Zellen erlauben und ihr Wanderungsverhalten
sowie ihr Antigenaufnahmeverhalten dndern (Garrett et al., 2000; West et al., 2000). TNFa
ist neben dem antiviral wirkenden IFNo und dem fiir die Entwicklung der DCs wichtigen
GM-CSF eines dieser frithen Zytokine (Ritter et al, 2003) und steht
zudem noch im Zusammenhang das Signaling iiber Toso und RIP1 zu kanalisieren

(Nguyen et al., 2011).

Die Untersuchung der Produktion von GM-CSF und TNFa wihrend einer Infektion mit
2x10”6 PFU LCMV WE in den Toso/- Mausen erfolgte mittels real time PCR in der Milz und
der Leber . Die Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede zu den
C57BL/6] Kontrollen in der Expression beider Zytokine im naiven Zustand der Tiere.
Wahrend die Milz bereits eine Expression von GM-CSF zeigte , konnte die
mRNA in der Leber kaum iiber dem Detektionslimit gemessen werden (ND). Zudem
konnte keinerlei Regulation der Genexpression wahrend der frithen Infektion (d2 p.i.)

sowie auch bis d8 p.i. in der Milz detektiert werden . TNFa dagegen wurde
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naiv in der Milz und Leber kaum exprimiert und d2 p.i. als deutliches Anzeichen der
Frithinflammation in der Milz um ca. das Zehnfache hochreguliert . Hier
zeigten die Toso/-Mause eine verglichen mit den C57BL/6]J-Kontrollen signifikant

niedrigere Expression des Zytokins, was zu dem verminderten IFNa-Level passte
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Die Reifung und gleichzeitige Aktivierung dendritischer Zellen wurde unter dem Einfluss
von TNFa untersucht und die Aktivierungsmarker in der Durchflusszytometrie analysiert.
Die DC-Population wurde als CD11chiLy6Cle Klassifiziert. Die Expression von MHC Il und
CD80 diente zur ndhren Charakterisierung des Entwicklungsstatus der DCs und wurde im
Zuge der TNFa-Behandlung verglichen. Das Zytokin wurde entweder direkt mit dem
GM-CSF an dO oder zeitlich verzogert an d3 hinzugegeben. Die Entwicklung der

dendritischen Zellen wurde d6 des Differenzierungsprozesses analysiert.
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Waihrend der prozentuelle Anteil der sich dé6 p.t. aus dem Knochenmark entwickelten

dendritischen Zellen (BMDCs) der Toso/-Maus nicht signifikant von dem C57BL/6]-
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Ursprung unterschied und keine Abhangigkeit von TNFa suggerierte ,
zeigte die Oberflache differenzielle Expression von CD80 und MHC II

Dieser Effekt wurde zudem noch zeitabhingig beobachtet. Die Zugabe des Zytokins
bereits am Anfang des Differenzierungsprozesses verhinderte die Herraufregulation von
MHC II und CD80. Die Supression von MHC II durch TNFa erfolgte in der Toso/- BMDCs
signifikant starker als in den C57BL/6]-Zellen . Die spatere Zugabe
von TNFa an d3 der Differenzierung zeigte einen stimulierenden Effekt auf die Expression
dieser  Oberflichenmolekiille = auf den  bereits determinierten  Vorlaufern
konzentrationsabhangig. Wahrend die BMDCs des C57BL/6]-Ursprungs beide Marker mit
ansteigender Zytokinkonzentration herraufregulierten, zeigten Toso defiziente BMDCs ein
dhnliches Verhalten wie die TNFR1/- BMDCs, welche als negative Kontrolle im Experiment
dienten . Toso/- BMDCs konnten weder bei hohen noch bei niedrigen
Zytokinkonzentrationen die Expression von CD80 und MHCII regulieren. Eine
Behandlung mit dem Zytokin anschlieflend an die Differenzierung d10 der Kultur hatte in
beiden Genotypen keinen Effekt auf die Anzahl und Qualitdt der sich entwickelnden

dendritischen Zellen
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Das in beschriebenen Experimenten verwendete Protokoll unter der Verwendung von
GM-CSF generiert in einer C57BL/6] Kultur ein Gemisch aus nicht aktivierten, unreifen
(immature) und leicht aktivierten, reifen (mature) dendritischen Zellen (Inaba et al,

1992; Lutz et al,, 1999; Ritter et al., 2003). Die Expression von CD80 und MHC II diente zur
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Klassifizierung dieser beiden Populationen. Als nicht aktivierte, unreife DCs wurden die
CD11chiLy6Cle Zellen bezeichnet, die MHCIIImCD80im exprimierten. Die DCs, die

MHCIIMNCD80M waren, wurden als reife DCs klassifiziert
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Unter der alleinigen Verwendung von GM-CSF entwickelten Toso defiziente Zellen
prozentuell signifikant weniger ausgereifte DCs (ca.10%) verglichen mit C57BL/6]-
Kulturen (ca.20%) . Durch die Zugabe von TNFa dO der
Differenzierung wurde die Ausbildung dieser Zellpopulation sowohl in der C57BL/6] als
auch in der Toso/-Kultur um die Halfte vermindert (beide p<0,05). Die Zugabe des
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Zytokins am dritten Tag der Differenzierung erhéhte die Ausbildung der reifen DCs beider
Genotypen verglichen mit unbehandelten Kulturen stark (beide p<0,001), konnte jedoch
keine mit C57BL/6]J-Kultur (ca. 40%) vergleichbaren Mengen an reifen DCs in der Toso7-
Kultur (ca. 20%) induzieren. Die TNFR1 defiziente Kultur zeigte keine Reaktion auf das
Zytokin, weder in hohen noch in niedrigen Konzentrationen . Zudem
konnte auch die Expression der Marker reifer DCs (CD11chiLy6CleCD80MMHCIIM) in
Toso/-Mausen trotz der Zytokinbehandlung weiterhin auf einem signifikant niedrigeren

Niveau detektiert werden

In den vorrangegangenen Experimenten konnte die Entwicklung Toso defizienter DCs
ndher betrachtet werden. Wahrend die Frequenzen der sich aus dem Knochenmark
entwickelnden DCs keinen Unterschied zu den C57BL/6]-Kulturen zeigten, konnte eine
differenzielle qualitative Entwicklung unter dem Einfluss inflammatorischer Zytokine
GM-CSF und TNFa beobachtet werden. Toso defiziente BMDCs zeigen in Kultur ein
vermindertes Reifungsverhalten auf die Behandlung mit TNFa hin und regulieren im
Gegensatz zu C57BL/6]J-BMDCs bei einer frithen Behandlung mit dem Zytokin sogar ihre
Aktivierungsmarker herunter. Die Behandlung der DCs mit TNFa im mittleren
Differenzierungsstadium konnte zwar auch in Toso/- BMDCs die Reifung stimulieren,
zeigte jedoch eine nur halb so grofie Wirkung. Die Oberflichendichte von CD80 und

MHC II blieb dabei unstimuliert und auf niedrigen Niveau.

4.3.1.Funktionelles Priming

in vitro Priming

Die Fahigkeit dendritischer Zellen naive T-Lymphozyten zu aktivieren wurde ebenfalls in
Kultur getestet. Hierzu wurden spezifische TCR-knockin Mause (P14) des C57BL/6]
Ursprungs sowie Toso defiziente TCR-knockin Tiere (Toso/-P14) verwendet. Der TCR
dieser Méause ist spezifisch fiir ein Oligopeptid des Glykoproteins des LCMV und stellt die
Aminosduren ASs3.41 dar (GP33). Das GP33 wird auf dem MHCI Molekiil den
CD8* T-Lymphozyten prasentiert und ist in der akuten Infektion das immunogen starkste
Peptid des LCMV (Probst et al,, 2003). Die P14 T-Zellen lassen sich durch die Zugabe des
GP33 Oligopeptids spezifisch iber den TCR aktivieren und stellen ein gutes System zu

Untersuchung des Primingsverhaltens dar.
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Die Aktivierung der T-Zellen wahrend des Primings stellt eine Art Dialog zwischen
dendritischen Zellen und T-Lymphozyten dar. Ist diese Kommunikation fehlerhaft,
werden T-Zellen nicht ausreichend stimuliert, was fatale Folgen fiir die virale Kontrolle
haben kann. Aus dieser Uberlegung heraus wurde zunichst die Méglichkeit einer
vollstindigen und effizienten Aktivierung Toso defizienter T-Zellen gepriift. Die
Expression wichtiger Oberflachenproteine, die mit der T-Zell Aktivierung in Verbindung
gebracht sind, wurde im Vorfeld bei naiven T-Lymphozyten der C57BL/6] und
Toso/- Mause sowie bei den nachfolgend untersuchten P14 und Toso”/- P14-Tieren
untersucht und zeigte in beiden Féllen keine differentielle Expression an CD25, CD28,

ICAM, CD44, CD62L, CD69, IL7R, PD1 sowie einzelner Ketten des CD8/TCR-Komplexes

cD28 D25 CD44 1ICAM

CD62L €bh69 IL7R PD1

relative Zellzahl

TCRB Ch8a CD3e
_—
relative Fluoreszenzintensitat

Eine Kokultur der aufgereinigten T-Zellen aus den Lymphknoten und der Milz der
P14-Tiere beider Genotypen sowie der ohne Zusatz von TNFa generierten Peptid-
gelabelten BMDCs des C57BL/6] Ursprungs wurde 24h nach der Zugabe der

T-Lymphozyten durchflusszytometrisch untersucht . Die DCs wurden
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12h vor Versuchsbeginn mit dem synthetischen Zielpeptid GP33 und einem
vergleichbaren Kontrollpeptid NP396 gelabelt, welche anschlief}end herausgewaschen
wurden. Der Aktivierungszeitrahmen von 24 h ermdglichte die Bildung einer stabilen
immunologischen Synapse zwischen der dendritischen Zelle und den T-Lymphozyten,
reichte jedoch zur Proliferation nicht aus und veranderte somit nicht das Zellverhaltnis zu

einander (Hugues et al.,, 2004; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004).
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Die Frequenz der DAPI-CD8*T-Lymphozyten zeigte zwischen P14 und Toso”/-P14
Kokulturen keine Unterschiede . Als Anzeichen einer spezifischen
T-Zellaktivierung konnte die Regulation der Oberflichendichte einiger Ketten des TCR
untersucht werden (Valitutti et al, 1997), welche innerhalb kurzer Zeit nach der
Stimulation mit dem Antigen internalisiert werden. Sowohl die CD3e- als auch die
TCRB-Kette auf CD8* T-Zellen wurden nur nach der Zugabe des spezifischen Peptids GP33
unabhingig vom Genotyp der T-Zellen herruntereguliert . Die Expression
des CD8a veranderte sich kaum. Interessanterweise war die Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD28, sowie der Aktivierungsmarker CD62L, CD69, CD44,
ICAM und des IL-2 Rezeptors CD25 auf der Oberflache Toso defizienter P14 CD8+ T-Zellen
nach Aktivierung signifikant hoher als in den P14-Kokulturen . Zudem
wurde auf der Oberflache der Toso/- T-Zellen das PD1, welches im Zusammenhang steht
Exhaustion zu fordern, verstarkt detektiert, wohingegen der IL7R im Gegensatz zu

P14-CD8* T-Zellen kaum reguliert wurde
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Aktivierte T-Zellen sind zudem fiir die Herraufregulation der Aktivierungsmarker auf den
primenden APCs als fordernd beschrieben worden (Schuurhuis et al., 2000). So wurde
auch die Reifung der aktivierten Population dendritischer Zellen
(CD11chiLy6CleMHCIINCD80M) in der oben beschriebenen Mischkultur analysiert

. Interessanterweise waren die Toso defizienten P14 T-Lymphozyten
trotz ihres hoheren Aktivierungsstatus nicht in der Lage das ihrerseits notwendige Signal
fiir die Reifung der DCs zu liefern. Wahrend die Bildung der CD11chiLy6CleMHCIIMCD80hi
Zellen durch die P14 T-Zellen bereits in dieser Zeitperiode begiinstigt wurde, war auch in
diesem Experiment kein Reifungsstimmulus in Kulturen mit Toso defizienten T-Zellen zu

vermerken

Eine mogliche Auswirkung dieser fehlenden Signale fiir ein funktionelles Priming wurden
in der Untersuchung der durch die T-Zell Aktivierung entstehenden Proliferationscluster
bestimmt. 36 h nach TCR-Stimulus wurden die Kokulturen im Hinblick auf die
Clusterbildung lichtmikroskopisch untersucht. Hierfiir wurden sowohl Peptid-gelabelte
C57BL/6]-BMDCs als auch Toso/--BMDCs verwendet und in einer Kokultur mit P14 oder
Toso/- P14 T-Zellen in einem Mischverhdltnis von 1:2 (BMDCs:T-Zellen) inkubiert. In den
Kulturen mit C57BL/6]J-BMDCs konnte ein deutliches aktivierungsspezifisches
Proliferationspotential beobachtet werden . Anschliefsend
an die Kontaktaufnahme zu den gelabelten DCs konnten Proliferationscluster
CD8* T-Lymphozyten beobachtet werden, welche interessanteweise in den Kulturen mit
Toso/-P14 T-Zellen deutlich starker expandierten

Die BMDCs vom Toso/-Ursprung konnten trotz sichtbarer
Kontaktaufnahme zu den T-Zellen keine vergleichbare

Expansion oder &hnliche Proliferationskonglomerate induzieren

Anschliefend wurde die Zytokinantwort in den Kokulturen untersucht
Die IL-2 Produktion der T-Zellen war beim Priming durch die Toso’/-BMDCs leicht
vermindert. Der Genotyp der T-Zellen war hierfiir nicht ausschlaggebend
. Die IFNy-Produktion und somit die Zytotoxizitdt der T-Zellen zeigte
dagegen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem C57BL/6]- und dem Toso
defizienten Priming . Interessanterweise betrug jedoch die
[FNy-Produktion der Toso/-P14 T-Zellen ca. das Doppelte verglichen mit P14 T-Zellen
unabhangig welche DCs geprimt haben, was zum stdrkeren Aktivierungszustand der
T-Zellen beziiglich der Oberflichenmarker 24 h nach Aktivierung passte

Die Produktion des TNFa war dhnlich wie das IL-2 in den Kokulturen mit Toso defizienten
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DCs verglichen mit dem Priming der C57BL/6]-BMDCs niedriger, in den Kulturen mit
Toso/-P14 T-Zellen verglichen mit P14 T-Zellen jedoch stets signifikant hoher
(Abbildung 4.17.C). Da nun sowohl die T-Zellen, als auch die DCs nach Aktivierung und
gegenseitiger Kontaktaufnahme TNFa produzieren, wurden die regulatorischen
Einwirkungen der T-Zellen auf die dendritischen Zellen beziiglich anderer Zytokine

untersucht (Abhildung 4.15).
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Abbildung 4.16.: Funktionelles Priming in T-Zell DCs Mischkulturen. Das Clusteringpotential von BMDCs
und T-Zellen wurde in Mischkulturen aus GP33 Peptid-gelabelter BMDCs aus dem Knochenmark von
Toso”/- (Bildgruppe B, D) und C57BL/6]-Mausen (Bildgruppe A, C) mit aufgereinigten T-Lymphozyten
der P14 (Spalte 1) sowie Toso/-P14 Tiere (Spalte 2) im Mischverhaltnis 1:2 (BMDCs:T-Zellen) nach
einer Inkubationszeit von 36 h untersucht. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Kulturen sind
reprasentativ aus 2 unabhdngig durchgefiihrten Experimenten mit insgesamt jeweils vier
Knochenmarkspendern, sowie zehn T-Zellspendern. Der eingezeichnete Mafdstab betrdgt 100 pm.
A-B) Die Bildgruppen zeigen aktivierungsspezifische Bildung von Zellkonglomeraten in Abhdngigkeit
des DC-Genotyps. C-D) Vergrofierte Bildausschnitte zur Veranschaulichung der Kontaktaufnahme zu
den Peptid-gelabelten BMDCs.
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Die Aktivierungswirkung von T-Zellen auf dendritische Zellen innerhalb der Bildung
immunologischer Synapsen wurde in vielen Arbeiten beschrieben (Buelens et al., 1997;
Caux et al., 1994; Schoenberger et al., 1998; Schuurhuis et al., 2000). Unter anderem ist
der Zusammenhang zwischen der Zytokinproduktion von z.B. IL-10 und TGFB mit der
CD4+ T-Zell Polarisierung und von IL-6 mit der B-Zell-Aktivierung und anschlief}endem
Ig-Klassenwechsel beschrieben (Recher; unpublished). Die Produktion von IL-6 wurde als
Beispiel T-Zell abhédngiger DC-Aktivierung gewdhlt und wurde ebenfalls in Kokulturen von
P14 T-Zellen mit C57BL/6J- und Toso/ dendritischen Zellen gemessen

. Hierfiir wurden die entsprechend dem Protokoll unter dem Einfluss
von GM-CSF generierte GP33-gelabelte BMDCs beider Genotypen mit ansteigenden
Konzentrationen an aufgereinigten P14 T-Zellen versetzt und 24 h lang aktiviert. Die

aktivierten P14 T-Zellen stimulierten in diesem Experiment dendritische Zellen, was an

63



64

ERGEBNISSE

der Produktion von IL-6 gemessen werden konnte. Der Aktivierungszustand der P14
T-Zellen war in beiden Mischkulturen vergleichbar und konnte an der Produktion von
IL-2 detektiert werden . Wahrend die IL-6 Produktion dendritischer
Zellen des C57BL/6]-Ursprungs T-Zell konzentrationsabhédngig anstieg, lief3en sich Toso
defiziente = BMDCs nicht zur IL-6-Produktion  anregen

Interessanterweise stieg die Zytokin-Produktion Toso’/-BMDCs auf C57BL/6]-Niveau
sobald Toso7/- P14 T-Zellen verwendet wurden, welche sogar die Produktion des Zytokins

in C57BL/6]J-BMDCs verdoppeln konnten
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Die oben beschriebenen Effekte einer fehlerhaften Kommunikation zwischen den DCs und
T-Lymphozyten sind eindeutig Toso abhingig und zudem beidseitig bestimmt. Die
ohnehin schon schlechter reifenden DCs der Toso/-Mause konnen durch die
induzierenden Signale iiberaktivierter Toso defizienter T-Zellen nicht kompensiert
werden und kénnen in diesem Zuge keine vergleichbare T-Zell-Proliferation induzieren
oder inflammatorische Zytokine produzieren. Interessanterweise ist die IL-2 Produktion
aktivierter T-Zellen nicht direkt mit der IFNy Produktion gelinkt. Zudem sind Toso
defiziente T-Lymphozyten deutlich starkere IFNy-Produzenten und somit méglicherweise

zur starkeren Zytotoxizitit in kiirzerer Zeit befahigt.
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in vivo Priming

Die Kompetenz dendritischer Zellen naive T-Lymphozyten invivo zu primen und eine
CTL-Antwort zu induzieren wurde mittels eines adoptiven Zelltransfers untersucht.
Hierzu wurden in vitro generierte BMDCs aus dem Knochenmark der C57BL/6] und Toso
defizienten Mausen mit dem Oligopeptid GP33 gelabelt und an d-8 in C57BL/6] und Toso
Empfanger transferiert. Nach einer Infektion mit 2x1076 PFU LCMV WE an d0 wurde die
zytotoxische T-Zell Antwort an d6 p.i. untersucht. Es wurden die Frequenzen der
GP33+CD8* T-Zellen als induzierte Immunantwort sowie der NP396+CD8* T-Zellen als
nicht induzierte Kontrollimmunantwort bestimmt. Das NP396 ist ein weiteres Oligopeptid
vom Nukleoprotein des LCMV, welches den zytotoxischen T-Zellen auf MHC I prasentiert
wird und die Aminosduren ASs¢c-404 des Nukleoproteins erfasst. Es ist das in akuter
Infektion immunogen zweitstarkste Peptid des Virus und l6st verglichen mit dem GP33 in
einer akuten Infektion eine ca. halb so starke CTL-Antwort aus. Da die DCs nur mit GP33
gelabelt wurden, diente die Expansion der NP396+*CD8* T-Zellen als systemische Kontrolle
des Experiments und zeigte die durch den Transfer womdglich verbesserte

Antigenprozessierung und Prasentation.
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Die transferierten, gelabelten dendritischen Zellen wurden vor dem Transfer auf CD80
und MHC II hin untersucht. Die Expression der Oberflichenmarker wies weiterhin einen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen auf, der im Falle des
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kostimulatorischen Molekiils CD80 zwar signifikant, jedoch nicht mehr wesentlich war
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Unabhangig vom Empfangerhintergrund war die prozentuelle Frequenz GP33 spezifischer
T-Lymphozyten im Blut, Milz und Leber beim Transfer Toso-defizienter BMDCs verglichen
mit den C57BL/6]J-BMDCs signifikant niedriger . Da die
NP396+CD8* T-Zellexpansion in allen Fallen verschwindet gering war, resultierten die
Effekte aus der induzierten Immunantwort und sind auf die transferierten cDCs
zurtickzufiihren . Interessanterweise war die Frequenz aller
CD8* T-Zellen im Blut erhoht sobald die Spender Toso defizient waren und in

Toso7/- Empfangern sogar signifikant hoher verglichen mit C57BL/6]J-BMDC-Transfer
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Die Frequenzen der IFNy-produzierender CD8+* T-Zellen in der Milz und Leber waren
jedoch nicht signifikant unterschiedlich . Die Restimulation mit dem
Kontrollpeptid NP396 zeigte auch hier keine veranderten Frequenzen zu unbehandelten
Tieren, sodass auch die intrazellulire IFNy-Produktion einen experimentspezifischen
Effekt darstellte. Die produzierte Menge an IFNy in Toso defizienten T-Lymphozyten der
Leber war zudem signifikant hoher , was im erhohten Level an IFNy im
Blut resultierte . Vergleichbar mit in vitro Kulturen
waren die Toso defizienten CD8*T-Zellen beim verbesserten Priming, unabhdngig
welchen Genotyp die primenden DCs haben, zur verbesserten Zytokinproduktion
verglichen mit den C57BL/6] T-Lymphozyten in der Lage, was womoglich auch auf eine
bessere Zytotoxizitat hindeutet. In der Milz ist ein solcher Effekt nicht beobachtet worden
. Die viralen Titer im Blut der behandelten Tiere waren unabhdngig von

der Konstellation der Behandlung eliminiert

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Toso defiziente cDCs ein scheinbar geringeres
Primingpotential verglichen mit C57BL/6] cDCs entwickeln konnten. Die Frequenzen
GP33 spezifischer CD8* T-Zellen waren dé p.i. sowohl im Blut als auch in den Organen
geringer. Interessanterweise war in den immunisierten Tieren insbesondere dann ein
vermehrtes CD8* T-Zell- Proliferationspotential zu beobachten, wenn sowohl der Spender
als auch der Empfanger Toso defizient waren. Beim Transfer von C57BL/6]J-BMDCs
konnte dieses nicht detektiert werden. Zudem ist die Zytokinproduktion der
Toso- T-Zellen signifikant hoher beobachtet worden und unterstiitzt somit die Befunde in

den in vitro Kokulturen.

4.3.2.Toso kontrolliert T-Zell Expansion

Die durchgefiihrten Experimente insbesondere in den Mischkulturen liefRen auf eine
funktionelle Bedeutung von Toso auf T-Lymphozyten schlieffen. Die Expression des
Proteins auf T-Lymphozyten und die intrinsischen Auswirkungen einer Deletion von Toso
in T-Zellen wahrend einer viralen Infektion wurden zunichst in gemischten Chimaren
analysiert. Hierzu wurden C57BL/6]-Tiere bestrahlt und mit einem 50:50
Knochenmarkgemisch aus C57BL/6] x CD45.1 und Toso7-x CD45.2 rekonstituiert. CD45
(Ly5) ist ein auf allen Leukozyten exprimiertes Antigen, welches auf C57BL/6]-
Leukozyten in seiner wildtypischen CD45.2-Form (Ly5.2) exprimiert wird. Eine missense
Punktmutation (konservativer AS-Austausch) in der Primarstruktur des Proteins erlaubt

durch die entsprechende Positionserkennung eines geeigneten Antikdrpers das CD45.1-
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Antigen in den Mausen zu detektieren, die sich sonst nicht von C57BL/6] unterscheiden.
Fiir das CD45.1-Allel homozygote Tiere werden fiir Adoptivtransfers bei Zellgemischen

zur Urschprungsauftrennung verwendet.
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Nach einer 30 tagigen Adaptionszeit wurden die Tiere mit 2x10”5 PFU LCMV WE iv.
infiziert und die zytotoxische Immunantwort auf ihren Ursprung hin untersucht. Die
prozentuelle Verteilung der CD8* T-Zellen im Blut sowie der Anteil GP33 spezifischer
T-Lymphozyten ist in der Abbildung 4.22.A-B zu sehen. Wahrend das Verhaltnis der
CD8* T-Zellen vor der Infektion anndhernd 50:50 betrug, verdnderte sich dieses im
Verlauf der Infektion drastisch. In den ersten Tagen der Infektion zeigten die Chimaren
einen starken Anstieg Toso defizienter CD8* T-Zellen im Blut, sodass diese einen deutlich
hoheren Anteil als 50 % aller CD8+* T-Zellen betrugen. Anschlieféend dnderten sich die
Verhéltnisse dramatisch. Bereits d8p.i. sank der Anteil Toso/- zytotoxischer
T-Lymphozyten auf unter 40% und d12 p.i. auf ca. 20 %. Ahnlich verhielten sich die GP33
spezifischen CD8* T-Zellen. D12 p.i. betrug die Frequenz GP33+CD8+ T-Lymphozyten des
Toso/- Ursprungs im Blut nur noch ca.5 % aller Toso/- CD8* T-Zellen wahrend die
Frequenz der GP33+*CD8* T-Lymphozyten vom C57BL/6] Ursprung (CD45.1) auf ca. 12 %
anstieg. Die Frequenzen an GP33+CD8+* T-Lymphozyten in der Milz und Leber waren

d12 p.i. ebenfalls um die Halfte reduziert
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Interessanterweise war bei ndherer Betrachtung das Expansionsverhalten der
T-Lymphozyten in unbestrahlten Toso defizienten Mausen &hnlich (Abbildung 4.23). In
den frithen Tagen der Infektion mit 2x10”6 PFU des LCMV WE stieg die CD8* T-Zell
Frequenz bereits ab d3 p.i. im Blut signifikant an . D4 p.i. betrug die
Menge an Blut CD8+* T-Zellen das Dreifache und die Frequenzen in der Milz stiegen d6 p.i.
auf das Doppelte verglichen mit C57BL/6]-Kontrolltieren an . Die
Anzahl der GP33 spezifischen T-Zellen war sowohl im Blut als auch in der Milz in der
ersten Tagen der Infektion nicht signifikant unterschiedlich, was wiederrum absolut eine
signifikant hohere Anzahl der expandierten T-Zellen bedeutete . Die
IFNy Produktion der CD8* T-Zellen zeigte d6 p.i. keine Unterschiede sowohl in der Milz
auch in der Leber und konnte im Serum d4 p.i. auf einem deutlich
hoheren Level detektiert werden . Die viralen Titer in den Organen

waren dé6 p.i. vergleichbar
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Vergleichbar mit den invitro Untersuchungen wurde der Aktivierungsstatus von Toso
defizienten und C57BL/6]-Kontroll-T-Zellen in 24 h Abstdnden nach der Infektion im Blut
und d4 p.i. in der Milz gemessen . Im Gegensatz zu den in vitro
Kokulturen, in denen das Priming von C57BL/6]J-DCs vorgenommen wurde, konnte auf
der Oberfliche Toso defizienter CD8* T-Zellen signifikant verringerte Expression von
CD69 verglichen mit C57BL/6] Kontrolltieren wahrend der gesamten Beobachtungszeit
detektiert werden und suggeriert eine verminderte Aktivierungsregulation abhangig von

frihinflammatorischen Zytokinen wie IFNq, die in den ersten Tagen der Infektion
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vermindert produziert wurden (Shiow et al., 2006).
Interessanterweise konnten vergleichbare Frequenzen von T-Lymphozyten in der Milz

d2 p.i. gemessen werden

CD69 ist ein fiir Lymphozyten-Homing relevantes Oberflichenlektin, welches IFNa
abhangig innerhalb kiirzester Zeit auf T-Lymphozyten hochreguliert wird und
entscheidend fiir die Einwanderung der Lymphozyten in die lymphatischen Organe ist
(Shiow et al.,, 2006). Zur genauen Untersuchung des Homingverhaltens der Toso/- T-Zellen
wurde den Mausen 500 pg Polyl:C, welches iiber den TLR3 erkannt wird und iiber die
Induktion von IFNa-Produktion auf das Homing der Lymphozyten einwirkt, intravenos
verabreicht. Anschlieffend wurde die Frequenz von CD8*+ sowie CD4* T-Zellen im Blut
zeitabhiangig im Durchflusszytometer erfasst . Trotz der verminderten
Expression von CD69 wahrend der beginnenden Infektion erfolgte
die Einwanderung der T-Zellen auch in der Toso/- Mausen mit den Kontrolltieren
vergleichbar . Sowohl CD4+ als auch CD8* T-Zellen migrierten nach
intravenosen Verabreichung von Polyl:C in vergleichbaren Kinetiken in die lymphatischen

Organe
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In den beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Toso Deletion auf
T-Lymphozyten in einem T-Zell intrinsischen Phanotypen resultiert. In den frithen Tagen
einer viralen Infektion ist Toso fiir die Expansionskontrolle der durch die

inflammatorischen Zytokine aktivierten T-Lymphozyten und die korrekte Modifikation
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der Oberflichenmarker der T-Zellen verantwortlich. Ob dieser Effekt TCR spezifisch oder

unspezifisch erfolgt, wird folgend untersucht.

Homéostase der T-Lymphozyten in der Toso/-Maus

Zur Untersuchung des homeostatischen Proliferationsverhaltens invivo wurde das
RAG1/- Modell verwendet. Das Fehlen der RAG-Enzyme (recombimation activating gene)
resultiert im Abbruch der Lymphozytengenerierung und folglich im Fehlen reifer
peripherer B- und T-Lymphozyten. Bei einer adoptiven Rekonstitution von B- oder
T-Zellen werden diese durch die homdostatischen Mechanismen zur Proliferation und
Wiederherstellung des Lymphozytenpools angeregt. Die homdostatische Proliferation ist
IL-7 und MHC I/II abhdngig und stellt einen zu der spezifischen Aktivierung der T-Zellen
differenziellen Mechanismus, welcher sowohl naiv als auch wihrend der Infektion

Einfluss auf das Verhalten der Lymphozyten nimmt (Tan et al., 2001; Tan et al., 2002).
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Zur Untersuchung des homdostatischen Einflusses in der Toso/- Maus wurden jeweils

1x1077 CFSE gelabelte Splenozyten aus C57BL/6] und Toso/- Tieren in die RAG1/- Mause
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transferiert und d4 nach Transfer die Proliferationsrate tiber das CFSE-Signal sowie die
CD8* T-Zell-Frequenzen im inguinalen Lymphknoten analysiert . Zudem
wurden periphere CD8* T-Lymphozyten in Toso/- und Kontroll-C57BL/6] Mausen mittels
eines aCD8-Antikorpers depletiert und iiber einen langeren Zeitraum das homdostatische
Verhalten der T-Zellen verfolgt . Die Wiederherstellung des peripheren
Lymphozytenpools ist von IL-7 abhidngig, welches tiber den IL7R auf den T-Zellen
wahrgenommen werden kann. Homoostatisch proliferierende Zellen regulieren den
Rezeptor entsprechend ihrer Aktivierung hoch und sind fiir das aktivierende Signal

kompetent.
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Sowohl im RAG1 Modell als auch in den Depletionsexperimenten konnte kein Unterschied
in der Proliferation zwischen Toso/- und C57BL/6] Mausen detektiert werden. Die
Proliferationsrate, welche am CFSE-Signal bemessen wurde (Proliferationsgate) sowie die
Zellzahl im Lymphknoten der RAG1/- Tiere unterschied sich nicht signifikant zwischen

dem Transfer der C57BL/6]- und Toso7/--Splenozyten

Anschlieffend an die erfolgreiche Depletion der CD8+-T-Zellen wurde der
Lymphozytenpool mit ansteigender CD4* Frequenz kompensiert

Dies erfolgte in C57BL/6] und Toso defizienten Tieren gleichermafien. Die anschliefdende
Wiederherstellung der CD8*Polulation in der Peripherie bis ca. d40 p.t. zeigte keine
Unterschiede zwischen beiden Genotypen. Sowohl in C57BL/6] als auch in den Toso7
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Mausen normalisierte sich auch die CD4+T-Zell-Population bis d20 p.t. Die Expression des
IL-7R auf CD8* und CD4+T-Zellen konnte ebenfalls
auf dem gleichen Level detektiert werden und zeigte insgesamt eine vergleichbare

Homoostase in Toso defizienten und C57BL/6] Tieren.

Spezifische Aktivierung iiber den TCR

Ein vergleichbares homdostatisches Verhalten der T-Lymphozyten in den Toso7/- Mausen
stellte die Frage nach der TCR spezifischen Aktivierung der T-Zellen invivo. Zur
Untersuchung des spezifischen Proliferationspotentials der T-Lymphozyten wurde ein
Proliferationsassay durchgefiihrt. Hierzu wurden T-Zellen aus den Milzen und
Lymphknoten aufgereinigt, mit CSFE galabelt und iiber einen Zeitraum von 72 h in vitro
mit antiCD3¢/antiCD28 stimuliert . Anschlieflend wurde das CFSE-Signal
im FITC-Kanal eines Durchfusszytometers detektiert und die Anzahl der CD8* T-Zellen im
Proliferationsgate, welches sich wie bereits im RAG1-System auf alle Zellen erstreckt hat,

die sich mindestens im ersten Teilungszyklus befanden, bestimmt
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Wahrend die C57BL/6] T-Zellen bei der gewahlten Antikérperkonzentration nur
geringfiigig proliferiert haben, zeigten die Toso7/-CD8* T-Zellen hohe Proliferationsraten in
Kultur . Nur 20% der C57BL/6] CD8* T-Zellen befanden sich im
Proliferationsgate, wohingegen ca. 80% der Toso/-CD8*T-Lymphozyten bereits
proliferiert haben. Ein dhnlicher Effekt konnte mittels adoptiven Zelltransfers Virus
spezifischer T-Zellen von P14 und Toso7/- P14 Mausen gezeigt werden

Hierfiir wurden 1x1077 Splenozyten mit CFSE gelabelt und an d-1 in C57BL/6] x CD45.1
Maduse transferiert. Anschlieffend wurde den Tieren das GP33 im Freunds Adjuvans
(incomplete freunds adjuvans, 1FA) ip. dO verabreicht und die Zellexpansion d3 p.t. in
inguinalen Lymphknoten untersucht. Sowohl invitro als auch invivo zeigten die Toso
defizienten T-Zellen eine signifikant hohere Proliferation nach spezifischer

TCR-Aktivierung.
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Zur Untersuchung der Expansion spezifischer T-Lymphozyten wihrend einer viralen
Infektion wurden 1x10”4 Splenozyten aus P14 und Toso/-P14 Spendertieren d-1 in
C57BL/6] x CD45.1 intravends transferiert und dO die Tiere mit 2x10”6 PFU

bzw. 2x10”2 PFU LCMV WE infiziert. Die

Expansion exogener CD8+T-Lymphozyten wurde zeitabhingig untersucht.

Wahrend die P14 CD8*T-Zellen bei hoher Virusdosis eine spezifische Population
zytotoxischer T-Zellen bildeten, verschwanden die ohnehin schon niedriger expandierten
Toso/-P14 CD8*T-Zellen nach dem achten Tag der Infektion aus dem Blut

und konnten auch in den Organen d12 p.i. kaum nachgewiesen werden

. Die Infektion mit geringerer Viruslast zeigte keinen signifikanten
Phanotyp . Der umgekehrte Transfer von CD45.1xP14
T-Lymphozyten in C57BL/6] und Toso/- Mause zeigte in Toso defizienten Empfangern
ebenfalls eine geringere Expansion exogener P14 T-Zellen . Wahrend
die Expansion anfangs vergleichbar war, verschwand die Population exogener
CD8*T-Zellen ab d8p.i. Die Expansion in C57BL/6] konnte zeitabhdngig zunehmend

detektiert werden.
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5. DISKUSSION

Die virale Hepatitis stellt eine der bedeutendsten Erkrankungen der heutigen Zeit. Mit
einer jahrlich verzeichneten Todesrate von fast einer Million Menschen ist das
Hepatitisvirus eines der gefdhrlichsten Viren. Neben Kklinischen Studien an Patienten
werden Infektionen in Mausmodellen zur Erforschung der viralen Hepatitis verwendet.
Erkenntnisse liber die Persistenzmechanismen, Virusescape und Replikation sind ebenso
relevant wie die Forschung an der Generierung der antiviralen Immunantwort des Wirts

und sind notwendig fiir die Entwicklung neuer Medikamente.

Die virale Kontrolle ist essentiell von der Entwicklung der zytotoxischen T-Zell-Antwort
abhingig (Byrne and Oldstone, 1984; Thimme et al, 2001; Thimme et al, 2003;
Zinkernagel and Welsh, 1976). Die Kommunikation der T-Lymphozyten mit Antigen-
prasentierenden Zellen stellt einen wesentlichen Schritt in der Aktivierung der T-Zellen.
Ein besseres Verstiandnis dieser Interaktion und der darin beteiligten Molekiile konnte
einer Verbesserung der funktionellen T-Zell-Qualitdt dienen und stellt eine Moglichkeit
die immunopathologischen Symptome und virale Eliminierung therapeutisch zu

regulieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen den Antigen prasentierenden
dendritischen Zellen und den T-Lymphozyten im Hinblick auf die Rolle von Toso mittels
einer totalen Deletionsmutante untersucht. Die bisher veroffentlichte Funktion von Toso
als ein anti-apoptotisch wirkendes Molekiil ldsst eine Bedeutung in der komplexen
Interaktion zwischen den beiden Zellen vermuten und kann somit ein Medium zur

Regulation dieser darstellen.

Infektionsmodell

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der Einfluss von Toso auf die Entwicklung einer
antiviralen Immunantwort gegen das nicht zytopatische LCM-Virus gezeigt werden. Das
Fehlen von Toso resultiert trotz vergleichbarer initialer Voraussetzungen

in einer gestorten Entwicklung der zytotoxischen T-Lymphozyten . Die
verminderten Frequenzen Virus-spezifischer CD8* T-Zellen in der Effektorphase der
Infektion resultieren in einer verlangsamten Viruskontrolle, verursachen jedoch auch eine

geringere Immunpathologie in Toso defizienten Tieren. Der Zusammenhang zwischen

79



80

DISKUSSION

dem Phanotypen und Zellen des Immunsystems konnte durch die Revision in
Knochenmarkschimédren gezeigt werden und schliefst eine essentielle Beteiligung anderer

gewebespezifischer Zellarten aus

Die Generierung einer viruspezifischen CD8* T-Lymphozytenpopulation stellt einen
vielseitigen Prozess in der Immunologie, welcher von zahlreichen Faktoren abhingig ist.
Die erste immunologische Barriere bildet das angeborene Immunsystem (Honke et al.,
2012; Lang et al, 2010). Die gewebestindigen Makrophagen spielen dabei eine
entscheidende Rolle, indem diese die infektiosen Viruspartikel aus dem peripheren
Blutfluss herausfiltern und mit der Frithinflammation beginnen. Wahrend dieses
Prozesses ist eine kontrollierte virale Replikation in spezialisierten Zellen fiir eine stabile
Induktion der adaptiven Immunantwort notwendig (Honke et al., 2012). Toso7/- Mduse

zeigten keine Defekte in der phagozytotischen Kapazitat der Makrophagen. Dies konnte

durch eine vergleichbare Virusaufnahme gezeigt werden und wurde
zudem in Kulturen primarer Makrophagen (BM®) getrennt untersucht . Die
erste antivirale Antwort zeigte jedoch verminderte Level an IFN«a , was

auf eine geringere Aktivierung der pDCs, den Hauptproduzenten der Typ I Interferone,
hindeutet (Asselin-Paturel et al., 2001; Cella et al., 1999a; Gary-Gouy et al., 2002). Dies
zeigte jedoch keine gravierenden Auswirkungen auf die antiviralen Mechanismen der
Makrophagen und konnte an den mit Kontrolltieren vergleichbaren Virustiter d4 p.i. in
den Organen festgemacht werden . Interessanterweise zeigte die
Untersuchung der gesamt RNA d2 p.i. in den Toso/- Mdusen auch geringere Mengen an
TNFa , was insgesamt das Bild einer verminderten Friihinflammation

bestatigen konnte.

Bedeutung von Toso auf DCs

Die detailierte Untersuchung der Entwicklung von DCs konnte zeigen, dass die
Maturierung dendritischer Zellen entscheidend mit der Expression von Toso
zusammenhdngt. Eine Deletion des Proteins verhinderte die Ausreifung und Regulation
der Expression von Oberflichenmolekiilen in den cDCs auf einen aktivierenden Stimulus
hin . Die Reifung der DCs ist jedoch fiir ein funktionelles
antivirales Priming essentiell und ermaglicht erst eine Initialisierung zytotoxischer T-Zell-
Aktivierung (Cella et al., 1999b). Nicht vollstdndig aktivierte, semi-maturierte DCs kdnnen
statt einer intakten CTL-Antwort anergisches Verhalten der T-Lymphozyten bis hin zu

peripherer Toleranz induzieren (Hawiger et al., 2001; Inaba et al., 1998).
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Als einer der reifungsinduzierenden Stimuli wihrend einer viralen Infektion gilt das TNFa
(Ritter et al,, 2003), welches die Aktivierung der Expression von Oberflachenmolekiilen
durch seinen Rezeptor-vermittelten Signalweg induziert. Die Untersuchung der
Entwicklung von cDCs unter der Verwendung von GM-CSF als Stimulus ist ein verbreitetes
Modellsystem (Inaba et al., 1992; Lutz et al., 1999), ist jedoch nicht in allen Punkten mit
der in vivo Entwicklung zu vergleichen. Die Generierung von cDCs in Kultur resultiert in
teilweise maturierten cDCs (Lutz et al, 1999; Ritter et al, 2003). Diese Reifung wird
nachweislich durch eigens produzierte TNFa-Level ab d6 nach Differenzierungsbeginn
erzeugt und fehlt bei der naiven Entwicklung der DCs in vivo (Ritter et al., 2003). Wahrend
die TNFa Produktion der BMDCs d10 nach Differenzierungsbeginn in Kultur vergleichbar
detektiert werden konnte , entwickelten die Toso defizienten BMDCs ein
differentielles Verhalten auf das TNFa-Signal . Die Differenzierung der
BMDCs in Kultur zeigte deutliche Unterschiede in der Qualitdt der DCs beziiglich des
Aktivierungsstatus der Zellen . Die Ursache dieser Fehlentwicklung kénnte
mit dem TNFa-Signalweg zusammenhdngen und wiirde zu der bereits publizierten
Signalfunktion von Toso iiber RIP1 durchaus passen (Nguyen et al, 2011). Durch
Supplementation der Kulturen mit zusatzlichem Zytokin wurde die Entwicklung der
Zellen beider Genotypen genauer untersucht . Wéhrend die C57BL/6]
BMDCs auf den Aktivierungsstimulus entsprechend reagiert haben und ihre
Aktivierungsmarker hochregulierten, wurde die Expression dieser in Toso7/- BMDCs
verhindert. Interessanterweise erwies sich der Zeitpunkt der Stimulation als enorm
wichtig. Die ausgereiften DCs beider Genotypen d10 nach Differenzierungsbeginn zeigten
keine Reaktion auf TNFa weder in niedrigen noch in hohen Konzentrationen

. Das zusatzliche Zytokin konnte keine Expressionsveranderungen von
CD80, MHC I und II sowie CD11b induzieren. Toso defiziente BMDCs konnten die meisten
Molekiile nicht hochregulieren und wiesen somit weiterhin einen unreifen nicht
maturierten Zustand auf. Eine Behandlung der DCs mit TNFa dO gleichzeitig mit dem
Differenzierungsbeginn erwies sich ebenfalls als erfolglos. Die Marker und der
Reifungszustand der DC-Population wurden damit sowohl in den C57BL/6] als auch in
Toso/- Kulturen vermindert . Bei steigender TNFa Konzentration
zeigten Toso defiziente BMDCs sogar einen signifikant starkeren Effekt auf das Zytokin

und regulierten die untersuchten Oberflichenproteine fast vollstindig herunter

Eine stimulierende Wirkung auf die Reifung der cDCs konnte lediglich bei der Zugabe an

d3 des Differenzierungsprozesses erzielt werden. Der Zusatz von TNFa resultierte im
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Wildtypen in einer Verdoppelung der Maturierungsleistung. Sowohl der prozentuelle
Anteil als auch die Oberflichenexpression der Aktivierungsmarker
der maturierten Population konnten in C57BL/6] Kulturen verbessert

werden. Toso/- BMDCs zeigten dagegen einen schwachen Effekt, konnten jedoch im
Gegensatz zu TNFR1/-BMDCs, die erwartungsgemafd keinerlei Verdnderungen zeigten
, eine zu unbehandelter Kultur signifikant hohere

Frequenz der reifen Population entwickeln. Dies zeigt eindeutig, dass ein TNFa-Signal
nicht ausgeschlossen ist, jedoch in Toso defizienten Zellen differenziell oder vermindert

verarbeitet wird.

Diese Befunde lassen sich gut in die heute geltenden Reifungsprozesse der DCs einbinden.
Die Entwicklung konventioneller dendritischer Zellen findet bereits im Knochenmark
ohne Mitwirkung von TNFa statt und ist in den Toso~- mit C57BL/6] Mausen vergleichbar
. Als PraDCs gelangen sowohl myeloide als auch

lymphoide Vorlaufer in die Peripherie und werden durch die Stimulation mit GM-CSF, LTa
und FtI3L iiber die homoostatische Regulation kontrolliert (Liu et al., 2009; Liu et al,,
2007), sowie zur Ausreifung in ruhende Antigen-aufnehmende Zellen stimuliert (Henri et
al, 2001; Inaba et al,, 1994; Leenen et al., 1998). Die peripheren Populationen einzelner
DCs konnten in der gleichen Frequenz gemessen werden und deuten auf
eine intakte Egression aus dem Knochenmark sowie eine korrekte Homdostase der Zellen
in lymphatischen Organen hin. Die Expressionslevel an GM-CSF unterschieden sich zudem
in Toso”/- Tieren nicht von den C57BL/6]J-Mausen weder naiv noch wahrend der Infektion
und schlieflen somit einen Entwicklungs-stimulatorischen Defekt in

Toso defizienten Tieren aus.

Bei einem sogenannten Danger-Signal, welches meist liber die frihinflammatorischen
Zytokine produziert von Makrophagen vermittelt wird, werden den Experimenten zufolge
vor allem die PraDCs zur maturierenden Entwicklung stimuliert (Jonuleit et al., 1997). Der
Effekt auf reife DCs ist bei weitem nicht so grof3 . Diese werden durch die
Aufnahme infektioser Partikel und apoptotischer Zellen maturiert und switchen von
Antigen-aufnehmenden zu Antigen- prasentierenden Zellen (Garrett et al., 2000; West et
al,, 2000). Betrachtet unter dem Aspekt, dass die prasentierenden, maturierten DCs keine
Antigen-aufnehmende Kapazitdt besitzen, ist die Ausreifung der PraDCs zum bereits
maturierten Zustand wahrend der Infektion fiir die Antigenprasentation nicht férderlich.
Diese wiirden dann keine bis kaum Antigene aufnehmen konnen und somit weniger
prasentieren. Die Rolle dieser DCs konnte regulatorisch sein und zum Beispiel iiber die

Zytokinproduktion oder einen direkten Kontakt zu den Lymphozyten wahrend des



DISKUSSION

Primings z.B. beim beobachtetem Mehrfachkontakt zu DCs erfolgen (Mempel et al., 2004).
Somit konnte die Reifungsregulation iiber TNFa eine Art Gleichgewicht zwischen T-Zell-
aktivierenden und T-Zell-regulierenden DCs wahrend der Infektion darstellen und

mafigeblich von der Toso-Expression auf dendritischen Zellen abhingen.

Toso/- Mause zeigen keinerlei Minderung der zirkulierenden DCs und
sind in vivo nachweislich in der Lage T-Lymphozyten zu aktivieren . In
vielerlei Hinsicht zeigt sich der beobachtete Phdanotyp wahrend der frithen Inflammation
und stellt die Frage auf in wie fern sich die unter dem stimulatorischen Einfluss
inflamatorischer Zytokine (IFNa und TNFa) entwickelnde DCs bei der initialen T-Zell-
Aktivierung beteiligt sind. Toso defiziente T-Lymphozyten zeigen in den ersten Tagen
einer viralen Infektion vergleichbare bis bessere Expansion , welche
womoglich durch die anfangs verminderte Frithinflamation unterstiitzt wird und mit der

geringeren Aktivierbarkeit maturierenden DCs zusammenhangen konnte.

Toso defiziente cDCs, die einen geringeren Aktivierungsstatus wahrend der TNFa-
induzierten Maturierung zeigten , kébnnten dann
invivo zur vermehrten Antigenaufnahme und -prasentation befdhigt sein und in den
ersten Tagen der Aktivierung, dem Zeitpunkt des Primings, vermehrt CD8*T-Zellen
primen. Das Fehlen der TNFa-induzierten reifen DCs-Population konnte in der
anschlieféenden Effektorphase durch die verminderte Regulation entweder in T-Zell-
Exhaustion oder vorzeitiger Kontraktion miinden. Einige bereits in vitro durchgefiihrten
Mischkulturexperimente konnten diese Theorie bestadtigen . Wahrend die
Antigen gelabelten C57BL/6]-BMDCs 1iiber einen Zeitraum von 72h ein
aktivierungsspezifisches Uberleben der T-Lymphozyten vermittelten konnten, befanden
sich in den Toso/-BMDCs Kulturen trotz der vergleichbaren Synapsenbildung

nahezu alle T-Lymphozyten in der spaten Apoptose
(DAPI*AnnexinV+*). Der Genotyp der T-Zellen spielte dabei keine Rolle. Dieser Effekt kann
auch in das beobachtete Clustering 36 h nach der T-Zell-Zugabe in den Mischkulturen
interpretiert werden . Auch da nehmen die T-Lymphozyten Kontakt
zu den DCs auf und bilden Zellkonglomerate, welche in den C57BL/6J-Kulturen in der
T-Zell Aktivierung miinden, in den Toso defizienten Kulturen jedoch im verminderten
Uberleben der T-Zellen enden. Der Kontakt reicht jedoch aus um die initiale Stimulation
der T-Lymphozyten zu erreichen, was eindeutig an der IL-2 und IFNy Produktion im
Uberstand zu sehen ist . Betrachtet man diese
Befunde aus der Sicht der T-Zellen, konnte es bedeuten, dass die sogenannte zweite Phase

des Primings in Toso defizienten Kulturen nicht mit Proliferationsinitiation beendet wird,
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sondern im apoptotischen Verhalten resultiert. Grund dafiir kénnte die fehlende
Aktivierungskapazitit Toso/- BMDCs durch T-Zell-Interaktionen sein, die womdglich
durch Toso selbst innerhalb der supramolekularen Aktivierungscluster (SMACs)

vermittelt werden muss

Eine solche Theorie wiirde auch viele der in vivo Experimente erkldren. Untersuchungen
der TNFR1~/- Maus konnten bereits in der Vergangenheit zeigen, dass das Fehlen des
Signals einer intakten zytotoxischen T-Zell-Entwicklung wahrend einer akuten viralen
Infektion nur minder im Wege steht (Zhou et al., 2002). Die defizienten Tiere konnten das
Virus in vergleichbaren Kinetiken kontrollieren und entwickelten eine ausreichende
Zytotoxizitdt. Auch in Mischkulturen konnte ein mit C57BL/6]-BMDCs vergleichbares
Clustering mit TNFR1/- Zellen beobachtet werden . Die TNFR1+/- BMDCs
sind auf das Toso Gen wildtypisch zeigen jedoch vergleichbar mit den Toso/"BMDCs einen
geringeren  Aktivierungsstatus und fehlende  TNFa-induzierte  Maturierung

. Die Proliferations- sowie
die Zytokininduktion in T-Lymphozyten sind jedoch mit C57BL/6-BMDCs
vergleichbar und konnten somit auf die entscheidende Rolle von Toso als Survival-Signal

hindeuten.

Die Rolle inflammatorischer dendritischen Zellen

Die regulatorische Wirkung bestimmter Populationen dendritischer Zellen ist
unzureichend beschrieben und wird zudem durch die Komplexitit der viralen Infektionen
erschwert. So wird zum Beispiel der Einfluss inflammatorischer DCs (iDCs) bei
unterschiedlichen Infektionen als positiv beschrieben (Sato et al., 2000). Wahrend einer
bakteriellen Infektion mit Listerien wirken diese direkt gegen die Pathogene (Serbina et
al, 2003). Ein positiver Effekt konnte zudem bei der Infektion mit Influenza gezeigt
werden (Aldridge et al., 2009).

Bei der hepatischen Infektion mit LCMV konnte im Rahmen dieser Arbeit dagegen gezeigt
werden, dass die Generierung der CTL iDC-unabhangig verlauft. Die Abwesenheit dieser
Zellpopulation bietet sogar einen Vorteil bei der Entwicklung einer potenten Zytotoxizitat.
Zudem konnte gezeigt werden, dass eine chronische Infektion in der CCR27/- Maus, die
verminderte Frequenzen von iDCs entwickelt (Meryk, Funkner et al., unverdffentlicht),
effektiver unter Kontrolle gebracht werden kann und zeigt einen negativen Einfluss der

Population auf die CD8*T-Lymphozyten wahrend der LCMV-Infektion. Im Verlauf einer
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akuten viralen Infektion konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der
Zytotoxizitit der CCR27/- CD8* T-Zellen beobachtet werden (Meryk,
Funkner et al., unverdffentlicht) und suggeriert damit eine T-Zell regulierende Rolle der
iDCs in der viralen Infektion mit LCMV. Aus diesem Aspekt heraus scheinen die
verminderten Frequenzen der Monozyten sowie eine signifikant
geringere Entwicklung dieser zu iDCs in der Toso”- zwar ins Gesamtbild zu
passen, jedoch nicht die Ursache fiir die verzogerte Viruskontrolle der defizienten Tiere zu

sein.

Bedeutung von Toso fiir die T-Lymohozyten

Betrachtet man die frithen Kinetiken in der Toso/- Mause so wird deutlich, dass die
Expansion der CD8+*T-Lymphozyten anfangs nicht vermindert, sondern sogar im
Gegenteil signifikant hoher ist . Der geringere Aktivierungsstatus der
cDCs in Kultur resultierte nicht im schlechteren Priming der CD8+T-Zellen. In vivo waren
die DCs durchaus in der Lage T-Zell Proliferation zu induzieren. Toso/- Tiere zeigten
sowohl im Blut als auch in der Milz eine deutliche Expansion spezifischer CD8+ T-Zellen
bis dé6 p.i. , was auf ausreichendes mit C57BL/6] vergleichbares
Priming in der frithen Infektion hindeutet. Lediglich die Expression von CD69 konnte auf
einem geringeren Level detektiert werden , was zu der verminderten
Produktion von IFNa in den ersten Tagen der Infektion passte (Shiow et al., 2006), jedoch
fiir ein ausreichendes Homing in die lymphatischen Organe ausreichte
Interessanterweise konnten auch die adoptiv transferierten Toso
defizienten cDCs (BMDCs), welche in Kultur einen verminderten Aktivierungsstatus
zeigten , ein gemessen an der absoluten Zellzahl vergleichbares Priming
sowie effiziente Zytotoxizitdt induzieren . Dies suggeriert ein TNFa
unabhdngigen Reifungsmechanismus der DCs zu Beginn der Infektion und geht mit

iibrigen Befunden sowie den beschriebenen Infektionen in den TNFR1~/- Mausen einher.

Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass das Kontraktionsverhalten der
CD8* T-Lymphozyten bereits in der frithen Phase der Infektion programmiert wird
(Badovinac et al, 2002, 2004). Die bereits in einigen Publikationen gezeigte
antiapoptotische Wirkung des Toso Proteins kdnnte einen Schutzmechanismus gegen die
induzierten Kontraktionssignale darstellen. Wahrend naive T-Lymphozyten hohe Level an
Toso mRNA zeigten (Abbas et al, 2005) , wird das Protein nur

geringfligig auf der Zelloberfldche exprimiert (Nguyen et al., 2011). Dies suggeriert eine zu
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Makrophagen vergleichbare Akkumulation des Proteins im trans-Golgi (Vire et al,, 2011).
Aktivierte T-Zellen regulieren das Protein auf der Oberflache innerhalb weniger Stunden
nach der TCR-Stimulation hoch (Nguyen et al,, 2011), was iiber die Transportleistung der
Zelle gut moglich, liber die Proteinbiosynthese jedoch relativ unwahrscheinlich scheint.
Zudem konnte eine enorme Reduktion der mRNA in aktivierten T-Zellen unmittelbar nach
der TCR-Stimulation verzeichnet werden (Abbas et al., 2005) und deutet

somit auf die erste Variante der Regulation.
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Untersuchungen zufolge ist fiir einen effizienten Transport von Toso zur Plasmamembran
eine 0-Glykosylierung im apikalen Teil der extrazelluliren Doméne des Proteins essentiell
(Vire et al,, 2011). Gezielte Mutagenese konnte in einer der vier beschriebenen humanen
Toso-Varianten mehrere funktionelle Glykosylierungsstellen identifizieren, wovon eine
mit dem Transport an die Oberfliche in Verbindung gebracht werden konnte. Diese

Position ist auch im murinen Toso konserviert und deutet auf eine vergleichbare Funktion
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hin . Durch die mit der Aktivierung der T-Zellen verbundene
Transkriptionsminderung der mRNA stellt Toso einen nur zeitlich begrenzten Schutz vor
apoptotischen Signalen in der Effektorphase der Infektion und somit einen eleganten
Mechanismus der Kontraktionsprogrammierung. Die Begrenzung eines solchen Depots
koénnte durch die Halbwertszeit des Proteins erfolgen und miisste in Memory-
T-Lymphozyten verlangert werden. Die Hochregulation der Toso mRNA in
memT-Lymphozyten konnte bereits nachgewiesen werden (Abbas et al., 2005) und deutet

somit auf eine hohe Wahrscheinlichkeit dieser Theorie.

Betrachtet man die Kontraktion Toso defizienter T-Lymphozyten, scheinen die
beschriebenen Befunde die Theorie des Schutzdepots liber die Expression von Toso zu
bestatigen. Eine Deletion des Proteins resultiert im abrupten sterben der T-Zellen in vivo
und in vitro nach einer gewissen Expansionszeit . Ab
d6 p.i. ist die Frequenz der CD8* T-Lymphozyten im Blut der Tiere nach anfanglich
verstarkter Expansion signifikant vermindert und resultiert schliefilich in verspateter

viralen Kontrolle und geringerer Pathologie, dem infektiosen Phanotypen der Toso7/- Maus

Interessanterweise ist die Expression von Toso fiir das Uberleben der T-Zellen sowohl auf
T-Lymphozyten als auch auf DCs von Bedeutung. In gemischten Knochenmarkschimaren
konnte ein funktionelles Priming mit noétigen Survival-Signalen durch das C57BL/6]
Knochenmark kompensiert werden, das intrinsische Fehlen eines apoptotischen
Schutzdepots jedoch nicht . Die vergleichbare anfiangliche Expansion
spezifischer T-Zellen bis d8 p.i. zeigt die Kompensation der Uberlebenssignale seitens der
DCs und resultiert trotzdem in einer vorzeitigen Kontraktion der CD8+* T-Zellen nach
d8 p.i. . Vergleichbare Effekte konnten in Transferexperimenten mit
spezifischen TCR-knock in T-Lymphozyten beobachtet werden . Adoptive
Transfers spezifischer T-Zellen beider Genotypen in C57BL/6] x CD45.1 Mause konnten
keine stabile Expansion Toso defizienter T-Zellen induzieren. Nach anfanglicher
Proliferation konnte die exogene Toso7- Population spezifischer T-Zellen kaum mehr im
Blut nachgewiesen werden und zeigte d12 p.i. verschwindend geringe Frequenzen in den

Organen.

In vitro Kulturen konnten jedoch ein enormes Potential der Aktivierung und Proliferation
Toso7/- T-Lymphozyten zeigen und deuten somit ein Fehlen der intrinsischen TCR-
Verarbeitung als unwahrscheinlich. Im Gegenteil resultierte die gezielte Stimulation des

TCRs der naiv vergleichbaren T-Zellen beim Priming durch
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C57BL/6]-BMDCs oder durch direkte Stimulation mit dem Antigen

in einer stiarkeren Oberflichenexpression aller Aktivierungsmarker auf
Toso7/- CD8* T-Zellen. Gleiches galt fiir das Proliferationspotential spezifischer T-Zellen bei
Primen mit C57BL/6]-BMDCs. Sowohl das Clustering in Kultur als auch
die Expansion im invivo und in vitro Proliferationsassay zeigten ein
stirkeres Expansionsverhalten und konnten somit nicht die Ursache fiir das

Verschwinden der exogenen Population in den adoptiven Transfers darstellen

Die Theorie der beidseitigen Expression von Toso sowohl auf T-Zellen als auch auf DCs
konnte zudem in umgekehrten Transfers der CD45.1 x P14 T-Lymphozyten in Toso/- und
C57BL/6] Empfanger gezeigt werden . Auch hier konnten die
exogenen spezifischen T-Zellen in Toso/- Empfingern nach anfangs vergleichbarer
Proliferation d12 p.i. nicht mehr detektiert werden und deuten auf verminderte Survival-
Signale von Toso defizienten DCs hin . Einen moglichen verminderten
homoostatischen Druck auf die spezifischen T-Zellen iiber Toso konnte ausgeschlossen
werden. Sowohl im RAG17/-Maus Modell als auch in CD8* T-Zell-
Depletionsexperimenten konnte die homdostatische Kontrolle des

T-Lymphozytenpools vergleichbar und iiber IL7R reguliert gezeigt werden.

Welche Mechanismen die Kontraktion regulieren ist sehr umstritten. Die gezeigten Daten
konnten auf eine strenge Regulation der Expansion iiber TNFa-maturierte dendritische
Zellen hindeuten und lassen auf eine direkte Interaktion von auf der Zelloberflache
expremiertem Toso mit einem unbekannten Liganden schliefden. Die Moglichkeit einer
Selbstinteraktion sowie die Bindung der von DCs produzierten Molekiile iiber Toso
konnten eine Regulationsmoglichkeit der T-Zellkontraktion darstellen und iiber eine

stringente Kontrolle der Proteinexpression auf beiden Zellarten reguliert werden.

Im humanen System konnten bereits mehrere Splice-Varianten von Toso nachgewiesen
werden (Li et al, 2011) . Eine davon wurde als eine 16sliche Form des
Proteins identifiziert (hToso4) und in hohen Mengen im Serum von CLL Patienten
nachgewiesen (Li et al.,, 2011). Die Ubereinstimmung mit dem bisher bekannten murinem
Transkript von Toso betragt 56% (Ahnlichkeit 69%) . Die Moglichkeit der
parakrinen Wirkung von Toso erschwert somit die funktionelle Aufklarung des Proteins

in vivo.
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Expression von Faim3/Toso/FcuR

Die Expression und Funktion von Toso wird in der heutigen Literatur kontrovers
diskutiert. Einige kiirzlich veroffentlichte Arbeiten zeigen eine exklusive Toso abhdngige
Interaktion mit IgM, welche die Internalisierung des Pathogens iiber eine intrazelluldre
YXX®-Domane bewirkt (Kubagawa et al., 2009; Shima et al., 2010; Vire et al., 2011). Eine
hohe Oberflachendichte des Proteins auf B-Lymphozyten sowie die propagierte Funktion
von Toso bei der Entwicklung von B-Zellen schliefst IgM als moglichen Liganden fir
murines Toso ein. Die entsprechenden funktionellen Doménen sind auch im murinen
Protein konserviert und suggerieren eine dhnliche Wirkung. IgM stellt
auch fiir die virale Kontrolle ein entscheidendes Molekiil dar und verhilft als nattirlich
vorkommendes Immunoglobin zur Virusaufnahme aus der Peripherie (Ochsenbein et al,,

1999).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter diesem Aspekt die frithe CTL-Antwort in der
slgM-/- Maus genauer untersucht . Im Gegensatz zu Toso/- Tieren konnte in
slgM-/- Maus keine differentielle T-Zell-Expansion in den ersten Tagen der Infektion
detektiert werden. sIgM defiziente Maiause zeigten erst ab d12p.. gravierende
Unterschiede in der zytotoxischen T-Zellantwort und zeigten interessanterweise
vergleichbare Level an ALT im Serum wdihrend der Infektion . Eine
mogliche Ligandenbindung des IgM ist damit nicht ausgeschlossen, scheint jedoch im
Hintergrund der beschriebenen Effekte nicht die Ursache des viralen Phanotyps von

Toso/- Mausen zu sein.
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6. ANHANG

6.1. Virale Titer der Knochenmarkschimaren
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6.3. Entwicklung der iDCs in der Toso/-Maus
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6.4. Phagozytose-Kapazitit der BM®
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6.5. GM-CSF Expression
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6.6. Untersuchung von Toso/- BMDCs
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6.7. Zytokinproduktion in BMDCs-T-Zell-Mischkulturen
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6.8. Virale Titer d4 p.i. in der Toso/- Maus
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6.9. Uberleben von T-Lymphozyten
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6.10. Aktivierungspotential der TNFR1/- BMDCs
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Abbildung 6.10.1.: Aktivierungspotential der TNFR1/- BMDCs wurde in Mischkulturen GP33-gelabelter

BMDCs generiert aus dem Knochenmark von C57BL/6] (linke Bildgruppe erste Spalte) und
TNFR+/- (linke Bildgruppe zweite Spalte) Md&dusen unter der Verwendung von GM-CSF als
Differenzierungsstimulus und aufgereinigten T-Lymphozyten der P14 Maiuse nach einer
Inkubationszeit von 36 h untersucht. Die linke Bildgruppe zeigt das Clusteringpotential der
T-Lymphozyten beim spezifischen Aktivierungssignal (obere Zeile) bzw. unstimulierter Kontrolle
(untere Zeile). Die Kontaktaufnahme zu DCs und das Proliferationsverhalten der P14
T-Lymphozyten beim Priming durch die TNFR/-BMDCs konnte mit dem der Kontrolltiere
vergleichbar beobachtet werden (linke Bildgruppe). Der Mafistabsbalken betragt in beiden
Bildgruppen 100 pm.
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Abbildung 6.10.2.: Untersuchung der in der Mischkultur produzierten Zytokine. Eine Kokultur der mit

GM-CSF generierten GP33-gelabelten BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6] (@) sowie
TNFR1/- (graue ®) Mause mit P14 T-Lymphozyten wurde 36h inkubiert und die
Zytokinproduktion im Uberstand auf TNFa, IL-6 und IFNy (linke Y-Achse), sowie IL-2 (rechte
Y-Achse) anschliefRend im ELISA untersucht. Die Experimente wurden mit jeweils insgesamt vier
Tieren pro Gruppe in zwei unabhdngigen Versuchsansatzen durchgefiihrt.
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6.11. Aktivierungsmarker von T-Zellen nach TCR-Stimulation
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6.12. Akut virales Infektionsmodell in der sigM~/- Maus
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6.13. Sequenzdaten

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

hTOS01 MDFWLWPLYFLPVSGALRILPEVKVEGELGGSVTIKCPLPEMHVRIYLCREMAGSGTCGT 60
hTOSO3 MDEWLWP LY FLP—— === 12
hT0S04 MDFWLWPLYFLPVSGALRILPEVKVEGELGGSVTIKCPLPEMHVRIYLCREMAGSGTCGT 60
mTOSO MDFWLWLLYFLPVSGALRVLPEVQLNVEWGGSIIIECPLPQLHVRMYLCRQMAKPGICST 60
B
hTOSO1 VVSTTNFIKAEYKGRVTLKQYPRKNLFLVEVTQLTESDSGVYACGAGMNTDRGKTQKVTL 120
RTOSO3  mmm e
hT0S04 VVSTTNFIKAEYKGRVTLKQYPRKNLFLVEVTQLTESDSGVYACGAGMNTDRGKTQKVTL 120
mTOSO VVSN-TFVKKEYERRVTLTPCLDKKLFLVEMTQLTENDDGI YACGVGMKTDKGKTQKITL 119
hTOS01 NVHSEY-EPSWEEQPMPETPKWFHLPYLFQMP——-—— AYASSSKFVTRVTTPAQRGKVPP 174
hTOSO3 ----EY-EPSWEEQPMPETPKWFHLPYLFQMP————- AYASSSKFVTRVTTPAQRGKVPP 62
hT0S04 NVHSEY-EPSWEEQPMPETPKWFHLPYLFQMP---—— AYASSSKFVTRVTTPAQRGKVPP 174
mTOSO NVHNEY PEPFWEDEWTSERPRWLHRFLQHQMPWLHGSEHPSSSGVIAKVIRNSNSUNINGS 179
KKk kK ‘k‘k:: "k ‘k:‘k:* "k‘k* :"k*‘k ':::‘k‘k*‘k: . :"k*
hTOSO1 VHHSSPTTQITHRPRVSRASSVAGDKPRTFLPSTTASKISALEGLLKPQTPSYNHHTRLH 234
hTOS03 VHHSSPTTQITHRPRVSRASSVAGDKPRTFLPSTTASKISALEGLLKPQTPSYNHHTRLH 122
nTOS04 VHHSSPTTQITHRPRVSRASSVAGDKPRTFLPSTTASKISALEGLLKPQTPSYNHHTRLE 234
mTOSO VHQPSaIISVEQHPRVYRAFSVSAEKSPALLPAEEASKESIQQ AIRPLEASYSHHTRLH 238
* * :*: * kK KKk ** . *‘ [ ** * Kk Kk kK * : :* ** * Kk Kk Kk kK
hTOS01 RORALDYGSQSGREGQGFHI------— LIPTILGLFLLALLGLVVKRAVERRKALSRRAR 287
hTOS03 RORALDYGSQSGREGQGFHI------— LIPTILGLFLLALLGLVVKRAVERRKALSRRAR 175
hTOS04 RQSPLQAGPPTGRED----========—=————————— ARPGELPEAPRVAATALPKQHL 271
mTOSO EQRTRHHGPHYGREDRGLHIPIPEFHILIPTFLGFLLLVLLGLVVK_ 298
. * . . * . ‘k‘k‘k . . . . * ..
hTOSO1 RLAVRMRALESS-—--- QRPRGSPRPRSQNNIYSACPRRARGADAAGTGEAPVPGPGAPL 342
hTOS03 RLAVRMRALESS----- QRPRGSPRPRSQNNIYSACPRRARGADAAGTGEAPVPGPGAPL 230
hT0S04 QRLPAARSWSGR----— CRHRGGPRSRPRS---AVAPRPAAGV----------—=----— 306
mTOSO R R RS RO R RS ORERSONNVNSAGERRAR ;- DS L. GPAEAPLLNAPASA 358
: *. . * R S I H
hTOS01 PPAPLQVSESPWLHAPSLKTSCEYVSLYHQPAAMMEDSDSDDY INVPA-————=—===—- 390
hTOSO3 PPAPLQVSESPWLHAPSLKTSCEYVSLYHQPAAMMEDSDSDDY INVPA-———======—- 278
RTOSO4  — oo
mTOSO SPASPQVLEAPWPHTPSLKMSCERQEIGY QPAVNLEDPDS DDRIRMIPDPSHLPSYAPGPR 418
hTOS01 e
hTOS03 -—--
hT0S04 -—--

mTOSO SSCQ 422
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Abbildung
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cluster of differentiation
konventionelle dendritische Zelle (conventional DC)
complementary DNA

common dendritic cell progenitor
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common granulocyte cell progenitor

common lymphocyte cell progenitor

common myeloid cell progenitor
Cytosin-phosphatidyl-Guanin

zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T cell)

Tag (day)
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dendritische Zelle (dendritic cell)
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Doppelstrang-RNA (double stranded RNA)
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EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Acetylsaure

ELISA enzyme linked immunosobent assay

ER endoplasmatisches Retikulum

etal und andere (et alii)

FACS fluorescence activated cell sort

FAIM Fas apoptotic inhibitory molecule

FcR Fc-Rezeptoren

FCS fetales Kalberserum (fetale calf serum)

FITC Fluorescein-Isothiocyanate

FLT Fms-dhnliche Tyrosinkinase (Fms-like tyrosine kinase)

GAPDH Glycerinaldehyde-3-Phosphat-Dehydrogenase

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierende Faktor
(granulocytes macrophages colony stimulating factor)

GP Glykoprotein (glycoprotein)

HSC Hamatopoetische Stammzelle (hematopoietic stem cell)

L. intravenos
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IL Interleukin
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iNOS induzierbare NO-Synthase
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stimulating factor)

MDP myeloid dendritic cell progenitor
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PRR
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rRNA
RT
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SSp
ssRNA
TAE
TCR
TGF
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TNFR
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multiplicity of infection

nicht detektierbar

Nukleoprotein (nucleoprotein)
nach Infektion (post infection)
nach Behandlung (post treatment)
Phosphat buffered saline
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pattern recognition receptor
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recombination activating gene
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supramolecular activation cluster
spezifiziert pathogenfrei

stabile signal peptide
Einzelstrang-RNA (single stranded)
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T-Zell Rezeptor (T cell receptor)

transforming groth factor
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