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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein biologisches Abwehrsystem hoherer Lebewesen und verhin-
dert mit seiner dualen Eigenschaft zum Einen das Eindringen und Einnisten von Krank-
heitserregern, zum Anderen minimiert das Immunsystem bereits etablierte Infektionen
und erzeugt nach erneutem Kontakt mit den Krankheitserregern zur Vermeidung von
Gewebeschadigungen immunologischen Schutz (Immunitat). Durch das Zusammenspiel
der angeborenen (nativen) und erworbenen (adaptiven) Immunantwort wird eine Reak-
tion auf korperfremde Stoffe (Pathogene) zum Schutz des Organismus gewahrleistet.

Nach erfolgreichem Uberwinden mechanischer und physiologischer Barrieren kommen
insbesondere in der friihen Phase der Immunantwort vor allem unspezifische Abwehr-
mechanismen gegen die Erreger oder deren pathogene Bestandteile zum Einsatz. Ein
zentraler Mechanismus ist die Phagozytose der Pathogene und deren Zerstérung durch
zelluldare Bestandteile des Immunsystems wie z.B. Makrophagen (M®), Granulozyten,
Dendritische Zellen (Dendritic cells, DCs) und Natirliche Killerzellen (NK). Diese Zellen
stellen die Hauptbestandteile des angeborenen Immunsystems dar, werden aber auch
durch die Ausschiittung von Zytokinen (Botenstoffe des Immunsystems) durch
Effektorzellen des adaptiven Immunsystems und Proteine des Komplementsystems in
der Pathogenabwehr unterstiitzt. lhre Funktion besteht u.a. in der Aktivierung naiver
Lymphozyten durch Zytokine und bildet die Schnittstelle zwischen dem angeborenen
und adaptiven Immunsystem. Die Rekrutierung anderer Abwehrzellen sowie immunre-
gulatorischen Zellen zum Ort der Entziindung wird so sichergestellt. Das effektive System
der adaptiven Immunabwehr existiert ausschlieBlich in Vertebraten und umfasst die aus
dem Knochenmark entstehenden T- und B-Lymphozyten (T- und B-Zellen). Die T-Zellen
vermitteln die zelluldre Immunantwort gegenuber intrazelluldren Pathogenen und un-
terstiitzen die humorale Immunantwort der B-Zellen, die durch eine Sezernierung anti-

genspezifischer Antikdrper gegeniber extrazellularer Pathogene charakterisiert ist.
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1.1.1 Die Milz als groBtes sekundares lymphatisches Organ

Als hochorganisiertes lymphatisches Organ Giberwacht die Milz immunologisch das zirku-
lierende Blut. Morphologisch und funktional ldsst die Milz sich in zwei separierte Sektio-
nen einteilen, die rote und weile Pulpa. Die Aufgabe der roten Pulpa (RP) besteht
hauptsachlich im effizienten Herausfiltern seneszenter Erythrozyten, aber auch im Recy-
celn von Eisen durch Makrophagen. Die immunologisch bedeutendere Struktur der Milz
ist die weilRe Pulpa (WP), die aus der T- und B-Zell Zone besteht. In der T-Zell Zone, die
auch als PALS (periarteriolar lymphoid sheath) bezeichnet wird, interagieren T-Zellen mit
antigen-prasentierenden DCs und passierenden B-Zellen. Die klonale Expansion der akti-
vierten B-Zellen hingegen findet in separaten Bereichen, den B-Zell Follikeln, statt, in der
sich Isotypenklassenwechsel und somatische Hypermutation ereignen. Die Struktur der
Milz ermoglicht in Zusammenarbeit der T- und B-Zell Zonen und der Marginal Zone (MZ)
das Erkennen und Beseitigen von durch den Blutstrom einwandernden Pathogenen oder

zelluldren Debris (zusammengefasst aus Mebius and Kraal (2005), (Abb. 1-1)).
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung und Mikroarchitektur der murinen Milz.

[A] Die afferente Milzarterie verzweigt sich in die Zentralarteriolen, die von der weilen Pulpa ummantelt sind. Die
weile Pulpa besteht aus der T-Zell Zone (PALS: periarteriolar lymphoid sheath), Arteriolen und den B-Zell Follikeln. Das
zirkulierende Blut der in den Milzstrangen der roten Pulpa endenden Arteriolen, flieRt Gber die vendsen Sinus in die
Milzvene. Die groReren Arterien und Milzvenen enden schlieBlich kollektiv in den Bindegewebssepten (Trabeculae),
die mit der die Milz umgebenden Kapsel verbunden sind. [B] Ein Netzwerk von Stromazellen bildet die Basis der Mar-
ginal Zone. Lymphozyten und DCs migrieren aus dem Blutstrom durch die rote Pulpa und gelangen vom Marginalsinus
durch Passieren einer Schicht von Marginalsinus Endothelzellen in die weiBe Pulpa (Editiert nach Mebius and Kraal
(2005)).
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1.1.2 Dendritische Zellen- Verbindung zwischen angeborener und er-
worbener Immunitat
Die Zellen des Immunsystems entstehen im Knochenmark aus pluripotenten
hdamatopoetischen Stammzellen (hematopoetic stem cell, HSC) und differenzieren zu-
nachst in Vorlauferzellen der myeloiden (myeloid progenitor, MP) und lymphoiden (lym-
phoid progenitor, LP) Linie. T-, B- und NK Zellen leiten sich aus den lymphoiden Vorldu-
fern ab, wohingegen sich Monozyten und Makrophagen aus den myeloiden Vorldaufern
(myeloid macrophage/DC progenitor, MDP) entwickeln. Myeloide Vorlauferzellen diffe-
renzieren in M-CSF-R* Monozyten/Makrophagen DC Vorldufer (MDP), die sich im nach-
folgenden Differenzierungsschritt zu Ly6C+/' Monozyten, einer Subpopulation der Mak-
rophagen, und den gemeinsamen DC Vorlaufern (common dendritic cell progenitor, CDP)

aufteilen (Abb. 1-2), (Geissmann et al., 2010).
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Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Differenzierung muriner Dendritischer Zellen.

Gezeigt sind die Entwicklungswege und —orte verschiedener Typen von DCs und Makrophagen (angepasst nach
Medzhitov et al. (2011); Reizis et al. (2011); Schlitzer et al. (2012)). Die Generation der lymphoiden Vorlaufer (LP), aus
denen T-, B- und NK Zellen hervorgehen, ist hier nicht berticksichtigt.

Dendritische Zellen sind eine heterogene Zellklasse und gehéren zusammen mit Mono-
zyten, Makrophagen und B-Zellen zu den professionellen Antigen-prasentierenden Zel-

len (APC) des Immunsystems. Trotz der gemeinsamen funktionalen Fahigkeiten der An-




Einleitung

tigenaufnahme, -prozessierung und -prasentation aller DC Subtypen unterscheiden sich
die einzelnen DC Typen hinsichtlich ihrer anatomischen Lokalisation, phanotypischer
Zelloberflachenmolekiile, Aktivierbarkeit und immunologischen Funktion. Klassischer-
weise lassen sich DCs in konventionelle Dendritische Zellen (cDCs) und plasmazytoide
Dendritische Zellen (pDCs) einteilen. In der Maus werden verschiedene Zelloberfla-
chenmolekiile als Marker zur ldentifizierung der einzelnen DC Typen verwendet, darun-
ter CD11c (Integrin a-X Kette) und CD11b (Integrin-ay Kette von Mac-1). Auch die ei-
gentlich ,typischen” T-Zellmarker CD4 und CD8 (CD8 auf DCs in der Form des oao-
Homodimers) sind auf DCs exprimiert und dienen als Unterscheidungsmerkmal distink-
ter DC Typen. In lymphoiden Organen wie z.B. der Milz naiver Mduse existieren u.a. die
DC Subtypen, die eine hohe Expression von CD11c und MHC Klasse Il aufweisen: CD4"
CD11b*, CD4 CD8 CD11b" und CD11b CD8* DCs (Shortman and Liu, 2002). Sie kommen
u.a. in unterschiedlichen prozentualen Mengen vor und weichen in ihrer TLR (Toll-like
receptor) Expression voneinander ab. Anhand der CD8a und CD11b Expression auf cDCs
werden migratorische und residente DCs voneinander unterschieden. Residente CD8a*
(CD11b’) cDCs befinden sich hauptsachlich in den T-Zell Zonen lymphatischer Organe,
wiahrend sich CD8a” (CD11b") cDCs in der Marginal Zone bzw. subkapsuldren Sinus der
Milz aufhalten. Eine weitere Unterscheidung der CD8a" und CD8a ¢DCs wird auch be-
zuglich der Fahigkeit zur T-Zellaktivierung vorgenommen. CD8a’ ¢DCs verfiigen Uber ein
erhohtes Potential, extrazelluldres Material Gber MHC Klasse | an CD8" T-Zellen kreuz zu
prasentieren, und sind damit essentiell fir die Einleitung einer antiviralen zytotoxischen
T-Zell Antwort. CD8a" cDCs prasentieren Antigene vorwiegend liber MHC Klasse Il an
CD4" T-Zellen und spielen eine wesentliche Rolle bei der Immunabwehr gegen extrazel-

lulare Pathogene.

cDC mPDCA-1 pDC mPDCA-1*
CDh1ict CD11c/m
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Abb. 1-3: Ubersicht des Expressionsprofils der Oberflichenmarker von murinen c¢DCs und pDCs.
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c¢DCs und pDCs unterscheiden sich hinsichtlich der Induktion einer T-Zell Antwort auf
verschiedene Stimuli und in ihrer Fahigkeit der Zytokinproduktion als Antwort auf vielfal-
tige Pathogene. So werden pDCs als professionelle Interferon (IFN) produzierende Zellen
bezeichnet, die nach der Erkennung von Viren oder mikrobieller Infektionen innerhalb
kiirzester Zeit groRe Mengen an Typ | Interferonen produzieren. pDCs verbleiben im
Knochenmark, Blut und Thymus und sind in lymphoiden Organen unter homdostati-
schen Bedingungen in der Haut oder anderen inflammatorisch relevanten Geweben lo-
kalisiert. In der Milz sind pDCs in der T-Zell Zone sowie in der Marginal Zone und der ro-
ten Pulpa verstreut. lhre Aktivierung durch pathogene Strukturen hat eine Hochregulati-
on von MHC Molekilen und ko-stimulatorischer Proteine zur Folge, durch die ihnen eine
Aktivierung naiver T-Zellen erlaubt wird. Im murinen System kénnen pDCs durch die
Koexpression der Oberflachenmarker Ly6C und B220 bei intermedidrer Expression von
CD11c identifiziert werden. Darliber hinaus kénnen die Antikdrper gegen CCR9 (gut-
homing-receptor), mPDCA-1 (BST-2) und SiglecH fir die Charakterisierung von pDCs ge-
nutzt werden. CD8a wird nach Aktivierung auf pDCs hochreguliert (Colonna et al., 2004;
Swiecki and Colonna, 2010; Watowich and Liu, 2010), (Abb. 1-3).

1.2 Die Interferone

Die Typ | Interferone stellen eine Familie strukturell verwandter Zytokine dar, die wah-
rend der friihen Immunanwort von einer Vielzahl von Zellen auf einen pathogenen Sti-
mulus hin exprimiert werden. Als Antwort auf virale oder mikrobielle Pathogene oder
deren pathogene Bestandteile vermitteln sie einen immunmodulatorischen und anti-
proliferativen Effekt. Die Gruppe der Interferone wird in drei Klassen eingeteilt: Typ |, Il
und lll Interferone. Typ | Interferone umfassen neben multiplen IFNas (13 im Menschen,
14 in der Maus) ein IFNB, sowie die Interferone IFNg, IFNk, IFNO und IFN® (ausschlieR-
lich in Schweinen), IFNt (nur in Huftieren) und IFNC (nur in der Maus). Alle Typ | Interfe-
rone weisen eine gewisse strukturelle Homologie auf, unterscheiden sich aber signifikant
zu den Typ Il Interferonen. Die Typ Il IFN Familie beinhaltet ausschlieBlich IFNy, welches
von einer limitierten Zahl der immunrelevanten aktivierten Lymphozyten (T-Zell-

Subklassen und NK Zellen) exprimiert wird. IFNy aktiviert unter anderem Makrophagen
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und ist im Besonderen an der Induktion antimikrobieller Effektormechanismen gegen-
Uber bakterieller Pathogene involviert. Die letzte Klasse der Interferone, Typ Il IFN, um-
fasst IFNA 1-3, die auch als IL-28A, IL-28B und IL-29 bezeichnet werden und, dhnlich den
Typ | Interferonen, nach Erkennen viraler Infektionen exprimiert werden (Decker et al.,

2005; Gonzalez-Navajas et al., 2012; Takaoka and Yanai, 2006).

1.2.1 Typ | Interferone in der Immunabwehr mikrobieller und viraler In-
fektionen
Typ | Interferone sind die wichtigsten Immunmodulatoren, die in der antimikrobiellen
aber insbesondere in der antiviralen Immunantwort eine essentielle Rolle spielen. Als
pleiotrope Immunmediatoren regulieren sie eine Vielzahl an Effekten des angeborenen
und erworbenen Immunsystems (Decker et al., 2005). Im viralen Modell der Herpesvi-
reninfektion beeinflussen sie durch Rekrutierung und Aktivierung von NK und T-Zellen
deren immunregulatorische Eigenschaften und veranlassen die Maturation von cDCs
und B-Zellen. Durch die Induktion stimulatorischer und inhibierender Zytokine bzw.
Chemokine in den Effektorzellen verkniipfen sie das angeborene mit dem erworbenen

Immunsystem und ermoglichen die Kontrolle des Virus. (Abb. 1-4).

Herpesvirus
Plasmazytoide DC (MCMV) angeborene Immunitat erworbene Immunitat
— + NK-Zell Aktivierung CD4/CD8 T-Zc-_:.II Aktlv.lerung
Nuklei <DC Maturation CD8 kreuz-Prasentation
B <Lre / B-Zell Aktivierung
o))
00 QIFNg
000
. Induktion von T
Herunterregulation der N artin derrEBEZDS
¢DC IL-12 Produktion B
- Interferenz mit cDC s thvierung
& OOO ™~ B occ Beeinflussung der CD8 T-Zell
00 Proliferation/ Uberleben

Abb. 1-4: Modulation der angeborenen und erworbenen Immunantwort durch Herpesviren aktivierte
pDCs.

Modifiziert nach Baranek et al. (2009).

Der virostatische Effekt der Typ | Interferone beruht auf der Induktion antiviral wirken-
der Proteine, die die Replikation und Virusverbreitung limitieren oder verhindern. Nach

Bindung der Interferone an den entsprechenden Typ | Interferon Rezeptor (IFNAR) wird
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so eine Vielzahl Interferon stimulierter Gene (ISG) exprimiert, die entweder direkt oder
indirekt das antivirale Potential entfalten. Zu den hochregulierten IFN induzierten Genen
gehoren als direkt antiviral wirkende Proteine z.B. die Proteine PKR (Doppelstrang-RNA
abhangige Proteinkinase R), OAS (2°-5’-Oligoadenylat-Synthetase) und die sogenannten
Mx-Proteine. PKR wird in inaktiver Form synthetisiert und bendtigt als ko-Faktor
doppelstrangige (ds) RNA, die wahrend viraler Replikation entsteht. Durch die Bindung
der dsRNA findet eine Konformationsanderung statt, die zur Freisetzung der katalyti-
schen Domane und schlieBlich zur Aktivierung der PKR fiihrt. Die Proteinkinase phospho-
ryliert den eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2 (elF2a) und fiihrt zum Abbruch
der Translation. Die OAS wird in inaktiver Form synthetisiert und durch Bindung von
dsRNA aktiviert. Die Funktion der OAS ist die Polymerisation von ATP zu
Adenosinoligomeren und die Bindung an RNasel. Die Induktion der RNasel Enzymaktivi-
tat resultiert in Degradation zelluldarer und viraler RNAs. Die Familie der Mx-Proteine
kodiert flir GTPasen, die IFN | induziert, Nukleokapsid-dhnliche Strukturen erkennt, des-
sen Lokalisation innerhalb der Zelle beeintrachtigt und dadurch auf die virale Replikation

restriktiv wirkt (Randall and Goodbourn, 2008).

1.2.2 PRRs und IFN Induktion
1.2.2.1 Die Erkennung mikrobieller und viraler PAMPs via PRRs durch das an-

geborene Immunsystem
Die effektive Abwehr eindringender Pathogene setzt die Erkennung und Unterscheidung
zwischen selbst und nicht-selbst der infizierten Zelle voraus. Die Pathogen-assoziierten
molekularen Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) bilden spezielle
Strukturmotive, die sehr charakteristisch und hochkonserviert sind. Diese spezifischen
Muster und Kodierungen sind fiir das Uberleben von Mikroben und Viren essentiell und
daher schwer zu verandern. PAMPs, bei denen es sich um eine typische Anordnung von
Zuckermolekiilen, Komponenten der Zellwand von Bakterien (LPS), Peptiden oder um
Nukleinsduren von Viren und Bakterien handelt, werden vom angeborenen Immunsys-
tem Uber eine limitierte Anzahl Keimbahn-kodierter Erkennungsrezeptoren, den PRRs

(pattern recognition receptors) erkannt. Diese Rezeptoren sind entweder auf der Ober-
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flache bzw. an der Zellmembran von Immunzellen gebunden, sind im Zellinneren an den

Endosomen oder intrazytoplasmatisch lokalisiert.

PRR Spezies Pathogenbestandteil . PRR | Assoziiertes
I Lokalisation ! Pathogen
TLR2 Gram-positive Bakterien PGN : :
Neisserien, Mykobakte- Porin ! !
rien Lipoarabinomannan : :
TLR1/2 Bakterien/ Mykobakterien Triacyl Lipopeptide ! :
i Zelloberflache i Bakterien
TLR6/2 Mykoplasmen Diacyl Lipopeptide : :
i i
TLR4 Gram-negative Bakterien LPS i i
| |
i i
TLR11 uropathogene Bakterien nicht bekannt i i
. -
TLR5 Flagellaten Flagellin : :
: Endosom :
TLR9 Bakterien/ Mykobakterien CpG-DNA i i
TLR6/2 Saccaromyces cerevisiae Zymosan : :
| |
TLR2 Candida albicans Phospholipomannan : Zelloberflache : Fungi
i i
TLR4 Candida albicans Mannan : :
TLR2 Trypanosomen tGPI-mutin | i
| |
i i
TLR4 Trypanosomen Glycoinositolphospholipide i Zelloberflache i
i ! Parasiten
|
TLR11 Toxoplasma gondii Profilin-dhnliches Molekdl : :
"TLRO Plasmodium | Hemozoin T TEndosom ;
J. .
TLR2 Masern Virus Hamaglutinin Protein ' !
HCMV, HSV-1/2 gB und/oder gH, : :
Virionenkomponenten i Zelloberfliche |
| |
i i
TR4 RSV, MMTY ] Hillproteine . & _ _ ____ ___ d
TLR3 Reoviren dsRNA : :
IAV, EMCV, WNV sSRNA i i
HSV-1, MCMV dsDNA : : Viren
i Endosom i
TLR7/8 MCMV, HIV ssRNA : :
i i
TLR9 HCMV, MCMV, HSV-1/2 dsDNA (CpG-reich) i i
RIG-I kurze dsRNA, 5'ppp RNA ; ;
| |
MDAS ] lange dsRNA___ j I
DAI HSV-1, HCMV dsDNA : Zytoplasma !
|
i i Viren/
IFI16 HSV-1 dsDNA : : Bakterien
i i
DHX9/DHX36 HSV dsDNA : :
i i
AIM2 MCMV dsDNA ! !

Tabelle 1-1: Ubersicht ve rschiedener PRRs wie auch deren Liganden und Agonisten.

Ergdnzend modifiziert nach Akira et al. (2006); Kawai and Akira (2011); Paludan et al. (2011).
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Neben den PRR Familien der Scavenger-, B-Glukan- und Mannose-Rezeptoren, die auf
der Zelloberflaiche von Makrophagen, NK- und Endothelzellen lokalisiert sind und eine
entscheidende Rolle in der Endozytose spielen, sind Mitglieder der TLR Familie und zy-
toplasmatische PRRs entscheidende Bestandteile der Immunanwort gegen einwandern-
de Pathogene. Mit zu den ersten entdeckten PRRs zdhlen TLRs. Es handelt sich dabei um
Typ | Transmembran Glykoproteine, die lber zahlreiche LRR (leucin-rich repeat) Motive
der Ektodomaéne die Erkennung von PAMPs vermitteln und Uber eine zytosolische TIR
(Toll-IL-1 receptor) Domane intrazelluldre Signalwege aktivieren. Bislang konnten in der
Maus oder im Menschen 10-13 funktional charakterisierte TLRs identifiziert werden, die
einen groBen Bereich an PAMPs erkennen (Akira et al., 2006; Beutler, 2009).

Ihrer zelluldaren Lokalisation und der jeweiligen PAMP-Erkennung entsprechend werden
die Mitglieder der TLRs in zwei Gruppen eingeteilt. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und
TLR11 sind auf der Zelloberfliche lokalisiert und erkennen mikrobielle
Membranbestandteile wie Lipide, LPS und Proteine, aber auch virale Bestandteile ein-
schlieBlich Hull- und/oder Kernproteine. Die andere Gruppe umfasst TLR3, TLR7, TLR8
und TLR9, die exklusiv im Endoplasmatischen Retikulum (ER), Endosomen, Lysosomen
und Endolysosomen und in Folge dessen in intrazellularen Kompartimenten lokalisiert
sind (Blasius and Beutler, 2010). Diese TLRs erkennen Nukleinsauren, die in das intrazel-
luldare Kompartiment nach Aufnahme von Viren und anderen Pathogenen freigesetzt
werden (Tabelle 1-1).

Wenngleich TLRs eine zentrale Rolle in der Initiation der Immunantwort gegeniber ver-
schiedenen Pathogenklassen einnehmen, konnten weitere Klassen der PRRs identifiziert
werden, die NLRs (NOD (nucleotide-binding oligomerization domain containing)-like
receptors) und RLRs (retinoic acid-inducible gene (RIG-1)-like receptors) (Takeuchi and
Akira, 2009). Bestehend aus mehr als 20 Mitgliedern erkennt die Familie der NLRs ver-
schiedene PAMPs und zelluldren Stress und 16st eine pro-inflammatorische Antwort aus,
die auch die Sekretion von IL-1B beinhaltet (Franchi et al., 2009).

Die RLRs sind RNA-Helikasen und sind im Gegensatz zu den TLRs im Zytoplasma lokali-
siert. RLRs detektieren im Wesentlichen dsRNA, die bei einzelstrangigen (ss)- und
doppelstrangigen RNA- und DNA-Viren als Zwischenprodukt der viralen Replikation ent-
steht. Die RLRs RIG-I (retinoic acid inducible gene ) und MDA-5 (melanoma-

differentiation-associated gene 5) initiieren nach der Erkennung von RNA die Typ | IFN




Einleitung

Antwort und ermaoglichen eine rasche Immunantwort gegeniiber Viren. Wahrend RIG-I
relativ kurze dsRNA und 5’-Triphosphat ssRNA erkennt, ist MDA-5 Sensor fiir lange
dsRNA. MDA-5 ermoglicht eine schnelle inflammatorische Antwort gegen Mitglieder der
Picornaviridae, denen das Encephalomyocarditis Virus (EMCV) angehort. Aufgrund feh-
lender Synthese von dsRNA und modifizierter 5'Guanin-Cap mRNA des Wirtes kdnnen
RLRs spezifisch virale RNA erkennen und zwischen selbst und nicht-selbst diskriminieren.
Neben den RLRs existieren andere zytoplasmatische Sensoren, die pathogen-
abstammende oder Wirts-dsDNA detektieren kénnen. Zu diesen zytosolischen Nuklein-
saure-Sensoren gehoren AIM2 (absent in melanoma 2), DAl (DNA-dependent activator of
IFN-regulatory factor, wird auch als DML-1 oder Z-DNA binding protein 1 (ZBP1) bezeich-
net) und IFI16 (Gamma-interferon-inducible protein, auch bekannt als interferon-
inducible myeloid differentiation transcriptional activator). Die Bindung von dsDNA an
AIM2 flhrt in erster Linie zu einer Caspase-1 abhdngigen Produktion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B und IL-18 und weniger zur IFN | Induktion. Der Typ |
IFN induzierende dsDNA Sensor DAI bindet dsDNA in ihrer Z-Konformation und induziert
Uber die Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor IRF3 und der Serin/Threonin Kinase
TBK1 die Expression der Typ | Interferone (Takaoka et al., 2007). Das PYHIN Protein IFI16
ist ebenfalls ein intrazelluldrer DNA-Sensor, der die IFNB Produktion in einer STING-
(stimulator of IFN genes) abhangigen Weise induziert (Unterholzner et al., 2010). Des
Weiteren transkribiert die RNA-Polymerase Il AT-reiche DNA in 5’-Triphosphat RNA,
wird nachfolgend von RIG-I detektiert und fihrt zur Induktion von Typ | IFN (Chiu et al.,
2009).

1.2.2.2 Der Signaltransduktionsweg zur Induktion der Typ | IFN Gene

Die Initiation der intrazelluldren Signalkaskaden zur Synthese von IFN | und pro-
inflammatorischen Zytokine setzt die Erkennung bestimmter pathogener Strukturen
durch TLRs oder zytoplasmatische PRRs voraus. In der Regel werden bis auf TLR3, der
TRIF (TIR domain containing adapter protein inducing IFNf) als Adapterprotein nutzt, die
Signalwege aller TLRs in MyD88- (myeloid differentiation primary-response protein 88)
abhangiger Weise aktiviert. Die Rekrutierung des Adapterproteins an den Rezeptor be-

stimmt die Diskriminierung zwischen MyD88- oder TRIF-abhangigem TLR Signalweg.
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Abb. 1-5: Die frithe Interferon Typ | induzierte Signalkaskade.

Nukleus

Gezeigt ist die schematische Darstellung des Interferon Typ | Signalweges. Nach Bindung des Liganden an den ent-
sprechenden PRR erfolgt die Translokation des dimerisierten Komplexes aus IRF3/7 in den Zellkern. Dort bindet der
Komplex an die Typ | Interferon Transkriptionseinheit und es erfolgt die Transkription/Translation von Typ | IFN. In
einem positiven Riickkopplungsmechanismus erfolgt die Bindung der IFNs an den gemeinsamen IFNAR. Nach Assozia-
tion von phosphorylierten STAT1/2 mit IRF9 transloziert dieser ISGF3 Komplex in den Zellkern und ermdéglicht dort die
Transkription der IFN induzierbaren Gene. Modifiziert nach Dresing (2010); Paludan et al. (2011).

MyD88-abhdngige Signalkaskaden induzieren im Wesentlichen die Produktion
inflammatorischer Zytokine, wohingegen TRIF-abhangige Signalwege fiir die Expression
von Typ | IFN sowie inflammatorischer Zytokine verantwortlich sind. Eine Besonderheit
kommt den beiden Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 zu, die zu der Familie der IRFs
(interferon regulator factor) gehoren. IRF3 wird konstitutiv in nahezu allen Zelltypen
exprimiert und liegt im Zytosol in latenter Form vor. IRF7 liegt dagegen nur in pDCs in
hohen stéchiometrischen Konzentrationen vor und wird in allen anderen Zelltypen in
geringen Mengen exprimiert. Die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und
IRF7 durch TBK1 (TANK (TNF receptor associated factor (TRAF) family associated NF-«B
activator) binding kinase 1) fihren zu deren Homo- und Heterodimerisierung, die da-
raufhin mit NF-xB, AP-1 (activator protein 1) und HMG (high-mobility group) Proteinen

assoziieren. Hierdurch wird das Enhanceosom gebildet, welches an den IFNB- bzw.
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IFNa4-Promotor bindet und die Expression der Typ | IFN Gene stimuliert (Akira et al.,
2006; Decker et al., 2005; Honda and Taniguchi, 2006; Kawai and Akira, 2010) (Abb.
1-5).Durch einen autokrinen oder parakrinen positiven Riickkopplungsmechanismus
bindet initial sekretiertes IFNa4 und IFNB an den Oberflachenrezeptor IFNAR, der von
allen Typ | Interferonen gleichermalfen als Bindungsrezeptor genutzt wird und zur Akti-
vierung der Transkription sowohl der anderen Typ | IFN als auch der IFN induzierbaren
Gene fiihrt (Abb. 1-5).

Als Heterodimer besteht der IFNAR aus den beiden Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2,
die nach Bindung des Liganden dimerisieren. Nachfolgend assoziieren die der Familie der
Januskinasen zugehorigen JAK1 (Janus kinase 1) und TYK2 (Tyrosine kinase 2) intrazellu-
lar mit dem IFNA-Rezeptor, was zur Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren STAT1
(Signal Transducer and Activator of Transcription) und STAT2 fuhrt. Durch diese Phos-
phorylierung und nachstehender Heterodimerisierung erfolgt die Rekrutierung des
Transkriptionsfaktors IRF9, woraufhin der gesamte Komplex ISGF3 (Interferon-
Stimulated Gene Factor 3) in den Zellkern transloziert. Der Komplex bindet im Zellkern
an das ISRE (Interferon Stimulated Response Element), und fiihrt zu der Transkription
verschiedenster antiviraler Gene, zu denen z.B. OAS oder aber auch der Tumor
Suppressor p53 gehoren. Auch kann dieser Typ | IFN Signalweg zu einer
Homodimerisierung von STAT1 fiihren, welches an die GAS Elemente (Interferon y
Activated Sequences) bindet und eine differentielle Genexpression hervorruft (Honda et

al., 2005b).

1.3 Die Familie der Herpesviren

Viren sind infektidse Partikel, die sich extrazelluldr durch Ubertragung verbreiten und
intrazelluldr in geeigneten Wirtszellen vermehren kénnen. Ihr Genom kodiert alle fiir das
Virus essentiellen Informationen, die zum Umprogrammieren der permissiven Wirtszelle
erforderlich sind, um neue Generationen von Viren zu synthetisieren. Die Familie der B-
Herpesviren zeichnet sich durch eine strikte Wirtsspezifitat aus, sodass sie im Regelfall
nur eine bestimmte Wirtsart infizieren. Das Cytomegalovirus ist ein typischer Vertreter

der Unterfamilie der S-Herpesvirinae.
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1.3.1 Struktur und Replikationszyklus der Cytomegaloviren

Die Herpesviren sind groBe (~200nm), behdllte Viren mit einem doppelstrangigen,
unsegmentierten Genom und einer Kodierungskapazitat bis zu 240 kb. Das virale Genom
beinhaltet mit seiner enormen Komplexitdt nach neueren Erkenntnissen zwischen 165
und 252 ORFs (Open reading frames) (Stern-Ginossar et al., 2012). Der virale Partikel
besteht aus einer Membran mit sowohl viral-kodierten Glykoproteinen (gB, gH/glL/gO,
gM/gN) als auch aus der Wirtszelle stammenden Proteinen. Diese Membranhiille, den
sogenannten envelope, umgibt das Tegument. Das Tegument bildet eine pordse Matrix
zwischen Kapsid und Membran, das aus einer Schicht amorpher Phosphoproteine be-
steht (z.B. humanes CMV (HCMV) pp65). Innerhalb dieser Membran befindet sich das
ikosaedrische Kapsid, welches das virale Genom umgibt.

Die Fahigkeit von CMV, bestimmte Zelltypen zu infizieren und in diesen effizient zu repli-
zieren, wird von mehreren Faktoren bestimmt. Zum Einen wird der Tropismus durch das
Vorhandensein viraler Rezeptoren auf der Oberflache der zu infizierenden Zelle (viral
entry) bestimmt, zum Anderen muss das biochemische Equipment der Zelle so beschaf-
fen sein, dass Replikation, Genexpression, Morphogenese (assembly) und letztendlich
die Freisetzung (release) neusynthetisierter Virionen gewahrleistet sind.

Die produktive Infektion von CMV beginnt mit der Adsorption des Virions an die Zell-
membran der Wirtszelle (Compton et al., 1992). Die Anheftung erfolgt dabei durch eine
reversible Interaktion von Glykoproteinen (gB) der Virushiille mit Heparansulfat-
Proteoglykanen auf der Zelloberflache (Compton et al., 1993). Neben gB sind auch wei-
tere Glykoproteine (gH, gL, gM sowie gN) in die Virushillmembran integriert, die in defi-
nierten Glykoproteinkomplexen vorliegen und den Tropismus des Virus fir distinkte Zell-
typen definieren. Die Infektiositdt des Virus wird in verschiedenen Zelltypen durch die
Bindung anderer Glykoproteinkomplexe an andere Rezeptoren vermittelt. DCs exprimie-
ren das Lectin DC-SIGN (DC-specific ICAM-Grabbing Nonintegrin), welches, neben eini-
gen anderen Viren wie z.B. dem HI-Virus, von den Glykoproteinen des HCMV zur Anhef-
tung an die Zelle genutzt wird (Halary et al., 2002).

Viren sind obligat intrazelluldre Pathogene, deren Replikation abhangig ist von der Fa-
higkeit, ihre Genome von der infizierten Zelle zur nachsten uninfizierten Zelle weiterzu-

geben. Die Transmission beinhaltet drei wichtige Etappen: die Assemblierung der viralen

13



Einleitung

Partikel in der infizierten Zelle, dessen Freisetzung in den extrazelluldaren Raum und den
Eintritt der Viren in neue zu infizierenden Zellen. Abhangig von ihrer Struktur, dringen
Viren auf verschiedenen Wegen in die Zellen ein. Bei behiillten Viren wie MCMV erfolgt
der Eintritt in die Zelle entweder durch deren Fusion mit der Plasmamembran, sodass
virale Komponenten direkt in das Zytoplasma entlassen werden, oder der Eintritt der
viralen Partikel ereignet sich Gber den Weg der Endozytose. Erniedrigt sich hier im Laufe
der Reifung der Endosomen der pH-Wert, so fusioniert als direkte Folge die Virionen-
membran mit der Endosomenmembran. Diese Verdanderung resultiert in dem Eindringen
des Virus in das zytosolische Kompartiment. Nach dem Transport des Virus entlang der
Mikrotubuli gelangt das Virus bzw. Kapsid an den Nuklear-Poren-Komplex und entlasst
das genetische Material in den Zellkern, wo die virale Replikation stattfindet. Erfolgt der
Eintritt in die Zellen durch Fusion mit der Plasmamembran, werden virale Komponenten
direkt in das Zytoplasma entlassen. Dieser Prozess ist pH-unabhangig und resultiert bei
den meisten Viren in einer produktiven Replikation, nachdem das virale Genom im Kap-
sid durch das Zytoplasma transportiert wird und zum Zellkern gelangt (Heldwein and
Krummenacher, 2008; Marsh and Helenius, 2006).

Die Genexpression und die virale Replikation erfolgen im Zellkern der infizierten Zelle.
Die virale Genexpression wird in drei Phasen eingeteilt: sehr friihe (immediate-early, IE),
friihe (early, E) und spéte (/ate, L) Phase, die eine zeitliche Koordination der viralen Gen-
expression erlauben (Honess and Roizman, 1974). Die IE-Phase beginnt unmittelbar nach
dem Eintritt viraler DNA in den Zellkern, und deren Expression ist unabhangig von der de
novo Synthese viraler Proteine. Gene unter den IE-Promotoren (MIEP, major immediate
early promotor) werden in der friihen Replikation von der Transkriptionsmaschinerie der
Zelle angeschaltet (/E1-3). Zelluldre Transkriptionsfaktoren binden an den MIE-Promotor
und leiten die Initiation der Transkription der je-Gene ein. Virale Gene in der E-Phase
bendtigen virale Genprodukte der IE-Phase und sind vorrangig fir den Beginn der DNA-
Replikation essentiell. In der anschlieBenden L-Phase werden die Gene erst nach der
DNA-Replikation angeschaltet. In ihr werden Strukturproteine (Kapsid, Tegument,
envelope) synthetisiert, die fiir die Generation neuer Viruspartikel bendtigt werden.
Waéhrend der Morphogenese wird die Aufnahme der DNA in die Kapside in die Wege
geleitet. In einem ersten Knospungsprozess werden diese durch die innere Kernmemb-

ran in den perinukledren Raum eingeschleust, bei dem sich die Laminastruktur des Zell-
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kerns lokal auflost, und die Nukleokapside werden mit Hilfe der viralen Glykoproteine
mit der inneren Kernmembran umhillt. An den Membranen der Endosomen oder des
Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN), in die zuvor virale Glykoproteine eingelagert wurden,
akkumulieren die Kapside. Die entstandenen Virionen besitzen eine doppelte Hull-
membran, deren duBere Membran im weiteren Verlauf der Reifungsknospung mit der
Plasmamembran fusioniert. Durch Exozytose werden anschliefend aus der Zelle einfach

umhdiillte Viren freigesetzt (Paludan et al., 2011).

1.3.2 Das murine Cytomegalovirus (MCMV) als Modellsystem

Das Cytomegalovirus gehort einer Virusklasse an, die Spezies-spezifisch ist bzw. nur in
sehr nah verwandten Spezies zu replizieren vermag. So ist zwar MCMV in der Lage in
Rattenzellen zu replizieren, CMV spezifisch fiir Ratten dagegen repliziert jedoch nicht in
murinen Zellen (Smith et al., 1986). Dennoch weist MCMV signifikante Ahnlichkeiten
hinsichtlich struktureller und genomischer Eigenschaften mit dem HCMV auf, sodass
MCMV als Tiermodell fiir HCMV Studien extensiv erforscht und eingesetzt werden kann
(Hudson, 1979; Kelsey et al.,, 1977; Rawlinson et al.,, 1996; Scott et al., 2005).
Vergleichbarkeiten im Infektionsverlauf, Etablierung der Latenz sowie Ahnlichkeiten der
Symptomatik bei MCMV und HCMV befiirworten ein Tiermodell mit MCMV und geben
aufschlussreiche Erkenntnisse Giber Kontrollmechanismen bei Infektionen und antivira-

len Immunantworten.

1.3.3 Mechanismen der viralen Evasionsstrategien

1.3.3.1 Virale Evasion der IFN Antwort

Herpesviren sind grolRe Viren, die langsam replizieren und latente Infektionen verursa-
chen. Zur erfolgreichen Kolonisation des Wirts benétigen Herpesviren die aktive Evasion
und Modulation der zelluldaren Immunantwort in allen Etappen der Infektion. Multiple
offensive und defensive virale Mechanismen haben sich im Laufe der Evolution entwi-
ckelt, aus denen eine Balance der Ko-Existenz zwischen Wirt und Virus resultiert. Die
Mechanismen beinhalten die Vermeidung der Pathogenerkennung durch PRRs, Blockade

der Aktivierung spezifischer PRRs, die Inhibition der Signaltransduktionswege und die
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Genexpression durch die aktivierten PRRs (Paludan et al., 2011). Die viralen Proteine
m142 und m143 verhindern die Aktivierung des PKR-vermittelten Abschaltens der Prote-
insynthese in der infizierten Zelle durch Bindung an dsRNA und sorgen fiir die Aufrecht-
erhaltung der Proteinsynthese (Valchanova et al., 2006).

AuBerdem kodieren Viren fiir zahlreiche Genprodukte, die speziell die Signalwege der
Typ | IFN Antwort beeinflussen und als virale IFN Antagonisten bezeichnet werden. Z.B.
zielt das virale Protein m45 des MCMV auf die Signalkaskade des DAl ab (Rebsamen et
al., 2009). So stellt die Inhibition NF-kB-abhangiger Signalkaskaden ebenfalls eine effek-
tive Methode des Virus dar, IFNa/B induzierte Signalwege und Sekretion pro-

inflammatorischer Molekule zu beeinflussen.

1.3.3.2 Ly49H-Rezeptor-abhdngige Resistenz gegeniiber einer MCMV Infektion

Verschiedene Viren sind imstande, dem Immunsystem zu entkommen, indem sie die
viralen Erkennungsmechanismen der Zelle beeinflussen oder, wie bereits erwdahnt, mit
deren IFN-Signalwegen interferieren. Eine besondere Rolle, neben zytotoxischen T-
Zellen (CTL), in der Immunanwort gegen MCMV spielen vor allem NK Zellen. Sie bieten
besondere Effektorfunktionen, die zur Abwehr oder Kontrolle der viralen Infektion in-
nerhalb der ersten Tage nach Infektion fihren. Die Aktivierung von NK Zellen beruht
zum Einen auf der Erkennung des ,induced-self”, bei dem die Wirtszelle nach Aktivierung
der Infektionsantwort bestimmte Proteine produziert, zum Anderen werden NK Zellen
auch durch die Herunterregulation der MHC Molekiile (,missing-self”) auf infizierten
Zellen aktiviert. Das Erkennen viral exprimierter Proteine oder fremder MHC Molekile
erfolgt Giber spezifische NK Rezeptoren (,,non-self“). Multiple Wirtsfaktoren, die sowohl
MHC-abhangig als auch MHC-unabhangig sind, werden fir die Resistenz gegen MCMV
verantwortlich gemacht (Adams et al., 2007; Dighe et al., 2005). Zuerst konnte das MHC-
unabhangige Resistenzgen Cmv1 auf dem distalen Mauschromosom 6 in geringer Dis-
tanz zum NK Genkomplex (NKC), der fiir auf NK Zellen exprimierte Rezeptoren kodiert,
identifiziert werden (Scalzo et al., 1990). Klonierungen des Lokus fihrten zur Identifizie-
rung des Ly49H Rezeptors, der zu der Familie aktivierender C-type lectin-like NK Zellre-
zeptoren gehort. MCMV kodiert fiir das virale Protein m157, ein MHC Klasse | Homolog,

welches nach Infektion auf der Zelle exprimiert wird (Arase et al.,, 2002; Smith et al.,
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2002). Der NK Zellrezeptor Ly49H bindet m157 (,,non-self“) und l6st dadurch die Rekru-
tierung des Adaptermolekiils DAP12 (DNAX activation protein of 12 kDa) aus. Die zytop-
lasmatische Domédne von DAP12 beinhaltet ITAMs (Immunoreceptor tyrosine based
activation motif), die daraufhin phosphoryliert werden. Die DAP12 Signaltransduktion
flhrt zur Rekrutierung der beiden Protein-Tyrosin Kinasen Syk (Spleen tyrosine kinase)
und ZAP70 (Zeta-chain-associated protein kinase 70), was in einer Erhohung der intrazel-
luldaren Kalziumkonzentration und Zytotoxizitat resultiert. Aktivierte NK Zellen induzieren
aullerdem die Expression von IFN-y und sezernieren Perforin und Granzyme enthaltende
lytische Granula, die in den synaptischen Spalt zwischen NK Zelle und infizierter Zielzelle

entlassen werden (Abb. 1-6).

[®]
00 NKzelle Infizierte Zelle

Zytokinproduktion

Zytotoxizitat

Proliferation

Abb. 1-6: Aktivierender Ly49H Rezeptor auf NK Zellen: Infektionsszenario in C57BL/6 Mé&usen nach
MCMV.

Naturliche Killer Zellen (NK) von C57BL/6 Mausen exprimieren den DAP12-assoziierten Ly49H Rezeptor, der nach
Aktivierung des viral kodierenden m157 Proteins die Zell-vermittelte Zytotoxizitat (durch lytische Granula, die Perforin
und Granzyme enthalten), Proliferation und Zytokinproduktion einleitet. Angepasst aus Lanier (2008).

C57BL/6 Mause exprimieren auf ihren NK Zellen Ly49H und sind resistent gegenliber
einer MCMV Infektion, wohingegen BALB/c Mause diesen Rezeptor auf ihren Zellen
nicht exprimieren und schneller einer MCMV Infektion erliegen (Voigt et al., 2003). Dass
Ly49H fir die Resistenz gegeniiber MCMV essentiell ist, zeigte sich u.a. auch in einem
erhohter Virustiter in Milz und Leber von infizierten suszeptiblen Ly49H BALB/c Mé&usen
(Cheng et al., 2008). Die Kontrolle der MCMV Infektion durch NK Zellen ist demzufolge
nicht nur durch verschiedene molekulare Mechanismen (wie IFN Produktion oder
zytolytische Aktivitat) gegeben, sondern ist auch abhdngig vom infizierten Mausstamm.
Der Unterschied in der Suszeptibilitat zwischen den verschiedenen Mausstammen ist

u.a. in der Expression dieses Ly49H Rezeptors auf NK Zellen begriindet.

17



Einleitung

1.3.4 Immunabwehr gegen MCMV

Die Kontrolle von MCMV erfordert sowohl das angeborene als auch das erworbene Im-
munsystem. Die wesentlichen Aufgaben des angeborenen Immunsystems sind in erster
Linie das rasche Erkennen und Eliminieren eindringender Pathogene sowie die Signalisie-
rung einer bestehenden Gefahr an zelluldre Bestandteile des adaptiven Immunsystems.
Antivirale Zytokine wie Interferone, Interleukine (IL) und Chemokine werden als erste
Effektormolekile von Zellen des angeborenen Immunsystems als Antwort auf die virale
Infektion ausgeschuttet. Interferone haben dabei einen aktivierenden Einfluss im Be-
sonderen auf NK Zellen und induzieren in diesen Zellen die zytotoxische Aktivitdt. Die
effiziente Kontrolle der MCMV Infektion erfordert auBerdem Zellen der spezifischen
Immunitit, bei denen zytotoxische CD8" T-Zellen eine herausragende Rolle spielen. Uber
ihren TCR (T-cell receptor)-Komplex erkennen CTLs virales Antigen im Kontext mit MHC |
auf der Oberflache anderer Zellen, werden aktiviert und lysieren die infizierte Zielzelle.
Auch CD4" Ty-Zellen (T-Helfer Zellen) tragen zur antiviralen Immunantwort bei, indem
sie mit viralen Proteinen beladene MHC Il Komplexe auf APCs erkennen und dadurch
aktiviert werden. Die nachfolgende Sekretion von Interferonen und Interleukinen wirken
auf die aktivierte T-Zelle selbst, aber auch auf B-Zellen, Makrophagen und CD8" T-Zellen

proliferativ bzw. aktivierend.

1.3.4.1 Detektion viraler PAMPs

Der IFNa/B Signalweg gilt als Schlisselkomponente des angeborenen Immunsystems
und spielt u.a. bei der Bekdmpfung von Viren eine entscheidende Rolle. Verschiedene
virale Komponenten werden mittels TLRs vom Immunsystem erkannt und fihren in der
Regel zu einer massiven Produktion von Typ | Interferonen und pro-inflammatorischen
Zytokinen. Plasmazytoide Dendritische Zellen sind die prototypischen IFN Typ | sekretie-
renden Zellen. Einige virale Glykoproteine werden durch TLR2 und TLR4 detektiert, was
im Wesentlichen eher zu einer Induktion pro-inflammatorischer Zytokine fihrt als zur
IFN | Expression. Viren werden hauptsachlich von pDCs tber den endosomalen Weg de-
tektiert. Intrazelluldre TLRs sind TLR3, TRL7, TLR8 und TLR9, die unterschiedliche
Pathogenstrukturen erkennen und zundchst im Endoplasmatischen Retikulum (ER) ver-

bleiben sowie in zytoplasmatischen Vesikeln wie den Endosomen. Sie erkennen dsRNA
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und synthetische Analoge wie polyinosinic:polycytidylic acid (polyl:C), welches durch
TLR3 erkannt wird. ssRNA dagegen wird tGber TLR7 und unmethylierte DNA mit CpG Mo-
tiven (nicht-methylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide) tiber TLR9 erkannt (Alexopoulou
et al., 2001; Diebold et al.,, 2004). CpG Motive kommen sehr haufig im Genom von
MCMV vor, sind aber nicht strickt methyliert, sodass die immunregulatorische Kapazitat
von CpG vermutlich konserviert ist (Lundberg et al., 2003). TLR7 und TLR9 exprimierende
pDCs haben eine herausragende Rolle in der Erkennung von MCMV. Sie sind in der Lage
groRe Mengen an Typ | IFN als Antwort auch auf verschiedene Viren zu produzieren.
Diese Spezialisierung setzt eine konstitutive Expression des Transkriptionsfaktors IRF7
voraus und moglicherweise auch die verlangerte Retention von TLR9 Liganden im endo-
zytotischen Signalweg, die eine physikalische Begegnung zwischen TLRs und ihren Ligan-
den ermoglicht. Obwohl der TLR9/MyD88-abhéangige Signalweg fiir die frihe Zytokinp-
roduktion als Antwort auf eine MCMV Infektion essentiell ist (Krug et al., 2004a), ist in
Abwesenheit beider Signalkomponenten immer noch eine verminderte und verzogerte
IFN Antwort detektierbar. Bis heute ist unklar, welche weiteren Sensoren fir die Erken-
nung von MCMYV eine Rolle spielen. Es wird jedoch vermutet, dass TLR3/TRIF-abhangige
bzw. MyD88-unabhangige Signalwege nach MCMV Infektion fir eine IFN Expression mit-
verantwortlich sind, wie dies in anderen TLR3 exprimierenden Zellen wie cDCs und Mak-
rophagen der Fall ist. Wie virale DNA des MCMV Genoms in die angesauerten endoso-
malen Kompartimente gelangt, um dort den TLR9/MyD88-abhangigen Signalweg zur IFN
| Sekretion zu induzieren, bleibt bis heute offen, sodass weitere zytoplasmatische Senso-
ren wie z.B. RIG-I und MDA-5 oder DAI als mogliche Kandidaten der MCMV Erkennung

nicht ausgeschlossen werden kénnen.

1.4 Vorarbeiten mit der IFNB Reportermaus

Im MCMV Infektionsmodell konnte zunachst 36h p.i. (post infection) die Mehrzahl der
IFNB produzierenden Zellen in ex vivo Experimenten in der Milz nur indirekt durch gPCR
und GeneChip Analysen als pDC identifiziert werden (Zucchini et al., 2008a). Andere Stu-
dien erweiterten diesen Befund und bestimmten auf mRNA-Ebene die Milz als Hauptor-
gan der IFNa/B Antwort zwischen 4 und 96h p.i., wobei die IFNB Produktion einen bi-

phasischen Charakter zeigte, die mit der viralen Expression korrelierte (Schneider et al.,
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2008). Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe erganzten diese Befunde mit kiirzeren In-
fektionszeiten und bestimmten in vivo die Visualisierung der IFNB Produzenten und de-
ren Lokalisation in der Milz nach MCMV Infektion. Diese Charakterisierung der IFNB/YFP
(vellow fluorescent protein) Expression zeigte im Modell der murinen Cytomegalovirus
Infektion einen identischen Phdnotyp der pDCs wie zuvor nach CpG Stimulation beo-
bachtet. Immunhistologische Untersuchungen belegten im Vergleich zu den TLR9 Ago-
nisten CpG jedoch eine limitierte Frequenz IFNB" Zellen (Scheu et al., 2008). Diese Be-
funde sind gut vereinbar mit der Beteiligung des TLR9 in der Erkennung von MCMV, die
zu einer IFNB Expression in pDCs in der Milz flihrt (Krug et al., 2004a).

Aufgrund technischer Limitationen war bis zur Generation der [FNg™®/™°°

Reportermaus
kein sensitives experimentelles Mausmodell verfliigbar, welches die direkte simultane
Visualisierung der IFNB Antwort und der MCMV Infektion auf zelluldrer Ebene in vivo
ermoglichte.

Die direkte Kopplung der Expression des YFP-Fluoreszenzproteins an das friihe immunre-
levante Zytokin IFNB erlaubt dessen Visualisierung auf zelluldarer Ebene und eréffnet um-
fassende Einblicke in die strukturellen Vernetzungen der an der Immunantwort beteilig-
ten Zellen im in vivo bildgebenden Kontext. Fragen zur Migration kbnnen beantwortet
werden, indem der Phanotyp der Zytokin-exprimierenden Zellen und deren Lokalisation
in einem unmanipulierten Umfeld definiert werden.

Nach Injektion mit CpG, einem synthetischen Analogon von dsDNA mit einem erh&hten
Anteil an CpG Motiven, konnten pDCs als IFNB exprimierende Zellen identifiziert wer-
den. In den mit CpG injizierten Reportermausen konnte eine Frequenz von ca. 0,7%
IFNB/YFP* pDCs festgestellt werden, die sich im histologischen Kontext der Milz aber nur
bedingt darstellen lieRen. In den T-Zell Zonen sekundarer lymphatischer Organe waren
diese IFNB* pDCs lokalisiert. Dariiber hinaus konnte unter Verwendung der IFNB Repor-
termaus im Infektionsmodell der murinen Listeriose erstmalig eine in vivo Charakterisie-
rung IFNB" und L. monocytogenes® Zellen vorgenommen werden. In der Mehrheit IFNB*
Zellen war eine produktive Listerien Infektion vorausgegangen und ~75% der IFNB/YFP*

Zellen waren mit L. monocytogenes infiziert (Dresing et al., 2010).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mangels geeigneter sensitiver Nachweismethoden erwiesen sich bisher lediglich in vitro
bzw. indirekte ex vivo Studien als geeignet, Fragestellungen bezliglich der zelluldren IFNB
Quelle zu beantworten. Die Verwendung der bicistronischen IFNB/YFP Reportermaus
ermoglichte eine detaillierte, zell-basierte Charakterisierung der IFNB Produzenten wah-
rend der Immunantwort gegen MCMV. Obwohl vorangegangene Studien eine Beteili-
gung von pDCs an der IFNB Antwort nach MCMV Infektion belegten, blieb dennoch die
Frage unbeantwortet, welche Zellen fiir die IFNB Produktion in vivo im gesamten zeitli-
chen Verlauf der MCMV Infektion verantwortlich gemacht werden konnten. Im primaren
wissenschaftlichen Focus der Arbeit stand zunachst, neben der Charakterisierung IFNB
produzierender Zellen im zeitlichen Verlauf der MCMV Infektion, vor allem die Identifi-
zierung beteiligter infizierter Zelltypen.

Zur Realisierung der Visualisierung IFNB produzierender Zellen sollte unter Beriicksichti-
gung geeigneter Virusmutanten die gleichzeitige Bestimmung MCMYV infizierter Zellen im
immunhistologischen Kontext der Milz, im ndchsten Schritt eine Validierung einer
MCMV Am157 Mutante durchgefiihrt werden. So sollte nicht nur sichergestellt werden,
welche Zelltypen die IFN | Antwort initiieren und wo diese Zellen lokalisieren, sondern
auch die rdumliche Beziehung dieser Zellen zu MCMV infizierten Zellen dargestellt wer-
den.

Im nachsten Abschnitt dieser Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, welche Aus-
|6ser fur die IFNB Produktion in Zellen verantwortlich gemacht werden kénnen. In vitro
Experimente sollten Aufschluss Gber mogliche Ursachen fiir die IFNB Induktion geben.
Nach Etablierung geeigneter Detektionsverfahren sollte mit Hilfe von FACS-Sortierungen
eine weitere zentrale Aufgabe dieses Projektes sein, die unterschiedliche prinzipielle
Infizierbarkeit verschiedener DC Typen und den Ursprung infizierter DC Populationen zu

ermitteln.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

Samtliche Chemikalien wurden in pro Analysis Qualitdat bezogen. Zum Ansetzen der Lo-
sungen wurde hochreines Wasser aus der MilliQ-Anlage (Millipore, Schwalbach) ver-

wendet.

2.1.1 Chemikalien, Antiseren und Antibiotika

Stoff

Bezugsquelle

Agarose
Ammoniumchlorid
Amino-propyltrimethoxysilan
Avidin/Biotin Blockierlosung
B-Mercaptoethanol
2-Metyhlbutan

BSA

CpG ODNs

Chloroquin

DEPC

Desoxynukleotide
destilliertes Wasser

DMEM Medium VLE

DMSO

DNA GroéRenleiter 1 kb
EGTA

Esel-Normal Serum
Ethanol

Ethidiumbromid

FACS Clean, Flow, Rinse Losung
FKS

Ganciclovir

Glutamin (L-Glu)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Maus-Normal Serum
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Ratten-Normal Serum

Biozym, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Ulm

Sigma, Taufkirchen

TIB Molbiol, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

BD Biosciences, Heidelberg

PAN, Aidenbach

Roche, Mannheim

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
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Stoff

Bezugsquelle

Rekombinantes murines Flt3-L
RPMI Medium VLE

SA-APC Alexa 750

SA-APC

Saccharose

SA-Cy3

Salzsaure (HCI, 37%)

SA-PE Cy7

SA-PerCP Cy5.5

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypanblau

Trypsin/EDTA

Vectashield (Eindeckelmedium mit DAPI)
Wasserstoffperoxid 30%ig
Ziege-Normal Serum

R&D Systems, Mainz
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Merck, Darmstadt
DaKoCytomation, Hamburg

2.1.2 Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Collagenase Typ VI
DNA Tag-Polymerase
DNase |

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

2.1.3 Kits und Verbrauchsmaterial

Reagenz/Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

aBiotin MACS Beads

BD Compensation Beads
Cryomolds

DakoCytomation Pen

LS MACS S&ulen und Magnete
Microtom Klingen
Objektrager Super Frost
Qiamp Micro DNA Kit
Plastikwaren

Siebgewebe MW= 40 & 70um
Spritzen und Injektionskantlen
Tissue Tek (Einbettmedium)
Transwell (& 0,4um, COL)

TSA FITC /Biotin System

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Biosciences, Heidelberg

Sakura Finetek, Staufen
DakoCytomation, Hamburg
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Jung-Histo Service, Nussloch

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Corning, Amsterdam, Niederlande
Neolab, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Neolab, Heidelberg

B. Braun, Melsungen

Sakura Finetek, Staufen

Costar

Perkin Elmer, Rodgau
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2.1.4 Gerate und sonstige Materialien

Gerat

Bezugsquelle

Axiovert 100 (Mikroskop)
BioDocAnalyzer (Geldokumentation)
Biofuge A (Tischzentrifuge)

Biofuge fresco (Tischzentrifuge)
Brutschrank (Heraeus Heracell 240)
Chirurgische Instrumente

Clean Air (Sterilbank)

Douncer

HM560 (Cryostat)

Elektrophorese Gelkammern

FACS Aria |

FACS Canto Il

Hand-Dispenser Handystep
Heidolph Polymax 1040 (Plattformschuttler)
Heizblock Techne DB3

Heizriihrer IKAMAG RCT

LM750 (Konfokalmikroskop)
Mikrowelle

Millipore Anlage

NanoDrop 1000 (Photometer)
Neubauer Zellzahlkammer

PCR Softstripes, 0,2ml

pH Meter MP 225

Pipettierhilfe Pipetus

TE2000 (Mikroskop)

Thermocycler T1 (PCR-Gerét)
Thermomixer (Schiittel-Heiz-Inkubator)
UV Crosslinker CL 1000

Vortex Schittler VVR

Waage Precisa 600c

Wasserbad

Zeiss, Jena

Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Roboz, Gaithersburg, USA
Kendro, Wien, Osterreich
Wheaton

Thermo Fischer Scientific, Bonn
Hoefer, Holliston, USA

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Brand, Wertheim

Heidolph Instruments, Schwabach
Biostep, Jahnsdof

IKA, Staufen

Zeiss, Jena

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
Millipore, Schwalbach

Peqlab, Erlangen
LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
Biozym Scientific, Oldendorf
Mettler-Toledo, Giessen
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Nikon, Dusseldorf

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

UVP, Upland, California, USA
VWR, Darmstadt

Oehmen Labortechnik, Essen
Kottermann Labortechnik, Uetze/Hanigsen

2.2 Medien und Puffer

2.2.1 Stammlosungen und Puffer

PBS 13,7 mM NacCl
2,7 mM KCl
80,9 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,POg4, pH=7,4
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH = 8,0
1 mM EDTA
TAE Elektrophoresepuffer 40 mM Tris-HCI, pH = 8,0
20 mM Eisessig
2 mM EDTA
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dNTP-Mix

10 x PCR-Puffer

Erythrozyten-Lysepuffer

FACS-Puffer

MACS-Puffer

PFA Fixierpuffer

Collagenase Typ VIII
DNase |

Organverdaupuffer

TNB

jel

500
100

25
0,1

150
10
0,1

1,25
10

100

3000

93

0,1
0,15
0,5

mM

mM
mM
mM
% (w/v)

mM
mM
mM

1x
% (v/v)
mM

1x
% (w/v)
mM

% (w/v)
mM
mM
% (v/v)

mg/ml
U/ml

% (v/v)
% (v/v)
% (v/v)

M
M
% (W/v)

dATP, dCTP, dTTP, dGTP

KCl

Tris-HCl, pH = 8,3
MgC|2

Gelatine

NH,Cl
KHCO;
EDTA, pH=7,2-7,4

PBS
FKS
EDTA

PBS

BSA

EDTA

steril filtriert, entgast

Paraformaldehyd

MgC|2

EGTA

10 x PBS, pH = 7,5 (HC,
NaOH)

Collagenase Typ VIl in 1 x PBS
DNase | in 1 x PBS gelost

Collagenase Typ VIII Losung
DNase | Ldsung

1 x PBS

steril filtriert

Tris-HCl, pH=7,5
NaCl
Block Reagenz aus TSA Kits
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2.2.2 Medien fiir die Zellkultur

Zelltypen
GM-CSF DCs  FIt3-L DCs RAW 264.7/HT1080/NIH3T3
Grundmedium DMEM VLE  RPMI 1640 VLE RPMI 1640 VLE
Zusitze
GM-CSF* 1,5%
Flt3-L 100ng/ml
FKS 10% 10% 10%
L-Glutamin enthalten enthalten enthalten
B-ME 0,05mM 0,05mM 0,05mM
Penicillin/Streptavidin 1%

'GM-CSF wurde als Kulturiiberstand der GM-CSF produzierenden P3X63/0-GM-CSF Hybridomzellen zugesetzt.

Tabelle 2-1: Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

2.3 Zelllinien

2.3.1 Zellen und Zelllinien

Zellen/-linien Charakteristika Referenz

P3X63/0-GM-CSF murine Myelom Zelllinie, (Karasuyama and Mel-
produzieren GM-CSF chers, 1988)

DC GM-CSF DCs: (Inaba et al., 1992)
Kultivierung aus Knochenmarkzellen mit GM-CSF
FIt3-L DCs:

Kultivierung aus Knochenmarkzellen mit rekombi- (Gilliet et al., 2002)
nantem mFIt3-L

Splenozyten primare Milzzellen, kultiviert nach Organhomoge-
nisierung und Erythrozytenlyse

A20 Murine B-Zell Lymphom (Kim et al., 1979)
abgeleitet von einem spontanem retikuldrem Neo-
blastom

RAW 264.7 Murine Monozyten/Makrophagen Leukamiezellli- (Raschke et al., 1978)
nie aus BALB/c Mausen, urspringlich aus Perito-
neum

NIH3T3 Murine Embryonale Fibroblasten Zelllinie ATCC, CRL-1658™
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Zellen/-linien Charakteristika Referenz

HT1080° Humane epitheliale Fibrosarkomazelllinie DSMZ, Braunschweig
(Rasheed et al., 1974)

HT1080 eYFP? Humane epitheliale Fibrosarkomazelllinie, von Prof. Dr. I. Schmitz,
exprimiert stabil das verbesserte eYFP HZ| Braunschweig

HT1080 eGFP? Humane epitheliale Fibrosarkomazelllinie, von Prof. Dr. I. Schmitz,
exprimiert stabil das verbesserte eGFP HZI Braunschweig

*HT1080 Zelllinien wurden zum Einstellen des FACS bzw. zur Kompensation der GFP und YFP Fluoreszenzen verwendet.

Tabelle 2-2: Verwendete Zellen und Zelllinien.

2.3.2 Verwendete MCMV Stamme und Virusmutanten

Virus Promotor/Charakteristika Referenz

MCMV WT C3X, BAC-abgeleitete wt-Rekombinante (Wagner et al., 1999)
MW97.01, wt-MCMV-Eigenschaften
in vitro/in vivo

MCMV GFP MIEP, eGFP im IE2 Lokus von MCMV (Henry et al., 2000)

MCMV Am157 Deletion des m157 Lokus (Bubic et al., 2004)

MCMV Am157 GFP  MIEP, eGFP im deletierten m157 Lokus generiert von PD Dr. A.
Zimmermann

MCMV Am157 MIEP, dsRed-Protein fusioniert mit Mito- generiert von Dr. V.T.K.

dsRed Mito Lokalisationssignal im deletierten m157 Lokus  Le

Tabelle 2-3: Verwendete Stimme und Virusmutanten von MCMV.

2.4 Primer und Antikorper

2.4.1 Oligonukleotide

Die Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) im lyophilisierten Zustand be-
zogen und zur weiteren Verwendung mit H,0 auf eine Endkonzentration von 10uM ein-
gestellt.
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Bezeichnung Primersequenz (5‘— 3‘) Spezifitait
#MuO CCG CAT GCCAAG GCT AGCCTG AAAGATTACC Intron vor J1 Chr. 12
murin, 5'Bereich
#DyL GGAATTCGM TTT TTG TSA AGG GAT CTACTA CTG Exon D3 Chr. 12,
TG 5'Bereich
#14 TCCCTCAAATGA GCCTCCAAAGTCC Intron J4 Chr. 12,
3’Bereich

Tabelle 2-4: Verwendete Primer fiir PCRs, qPCRs und IgH Rekombinationsnachweisen.

2.4.2 Antikorper

Flr durchflusszytometrische und histologische Untersuchungen wurden Antikérper (AK)
der Firmen BD Biosciences (Heidelberg), Jackson Immuno Research (Suffolk, UK),
SantaCruz (Heidelberg), BioLegend (Uithoorn, Niederlande), Abcam (Cambridge, UK),
BMA (Augst, Schweiz), eBioscience (San Diego, USA), AbD Serotec (Disseldorf) und
Chemicon/Millipore (Schwalbach) bezogen und in austitrierten Konzentrationen ver-
wendet (Tabelle 2-5).

Antikorper Klon Fluorochrom/Konjugat Verwendung Bezugsquelle
Esel a Hase polyklonal unkonjugiert Histologie Jackson
Immuno Re-
search
Esel a Ziege polyklonal unkonjugiert Histologie Jackson
Immuno Re-
search
Ziege a Ratte polyklonal unkonjugiert Histologie Jackson
Immuno Re-
search
aCD3e 145-2C11 PerCPCy5.5 FACS BD Biosciences
aCD8al 53-6.7 PeCy7 FACS BD Biosciences
aCD11b M1/70 APC Cy7 FACS BD Biosciences
aCD11c HL3 APC FACS BD Biosciences
aCD16/CD32 2.4G2 unkonjugiert FACS/Histologie = BiolLegend
aCD19 1D3 PerCPCy5.5 FACS BD Biosciences
aCD45R/B220 RA3-6B2 PerCP/Biotin FACS/Histologie = BD Biosciences
aCD45.1 A20 Biotin FACS BioLegend
aCDA45.2 104 Biotin/PeCy7 FACS BioLegend
aCD49b DX5 PeCy7 FACS eBioscience
aCD197 (CCR7) 4B12 PeCy7 FACS eBioscience
aCD199 (CCR9) Cw-1.2 PeCy7 FACS eBioscience
aF4/80 BMS8 Biotin FACS BioLegend
aGFP Polyklonal unkonjugiert Histologie Abcam
amPDCA-1 JF05-1C2.4.1  Biotin FACS Miltenyi Biotec

Tabelle 2-5: Verwendete Antikérper.

30



Material und Methoden

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung genomischer DNA aus murinen Zellen

Die DNA aus murinen Zellen wurde mittels Qiamp Micro DNA Kit (Qiagen) nach den An-
gaben des Herstellers extrahiert und spektrophotometrisch im Nanodrop analysiert.

2.5.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe zweier spezifischer Primer, die zum 5'-
Ende des gewiinschten DNA-Abschnitts und zum 3'-Ende des entgegengesetzten Strangs
komplementédr sind, wurde die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt. Ein 50ul-
Reaktionsansatz enthielt 10-100ng Matrize (50-200ng genomischer DNA, 2,5U Tag-
Polymerase, 0,1 Volumen 10x Puffer + MgS0,, je 330uM Desoxynukleosidtriphosphat, je
20uM 3’- und 5°-Primer. Die erforderlichen Anlagerungstemperaturen ("Annealing"-
Temperaturen, TA) wurden fiir jedes Primerpaar individuell ausgetestet.

Die Berechnung der Schmelztemperatur der Oligonukleotide erfolgte nach der Formel
von Metabion:

Tw= 64,9+41x(yG+2C-16,4)/(WA+xT+yG+zC)

Das PCR Profil (initiale Denaturierung 94°C 3min, 30x [Denaturierung 96°C 30sek,
Annealing 68°C 1min, Elongation 72°C 1min] finale Elongation 72°C 10min, 4°C «) erfolg-
te im Biometra Cycler.

2.5.3 Auftrennung PCR amplifizierter Fragmente mittels Agarosegele

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden horizontale, nicht-denaturierende Agarosege-
le verwendet, wobei die eingesetzte Agarosekonzentration nach den FragmentgrofRen
gewahlt wurde. Der Gellauf erfolgte in 1x TAE-Puffer mit Ethidiumbromid (1ng/ml) im
Gel, die Proben wurden mit 6x Auftragspuffer (60% Glycerol, 60mM EDTA, 0,09% Brom-
phenolblau, 0,09% Xylencyanol FF) versetzt. Als Langenstandard wurden 500ng der 1kb
Leiter aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstdrke von ~30mA, die
Laufdauer richtete sich nach dem erforderlichen Trennungseffekt. Nach dem Lauf wur-
den die Gele mit Hilfe des BioDoc Analyze Digital (Biometra) ausgewertet.
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2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der Zelllinien und primaren Zellen erfolgte in Petrischalen mit entspre-
chendem Kulturmedium in den dafiir vorgesehenen Inkubatoren in feuchtigkeitsgesat-
tigter Atmosphare mit 5% CO,. Die im Experiment eingesetzte Zell-Passage hing von der
Proliferationsrate der Zellen ab und das Passagieren der Zellen erfolgte in der Regel
zwei- bis dreimal pro Woche. Im Falle von adharent wachsenden Zellen wurde dazu das
Kulturmedium entfernt, die Zellen wurden mit Ca®’/Mg?**-freier Phosphat-gepufferter
Saline gewaschen und fir 5-10min mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05%/0,02% w/v) im
Brutschrank inkubiert. Um das ablésende und zugleich toxisch-wirkende Trypsin zu inak-
tivieren, wurden die abgeldsten Zellen in FKS-haltigem Medium resuspendiert und - be-
zogen auf die Ausgangszellzahl - 1:2 bis 1:10 verdiinnt und in eine neue Kulturflasche
Uberfihrt. Im Falle von Suspensionszellen wurde der Kulturiiberstand vorsichtig ent-
fernt, die Zellen gleichmaRig im Medium resuspendiert und im Verhaltnis zur Ausgangs-
zellzahl 1:5 bis 1:10 verdiinnt und in eine neue Kulturflasche Gberfihrt. Mit Hilfe der
AusschluRfarbung durch Trypanblau erfolgte die Bestimmung der lebend-Zellzahl in ei-
ner Neubauer-Zahlkammer.

2.6.2 Kryokonservierung und Lagerung eukaryotischer Zellen

Fir die Langzeitkonservierung wurden die abtrypsinierten adhdrent wachsenden Zellen
oder Suspensionszellen bei 1200rpm, 5min, RT zentrifugiert, in Einfriermedium (Kultur-
medium mit Zugabe von 10% FKS und 10% DMSO (Sigma)) resuspendiert und in
Kryoréhrchen Uberfihrt. Die Rohrchen wurden in Isopropanol-gefiillten Einfriercontai-
nern (Nalgene Labware, Rochester, USA) vorerst bei -80°C eingefroren und am folgen-
den Tag in der Gasphase des mit flissigem Stickstoff gefiillten Tanks weiter aufbewahrt.
In einem 37°C warmen Wasserbad wurden die eingefrorenen Zellen zur Rekultivierung
aufgetaut. Um das toxische DMSO zu entfernen, wurden die Zellen langsam mit Kultur-
medium versetzt und zentrifugiert (1200rpm, 5min, 4°C). Das Zellpellet wurde in Kultur-
medium resuspendiert und die Zellsuspension in Kulturflaschen oder Petrischalen Gber-
flhrt.

2.6.3 Generierung GM-CSF haltigen Mediums zur DC Differenzierung

Die murine Myelom Zelllinie P3X63/0-GM-CSF wurde fiir die Generierung von GM-CSF
haltigem Medium verwendet. Dazu wurden 2x10° der Suspensionszellen mit 50m| Me-
dium in einer T175 Zellkulturflasche ausgesat. Der Kulturiiberstand wurde nach 7 Tagen
geerntet und durch Zentrifugieren (15min, 4°C, 3000rpm) von Zellriickstanden gesau-
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bert. Nach Sterilfiltration (0,2um Filter) wurde der Uberstand bei -80°C gelagert. Das
Austesten des GM-CSF-haltigen Uberstandes erfolgte an Knochenmarkszellen, die mit
unterschiedlichen Konzentrationen des GM-CSF Uberstandes kultiviert wurden. An-
schlieBend wurde der Aktivierungsstatus mittels FACS analysiert.

2.6.4 Differenzierung myeloider Zellen aus dem murinen Knochenmark

2.6.4.1 Praparation von Zellen aus dem Knochenmark

Zur Gewinnung von myeloiden Zellen aus dem Knochenmark wurden den Tieren Femur
und Tibia entnommen. Nach Entfernen des umliegenden Muskelgewebes wurden die
Knochen 5min in 70%igem EtOH desinfiziert und anschlieend mit PBS gewaschen. Die
Epiphysen wurden von den Diaphysen mit einer sterilen Schere abgetrennt und das Kno-
chenmark mittels einer 26 Gauge Kanile mit Medium aus der Markhéhle gespult und in
eine Petrischale Gberfiihrt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurde das Kno-
chenmark resuspendiert und nach anschlieender 3min Inkubation mit Erythrozyten-
Lysepuffer bei RT von Erythrozyten befreit. Nach Abstoppen der Lysereaktion mit Medi-
um wurden die Zellen abzentrifugiert (5min, 4°C, 1200 rpm) und das Zellpellet in fri-
schem Medium resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer Neubauer
Zdhlkammer. Die Knochenmarkszellen wurden zu myeloiden Zellen differenziert (vgl.
2.6.4.2,2.6.4.3).

2.6.4.2 Differenzierung von GM-CSF DCs

Fir die Generierung von GM-CSF DCs wurden 2x10° Knochenmarkszellen (vgl. 2.6.4.1)
auf einer sterilen unbeschichteten 10cm Petrischale ausgesat. Nach der Zugabe von
10ml frischem Medium am Tag 3 der Differenzierung und dem Austauschen von 10ml
Medium am Tag 6 waren die Zellen 8 Tage nach Kulturbeginn ausdifferenziert. Die Ernte
sowohl adhdrenter als auch in Suspension befindlicher Zellen erfolgte nach 20min Inku-
bation bei 4°C durch Abkratzen der Zellen unter Zuhilfenahme eines Zellschabers. Im
Anschluss an die Zellzahlbestimmung wurden die Zellen fiir nachfolgende in vitro Versu-
che eingesetzt.

2.6.4.3 Differenzierung von Fit3-L DCs

Zur Generierung und Differenzierung wurden 2x10” Knochenmarkszellen in 10m| Medi-
um (vgl. Tabelle 2-1) auf einer 10cm sterilen unbeschichteten Petrischale ausgesat. Am
Tag 5 der Differenzierung erfolgte die Supplementation von 5ml frischem Kulturmedium.
8-9 Tage nach Kulturbeginn waren die Knochenmarkszellen zu DCs ausdifferenziert, und
die Zellen wurden wie bereits beschrieben (vgl. 2.6.4.2 ) geerntet. Die Zellen wurden
anschliefend in in vitro Experimenten eingesetzt.
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2.7 Immunologische Methoden

2.7.1 Organentnahme

Die adulte Versuchsmaus wurde durch zervikale Dislokation schmerzfrei getétet und die
Operationsstelle mit 70%igen EtOH desinfiziert. Milz oder Knochen wurden semisteril
entnommen.

2.7.2 Herstellung von Einzel-Zell-Suspensionen aus der Milz zur FACS
Analyse

Die entnommene Milz wurde in eine 5cm Petrischale Uberfiihrt und 3ml
Organverdaupuffer an mehreren Stellen mit einer Kanile injiziert. Die Milz wurde unter
Zuhilfenahme einer Pinzette grob zerkleinert und fur 30min bei 37°C inkubiert. Durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurde die verdaute Milz weiterhin homogenisiert,
zum Stoppen des Verdauungsprozesses mit FACS-Puffer versetzt und die Zellen (5min
4°C 1200rpm) pelletiert. Die Erythrozyten wurden durch Zugabe des Erythrozyten-
Lysepuffers innerhalb weniger Minuten entfernt. Nach Abstoppen der Lysereaktion und
Pelletieren der Zellen wurden diese durch ein steriles 0,2um Filtersieb gegeben und de-
ren Zellzahl bestimmt.

2.7.3 Zellseparation mittels MACS

Die Zellseparation mittels MACS beruht auf der spezifischen Markierung von Zellen mit
Antikorpern, die mit kleinen Magneten (Beads) gekoppelt sind. Zur Aufbereitung der
Proben wurden zunachst alle auf den Zellen befindlichen Fc-Rezeptoren mit aCD16/32
blockiert und bei 4°C fir 20min inkubiert. Die Wahl der einzusetzenden Zellzahl richtete
sich nach dem Fassungsvermogen der Magnetsdaule und dementsprechend wurde die
Menge der Fc-Blocks bzw. AK angepasst. Nach dem Waschen der Zellen mit MACS-Puffer
(aquivalent zum FACS-Puffer) wurden die Zellen mit Primarantikorper gewiinschter Spe-
zifitat bei 4°C fur 30min inkubiert. Je nach Verfiligbarkeit wurden Antikorper direkt mit
einem Magnet-Bead gekoppelt oder SA-Magnet-Beads fiir biotinylierte Primarantikdrper
verwendet. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in definierter Menge MACS-
Puffer aufgenommen und (iber die magnetische Saule gegeben. Sowohl die Negativfrak-
tion bei angelegtem Magnetfeld als auch die Positivfraktion nach Entfernung des Mag-
netfeldes wurden aufgefangen und zur weiteren Analyse verwendet.
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2.7.4 Durchflusszytometrische Analysen

Die Methode der Durchflusszytometrie basiert auf der Grundlage von Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften der zu analysierenden Zellen. Bei dieser Methode werden
fluoreszenzmarkierte Zellen in einen Flussigkeitsstrahl vereinzelt. Bei der Passage meh-
rerer Laserstrahlen emittieren sie dabei vom Laser angeregtes Licht einer bestimmten
Wellenldnge, welches durch sensible Photomultiplier (PMT) detektiert werden. Parame-
ter wie Lichtstreuung, die sowohl die GréBe und Granularitdt der passierenden Zellen
erfassen, und auch die Emission der an die AK gekoppelten Fluorochrome werden durch
die Photomultiplier registriert.

Fluorochrom Ex Laser [nm] Expy., [nm] Emp,, [nm]

eYFP 488 514 527
eGFP 488 488 507
dsRed 488 558 583
FITC 488 494 520
PE 488 496 578
APC 635 650 660
Alexa647 635 650 668
PerCP Cy5.5 488 482 695
PeCy7 488 496 785
APC Cy7 635 650 785
AmCyan (DAPI) 405 457 491

Tabelle 2-6: Ubersicht der verwendeten Fluorochrome mit den Maxima (Max) der Exzitation (Ex) und
Emission (Em) [nm] in FACS Analysen.

Die Wellenlangen der Emissionsmaxima wurden dem Fluorochrome Reference Chart von BD Biosciences entnommen
(http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/spectrumguide/index.jsp, letzter Aufruf am 24.01.2013), die
Angaben von eGFP und eYFP entstammen aus Shaner et al. (2005).

Durch eine geeignete Kombination der Fluoreszenzfarbstoffe ist eine simultane Analyse
multipler Oberflachenmarker moglich. Voraussetzung ist die technische Ausstattung
bezlglich der Laser und PMTs des Durchflusszytometers, die die Emissionsspektren ge-
trennt voneinander detektieren. Unter Verwendung der entsprechenden Filter kdnnen
auch in ihrem Expyax dhnliche Fluorochrome wie eYFP und eGFP voneinander getrennt
und simultan detektiert werden.

2.7.4.1 FACS Analyse von Fluoreszenz-markierten Zellen

Zunéchst erfolgte das Blocken aller Fc-Rezeptoren auf den Zellen mit aCD16/32. Danach
wurden 2x10’ Zellen der aufgearbeiteten Milz in 100ul FACS-Puffer versetzt und mit ent-
sprechenden Antikdrpern (direkt Fluorochrom konjugiert und einem biotinylierten Pri-
marantikorper) fir 20min bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit 2ml FACS-
Puffer und anschlieBender Zentrifugation (5min, 4°C, 1200rpm) erfolgte die Inkubation
des Sekundar-Antikorpers (SA-Fluorochrom) in 100ul FACS-Puffer bei 4°C fiir 20min. Da-
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rauf wurden die Zellen erneut gewaschen, von Uberschissigen AK befreit und fir die
durchflusszytometrische Messung in ~400-500ul FACS-Puffer (unter Zugabe von DAPI)
aufgenommen. Die FACS Analyse wurde am FACS Canto Il ausgestattet mit der Diva
Software der Firma BD Biosciences durchgefiihrt. Alle verwendeten Antikdrper wurden
in austitrierten Konzentrationen verwendet und bei Dunkelheit inkubiert.

2.7.4.2 Zellseparation mit Hilfe des FACS Aria |

Mit Hilfe der Zellseparation lassen sich einzelne Zellen voneinander trennen. Dieses
Durchflusszytometer verfiigt liber eine zusatzliche Sortiervorrichtung, die es nach einer
laserbasierten Charakterisierung der Zellen ermdglicht, die im Probenstrahl befindlichen
Zellen einem einzelnen Tropfen zuzuordnen. Beim Tropfenabriss werden die im Tropfen
befindlichen Zielzellen elektrostatisch aufgeladen, sodass diese im elektrischen Span-
nungsfeld durch elektrische Impulse abgelenkt und separiert werden kénnen. Die Aufar-
beitung der Proben fiir die Zellseparation mittels Sort Aria | (BD Biosciences) erfolgte
analog zu denen der FACS Analyse von Oberflachenantigenen. Zur Erhéhung der Rein-
heit separierter Zellen wurden die Gates vor Sortbeginn stringent festgelegt.

2.7.4.3 Analyse generierter FACS-Daten

Die Software FlowJo (Tree Star, Ashland, USA) wurde zur Analyse generierter FACS-
Daten verwendet. Zur Darstellung einzelner zellularer Charakteristika wurden 2-
dimensionale Konturdiagramme (Contour-Plots) gewahlt, bei denen die Zellen gleicher
Eigenschaften bei erhohter Zellzahl als topographische Hohenlinie visualisiert werden.
Das Setzen von Auswertequadranten oder -gates ermdoglicht eine elektronische Vorse-
lektion der Zielpopulation. Auf diese Weise wurden in der vorliegenden Arbeit die ex
vivo zu analysierenden Zellen elektronisch vorselektiert, indem zunachst die Dubletten
Uber Hohe- gegen Weite-Vorwartsverteilung sowie tote Zellen durch eine positive DAPI-
Farbung ausgeschlossen wurden. T- und B-Zellen konnten durch eine positive
CD3¢/CD19 Markierung von den {brigen Zellen diskriminiert werden. Tote Zellen (DAPI)
wurden ebenfalls in in vitro generierten myeloiden Zellen ausgeschlossen und anschlie-
RBend auf die charakteristischen Zelloberflichenmarker gegatet. Fir GM-CSF ebenso wie
fiir FIt3-L DCs wurden die spezifischen Marker CD11c, CD11b und B220 zur Diskriminie-
rung verwendet.

2.7.5 Immunhistochemie

2.7.5.1 Praparation von Geweben

Zur Anfertigung von Gewebeschnitten wurden die Organe nach der Prdparation zu-
nachst in 4% PFA Losung fixiert (pro cm Schichtdicke 1h Inkubation bei RT). Danach wur-
de den fixierten Organen UN durch Inkubation in 30% Succroselésung das Wasser entzo-
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gen. Das Einbetten der Organe erfolgte in Einbettmedium (Tissue Tek). Diese wurden
dann in auf Trockeneis gekihltem 2-Methybutan eingefroren. Zur langeren Aufbewah-
rung wurden die Gewebe bei -80°C gelagert. Es wurden Gefrierschnitte mit einer Dicke
von 10-12um angefertigt, die vor Beginn der Farbeprozedur zundchst bei -80°C
zwischengelagert wurden.

2.7.5.2 Anfarben zelluldrer Strukturen in Gewebeschnitten

Zu Beginn der Farbung wurden die Organe zur Begrenzung der Farbeldsung mit einem
Fettstift umrandet und die Gewebeschnitte zunachst in PBS fir kurze Zeit rehydriert. Zur
Inhibierung endogener Peroxidasen wurden die Gewebeschnitte mit 1% H,0,, 0,1%
NaNs in PBS 1h bei RT geschwenkt. Alle Farbeprozeduren wurden nachfolgend in einer
feuchten Kammer bei RT im Dunkeln durchgefiuhrt. Unter Beachtung der spezifischen
Antikorper wurden die Gewebeschnitte zur Blockierung unspezifischer Bindestellen mit
2% Fc-Block, 1% Maus-/Ratte-/Esel-/Kaninchen-Normal Serum in TNB behandelt. Endo-
genes Biotin wurde durch einen Avidin/Biotin Block gesattigt. Spezifische Primar- und
Sekundarantikorper sowie Fluorochrom-konjugiertes Biotin-Streptavidin (SA) wurden in
TNB gelost und die Organschnitte 30min inkubiert. Biotinylierte Signale wurden durch
die Verwendung des Tyramid-Kits (Perkin Elmer) verstarkt indem nach erfolgter Bindung
des biotinylierten AK eine 25min Inkubation mit SA-konjugierter Meerrettichperoxidase
(HRP, 1:200 in TNB) erfolgte. Entweder fir Biotin- oder FITC-Konjugate wurde als Ver-
starkungsreagenz Tyramid (1:100, 7min) eingesetzt. Am Ende der Farbeprozedur wurden
die gefarbten Organschnitte mit DAPI beinhaltendem Vectashield eingedeckelt und mit
Nagellack versiegelt. Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgten am Nikon Fluoreszenzmikro-
skop und die Aufnahmen wurden mit Adobe Photoshop CS bearbeitet.

2.7.5.3 Anfertigen von Deckglas- (Coverslip) Praparaten fiir Konfokalmikrosko-
pie

Zur verbesserten Haftung der ausdifferenzierten DCs wurden die Deckgldser zunachst
mit HCI/Silan vorbehandelt. Dazu wurden die Deckglaser in 24 Lochplatten einzeln ver-
teilt und mit 1M NaOH UN bei RT inkubiert. Zur Neutralisierung wurden die Deckglaser
mit 1% HCI, mehrfach mit deionisiertem Wasser und abschlieRend mit Aceton gespilt.
Nach Trocknung der Deckgldaser erfolgte eine 30min Inkubation mit 1% Amino-
propyltrimethoxysilan (in 95% Aceton) bei RT. Im Anschluss wurden die Deckglaser mit
Aceton gewaschen, UN getrocknet und fiir Immunfluoreszenzfirbungen (vgl. 2.7.5.2)
eingesetzt.
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2.8 Virologische Methoden

2.8.1 Generation von MCMV Stocks

Die Herstellung der verwendeten rekombinanten MCMV Mutanten sowie die Herstel-
lung gereinigter MCMV Stocks wurden von Frau Dr. Vu Thuy Khanh Le (Institut fir Viro-
logie, Universitat Disseldorf) durchgefiihrt, und die Virus Stocks fiir unsere experimen-
tellen Zwecke freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Dazu wurden murine embryona-
le Fibroblasten (MEFs) fir 6-9 Tage mit MCMV infiziert und anschlielend die Zellreste
pelletiert (10min 6000rpm). Der Virus beinhaltende Kulturiiberstand wurde fiir 3h,
13000rpm erneut zentrifugiert und das resultierende Virus-Pellet in 10ml Medium
resuspendiert. Nach der Inkubation bei 4°C UN wurde die Virus-Suspension in einem
,Douncer” homogenisiert und anschliefend auf ein Saccharosekissen (15% Saccharo-
se/VSB) pipettiert. Nach erneuter Ultrazentrifugation (1h, 27000rpm, 10°C) wurde das
Virus-Pellet in 3ml 15% Saccharose bei 4°C UN inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Viren resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Zum Erhalt von DIPs wurden die infizier-
ten MEFs mit Hilfe von Proteasen aufgeschlossen und anschlieend derselben
Aufreinigungsprozedur unterzogen.

2.8.2 Infektion mit MCMV in vivo

Fur die intraperitoneale Injektion (i.p.) von M3usen mit MCMV wurden 2x10° Plaque
bildende Einheiten (PFU) in einem Gesamtvolumen von 300ul (verdinnt in PBS) in die
untere Bauchhohle der Maus appliziert. Zur Visualisierung der IFNB Antwort wurde die

mob/mob

Reportermaus (IFNB ) mit einem replikationskompetenten MCMV WT Stamm
(C3X) infiziert. AuBerdem wurde zur eindeutigen ldentifizierung infizierter Zellen ein
rekombinantes Virus, das das griin fluoreszierende Protein eGFP unter der Kontrolle des
humanen MIEP im ie2 Lokus des viralen Genoms exprimiert, fiir die Infektion verwendet
(Henry et al., 2000). So sollte mittels der Durchflusszytometrie die simultane Visualisie-
rung der IFNB Antwort und des Infektionsstatus der Milz von infizierten Mdusen in vivo
Uberpriuft werden. An den angezeigten Zeitpunkten p.i. wurden die Milzen entnommen
und fur durchflusszytometrische bzw. immunhistologische Analysen aufgearbeitet (Abb.
2-1). Wenn nicht anders beschrieben, wurden diese Infektionsbedingungen in den

durchgeflhrten in vivo Experimenten verwendet.
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise zur in vivo Analyse der IFNf
Antwort und des infektiosen Status.

An den angegebenen Zeitpunkten nach intraperitonealer (i.p.) Injektion der 2x10° infektidser Partikel MCMV erfolgte
die durchflusszytometrisch Charakterisierung der IFNB produzierenden Zellen und die Bestimmung der MCMV infizier-
ten Zelltypen in der Milz. Erganzend zu der FACS-basierten Zelloberflichenmarker-Analyse wurden auch immunhisto-
logische Farbungen mittels Fluoreszenzmikroskopie zur Lokalisation der IFNB/YFP" Zellen und der MCMV" Zellen in der
Milz durchgefihrt.

2.8.3 Infektion mit MCMV in vitro

Die MCMV Infektionen wurden mit in vitro generierten Flt3-L bzw. GM-CSF DCs sowie
mit NIH3T3 Zellen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die zu infizierenden DCs in
entsprechenden Loch-Platten ausgeséat (in der Regel 6- oder 12-Loch-Platten). Die zur
Infektion verwendeten NIH3T3 Zellen wurden am Vortag bzw. am selben Tag der Infek-
tion mit entsprechender Zellzahl ausgesat. Nachdem die Virussuspension gemal} der
einzusetzenden MOI (1 oder 3) mit Medium verdiinnt und auf die Zellen gegeben wor-
den war, wurden die Platten 2x 15min bei 800g (2000rpm) bei RT zentrifugiert. Die Inku-
bation der infizierten Zellen fand bei 37°C, 5% CO, statt. Wurden die zu infizierenden
Zellen mit Ganciclovir (Endkonzentration 50uM) behandelt, so erfolgte die Zugabe des
Virostatikums kurz vor der Infektion der Zellen.

2.8.4 Inaktivierung der MCMV viralen Partikel

Zur Generierung nicht-infektioser viraler Partikel wurden die Virus Stocks mit entspre-
chender MOI in 1ml Medium verdiinnt und durch UV-Licht (UV-Crosslinker) inaktiviert.
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2.8.5 Invitro und Transwell Experimente

Die und Transwell Experimente wurden mit in vitro generierten FIt3-L DCs von
IFNB™®/MP cD45.1* (CD45.2") Mausen durchgefiihrt. IFNB™™® ¢DCs dienten als infi-
zierte Monolayer, zu denen anschlieBend entweder direkt oder auf einer Transwell-
membran IFNB™®M® hDCs zugegeben wurden. Dazu wurden 2x10° GM-CSF DCs am Tag
der Infektion in 6-Loch Platten ausgesat und mit MCMV GFP (MOI=3) infiziert (vgl. 2.8.3).
Nach einer zwei stlindigen Vorinfektion wurden auf die infizierten Monolayer (cDC
CD45.2%) pDC CD45.1" direkt oder auf die Transwellmembran gegeben. Die Charakteri-
sierung der IFNB Antwort und der MCMYV infizierten Zellen erfolgte nach 24h durchfluss-
zytometrisch. Die Verwendung kongener CD45 Hintergriinde und stringentes elektroni-
sches Vorgaten auf CD45.1" DCs erlaubte eine exakte Diskriminierung zwischen infizier-
ten IFNB™M ¢DCs (cDC CD45.2%) und IFNR™Y™® Flt3-L generierten pDCs (B220°
CD45.1" bzw. CD11b* CD45.1%). Die Transwellmembran mit einer PorengréRe von 0,4pum
erlaubte eine Diffusion viraler Partikel und I6slicher Faktoren, die Membran verhinderte
jedoch Zell-Zellkontakte zwischen beiden Kulturen.

Ko-Kultur Transwell
IFNB™ebimeb nDC (CD45.1+)

IFNBmeb/mob pDC (CD45.1°) Transwellmembran

Kammer mit Medium Kammer mit Medium

IFNBmob/mob cDC (CD45.2+) IFNBmeb'meb cDC (CD45.2%)

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Analyse der IFNB Produktion und MCMV Infektionsstatus unter
Ko-Kulturbedingungen (linke Seite) und im Transwell System (rechte Seite) in vitro.

2.9 Tierversuche

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemal® des Tier-
schutzgesetzes §8 und wurden vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz NRW der Bezirksregierung Disseldorf genehmigt. Alle Kontrolltiere (C57BL/6) fir
die Tierversuche wurden von Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen und
waren bei Versuchsbeginn ca. 8-10 Wochen alt.
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2.9.1 Versuchstiere

In einem spezifiziert pathogen-freien (SPF)-Bereich der Tierversuchsanlage der Universi-
tit Diisseldorf wurden die verwendeten Miuse gehalten und geziichtet. Die IFNp™*/™mP
Mause waren zum Zeitpunkt der Arbeitsaufnahme mindestens 10 Generationen auf den

C57BL/6 Hintergrund zurlickgekreuzt (vgl. Tabelle 2-7).

Mauslinie Details/Genotyp Hintergrund Referenz

IFNBY/*t WT Méuse, CD45.2" (CD45.1) C57BL/6

IFN™oE/mob IFNB Reportermaus, CD45.2* (CD45.1) C57BL/6 (Scheu et
al., 2008)

IFNBmOb/mOb mob/mob

R Verkreuzung von IFNf Mausen mit dem

CD45.1 C57BL/6
i B6.SJL-Ptprc<a> Pepc<b>/BoyJ Stamm

(CD45.2)

Tabelle 2-7: Verwendete Mauslinien.

2.9.2 Die IFNB Reportermaus

Zur Analyse der IFNB Antwort im viralen Infektionsmodell von MCMV wurde die bereits
2008 beschriebene Reportermaus verwendet (Scheu et al., 2008). In dem IFNB Repor-
terallel wurde eine fir das verbesserte gelb fluoreszierende Protein (eYFP) kodierende
Expressionskassette mit separater IRES (interne ribosomale Eintrittsstelle) bicistronisch
mit dem endogenen ifnb Lokus gekoppelt. Zur Vermeidung einer Dysregulation der IFNJ
Produktion wurden sowohl die Expressions-Kontrollelemente als auch die
Polyadenylierungssignale des endogenen ifnb erhalten (Scheu et al., 2008). Bei Expressi-
on des Reporter-Allels, das im Folgenden als mob fiir ,messenger of interferon beta”
bezeichnet wird, wird neben IFNJ simultan der Fluoreszenzmarker eYFP exprimiert.
Waéhrend das Zytokin sekretiert wird, akkumuliert das eYFP im Zytoplasma der Zelle und
ermoglicht den Nachweis IFNB produzierender Zellen mittels durchflusszytometrischer
und immunbhistologischer Methoden. Erfolgte die Stimulation von IFNB durch die Infek-
tion des rekombinanten MCMV GFP, verbleibt eGFP analog zu eYFP im Zytoplasma der
Zelle. Zu Beginn der experimentellen Arbeiten war die IFN[3 Reportermaus bereits gene-
riert und auf den Hintergrund des Mausinzuchtstammes C57BL/6 zuriickgekreuzt (Abb.
2-3).
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der IFN
fektionsmodell von MCMV.

Reportermaus im viralen In-

Ergdnzt nach Dresing (2010).
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3  Ergebnisse

Obwohl viele TLRs dhnliche Signalwege aufweisen, erfolgt die resultierende Immunant-
wort auf bestimmte PAMPs in Abhdngigkeit von den spezifisch TLR-assoziierten Adap-
terproteinen, die die nachfolgende Signalkaskade modulieren. TLR9 wird von pDCs in
den endosomalen Kompartimenten exprimiert und vermittelt die Erkennung von CpG
ODNs und einigen Viren wie z.B. MCMV in einer MyD88-abhangigen Weise (Krug et al.,
2004a). Wahrend nach Stimulation der IFNB/YFP Reportermause mit dem TLR3 Agonis-
ten Poly(l:C) eine 0,9%ige Frequenz IFNB/YFP exprimierender cDCs festgestellt werden
konnte, ergab sich nach Stimulation mit den TLR9 Agonisten CpG oder der Infektion mit
MCMV eine deutlich geringere Anzahl IFNB/YFP produzierender pDCs, die sich an den T-
und B-Zell Zonen der Milz positionierten (Scheu et al., 2008). Obwohl in beiden Organen
eine produktive virale Replikation beschrieben ist, wurde nach MCMV Infektion neben
der Leber insbesondere in der Milz die héchste Typ | IFN Antwort ermittelt (Schneider et
al., 2008). Aus diesem Grund lag der Focus der nachfolgenden in vivo Experimente in

erster Linie auf IFNB/YFP exprimierenden Splenozyten.

3.1 Charakterisierung der IFN3 Antwort von MCMV infizierten
IFNB/YFP Reportermdusen in vivo

3.1.1 pDCs sind die exklusiven IFNB Produzenten 6h und 48h nach
MCMV Infektion in vivo
Im MCMV Infektionsmodell wurde zunachst 36h p.i. die Mehrzahl der IFNB produzieren-
den Zellen in ex vivo Experimenten in der Milz indirekt durch gPCR und GeneChip Analy-
sen als pDCs identifiziert (Zucchini et al., 2008a). Andere Studien erweiterten diesen Be-
fund und bestimmten auf mMRNA-Ebene die Milz als Hauptorgan der IFNa/B Antwort zwi-
schen 4 und 96h p.i., wobei die IFNB Produktion einen biphasischen Charakter zeigte,
der mit der viralen Genexpression korrelierte (Schneider et al., 2008). Zu diesem Zeit-
punkt blieb dennoch die Frage unbeantwortet, welche Zellen fiir die IFNB Produktion in
vivo im zeitlichen Verlauf der MCMV Infektion verantwortlich gemacht werden konnten.
Mit der Annahme, dass neben Makrophagen vor allem ¢cDCs mit MCMV infiziert werden

und so den eigentlichen Replikationsort des Virus darstellen (Dalod et al., 2003), sollten
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ferner die mit MCMV infizierten Zelltypen wahrend der Infektabwehr definiert werden.

mob/mob

Zur Visualisierung der IFNB Antwort wurde die Reportermaus (IFNP ) mit dem
MCMV Stamm C3X (entspricht phanotypisch MCMV WT) (Wagner et al., 1999) infiziert.
Aullerdem wurde zur eindeutigen Identifizierung infizierter Zellen ein rekombinantes
Virus, das das grin fluoreszierende Protein eGFP unter der Kontrolle des humanen
MIEPs im ie2 Lokus des viralen Genoms exprimiert (entspricht MCMV GFP), fiir die Infek-
tion verwendet (Henry et al., 2000). So sollte mittels der Durchflusszytometrie die simul-
tane Visualisierung der IFNB Antwort und der infektiése Status in der Milz von mit
MCMV infizierten IFNB™™® M3usen in vivo iiberpriift werden (vgl. 2.8.2, Abb. 2-1).

Als Zytokin der friihen antiviralen Immunantwort wird IFNB rasch nach Infektion mit
Viren induziert. Aus diesem Grund wurde zunachst die IFNf Antwort zu einem friihen
Zeitpunkt nach MCMV Infektion durchflusszytometrisch bestimmt. Wie erwartet konnte
in der Milz von WT Tieren nach 6h MCMV WT Infektion keine IFNB/YFP Expression nach-

mob/mob M3 ysen da-

gewiesen werden (Abb. 3-1, A, obere Reihe). In den infizierten IFNB
gegen konnte eine Frequenz von ~0,04% IFNB/YFP® Zellen detektiert werden. Die
IFNB/YFP* Zellen hatten ein intermediires Expressionslevel von CD11c und exprimierten
den Aktivierungsmarker CD8a. Zudem zeigten die IFNB/YFP sekretierenden Zellen ein
hohes Expressionsniveau von mPDCA-1 (CD317, BST-2) und konnten dadurch den pDCs
zugeordnet werden.

Die mit MCMV infizierten Zellen wiesen nach MCMV Infektion fast ausschlieflich einen
Oberflichenmarkerprofil von CD11c™ CD8a” mPDCA-1" auf, sodass diese Zellen den
pDCs zugeordnet werden konnten. Infizierte cDCs konnten zu diesem Zeitpunkt der In-
fektion lediglich marginal festgestellt werden. Zur anschaulicheren Darstellung der
IFNB/YFP* und MCMV" Zellen wurden diese in verschiedenen Auswertefenstern mit den
fiir DC typischen Oberflaichenmarkern gegeneinander aufgespannt und den Gbrigen Zel-

len (iberlagert (Abb. 3-1, B). Zu diesem Zeitpunkt der Infektion waren keine IFNB/YFP*
pDCs gleichzeitig mit MCMV infiziert (Abb. 3-1, A, B).
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Abb. 3-1: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Dendritischen Zellpopulation in der Milz von
MCMV infizierten IFNB™® ™ Reportermiusen 6h p.i..

IFNB"™* Mause und IFNB™™® Reportermiuse wurden jeweils mit 2x10° MCMV i.p. infiziert und die Milzen der
infizierten Mause an den angegebenen Zeitpunkten p.i. entnommen wie bereits beschrieben (vgl. 2.8.2). Im Durch-
flusszytometer wurden nach elektronischem Vorgaten auf die angegebenen Zellpopulationen diese beziglich ihrer
Oberflachenmarkerexpression bzw. ihrer YFP und GFP Expression analysiert (vgl. 2.7.4.3). [A] Die dargestellten Plots
zeigen FACS Analysen 6h nach MCMV Infektion fiir die endogene IFNB/YFP Expression (links), die GFP Expression fiir
die infizierte Zellpopulation (Mitte) und die Gegenuberstellung der IFNB/YFP vs. MCMV GFP exprimierenden Zellen
(rechts) von sowohl MCMV WT infizierten IFNBWUWt Proben, die zum Einstellen des Auswertequadranten dienten, als
auch von MCMV GFP infizierten IFNB™”™® Proben. Zur anschaulicheren Darstellung der IFNB/YFP* und MCMV" Zellen
wurden diese in verschiedenen Auswertefenstern mit den DC typischen Oberflichenmarkern gegeneinander aufge-
spannt und den Ubrigen Zellen Gberlagert [B].

Zur Bestimmung der IFNB Produzenten und des infizierten Zelltyps in einer spateren
Infektionsphase von MCMV, nachdem ein Replikationszyklus vervollstandigt war, wurde
zunachst der Zeitpunkt 48h p.i. gewdhlt. Wahrend Zellen aus MCMV GFP behandelten
wt Versuchstieren keine IFNB/YFP Expression aufwiesen, ergaben die durchflusszyto-
metrischen Analysen einen identischen IFNB/YFP Phanotyp in der Milz von MCMV GFP
infizierten Mdusen wie zuvor beobachtet am Zeitpunkt 6h p.i.. Nach Ausschluss von T-
und B-Zellen konnten etwa 0,1% der gemessenen Splenozyten als aktivierte IFNB produ-
zierende pDCs identifiziert werden. Hochgerechnet auf die Gesamtzellzahl einer Milz
(~108 Zellen) produzierten ~6000 Zellen IFNP. Diese Zellen exprimierten ein intermedia-
res bzw. hohes Niveau von CD11c und mPDCA-1" und wiesen ebenfalls die fiir pDC typi-

sche Lage innerhalb der CD11c-mPDCA-1 Verteilung auf (Abb. 3-2, A, C).
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Uberraschenderweise zeigte sich innerhalb der infizierten Zellpopulation 48h p.i. ein
dichotomer Phanotyp. Es lieBen sich nach MCMV Infektion zum Einen Zellen wie zuvor
bei 6h p.i. beobachten mit dem Oberflichenmarkerprofil CD11c™ CD8a” mPDCA-1%, die
hierdurch den pDCs zugeordnet werden konnten, detektieren, zum Anderen wurden
auch Zellen, die CD11c" cD8a* mPDCA-1" waren und sich als ¢cDCs darstellten, durch-
flusszytometrisch als infiziert ermittelt (Abb. 3-2, A, C). Es handelte sich bei den infizier-
ten pDCs abermals um eine weitere distinkte pDC Subpopulation, die sich von den IFN(
produzierenden pDCs unterschieden, da keine dieser Zellen simultan mit MCMV infiziert
waren (Abb. 3-2, B). Insgesamt waren ~0,03% der Splenozyten mit MCMV infiziert, was
einer Gesamtzellzahl von ~4500 Zellen pro Milz entsprach. Daneben zeigte sich, dass
diese pDCs gegentliber cDCs effizienter mit MCMV infiziert waren, was sich in einer er-
héhten MFI (Mean Fluorescence Intensity) widerspiegelte.

Die alleinige Identifizierung von pDCs durch die Marker CD11c und B220 ist nicht ganz
unproblematisch, da beide Marker auch auf anderen Leukozytenpopulation einschlieR-
lich NK Zellen zu finden sind (Blasius et al., 2007; Robbins et al., 2008; Vosshenrich et al.,
2007). Auch der oft verwendete typische pDC Marker mPDCA-1/BST-2 wird z.Zt. kritisch
diskutiert, denn dieser wird nach Aktivierung auf einigen Plasmazellen hochreguliert und
ist demnach fir eine alleinige einwandfreie Identifizierung muriner pDCs nur bedingt zu
gebrauchen (Blasius et al., 2006). Eine Diskriminierung von DCs zu Natdirlichen Killer Zel-
len (NK Zellen, CD49b" CD11b"), T- und B-Zellen (CD3g/19%) sowie zu Makrophagen
(F4/80" CD11b%) ergab zu keinem analysierten Zeitpunkt nach MCMV Infektion eine Be-
teiligung dieser Zellpopulationen hinsichtlich ihrer IFNB Produktion und Infektion (bei-
spielhaft gezeigt bei 48h p.i., Abb. 3-2, B). Zu allen Zeitpunkten der Infektion konnte
durch Riickgaten der IFNB/YFP" Zellen zweifelsfrei bewiesen werden, dass es sich bei
den IFNB/YFP" Zellen um einen aktivierten pDCs Phinotyp handelte, der neben einer
hohen mPDCA-1 Expression auch die typische Lage innerhalb der CD11¢c-CD11b, CD11c-
B220 und CD11b-B220 Verteilung aufwies (Abb. 3-2, C).
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Abb. 3-2: Analyse der IFNB/YFP und MCMV GFP Expression in der Milz von MCMV infizierten IFNp™* ™"
Reportermausen in vivo 48h p.i..

IFNB** Mause und IFNB™”™® Reportermause wurden jeweils mit 2x10° MCMV GFP i.p. infiziert und die Milzen der
infizierten Mause bei 48h p.i. entnommen wie bereits beschrieben (vgl. 2.8.2). [A] Die dargestellten Auswertefenster
zeigen FACS Analysen 48h p.i. exemplarisch einer IFNB™” ™" Reportermaus fiir die endogene IFNB/YFP (obere Reihe)
und die GFP Expression fiir die tatsachlich infizierte Zellpopulation (untere Reihe) gegen die angegebenen Marker
nach elektronischem Vorgaten auf die angegebenen Zellpopulationen. [B] Darstellung der durchflusszytometrischen
Analyse der IFNB/YFP und MCMV GFP Expression nach elektronischem Vorgaten auf die angegebenen Zellpopulatio-
nen (vgl. 2.7.4.3). Die Analysegates wurden anhand der entsprechenden IFNBWVWt Referenz angepasst. [C] Gegeniber-
stellung der IFNB/YFP vs. MCMV GFP exprimierenden Zellen von IFNB™™® Proben. Zur anschaulicheren Darstellung
der IFNB/YEP" und MCMV® Zellen wurden diese in verschiedenen Analysefenstern mit den fiir DC typischen Oberfla-
chenmarkern gegeneinander aufgespannt und den iibrigen Zellen tiberlagert.

Die Daten belegen, dass 6h und 48h nach MCMV Infektion pDCs die exklusiven IFNf
produzierenden Zellen sind. Zum friihen Zeitpunkt der Infektion waren hauptsachlich
pDCs mit MCMV infiziert, wohingegen nach Vollendung eines vollstdandigen Infektions-
zyklus mehr c¢DCs als pDCs mit MCMYV infiziert sind. An keinem der gemessenen Zeit-

punkte waren IFNB produzierende pDCs simultan mit MCMV infiziert.
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3.1.2 Die IFNB Induktions- und MCMV Infektionskinetik in vivo ist bipha-
sisch

Basierend auf der initialen Beobachtung, dass pDCs die Hauptproduzenten fiir IFNB im
verwendeten Reportermausmodel an den Infektionszeitpunkten 6 und 48h p.i. darstell-
ten, sollte in Anlehnung an den bereits beschriebenen biphasischen Verlauf der IFNB-
und MCMV-Transkripte und zum besseren Verstandnis der IFNB Rolle wahrend einer
MCMV Infektion in vivo eine Determinierung sowohl der IFNB Produzenten als auch der
MCMV infizierten Zelltypen im zeitlichen Verlauf erfasst werden. Zu diesem Zweck wur-
de die Kinetik der MCMV Infektion zwischen 4h-7d in vivo erweitert und die Frequenzen
der durchflusszytometrisch ermittelten IFNB/YFP* und MCMV" Zellen graphisch darge-
stellt (Abb. 3-3). Fir keinen der gemessenen Zeitpunkte konnte in infizierten IFN[3Wt/Wt
bzw. naiven IFNB™™® Msusen IFNB/YFP* Zellen detektiert werden.
In der Milz von MCMV infizierten Reportermdusen konnte bereits 4h nach MCMV Infek-
tion eine IFNB/YFP Expression mittels FACS nachgewiesen werden. Der erste Hohepunkt
der IFNB Produktion war bei 6h p.i. zu verzeichnen. Die Frequenz der IFNB/YFP" Zellen
fiel nach diesem initialen Hohepunkt auf 0,01% ab, um nachfolgend die hochste Fre-
quenz der IFNB/YFP* Zellen 48h p.i. zu erreichen. Zwei Tage (48h) nach Beginn der
MCMV Infektion war die maximale IFNB Antwort in der Milz mit ~0,05% IFNB/YFP" Zell-
frequenz erreicht, und diese fiel bis 7d p.i. auf eine IFNB/YFP* Zellfrequenz von 0,002%
ab (Abb. 3-3, A).
Die Analyse der infizierten Zellen erbrachte ein vergleichbares Resultat hinsichtlich des
biphasischen Charakters des IFNB Verlaufes. Die Infektion etablierte sich im Laufe der
ersten 24h p.i. und erreichte an diesem Zeitpunkt den ersten Hohepunkt, bei dem sich
~0,05% als MCMV GFP* Zellen darstellten. Die Frequenz der MCMV GFP* Zellen fiel in-
nerhalb der folgenden 48h p.i. rapide ab, um bei 96h p.i. einen letzten ~0,01% Peak
wahrend der gemessenen 7d zu erreichen (Abb. 3-3, B). Eine Gesamtbetrachtung der
absoluten Zellzahlen korrespondierte mit den ermittelten Zellfrequenzen fiir IFNB/YFP*

und MCMV" Zellen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-3: IFNB Induktions- und MCMV Infektionskinetik in vivo ist biphasisch.

Gezeigt sind die Balkendiagramme der Prozentsitze IFNB/YFP" Zellen [A] und MCMV GFP* Zellen [B] innerhalb der
CD11c" Zellpopulation in der Milz aus den durchflusszytometrischen Analysen. Es wurden vier (fiir IFNB/YFP Kinetik)
bzw. zwei (fir die MCMV GFP Kinetik) IFNB™™® Reportermiuse pro Zeitpunkt in die Statistik einbezogen. Die Er-
gebnisse sind als arithmetisches Mittel angegeben, wobei die Streuung der Werte jeweils als Standardfehler der Mit-
telwerte (standard error of mean, SEM) dargestellt ist.

Uber den gesamten zeitlichen Verlauf hin war der pDC Phanotyp der IFNB exprimieren-
den Zellen konstant (beispielhaft gezeigt am Zeitpunkt 48h p.i., (Abb. 3-2, A, C)). Hochge-
rechnet auf die Gesamtzellzahl einer Milz (~10® Zellen) produzierten zum Hohepunkt der
IFNB Antwort ~6000 pDCs das Zytokin IFNB, und ~4500 DCs waren mit MCMV infiziert
(Daten nicht gezeigt).

Innerhalb der kinetischen Studie erwiesen sich in allen durchgefiihrten Experimenten
pDCs als die einzigen IFNB Produzenten innerhalb der CD11c" Zellpopulation, dessen
IFNB Expressionsverlauf einen biphasischen Charakter aufzeigte und mit dem Verlauf der
GFP Expression infizierter Zellen korrelierte. Die Daten belegen aulerdem, dass zum
Hohepunkt der Antwort (48h p.i.) gerade einmal ~6000 pDCs an der Bereitstellung von
physiologisch relevanten Mengen des Zytokins in der antiviralen Immunantwort beteiligt

sind und lediglich ~4500 infizierte DCs zur viralen Last in der Milz beitragen.

3.1.3 Nach MCMV Infektion verstarkt der positive IFNB Riickkopplungs-
mechanismus die IFNB Antwort in pDCs in vivo
Obgleich die Mechanismen fir die fehlende oder reduzierte Replikation von Herpesviren
in pDCs unbekannt sind, wurde bisher deren Unabhangigkeit vom autokrinen IFN | Rick-
kopplungsmechanismus als ursachlich hierfir erachtet. Zur detaillierten Analyse des

autokrinen IFN | Riickkopplungsmechanismus in vivo im Kontext der Immunantwort ge-
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gen MCMV wurden IFNAR** und IFNAR”” M&use mit IFNB™*™® Hintergrund mit MCMV
infiziert und die Milzen 24h p.i. durchflusszytometrisch analysiert. In den Milzen von
IFNB™™® ynd IFNAR” x IFNB™®™® Msusen konnten 24h nach MCMV GFP Infektion
IFNB/YFP* Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3-4, A), jedoch nicht in unstimulierten
IFNB™™® 7ellen (Abb. 3-4, B). Die IFNB/YFP produzierenden Zellen waren in beiden
Mausgenotypen Uberwiegend CD11c™ €D8a" und wurden durch die hohe Expression
von mPDCA-1 den pDCs zugeordnet. Da, wie bereits erwdahnt, mPDCA-1 unter bestimm-
ten Stimulationsbedingungen auf cDCs hochreguliert werden kann (Teixeira et al., 2010),
deutete die Koexpression von B220 auf den IFNB/YFP" Zellen ebenfalls auf pDCs als IFNB
Produzenten hin. Zudem zeigten die IFNB sezernierenden Zellen sich als residente pDCs,
da sie nicht den Migrationsmarker CCR7 (CD197) auf ihrer Oberflache exprimierten
(Abb. 3-4, C).

Wenngleich sich die Verteilung der Zellmarker IFNB/YFP produzierender Zellen in
IFNAR”" x IFNB™ ™ sich nicht dnderte im Vergleich zu IFNB™®™® Zellen, so konnte
indes eine Abnahme der IFNB/YFP* Zellfrequenz in IFNAR” x IFNB™®™® pDCs beobach-
tet werden (Abb. 3-4, A, C; Abb. 3-5, A). Im Hinblick auf die infizierte Zellpopulation
konnte auch hier kein Unterschied bezlglich der Zellmarkerverteilung festgestellt wer-
den. Dementsprechend stellten sich die Zellen sowohl als infizierte cDC als auch als pDC
dar (Abb. 3-4, A). Durch Zuriickgaten der MCMV GFP* Zellen konnte dieser Befund besta-

tigt werden (Abb. 3-4, C). AuRerdem waren zum gréRten Teil infizierte cDCs positiv flr

den Migrationsmarker CCR7 (Abb. 3-4, C).
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Abb. 3-4: Die Charakterisierung der IFNB Antwort und des infektiosen Status nach MCMV Infektion bei
Ein- bzw. Ausschluss des IFNB-IFNAR Riickkopplungsmechanismus in vivo.

IFNAR™* x IFNB™® ™ und IFNAR” x IFNB™™® wurden mit MCMV GFP infiziert und nach 24h die Zellen der Milzen
durchflusszytometrisch analysiert (vgl. 2.7.4, 2.8.2). In [A] dargestellt sind Auswertefenster von MCMV GFP infizierten
IFNB™®™® und IFNAR” x IFNR™”™® Reportermiusen, bei denen die angezeigten Oberflichenmarker gegen
IFNB/YFP (links) und MCMV GFP (rechts) aufgetragen sind. [B] Die Auswertequadranten wurden an die entsprechen-
den IFNB"“"* bzw. IFNAR”" x IFNB™ ™ Kontrollen angepasst. In [C] dargestellt sind FACS Plots, bei denen IFNB/YFP*
und MCMV GFP" (schwarz) separat mit IFNB/YFP" und MCMV GFP Zellen (grau) gegen die angezeigten Marker tiberla-
gert wurden.

Eine statistische Gegenliberstellung der verschiedenen Genotypen machte den quantita-
tiven Unterschied deutlich, dass ein Ausschluss des IFN Riickkopplungsmechanismus
eine Reduktion der IFNB Antwort um ca. das zwei-fache (Abb. 3-5, A, links) bei gleichzei-
tiger Erhohung der Frequenz infizierter Zellen zur Folge hatte (Abb. 3-5, A, rechts). Ein
charakteristischer Vergleich beider infizierter Zelltypen veranschaulichte eine ca. zwei-
fach vermehrte Infektion von cDCs gegeniiber pDCs bei Abwesenheit des IFNAR Riick-
kopplungsmechanismus. Darliber hinaus waren nach Eliminierung des IFNA-Rezeptors

ca. drei-fach weniger pDCs mit MCMV infiziert als cDCs (Abb. 3-5, B).
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Abb. 3-5: Statistische Analyse der IFN und MCMV Expression 24h p.i. in Reportermdusen mit IFNAR
bzw. IFNAR”" Hintergrund in vivo.

[A] zeigt die statistische Auswertung der IFNB Antwort (links) und der infizierten Zellen (rechts) in IFNB™”™® und
IFNAR” x IFNB™™® M3usen. In die Berechnung wurden zwei bzw. drei infizierte Miuse einbezogen. In [B] ist die
quantitative Verteilung der MCMV infizierten pDC (rot) und cDC (blau) Populationen in einem Balkendiagramm von
der aus Abb. 3-4 gewonnenen Daten dargestellt. Angegeben ist jeweils das arithmetische Mittel, wobei die Streuung
der Werte jeweils als Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean, SEM) dargestellt ist.

Dieses Experiment demonstriert den positiven Einfluss des IFNB Riickkopplungsmecha-
nismus in pDCs, dessen Abwesenheit eine Reduktion der IFNB Produktion in pDCs zur
Folge hat, jedoch keinen vollstandigen Verlust der IFNB Antwort nach sich zieht. pDCs
sind fur eine antivirale IFNB Produktion nicht essentiell auf die IFNB Rickkopplungs-
schleife in vivo angewiesen, diese hat jedoch einen verstarkenden Einfluss. Die Abwe-

senheit des IFN | Rezeptors erlaubt eine verstarkte virale Replikation vor allem in

MCMV" cDCs.

3.1.4 IFN sezernierenden pDCs sind 48h nach MCMV Infektion an der
T-/B-Zell Zone der weiRen Pulpa lokalisiert
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe erlaubten eine Bestimmung IFNB exprimierender pDCs
nach in vivo Stimulation mit dem molekularen pathogenen Bestandteil CpG. Zwischen 6

und 24h nach Injektion des TLR Agonisten waren IFNB" pDCs in den T-Zell Zonen der Milz
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lokalisierten und konnten mit einer sehr geringen Frequenz nachgewiesen werden. In
vivo Infektionen mit MCMV bestatigten diese Befunde und beschrieben wenige IFN
exprimierende pDCs 12h p.i. positioniert an der T- und B-Zell Zone der weien Pulpa
(Scheu et al., 2008).

Zur Visualisierung der IFNB/YFP® Zellen im zelluliren Gewebekontext der Milz von
MCMV infizierten Mausen zum Zeitpunkt der hochsten IFNB Antwort in der Milz (48h
p.i.) wurden Immunfluoreszenzpraparate angefertigt und mikroskopisch analysiert. In
Milzen von mit MCMV WT infizierten IFNBWt/Wt Mause waren keine IFNB/YFP-Signale
detektierbar (Abb. 3-6, A). IFNB/YFP" Zellen waren hauptsichlich in der T- und B-Zell
Zone der weiRen Pulpa der Milz lokalisiert, wobei auch einige IFNB/YFP" Zellen in der
roten Pulpa positioniert waren. Aufgrund ihrer Koexpression mit B220, der vor allem auf
B-Zellen, aber auch auf pDCs exprimiert wird, wiesen sie einen pDC-Phanotyp auf (Abb.
3-6, B, 20x VergroRerung). Der beschriebene Umbau der T- und B-Zell Zonen (Benedict
et al., 2006) war in diesen Praparaten anhand der B220-Farbung nicht festzustellen.

Die in vivo nachgewiesene IFNB Produktion in pDCs ergdnzt die bereits beobachteten
Lokalisationen IFNB* pDCs im zelluldren Verbund der Milz nach MCMV Infektion und
CpG Stimulation (Scheu et al., 2008).

IFN[mebmeb MCMVY WT
4x

IFNB/YFP

Abb. 3-6: Lokalisation der IFNB/YFP* Zellen in der Milz von MCMV infizierten Mausen 48h p.i..

IFNB"** und IFNB™™ ™ M3use wurden via der i.p. Route mit MCMV infiziert, und 48h p.i. die Milz immunhistologisch
aufgearbeitet (vgl. 2.7.5, 2.8.2). Die Gewebeschnitte wurden mit einem kreuzreagierenden, polyklonalen aGFP Anti-
korper gegen YFP' Zellen angefarbt, aB220-bio wurde zum Anfarben von B220" Zellen verwendet. YFP* Signale wurden
durch Tyramid-FITC (griin), B220" Signale durch SA-Cy3 (rot) verstarkt. DAPI (grau) wurde zur Sichtbarmachung der
Nuklei verwendet. In [A] ist die Farbekontrolle einer infizierten IFN[SWVWt Maus gezeigt, die wahrend der Farbeproze-
dur identisch zu den IFNB™”™® Gewebeschnitten behandelt wurden. [B] zeigt den Gewebeschnitt einer IFN™ ™"
Maus nach Infektion mit MCMV WT. Jeweils gezeigt sind Ausschnitte mit sowohl 4x als auch 20x VergrofRerungen.
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Aufgrund der beobachteten Positionierung IFNB/YFP* pDCs in den T-Zell Zonen der wei-
Ben Pulpa sollte eine Kinetik der MCMV Infektion angefertigt werden. Diese Bestimmung
der Lokalisation dieser Zellen im zeitlichen Verlauf der Infektion sollte Aufschluss Gber
die mogliche Funktion der IFNB/YFP* pDCs geben. Zum Zeitpunkt der frilhen und spaten
IFNB Antwort war jedoch angesichts unzureichender Anzahl IFNB/YFP" pDC eine Be-
stimmung der Position dieser Zellen in immunhistologischen Gewebeschnitten nicht zu

realisieren.

3.1.5 Bei erhohter viraler Dosis wird die IFN8 Antwort in vivo in pDCs
supprimiert

Die Intensitat und Dauer der initialen IFNa/B-Induktion wird teilweise durch die Virusdo-
sis bestimmt. Das wurde bei in vitro infizierten MEFs deutlich, in denen bei hoher MOI
von MCMV eine starkere und schnellere IFN-Expression beobachtet werden konnte, die
jedoch im Vergleich zu einer Infektion mit niedriger MOI schneller abgeschaltet wurde
(Le et al., 2008).

Um herauszufinden, ob in vivo ein starker viraler Stimulus mit einer starken IFN-
Inhibition einhergeht und welchen Einfluss eine héhere virale Dosis auf die virale Repli-
kation hat, wurden die Reportermduse mit unterschiedlichen Virusdosen fiir 24h infi-
ziert. Durch eine direkte ex vivo Vielfarben-FACS Analyse der Splenozyten sollten der
genaue Phianotyp sowie die Frequenz IFNB/YFP* und MCMV" Zellen nach MCMV Infekti-

on definiert werden.
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Abb. 3-7: Vergleich der IFNB/YFP* und MCMV" DCs in der Milz nach Infektion verschiedener MCMV Do-
sen.

IFNB™®™® Reportermiuse wurden mit 2x10° ([A], obere Reihe) und 4x10° ([A], untere Reihe) PFU MCMV GFP in vivo
fir 24h infiziert (vgl. 2.8.2). [A] Die Splenozyten wurden durchflusszytometrisch auf die Expression von YFP und GFP
untersucht und die IFNB/YFP* sowie MCMV" Zell-Populationen nach Gaten auf Lebendzellen und Ausschluss von T-
und B-Zellen anhand der angegebenen Zellmarker charakterisiert (vgl. 2.7.1, 2.7.4). Linke Seite zeigt die IFNB/YFP
Expression, auf der rechten Seite der Abbildung ist die MCMV GFP Expression dargestellt. Die Analysegates wurden
anhand der entsprechenden IFNBWVWt Referenz angepasst. Graphisch dargestellt in [B] sind die aus [A] gewonnenen
Frequenzen IFNB/YFP" und MCMV GFP* Zellen. [C] Darstellung der pDC (rot bzw. rosa) und cDC (blau bzw. hellblau)
Frequenz in der Milz einer MCMV infizierten IFNB™™® Maus. Das Balkendiagramm zeigt die prozentuale Anzahl
MCMV" Zellen in der Milz.

Die IFNB/YFP produzierenden Zellen waren ausschlieflich pDCs und zeigten einen
CD11c™, mPDCA-1" und CD8a’ Phinotyp. Die Frequenz IFNB/YFP* Zellen reduzierte sich
bei erhéhter viraler Dosis und verringerte sich um ~30% von 0,1% auf 0,07% IFNB/YFP"
Zellen (Abb. 3-7, A).

Neben infizierten CD11c™ mPDCA-1* CD8a’ B220" pDCs, die ~0,03% der Splenozyten in
der Milz darstellten, konnte auch mit erhéhter Viruslast eine weitere MCMV" Zellfrakti-
on beobachtet werden, die den Phdanotyp der ¢cDC mit einem Expressionprofil von
CD11c" mPDCA-1" CD8a" aufwies (Abb. 3-7, A). Bei Betrachtung der Relation zwischen
infizierten pDCs und cDCs liefl8 sich kein Unterschied zwischen beiden Virusdosen fest-
stellen. Bei beiden Virusdosen waren mehr cDCs als pDCs mit MCMYV infiziert (Abb. 3-7,
C).
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Die FACS Analysen zeigten, dass unabhangig von der gewahlten Viruslast die Phdanotypen
IFNB/YFP produzierender und MCMV infizierter Zellen identisch waren. Basierend auf
der immunevasiven Eigenschaft von MCMV, die u.a. auf der Repression der IFNB Ant-
wort beruht, fiihrte eine Steigerung der Virusdosis zu einer Verminderung der IFNB/YFP*
Zellfrequenz bei gleichzeitiger Zunahme der Zellfrequenz infizierter DCs. Darliber hinaus
konnte auf diese Weise keine Erhdhung der Zellfrequenz IFNB* Zellen zur Visualisierung
in mikroskopischen Gewebeschnitten erreicht werden.

Trotz insgesamt geringer Frequenzen IFNB exprimierender und MCMV infizierter DC Zell-
typen erlaubt die hier verwendete IFNB Reportermaus die simultane Visualisierung der
IFNB Antwort und des infektidsen Status nach MCMV in vivo. Die IFNB* pDCs definierten
sich durch das Oberflichenmarkerprofil CD11c¢”™ CD8a* mPDCA-1* B220* CCR9* und
konnten den aktivierten pDCs zugeordnet werden. Die simultane Infektion IFNB expri-
mierender pDCs konnte durchflusszytometrisch nicht festgestellt werden. Dabei war die
IFNB Expression in pDCs unabhangig vom positiven Typ | IFN Rickkopplungsmechanis-
mus. Die immunevasive Eigenschaft des MCMV, die IFNB Antwort in pDCs zu reduzieren,
erweitern den in vitro beobachteten Mechanismus in Fibroblasten auf pDCs im in vivo
Infektionsmodell von MCMV und |38t eine Infektion dieses IFNB exprimierenden Zelltyps

erstmals als wahrscheinlich erscheinen.

3.1.6 Untersuchungen zu Veranderungen im Phanotyp von DCs nach
MCMV Infektion

3.1.6.1 Bis 24h p.i sind mehrheitlich pDCs infiziert, wohingegen in der spadten
Infektionsphase in vivo insbesondere cDCs mit MCMV infiziert sind
Bemerkenswert war das Ergebnis der Untersuchungen zum viralen Zelltropismus. Neben
den bereits in der Literatur beschriebenen cDCs waren in unseren Analysen auch pDCs
mit MCMYV infiziert. Bei genauerer Priifung und Vergleiches der Zellfrequenzen MCMV
GFP* DCs wurde deutlich, dass im ersten, friihen Infektionsabschnitt mehr pDCs als cDCs
von MCMV infiziert wurden und dass diese Infektiositat sich in der Progression der Infek-
tion nach 24h p.i. in Richtung der infizierten cDCs verschob (Abb. 3-8, A, B, C). Vom Zeit-
punkt 24h p.i. bis zum Endpunkt des gemessenen zeitlichen Verlaufs der Infektion waren

iberwiegend ¢cDC mit MCMV infiziert. Mit ~0,04% MCMV GFP* Zellen konnten 48h p.i.
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etwas weniger als halb so viele infizierte pDCs beobachtet werden wie infizierte cDCs

(Abb. 3-8, C).
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Abb. 3-8: Darstellung der infizierten Zellpopulation nach MCMV Infektion in vivo.

[A] In den gezeigten FACS-Plots wurde die MCMV GFP Expression gegen die angegeben Zelloberflichenmarker zu den
angegebenen Zeitpunkten p.i. aufgetragen. Die Zellen wurden wie bereits beschrieben auf lebende DCs elektronisch
vorgegatet (vgl. 2.7.4, 3.1.1). Entsprechend der IFNBWVWt Referenzprobe wurde das Auswertegate angepasst. [B] zeigt
am Beispiel der hochsten MCMV GFP Expression (24h p.i.) die Oberflichenmarkerverteilung im FACS-Plot unter Zu-
rickgaten auf pDCs (roter Kasten) und cDCs (blauer Kasten, gestrichelt), in [A] sind diese Populationen bei 24h p.i.
ebenfalls hervorgehoben. In [C] ist die quantitative Verteilung der MCMYV infizierten pDC (rot) und cDC (blau) Popula-
tionen in einem Balkendiagramm von den aus [A] bzw. Abb. 3-3 gewonnenen Daten dargestellt. In die Berechnung
wurden drei infizierte Mduse einbezogen. Angegeben ist das arithmetische Mittel, wobei die Streuung der Werte
jeweils als Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean, SEM) dargestellt sind.

Obwohl die Frequenz der MCMV GFP* Zellen in dem analysierten Zeitfenster weiterhin

abnahm, blieb dieses Verhaltnis bis zum Ende der Infektion konstant und es konnten
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mehrheitlich MCMV" cDCs beobachtet werden. Eine Kalkulation der absoluten Zellzahlen
MCMV GFP* Zellen reflektierte dieses Resultat (Daten nicht gezeigt), sodass die Frequen-
zen der MCMV GFP* pDCs und cDCs zu den Gesamtzellzahlen dieser beiden Zelltypen in
der Milz proportional waren. Die detaillierte Analyse der infizierten DC Population zeigte
in der Gegeniiberstellung, dass zu Beginn der Infektion bevorzugt pDCs mit MCMYV infi-
ziert werden, wohingegen in der spaten Infektionsphase hauptsachlich in cDCs infiziert

waren.

3.1.6.2 Analyse des Eintrittsweges von MCMV in verschiedene Zelltypen
Ausgehend von der Beobachtung, dass nach MCMV Infektion in vivo eine unterschiedli-
che Infektiositat festzustellen war, bei der MCMV sowohl pDCs in der friihen Phase als
auch cDCs in der spaten Phase der Infektion infiziert, sollte die Hypothese Uberprift
werden, inwieweit ein unterschiedlicher Eintrittsweg des Virus in die verschiedenen DC
Typen fir die distinkte Infektiositdt verantwortlich gemacht werden kann.

Hierzu wurden sowohl GM-CSF DCs als auch Flt3-L DCs mit verschiedenen Konzentratio-
nen Chloroquin, einer schwachen Base, die den endosomalen pH-Wert erhéht, behan-
delt und nachfolgend mit MCMV fiir 24h infiziert. Die von MCMV getriebene Expression
von GFP und die als Kontrolle dienende endogene IFNB/YFP Expression wurden mittels
FACS ermittelt. Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Inhibition der Ansduerung der Endo-
somen nach Chloroquinzugabe wurden IENB™™ DCs mit dem TLR9 spezifischen Typ-A
Agonisten CpG 2216 stimuliert. Die Chloroquinbehandlung fiihrte entsprechend zu einer
Reduktion der IFNB/YFP* Zellfrequenz (Daten nicht gezeigt).

Als Kontrolle fur den Eintritt via Fusion wurden NIH3T3 Fibroblasten mit MCMV infiziert
und der gleichen Chloroquin Behandlung unterzogen. Wie erwartet konnte in diesem
Zelltyp keine Reduktion der MCMV GFP* Zellen durch Chloroquinbehandlung erzielt
werden. Die Zellen waren unempfindlich gegeniliber einer Inhibition der endosomalen
Ansauerung (Abb. 3-9, E).

Bei der Verwendung von GM-CSF DCs zeigte sich ein anderes Bild bezliglich der MCMV
GFP Expression in diesen Zellen. Die Frequenz der MCMV' GM-CSF DCs sowohl aus
IFNB™** als auch IFNB™ ™ Mausen fiel graduell mit steigender Chloroquinbehandlung

ab und erreichte ausgehend von einer Frequenz unbehandelter DCs von ~45% schliel3-
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lich bei 100uM Chloroquin eine Frequenz von ~10% Zellen, die MCMV" waren (Abb. 3-9,
A, C).

Die Behandlung von MCMV infizierten Flt3-L generierten B220" und CD11b" DCs er-
brachte ein dhnliches Ergebnis wie zuvor beobachtet bei GM-CSF DCs. Mit der Ausnah-
me, dass in Chloroquin-unbehandelten FlIt3-L DCs, vermutlich durch die starke endogene
IFNB Expression das Virus unterdriickt wurde und so zu einer geringen GFP Expression
flihrte, konnte in beiden FIt3-L DC Typen ebenfalls eine stetige Reduktion der MCMV
GFP Expression nach Inhibierung der endosomalen Ansduerung festgestellt werden
(Abb. 3-9, B, D, F).

Unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen eines basischen Agens stellte sich
heraus, dass der Eintritt von MCMV in pDCs und c¢DCs auf der Ansdauerung der Endoso-
men beruht, was als Hinweis darauf gewertet werden kann, dass die Infektion von
MCMV in beiden Zelltypen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt.

mob/mob o war als

Bei der Verwendung von aus dem Knochenmark generierten IFN
bedeutsamer Nebenbefund in beiden DC Typen eine graduelle Abnahme der IFNB Ex-
pression mit steigendem endosomalen pH-Wert nach MCMV Infektion zu verzeichnen
(Abb. 3-9, A, B). Die Beobachtung, dass die Aufnahme von MCMV in GM-CSF DCs und
FIt3-L DCs mit der Ansauerung der Endosomen verbunden ist, wird als Hinweis darauf

gewertet, dass die Infektion von MCMV durch Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt

und mit der so induzierten IFNB Antwort in diesen Zellen korreliert.
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Abb. 3-9: Darstellung des Einflusses von Chloroquin auf die MCMV GFP Expression in in vitro generierten
DCs und murinen NIH3T3 Fibroblasten 24h p.i..

IFNB*Y"" und IFNB™™® GM-CSF DCs und IFNB™*™® FIt3-L DCs wurden fiir 24h mit MCMV (MOI=3) infiziert und
gleichzeitig mit dem basischen Inhibitor der endosomalen Ansduerung Chloroquin behandelt (vgl. 2.8.3). Die distink-
ten DC Zellpopulationen wurden zuvor entsprechend ihrer Oberflaichenmarker elektronisch vorgegatet (vgl. 2.7.4).
Gezeigt sind FACS-Plots von [A] GM-CSF DCs und [B] FIt3-L DCs, wobei die endogene IFNB/YFP gegen die MCMV Ex-
pression analysiert wurden. Die Auswertequadranten wurden an die entsprechenden IFN[.’;Wt/Wt bzw. unstimulierten
IFNBm°b/m°b Kontrollen angepasst. [C-F] zeigen die statistischen Auswertungen der ermittelten MCMV" Zellfrequenzen
verschiedener Zelltypen. In die Berechnung (auBer GM-CSF DCs) wurden zwei unabhéngige Ansatze innerhalb eines
Experimentes einbezogen. Angegeben ist das arithmetische Mittel, wobei die Streuung der Werte jeweils als Stan-
dardfehler der Mittelwerte (standard error of mean, SEM) dargestellt ist.
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Die Experimente zur Inhibierung der endosomalen Ansduerung ergaben keinen Unter-
schied zwischen pDCs und cDCs im viralen Eintritt. Dies widerlegt die initiale Hypothese,
dass der unterschiedliche Phanotyp von zu Beginn infizierten pDCs zu im spaten Verlauf
der MCMV Infektion infizierten cDCs auf einen moglichen unterschiedlichen Eintrittsweg
des Virus in den verschiedenen DC Subtypen zuriickzufiihren ist. Es muss demnach ein
anderer Mechanismus zugrunde liegen, mit der sich die unterschiedliche Infizierbarkeit

beider DC Typen erklaren lasst.

3.1.6.3 Herkunft infizierter pDCs und ¢cDCs nach MCMV Infektion

pDCs produzieren grofle Mengen an IFN | als Antwort auf eindringende Pathogene wie
Bakterien und Viren. Sie sind aber auch in der Lage, eine Immunantwort zu supprimieren
oder Toleranz zu begtinstigen, und stellen somit einen wichtigen Regulator der Immun-
antwort dar. Diese entgegengesetzten Funktionen der pDCs sind nicht auf einen singula-
ren, phanotypisch stabilen Zelltyp zurlickzufiihren, sondern auf mehrere unterschiedli-
che Subtypen an pDCs, die sich in ihrem Phanotyp, ihrer Morphologie und Funktion von-
einander unterscheiden. Vor kurzer Zeit wurde eine neue Subpopulation an pDCs defi-
niert, die sich anhand ihrer CCR9 Expression von anderen pDCs unterscheidet (Hadeiba
et al., 2008). Unter dem Einfluss |6slicher Faktoren verfiigen aus dem Knochenmark ge-
nerierte CCR9” pDCs Uber die Plastizitit, sowohl Phianotyp als auch Funktion von CD11b*
CD8a’ cDC-adhnlichen Zellen anzunehmen (Schlitzer et al., 2011).

Die hier beobachtete Veranderung des Phdnotyps infizierter DCs, der in der Kinetik
durch einen initialen infizierten pDC Zelltypus und in der spaten MCMV Infektion durch
cDCs als zellularen Ort der viralen Replikation erkennbar war, kann durch eine
Redifferenzierung von pDCs in Richtung c¢DC erklart werden (Schlitzer et al., 2011).

Um weitere Schliisse hinsichtlich des Phdanotyps und der Funktion IFNB produzierender
und infizierter Zellen im viralen Infektionsmodell von MCMV ziehen zu kénnen, wurden
die Marker CD9, ein hauptsachlich auf cDCs exprimierten Ko-Rezeptor von MHC Il Mole-
kilen (Unternaehrer et al., 2007), und CCR9 in die durchflusszytometrischen Analysen
eingeschlossen.

Der beobachtete Phanotyp der IFNB/YFP" Zellen war identisch in allen untersuchten In-

fektionszeitpunkten. Die Mehrheit der IFNB/YFP" Zellen in der Milz wies einen Phdnotyp
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von CD11c™ CD8a* mPDCA-1* CD11b™ auf. Eine Koexpression von B220 in den IFNB/YFP*
Zellen bestatigte ebenfalls den pDC Phanotyp der IFNB Produzenten (Abb. 3-10.). Die
IFNB produzierenden pDCs waren negativ fir CD9 und exprimierten den
Chemokinrezeptor CCR9. Es handelte sich demnach um aktivierte reife IFNB produzie-

rende pDCs.
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Abb. 3-10: Differenzielle CCR9 Expression innerhalb der DC Populationen in der Milz nach MCMV Infek-
tion.

IFNB™®™® Reportermiuse wurden mit 4x10° PFU MCMV fiir 24h infiziert wie bereits beschrieben (vgl. Abb. 3-7,
2.7.4). Gezeigt sind jeweils zuriickgegatete IFNB/YFP* und MCMV GFP* Zellen gegen die angegebenen Marker. Zur
anschaulicheren Darstellung wurden infizierte ,,pDCs” (roter Kasten, wobei die vermutlichen cDC Vorldufer mit einem
gepunkteten und die ,reiferen” cDCs mit einem gestrichelten Kasten umrandet sind) und cDCs (blauer Kasten) umran-
det.

Interessanterweise spaltete sich die infizierte pDC Zellpopulation in zwei DC-Fraktionen
auf, die sich hinsichtlich der CCR9 und CD9 Expression voneinander unterschieden. Ne-
ben einer hohen pDC typischen Expression von mPDCA-1 konnte innerhalb einer Gruppe
infizierter DCs die Expression von CD9 und CCR9 festgestellt werden. Diese Zellen expri-
mierten geringe Mengen des Integrins CD11b. Die letzte DC Fraktion wies keine Expres-
sion von CD9 und CCR9 auf, sie exprimierten CD11b auf ihrer Oberflache (Abb. 3-10).

Der in vivo beobachtete heterogene Phanotyp der DC Populationen a3t eine differenzie-

rungsbedingte Konversion von infizierten pDC-dhnlichen DCs (mPDCA1" CD11c’™ cD8a
B2207* CD9" CCR9” CD11b*) in Richtung CD11b* cDC-dhnliche DCs annehmen.

3.1.6.4 Etablierung des molekularen Nachweises der IgH Rekombination
Die Entwicklung von pDCs und cDCs ist abhangig von dem Zytokin Flt3-L und dessen Re-
zeptor FIt3 (D'Amico and Wu, 2003; Karsunky et al., 2003; Onai et al., 2006). Da aus-

schliefRlich pDCs und cDCs in FIt3-L supplementiertem Medium ausdifferenzieren, wird
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angenommen, dass beide Zelltypen einen gemeinsamen Vorldufer besitzen. Dessen un-
geachtet sind pDC den Lymphozyten sehr dhnlich, da sie neben dem spezifischen B-
Lymphozytenmarker B220/CD45RA auch RAG-1/2 (recombination activating gene-1/2)
exprimieren kénnen. Bis zu 30% der pDCs sind RAG-17, dessen Anwesenheit mit dem
Ereignis der D-J Rekombination des IgH Lokus korreliert (Welner et al., 2009). Die Mog-
lichkeit der Rekombination des IgH Lokus unterscheidet sie von den cDCs und stellt
demzufolge ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen beiden DC-Populationen
dar. Im LCMV-Infektionsmodell konnte bereits gezeigt werden, dass ein signifikanter
Anteil an cDCs sich von pDCs ableitete (Liou et al., 2008).

Die durchflusszytometrischen Befunde dieser Arbeit legten die Vermutung nahe, dass es
sich bei den infizierten pDC um unreife DCs bzw. Vorldaufer der cDCs handelte. Um die
exakte ldentitit MCMV infizierter DCs zu verifizieren, wurde zunachst die PCR zum
Nachweis der IgH Rekombination etabliert. Dazu wurden aus Splenozyten und Kno-
chenmarkszellen B-Zellen (CD19%) und Granulozyten (Gr-1') mittels MACS sortiert. Die
gewonnene DNA aus den Positiv- und Negativfraktionen wurde in die nachfolgende PCR
zum IgH Rekombinationsnachweis eingesetzt.

Bis auf die murine B-Lymphomzelllinie A20 konnten in allen Proben die Keimbahnbande
nachgewiesen werden. In den Positiv- und Negativfraktionen der Milz konnten die Re-
kombinationsereignisse D-Jy 1-4 detektiert werden. Im Gesamtknochenmark sowie auch
in der CD19" Fraktion der Knochenmarkszellen erfolgten alle detektierbaren Rekombina-
tionen (D-Jy 1-4) und waren durch das charakteristische Bandenmuster erkennbar. Da
0Gr-1 sowohl an Ly6C als auch an Ly6G bindet, befanden sich in der Gr-1* Fraktion ne-
ben Granulozyten auch pDCs, die ein entsprechendes IgH Rekombinationssignal erga-
ben. Aufgrund einer geringeren MACS Reinheit der Zellpopulationen konnten auch IgH
Rekombinationsereignisse in der CD19 Fraktion der Milz detektiert werden. Wie erwar-
tet, fanden keine Rekombinationsereignisse des IgH Lokus in den Makrophagen- und
Fibroblastenzelllinie statt. In der Kontrollzelllinie A20 konnte das Rekombinationsereig-

nis D-J43 detektiert werden (Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Molekularer Nachweis der Keimbahn und IgH Rekombination in verschiedenen MACS sortier-
ten Zelltypen aus muriner Milz und Knochenmark.

Genomische DNA wurde aus Positiv- und Negativfraktionen von Gr-1 und CD19 MACS sortierten Splenozyten und
Knochenmarkszellen gewonnen (vgl. 2.5.1, 2.7.3). Die Immunglobulin D-J; Rekombination wurde mittels PCR detek-
tiert [B] (vgl. 2.5.2). Die Positionen der PCR Fragmente korrespondieren zu D-J,; Rekombinationen, in denen J,-1-4
involviert ist [A]. Als Positivkontrolle des IgH Rekombinationsereignisses wurde die murine B- Lymphomazelllinie (A20)
mitgefuhrt, als Negativkontrollen dienten die murine Fibroblastenzelllinie NIH3T3 (3T3) und Makrophagenzelllinie
RAW-264.7 (MD).

Nach diesem Vorexperiment, in dem die IgH Rekombination in verschiedenen Zellpopu-
lationen nachgewiesen werden konnte, sollen nun ex vivo Sortierungen durchgefiihrt
werden, bei denen die Priifung der IgH Rekombination in infizierten pDCs und cDCs er-
folgen soll. Ein Nachweis zur Herkunft infizierter cDCs im in vivo Infektionsmodell von
MCMV durch die Analyse vorsortierter infizierter pDCs und c¢DCs stand zur Abgabe dieser

Arbeit noch aus.

3.2 Charakterisierung des zellularen Phanotyps nach der Infek-
tion mit einer MCMV Am157 Mutante in vivo

Mit dem Ziel, immunhistologisch die rdumliche Position der IFNB/YFP* Zellen zu den infi-
zierten Zellen in der Milz von Reportermausen simultan zu visualisieren, sollte eine
MCMV Mutante generiert werden, bei der der Fluoreszenzmarker tdTomato innerhalb
des m157 Lokus durch den humanen MIEP gesteuert wird. Die Deletion des m157 Lokus
flhrt zu einer Umgehung der zytotoxischen NK Zell Antwort und resultiert in einer er-
hohten Viruslast (Scalzo et al., 2007; Voigt et al., 2003). Eine schnelle Maturierungszeit,
geringe Zytotoxizitat, hohe Photostabilitdt und eine hohe Fluoreszenz des tdTomato soll-
ten eine simultane Visualisierung beider Fluorochrome (YFP/GFP und tdTomato) im im-

munhistologischen Kontext der Milz ermdglichen (Abb. 3-12).
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Fluoreszente Proteine

Protein Ex [nm] Em [nm] in vivo Struktur rel. Helligkeit [% of EGFP] t,,Maturation
EGFP 484 507 monomerisch 100 20min

DsRed 558 583 tetramerisch 176 10h

tdTomato 554 581 dimerisch 283 1h

mcherry 587 610 monomerisch 47 15min

Abb. 3-12: Physikalische Eigenschaften relevanter Fluorochrome zur Generierung einer MCMV Am157
Mutante.

Angepasst aus Biology (2006) und Shaner et al. (2005).

3.2.1 Die Infektion mit einer MCMV Am157 induziert die IFNB Antwort
in pDCs
Um vorab zu testen, ob die zu verwendende Am157 Mutante einen identischen Phano-
typ IFNB produzierender Zellen innerhalb der DC Population aufweist, wurde zunachst
eine durchflusszytometrische Charakterisierung der [IFNB/YFP Antwort in den
IFNB™/™® Reportermiusen vorgenommen, denen neben der in der Kinetik verwende-
ten MCMV WT auch die Deletionsmutante MCMV Am157 appliziert wurde. Als Refe-

mob/mob

renzzellen wurden uninfizierte IFN Zellen mitgefihrt, die wie zu erwarten keine

Expression von IFNB aufwies (Abb. 3-13, B).

In beiden Infektionen wiesen die Zellen den Phinotyp CD11c™ auf und zeigten erhéhte
Expressionen von CD8a und mPDCA-1, wodurch sie den aktivierten pDCs zugeordnet
werden konnten (Abb. 3-13, A, C).

Eine Beteiligung der IFNB/YFP Antwort in cDCs konnte zusatzlich durch eine fehlende
Expression des fur diesem Zelltyp charakteristische CD11b Expression auch hier ausge-
schlossen werden (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zum MCMV WT konnte durch die
Applikation der MCMV Am157 Mutante lediglich ein geringer Anstieg der Zellfrequenz

IFNB produzierender pDCs erreicht werden.

65



Ergebnisse

A B

MCMV WT ¢ a0 0 Lo 0.004 o5

IFN B /YFP

MCMV GFP
MCMVAm157
C
W 01
a O v 100 oDCs
£
[sa )
= H
s - :
g i
CD8«t mPDCA-1 2 I
o “eDCs
IS
D 0,12 - CD11c
0,1 - I
x
S 008 - .
~ 0.06 MCMV WT
g ’ 4 MCMVAm157
=
= 0,04 4
re
0,02 -
0

Abb. 3-13: Vergleichende Analyse der IFNB sezernierenden Dendritischen Zellpopulation nach MCMV
WT und MCMV Am157 Infektion 24h p.i. in vivo.

Die Milzen wurden wie bereits beschrieben fiir durchflusszytometrische Analysen aufgearbeitet und auf lebende DCs
elektronisch vorgegatet (vgl. 2.7.4). [A] In den gezeigten FACS-Plots der Milz von IFNB™*™® Reportermiusen wurde
die IFNB Produktion gegen die angegeben Zelloberflichenmarker aufgetragen. Zur Infektion wurden MCMV WT und
MCMV Am157 verwendet. [B] Entsprechend der IFNB*”* bzw. uninfizierten IFNB™*™® Referenzproben wurde das
Auswertegate angepasst. Es ist die unstimulierte Kontrolle der IFNB""’b/""’b Zellen mit den angegebenen Fluoreszenzen
dargestellt. [C] zeigt das Zurlckgaten IFNB/YFP* Zellen (schwarz) gegen IFNB/YFP™ Zellen (grau) im Verteilungsfenster
CD11c-mPDCA-1 nach MCMV Am157 Infektion. [D] zeigt ein Balkendiagramm aus den aus [A] entnommenen IFNB/YFP
Zellfrequenzen. Es wurden je zwei Reportermause in die Statistik einbezogen. Angegeben ist das arithmetische Mittel,
wobei die Streuung der Werte jeweils als Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean, SEM) dargestellt
ist.

Durch die Bestatigung des Phanotyps IFNB exprimierender pDCs in vivo kam die Ver-
wendung der MCMV Am157 Mutante fiir die Bestimmung IFNB" Zellen im immunhisto-

logischen Kontext in Frage.
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3.2.2 Neben pDCs produzieren auch Zellen entlang der Marginal Zone
IFNB

Zur Bestimmung der Lokalisation IFNB produzierender Zellen in der Milz wurden IFN(
Reportermause mit MCMV Am157 infiziert. In der immunhistologischen Untersuchung
der Milzen von mit MCMV Am157 infizierten Mausen war auffallend, dass nicht nur
IFNB/YFP* pDCs in erhdhter Anzahl an der Grenze der T- und B-Zell Zone lokalisiert wa-
ren, sondern auch IFNB/YFP® Zellen entlang der Marginal Zone akkumulierten (Abb.
3-14, A, B). Diese Zellen erschienen aufgrund ihrer langgestreckten Zellform nicht nur
morphologisch andersartig als pDC, sie exprimierten zudem nicht den fiir pDC-typischen
Marker B220. Da diese Zellen wahrend der Aufarbeitungsprozedur fir durchflusszyto-
metrische Analysen schlecht aus dem Gewebeverband herausgeldst werden, sind diese
Stromazellen der Milz nur im immunhistologischen Kontext sichtbar. Dieses Phdnomen
konnte bei MCMV WT nicht beobachtet werden.
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Abb. 3-14: Lokalisation der IFNB produzierenden Zellen in der Milz von IFNB™"™® Miusen 24h nach
MCMV Am157 Infektion.

Die dargestellten Organschnitte von IFNB™™® 24h nach i.p. Infektion von MCMV Am157 wurden wie bereits be-
schrieben (vgl. 2.7.5.2) fir YFP gefarbt. [A] und [B] zeigen jeweils Areale aus verschiedenen Milzen. Die Pfeile deuten
auf IFNB/YFP* Zellen. Die entsprechenden Kontrollgewebeschnitte aus mit MCMVAmM157 infizierten IFNBWUWt oder
uninfizierten IFNB™” ™ Tieren wiesen keine IFNB/YFP Signale auf (Daten nicht gezeigt).

Offenbar handelte es sich um einen besonderen Phanotyp dieser MCMV Mutante, der
nicht nur die IFNB Expression in pDCs, sondern auch in einem fiir antivirale Immunant-

wort essentiellen Zelltyp an der Eintrittspforte des Virus in die Milz induzierte.
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3.2.3 Alleinig pDCs sind 24h p.i. mit MCMV Am157 infiziert

Aufgrund des beobachteten Phinotyps IFNB/YFP* Zellen nach Infektion mit der Am157
Mutante erfolgte eine weiterfiihrende durchflusszytometrische Charakterisierung unter
Verwendung eines GFP-exprimierenden MCMV Am157 zur Identifizierung infizierter
Zellpopulationen.

Die Analyse der infizierten DCs ergab ein unerwartetes Resultat. Wahrend nach 24h p.i.
eine Vielzahl der infizierten Zellen nach MCMV WT Infektion einen cDC Phanotyp auf-
wies, der sich durch eine CD11c" CD8a" mPDCA-1" Expression kennzeichnete, und nur
wenige MCMV GFP* Zellen einen pDC Phinotyp (CD11c CD8a’ mPDCA-1") zeigten, wa-
ren MCMV Am157 GFP* Zellen ausschlieRlich pDCs (Abb. 3-15, A, D).

>
w

0,07
e T
U] 0,06
>
=
g g 0,05
g
= 0,04 u MCMV GFP
a ~N
r 2 003 #MCMV Am157 GFP
5 5
£ £ 0,02
-
>
g 0,01
=
U i
o W &+ 009
C D cw 100
pOCs
593 [\ o e eemre et
& —
z =T
= 0,003 o] Wor oo
z <
™ £ Do 100
a PDES
Z
S
=z
=

\ - o004

E

>

Y
GFP S—Tosa

Abb. 3-15: Analyse der infizierten Dendritischen Zellpopulationen nach MCMV GFP und MCMV Am157
GFP Infektion in vivo.

IFNB™™® M3use wurden jeweils mit 2x10° PFU MCMV i.p. injiziert und nach 24h p.i. die Milzen fiir die durchflusszy-
tometrische Analysen aufgearbeitet und analysiert (vgl. 2.7.2, 2.7.4). Verwendet wurden zur Infektion vergleichend
die Virusmutanten MCMV GFP und MCMV Am157 GFP. In [A] sind FACS Auswertungen beider MCMV Mutanten mit
den angezeigten Oberflachenmarker gegen GFP aufgetragen. [B] zeigt die statistische Auswertung zu den aus [A]
gewonnenen Frequenzen GFP* Zellen. In die Berechnungen wurden jeweils zwei Versuchstiere einbezogen. [C] Dar-
stellung des Auswertequadranten IFNB/YFP gegen GFP einer mit MCMV Am157 infizierten IFNBWVWt Kontrolle. In [D]
wurden GFP" Zellen (schwarz) aus der MCMV GFP Infektion (obere Reihe) und der MCMV Am157 GFP Infektion (unte-
re Reihe) den jeweils negativen Zellen (grau) gegen die angezeigten Oberflaichenmarker tberlagert. [E] zeigt die durch-
flusszytometrische Analyse nach MCMV Am157 GFP Infektion, wobei GFP zum Ausschluss beteiligter infizierter Mak-
rophagen gegen die angegebenen Marker aufgetragen ist.
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Sie wurden durch eine niedrige CD11c, CD11b und CD8a, aber hohe mPDCA-1 Expressi-
on dieser Zellpopulation zugeordnet (Abb. 3-15, A, D, E). Da der fir Makrophagen typi-
sche Marker F4/80 in bestimmten Stimulationssituationen ebenfalls auf pDCs hochregu-
liert werden kann, deutete die Abwesenheit von CD11b auf eine Nicht-Beteiligung von
Makrophagen (F4/80" CD11b") im infektidsen Kontext mit MCMV hin (Abb. 3-15, E). Eine
Gegenliberstellung der Frequenzen infizierter Zellen aus beiden Infektionsansatzen ver-
anschaulichte, dass zu diesem Zeitpunkt p.i. mehr DCs mit MCMV GFP als mit der MCMV
Am157 GFP Mutante infiziert wurden (Abb. 3-15, B). Das widerlegte zunachst die erwar-
tete erhdhte Viruslast nach Infektion mit MCMV Am157. In mit MCMV Am157 infizierten
WT Miusen konnten indes keine IFNB" und MCMV" Zellen beobachtet werden (Abb.
3-15, C).

Um die Infektionssituation nach einem vollstandig durchlaufenen Replikationszyklus in
vivo zu klaren, wurden WT Versuchsmause fiir 48h mit MCMV Am157 GFP infiziert und
die Milzen durchflusszytometrisch analysiert. Neben dem Befund, dass in unstimulierten
Referenzzellen kein GFP Signal zu detektieren war, konnten in infizierten Tieren cDCs
sowie auch pDCs in der Milz als infizierte Zellpopulationen identifiziert werden (Abb.

3-16).
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Abb. 3-16: Analyse der infizierten Dendritischen Zellpopulationen nach MCMV WT und Am157 GFP In-
fektion in vivo.

IFNB™™™ (bzw. IFNB™™® bei 24h Infektion) Miuse wurden jeweils mit 2x10° PFU MCMV Am157 GFP i.p. infiziert
bzw. unstimuliert belassen und nach 24h und 48h p.i. die Milzen entnommen. Die durchflusszytometrische Analyse
der Splenozyten erfolgte wie bereits beschrieben (vgl. 2.7.2, 2.7.4). [A] Gezeigt sind die FACS Analysen im Vergleich
24h vs. 48h p.i. nach MCMV Am157 GFP Infektion. Die Auswertefenster wurden nach uninfizierten IFNB™”™® bzw.
MCMV GFP infizierten IFNBWWt Referenzzellen gerichtet. [B] zeigt die statistische Auswertung der infizierten Zellfre-
qguenzen mit beiden GFP exprimierenden Virusstdammen im Vergleich 24 und 48h p.i..

So war die Mehrheit der MCMV* Zellen CD11c" CD8a* mPDCA1™ und wurden durch das

zusatzliche Fehlen der B220 Expression den cDCs zugeordnet (Abb. 3-16, A, untere Rei-
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he, B220 Farbung nicht gezeigt). Weit weniger als die Halfte der GFP* Zellen konnte in
diesem Infektionsansatz den pDCs (CD11c CD8a mPDCA-1" B220%) zugeordnet werden,
die jedoch ein geringeres GFP-Expressionsniveau aufwiesen und offenbar weniger pro-
duktiv mit MCMV infiziert waren als cDCs. Eine direkte Gegenliberstellung der Frequen-
zen MCMV infizierter DCs verdeutlichte den offenbar verzogerten Replikationszyklus des
MCMV Am157, das DCs mit einer ca. 6-fach hoheren Effektivitat als MCMV WT DCs beo-
bachtet nach 48h p.i. zu infizieren vermag.

Insgesamt lassen die Experimente mit der MCMV Am157 Mutante die Schlussfolgerun-
gen zu, dass in der frithen Infektion diese Mutante bevorzugt pDC infiziert und zu einem
spateren Zeitpunkt der Infektion mehr cDCs mit MCMV Am157 infiziert waren. Dieser
Befund deutet auf einen verzogerten Infektionszyklus hin.

Mit den verfiuigbaren Mitteln konnte eine sensitive durchflusszytometrische Charakteri-
sierungen von IFNB" und MCMV" Zellpopulationen erfolgreich vorgenommen werden
und die MCMV Am157 Mutante erwies sich als verlassliches Instrument zur Visualisie-
rung der IFNB Antwort in vivo. Durch die beobachtete Attenuierung des Virus im zeitli-
chen Infektionsverlauf konnte die Mutante fiir die Fragestellung der raumlichen Bezie-
hung zwischen IFNB" und MCMV" Zellen nicht herangezogen werden. Eine Umsetzung in
immunhistologische Parallelanalysen zur Visualisierung der rdaumlichen Beziehung der

IFNB/YFP* Zellen und MCMV war im Rahmen dieser Arbeit nicht praktikabel.

3.3 Untersuchungen von viralen Infektionsmechanismen in der
Induktion der Typ | IFN Antwort

Im Infektionsmodell der murinen Listeriose belegten durchflusszytometrische und Kon-
fokal-immunhistologische Untersuchungen, dass mit Listerien infizierte Zellen zur IFN
Produktion in der Lage sind (Dresing, 2010; Dresing et al., 2010). Die Infektion der IFN
Reportermaus mit LCMV zeigte dhnliche Resultate, bei der infizierte pDCs ebenso IFN
ko-produzierten und dabei unabhangig von einer intrinsischen viralen Replikation waren
(Macal et al., 2012). Bemerkenswerterweise zeigte sich in vivo nach MCMV Infektion der
IFNB™/™® Reportermaus, dass nicht nur zwei verschiedene DC Zelltypen mit MCMV
infiziert sind, sondern auch, dass das Virus eine Fraktion pDC infiziert und einen weite-

ren Prozentsatz an pDCs zur IFNP Expression induziert ohne offensichtlich gleichzeitig
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mit MCMV infiziert zu sein. Da zu keinem Zeitpunkt der Infektion IFNB" pDCs als MCMV
GFP* detektiert werden konnten, stellte sich nun die Frage, welcher Stimulus fiir die

IFNB Produktion in pDCs nach MCMYV Infektion verantwortlich war.

3.3.1 Die Mehrzahl in vitro generierter Flt3-L DCs exprimiert entweder
IFNB oder ist mit MCMV infiziert

Aufgrund limitierender Frequenzen IFNB produzierender Zellen in vivo wurde ein in vitro
System etabliert. Zur Charakterisierung der IFNB Antwort und der Infektion in pDCs in
vitro wurden generierte FIt3-L DC gemal ihrer Oberflaichenmarker vorsortiert (Abb.
3-17, A) und fur 24h mit verschiedenen MOl MCMV infiziert. Die Reinheit dieser
gesorteten Zellpopulationen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und lag bei ~98%
(Daten nicht gezeigt). Da die Entwicklung von pDCs, aber auch von c¢DCs abhédngig ist von
dem Zytokin FIt3-L und dessen Rezeptor FIt3 (D'Amico and Wu, 2003; Karsunky et al.,
2003; Waskow et al., 2008), erhalt man eine heterogene DC Mischpopulation, deren
Anteile erfahrungsgemiR aus ~30-40% B220" CD11b (pDCs) und ~25% B220° CD11b*
(cDCs) bestehen (Gilliet et al., 2002; Naik et al., 2007). Ein stringentes elektronisches
Vorgaten erlaubte eine Diskriminierung beider DC Typen.

Wihrend in unstimulierten IFNB™®™® Zellen oder in MCMV WT infizierten IFNB"Y"t
Zellen keine YFP oder GFP Signale festgestellt werden konnten (beispielhaft gezeigt an
B220" DCs, Abb. 3-17, B), waren nach MCMV Infektion ca. 4% der B220" DCs (IFNBWt/‘”t)
mit MCMV infiziert. Je hoher die gewahlte MOI der Virusdosen, desto héher die Fre-
quenz der MCMV GFP* B220" DCs (Abb. 3-17, C oben). Analog zu IFNB"Y*! Kontrollen,
waren auch IFNB™® ™ B220* DCs zu etwa den gleichen Prozentsitzen mit MCMV infi-
ziert (Abb. 3-17, C, D links). AuBerdem konnte mit steigender MOI auch eine erhohte
Frequenz IFNB/YFP* B220" DCs nachgewiesen werden (Abb. 3-17, C unten). Im Gegen-
satz zu den bisherigen in vivo Befunden konnte hier in vitro eine B220" DC Fraktion, die
IFNB/YFP* und MCMV" war, beobachtet werden, deren Zellfrequenz bei Verdopplung
der Virusdosis auf das zwei-fache anstieg und ~0,6-1,2% der analysierten Zellen aus-
machten. Der (iberwiegende Teil der B220" DCs war jedoch entweder IFNB/YFP" oder
mit MCMV infiziert (Abb. 3-17, C, D links).
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Im Vergleich zu den B220" DCs waren aus der FIt3-L DC Kultur gewonnen CD11b" DC
zwar mit MCMV infiziert, aber nur ein sehr geringer Prozentsatz (0,09% bei MOI=1) er-
wies sich als IFNB Produzenten (Abb. 3-17, C, D rechts). Auch hier konnte mit steigender
MOI eine erhdhte Frequenz an MCMV infizierten CD11b" DC beobachtet werden, bei
denen ein Maximum von ~7% an infizierten CD11b"* DCs bei einer MOl von 1 erzielt wer-
den konnte (Abb. 3-17, C, D rechts). Eine Steigerung der IFNB/YFP* und MCMV GFP* Zell-

frequenz konnte auch in dieser Zellpopulation durch eine Erhéhung der MOI erreicht

werden.
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Abb. 3-17: Analyse der IFNB/YFP und MCMV GFP Expression von in vitro vorsortierten FIt3-L DCs 24h
p.i..

B220" bzw. CD11b" DCs aus Flt3-L Kulturen von IFNB"Y** und IFNB™”™® Mzusen wurden mittels des Sort Aria | gemaR
ihrer Oberflaichenmarker [A] separiert (vgl. 2.7.4.2) und in vitro mit MCMV mit den angegebenen MOI infiziert und
nach 24h durchflusszytometrisch analysiert (vgl. 2.7.4) [C]. Fur das prazise Setzen der Auswertequadranten und —gates
dienten jeweils die entsprechenden uninfizierten IFNB"wb/"wb Zellen [B]. [D] zeigt die aus [C] gewonnenen Zellfrequen-
zen [%] der jeweiligen Fluoreszenz' Zellen.
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Diese Daten bestéatigen die in vivo Beobachtungen insofern, als dass die Mehrheit der in
vitro generierten B220" DCs entweder IFNp sezernierten oder mit MCMV infiziert waren.
Eine kleine Fraktion infizierter FIt3-L DCs war unter in vitro Bedingungen dariber hinaus
in der Lage, zeitgleich IFNB zu exprimieren. Unter Zellkulturbedingungen wurden, anders
als im in vivo Infektionsmodell, einige CD11b" DCs als IFNB Produzenten identifiziert.
Dieses Experiment legte die Vermutung nahe, dass auch mit MCMV infizierte pDCs
durchaus in der Lage waren, simultan IFNB zu exprimieren und diese Fraktion in vivo
wegen eines Detektionslimits sowohl quantitativ als auch qualitativim FACS nicht nach-
weisbar waren.

Ausgehend von dem Befund, dass auch infizierte pDC IFNP in vitro ko-exprimierten, soll-
ten diese Zellen in hochauflésenden Konfokalanalysen dargestellt werden. Da die Zellen
vor MCMV Infektion nicht vorsortiert wurden, ist der typische pDC Marker B220 in die
Farbung einbezogen worden. Aufgrund der Kopplung des dsRed-Proteins an ein Mito-
chondrien-Lokalisationssignals im Am157 Lokus von MCMV erscheinen nur die im Zyto-
plasma einer infizierten Zelle Mitochondrien rot.

Wahrend in mit MCMV Am157 infizierten IFNBWt/Wt FIt3-L DCs kein IFNB/YFP Signal zu
detektieren war (Abb. 3-18, A links), konnten in infizierten Zellen desselben Genotyps
dsRed nachgewiesen werden (Abb. 3-18, A rechts). Die Infektion von IFNB™®™® F|t3-L
DCs mit MCMV Am157dsRed zeigte, dass die Mehrzahl der Zellen entweder IFNB produ-
zierten oder mit MCMV infiziert waren. Wie zuvor nach Infektion von vorsortierten pDCs
beobachtet, waren auch wenige IFNB exprimierende Zellen gleichzeitig mit MCMV infi-
ziert. Dabei war auffallend, dass infizierte Zellen marginal IFNB exprimierten und starke
IFNB Produzenten geringfligig mit MCMV infiziert waren. Im linken Ausschnitt der Abb.
3-18, B konnte eine IFNB produzierende Zelle durch die Koexpression von B220 als pDC
identifiziert werden. Zudem konnten vermehrt Ereignisse beobachtet werden, bei denen
IFNB/YFP* Zellen sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu entweder infizierten Zellen oder

auch infizierten IFNB/YFP"* Zellen befanden (Abb. 3-18, B).
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Abb. 3-18: Konfokalmikroskopie von in vitro generierten FIt3-L DCs 24h nach MCMV Infektion.

Dargestellt sind Konfokalaufnahmen von in vitro generierten Flt3-L DCs infiziert mit MCMV (MOI=3) 24h p.i.. Die Far-
bung erfolgte wie in 2.7.5.2 und 2.7.5.3 beschrieben. Als Kontrollen dienten jeweils mit MCMV Am157 infizierte
IFNB*™ DCs und mit MCMV Am157dsRed infizierte IFNB“Y"* DCs [A]l. In [B] sind reprasentativ mit MCMV
Am157dsRed infizierte IFNB™™ DCs gezeigt. Keil: IFNB/YFP® MCMV'; Pfeilspitze: IFNB/YFP® (griin); Triangel:
IFNB/YFP" B220"; Stern: MCMV’ (rot). Der angegebene MaRstab entspricht 10pm.

Wie vermutet, reflektieren diese Ergebnisse der konfokalmikroskopischen Aufnahmen

die in vitro Sortier-Befunde, bei denen ebenfalls ein Teil der infizierten B220" DCs IFNB

exprimierten.

3.3.2 Einzig CD11b" DCs lassen sich unter Ko-Kulturbedingungen in vitro
mit MCMV infizierten GM-CSF DCs infizieren und zur IFNB Expres-
sion induzieren

Bisher ist die Kommunikation zwischen den Zellen ausschlie8lich den Zytokinen zuge-
schrieben worden. Neuere Daten weisen jedoch verstarkt auf eine rasche, Kontakt-
abhangige Informationsweiterleitung hin, die vor allem durch eine rdumlich kurze Dis-
tanz zwischen den kommunizierenden Zellen gegeben ist. Die interzellulare Kommunika-

tion Gber Gap-junctions stellt eine wichtige Klasse der Kontakt-abhdngigen Kommunika-
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tion dar und wurde kiirzlich verantwortlich fiir die DNA-ausgeléste Kommunikation zwi-
schen benachbarten Zellen gemacht (Patel et al., 2009). Die in der Publikation beschrie-
bene von Gap-junctions verstarkte Immunantwort ausgeldst durch zytosolische DNA ist
auch im MCMV Modell denkbar, denn durchflusszytometrischen Analysen zeigten dis-
tinkte Zellpopulationen von IFNB Produzenten und infizierten Zellen innerhalb der pDC
Population. Diese Beobachtungen flihrten zur Hypothese, dass pDCs einen Mechanismus
entwickelt haben, virale Infektionen unabhangig von einer intrinsischen Replikation auf-
zusplren.

Zur Prufung der Annahme, ob Zytokinsekretion benachbarter Zellen oder deren Infekti-
on mit MCMV zur Induktion der IFNB Produktion in pDCs filihrt, wurden und Transwell
Experimente etabliert, in denen sowohl die IFNB Antwort in DCs als auch deren Infekti-
onsstatus analysiert wurden. Dazu wurden GM-CSF DCs fiir 24h mit MCMV infiziert und
am folgenden Tag FIt3-L DCs entweder direkt (Zell-Zell Kontakte moglich) oder zur rdum-
lichen Trennung beider DC Typen auf Transwellmembranen zugegeben und fiir weitere
24h inkubiert. Die Kontrolle der Infektion von GM-CSF DCs mit MCMV ist beispielhaft
gezeigt (Abb. 3-19, B).
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Abb. 3-19: Analyse der IFN Produktion und MCMV Infektionsstatus unter Ko-Kulturbedingungen und
im Transwell System in vitro 24h p.i..

Der Versuchsaufbau erfolgte wie in 2.8.5 beschrieben. [A] zeigt Auswerteplots verschiedener DC Zelltypen unter Ko-
Kultur- oder Transwellbedingungen mit MCMV infizierten GM-CSF DCs (cDCs, CD45.2") aufgetragen als IFNB/YFP ge-
gen MCMV GFP Expression (vgl. 2.7.4). Dabei sind die Zelltypen, die als infizierte Layer als MCMV bzw. Zytokinquelle
dienten, auf der horizontalen Ebene dargestellt. Die Flt3-L DC Populationen (CD45.1%), auf die nachfolgend gegatet
wurden, sind auf der vertikalen Ebene angezeigt. Die mit MCMV infizierten GM-CSF DCs (cDCs, CD45.2%) sind in [B]
dargestellt. FUr das Setzen der Auswertequadranten wurden uninfizierte Zellen des jeweiligen Zelltyps verwendet.

Ein Vergleich beider Modelle lielR einen deutlichen Unterschied hinsichtlich der IFNB und

MCMV GFP Expression in DCs erkennen. Unter Ko-Kulturbedingungen mit in vitro gene-
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rierten GM-CSF DCs konnte die IFNB Produktion in CD11b" DCs (~1,8%) nachgewiesen
werden. MCMV infizierte CD11b* DCs wurden unter diesen Bedingungen mit ~1,1% und
sogar IFNB produzierende infizierte CD11b" DCs in einer sehr geringen Zellfrequenz
(0,1%) detektiert. B220" DCs, die IFNB sezernieren, konnten in der Ko-Kultur mit MCMV
infizierten GM-CSF DCs nicht detektiert werden.

Unter Transwellbedingungen konnten weder in B220" noch in CD11b" DCs eine IFNB
Produktion nachgewiesen werden. Die wenigen IFNB/YFP* B220" DCs wurden aufgrund
ihrer Anwesenheit in infizierten WT Kontrollen als autofluoreszent eingestuft und daher
nicht als IFNB Produzenten identifiziert (Abb. 3-19, A, rechts).

Unter beiden getesteten Kulturbedingungen konnte keine IFNPB Expression in pDCs
(B220" DCs) induziert werden. Den beobachteten Ko-Lokalisationen von IFNB* und
MCMV" Zellen in den Konfokalanalysen kann somit keine kausale Funktion zugeordnet
werden. Zudem konnte nicht beobachtet werden, dass MCMYV durch Zell-Zell Kontakt zu
infizierten Zellen oder als freie virale Partikel an pDCs weitergeleitet wird. Die Daten
deuten darauf hin, dass moglicherweise die Aufnahme viraler Partikel bzw. deren Be-
standteile auf einem endozytotischen Weg oder die Infektion selbst fur die IFNB Expres-
sion in pDCs verantwortlich ist ohne einen infektiosen Status dieser Zelle in vivo durch-

flusszytometrisch nachweisen zu kdnnen.

3.3.3 Die virale Replikation ist keine Voraussetzung fiir die IFNB Produk-
tion in B220" DCs in vitro

Die Expression der MCMV-Gene verlauft in der fiir Herpesviren typischen Weise in meh-
reren Stufen ab. Ganciclovir gehort zu den virostatisch wirksamen Stoffen. Es wird in
virus-infizierten Zellen als Nukleosid-Analogon in die virale DNA eingebaut und fiihrt
folglich zum Abbruch der DNA-Synthese, da die virale Polymerase genau eine Base nach
Einbau des Ganciclovirs die Kettenverlangerung abbricht. Um festzustellen, welchen
Einfluss die virale Replikation auf die IFNB Expression in verschiedenen DC Typen hat,
wurden Flt3-L und GM-CSF generierte DCs mit MCMV bei zeitgleicher Zugabe des
Virostatikums infiziert.
Die anschlieBende durchflusszytometrische Analyse bestatigte erneut, dass beide DC

Zelltypen mit unterschiedlicher Effizienz mit MCMV infiziert wurden. Wahrend B220"
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DCs mit einer Zellfrequenz von 0,02% mit MCMYV infiziert wurden, konnten 0,17% der
CD11b"* DCs aus derselben DC-Kulturbedingung und 13,2% der GM-CSF DCs als MCMV*
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine dhnlich hohe Expression von GFP in den
CD11b" und GM-CSF DCs, demgegeniiber konnte eine schwichere GFP Expression in
pDCs festgestellt werden. Nach Zugabe des Polymerase-Inhibitors Ganciclovir konnte in
allen drei DC Typen eine Reduktion der viralen Replikation beobachtet werden. Hinsicht-
lich der IFNB Produktion konnte eine Reduktion in GM-CSF DCs nach MCMV Infektion
unter Behandlung mit Ganciclovir ausgemacht werden, bei der sich die Frequenz
IFNB/YFP" Zellen von 0,39% auf 0,18% verringerte. Uberraschend war die weitestgehend
unverdnderte Anzahl IFNB/YFP® pDCs nach Therapie mit Ganciclovir mit einer Zellfre-
quenz an B220" mit 0,4% bzw. 0,1% CD11b" DCs. Wie in vorherigen in vitro Analysen be-
reits gezeigt, waren nur wenige IFNB/YFP* cDCs mit MCMYV infiziert (Abb. 3-20, A, B).
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Abb. 3-20: Vergleichende Analyse der Auswirkung von Ganciclovir auf die IFNB Expression und virale
GFP Expression von in vitro generierten DCs 24h nach MCMV Infektion.

In vitro generierte FIt3-L und GM-CSF DCs (cDCs) wurden flr 24h mit MCMV GFP (MOI=3) infiziert und gleichzeitig mit
bzw. ohne Virostatikum Ganciclovir behandelt (vgl. 2.8.3). Gezeigt sind elektronisch gegatete B220" (pDCs) und
CD11b" (cDCs) DCs (links) aus der FIt3-L Kultur sowie cDCs (rechts) generiert mit Zugabe von GM-CSF gegen die ange-
gebenen Fluoreszenzen [A] (vgl. 2.7.4.1, 2.7.4.3). Als Referenz fir das akkurate Setzen der Auswertegates dienten die
jeweiligen Zelltypen ohne Infektion bzw. Ganciclovir (nicht gezeigt). [B] zeigt die statistische Auswertung zu den aus
[A] entnommenen Frequenzen IFNB/YFP* und MCMV® Zellen.
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Zusammenfassend belegen diese FACS basierten Analysen der IFNB Expression in ver-
schiedenen DC Zelltypen nach MCMV Infektion mit bzw. ohne Virostatikum, dass die
IFNB Expression in B220" DCs alleinig durch die Aufnahme des Virus induziert wird und
unabhangig von einer effizienten viralen Replikation ist. Im Gegensatz zu diesen Flt3-L
DCs erfolgt eine produktive Infektion in den weitaus MCMV permissiveren cDCs, deren

IFNB Expression abhdngig von der intrinsischen viralen Replikation ist.

3.3.4 UV inaktiviertes MCMV induziert in pDCs die IFNB Expression in vi-
vo

Die bisherigen Ergebnisse der MCMV Infektion zeigten, dass die IFNB Expression in pDCs
unabhangig ist von der viralen Replikation und auch die Beteiligung von sekretierten
Zytokinen bzw. eine Trans-Infektion von Virionen konnte ausgeschlossen werden. Da-
raus ergab sich die folgende Frage: Wenn die IFNB Expression in pDCs ohne die simulta-
ne Infektion, und daher unabhdngig von einer viralen Genexpression induziert wird,
werden trotzdem virale Fragmente bzw. Bestandteile von pDCs aufgenommen, die nach-
folgend eine IFNB Antwort in diesem Zelltyp auslost? Um dieser Hypothese experimen-
tell nachzugehen, wurde das Virus mit unterschiedlichen UV-Dosen inaktiviert, den Re-
portermdusen appliziert und die Splenozyten hinsichtlich der IFNB/YFP bzw. GFP Expres-
sion durchflusszytometrisch analysiert.
Die Infektion mit UV-inaktiviertem MCMV ergab einen identischen Phanotyp IFNB pro-
duzierender Zellen von CD11c™ mPDCA1* B220" CCR9*(Abb. 3-21, A, C) wie zuvor beo-
bachtet nach Infektion mit intaktem Virus. Die Frequenz IFNB exprimierender pDCs er-
hohte sich bei der Infektion mit UV-inaktivierten Viren um das ca. zwei-fache auf 0,07%

im Vergleich zur Infektion mit replikationskompetenten Viren (Abb. 3-21, A, D).
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Abb. 3-21: UV-inaktiviertes MCMV induziert in pDCs eine IFN Expression in vivo.

IFNB*™ und IFNB™®™® Mause wurden mit 4x10° PFU MCMV GFP via der i.p. Infektionsroute fiir 24h infiziert. Die
Milzen wurden fir durchflusszytometrische Analysen aufgearbeitet (vgl. 2.8.2) und die Zellpopulationen hinsichtlich
ihrer Oberflichenmarker- und endogenen IFNB/YFP bzw. GFP Expression analysiert (vgl. 2.7.4.3). Flr die Infektion
wurde MCMV (A=aktiviert, keine UV Bestrahlung; UV-inaktiviertes MCMV |A=mittlere UV-Dosis bzw. MCMV IlA=hohe
UV-Dosis) verwendet (vgl. 2.8.4). Dargestellt sind Auswertefenster der FACS Analysen fir die endogene IFNB/YFP
Expression gegen die angegebenen Marker [A], deren statistische Auswertung in [D] dargestellt sind. Die Auswertega-
tes richteten sich nach den jeweiligen Kontrollzellen [B]. Zur anschaulicheren Darstellung der IFNB/YFP™ Zellen
(schwarz) in den Infektionen wurden diese in verschiedenen Auswertefenstern mit den DC typischen Oberflachen-
markern gegeneinander aufgespannt und den lbrigen Zellen Gberlagert (grau) [C].

Zusammenfassend wurden pDCs als die einzigen IFNB exprimierenden Zellen 24h nach
Infektion sowohl mit intaktem als auch replikationsinkompetentem MCMV identifiziert.
Die geringe durchflusszytometrisch nachgewiesene Frequenz IFNB* pDCs reflektiert die
bereits in immunhistologischen Untersuchungen beobachteten geringe Anzahl dieser
Zellen nach Stimulation mit den TLR9 Agonisten CpG und MCMV (Scheu et al., 2008). Die
Verwendung des UV-inaktivierten Virus fihrte zu einer erhéhten IFNB Antwort in pDCs
und bestatigte infolgedessen auch den immunevasiven Mechanismus von MCMV in

pDCs. Obwohl pDCs als schwache Antigen-aufnehmende Zellen beschrieben werden,
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legen diese Beobachtungen nahe, dass sie im Kontext der Infektion mit Virusfragmenten
von MCMV (ber eine phagozytotische Fahigkeit verfiigen, die zur Induktion der IFNf

Antwort fuhrt.

3.3.5 Die Stimulation mit ,Defective Interfering Particles” resultiert in
pDCs in einer verstarkten IFNB Antwort in vivo

Bei der Anzucht von Viren in Zellkulturen entstehen durch fehlerhafte oder unvollstandi-
ge Verpackung viraler Genome sogenannte ,defective interfering particle” (DIP) oder
yvirus-like particles” (VLP). Diese fehlerhaften Viren sind zwar imstande, eine wirksame
Infektion in der Wirtszelle hervorzurufen, vermdgen aber nicht eine effektive Replikation
durchzufihren.
Um aufzuklaren, welchen Einfluss das erhohte Vorhandensein von Bestandteilen unrei-
fer Viren auf die in vivo IFNB Immunantwort hat, wurden neben der gangigen Viruspra-
paration, bei der vollstindig gereifte Viren aus dem Uberstand der Zellkultur aufgerei-
nigt werden, auch direkt aus den Zellen gewonnene unreife Viren den Versuchsmausen
appliziert (vgl. 2.8.1).
Bei der Infektion mit unreifen Viren waren neben dem Phénotyp der aus Infektionsver-
suchen mit aufgereinigten Viruspartikeln bekannten CD11c¢™ CD8a' mPDCA-1* IFNB
Produzenten auch wenige nicht-aktivierte CD8a’ IFNB" Zellen detektierbar, die jedoch
aufgrund ihrer einheitlichen Expression von mPDCA-1 der pDC Population zugeordnet
wurden. Durch Zuriickgaten auf IFNB/YFP* Zellen konnte deren Zugehérigkeit zu den
pDCs durch eine geringe CD11b und hohe B220 Expression, der neben B-Zellen ebenso
auf pDCs exprimiert wird, zweifelsfrei bestdtigt werden. Lediglich die Frequenz der
IFNB/YFP* pDCs war im direkten Vergleich beider Viruspraparationen verdndert. Dem-
nach konnten bei Versuchstieren, die mit unreifen Viren infiziert wurden, prozentual ~2-
3-fach mehr IFNB/YFP* pDCs (~0,16% IFNB/YFP*) nachgewiesen werden als bei den mit
intakten Viren infizierten Reporterm&usen (~0,05% IFNB/YFP®) (Abb. 3-22, B).
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Abb. 3-22: Phinotypische Analyse der IFNB/YFP Expression 24h nach Injektion von IFNp™®/™®
Reportermausen mit aufgereinigten, replikationsfahigen Viren oder DIPs.

IFNB™™® Mause wurden mit 2x10° PFU MCMV fiir 24h infiziert. Die herkémmliche Viruspraparationsmethode war
die Gewinnung der Virionen aus dem Zellkulturliberstand (,,aktives“ MCMV), wahrend bei der alternativen Methode
die Virionen direkt aus den Zellen gewonnen wurden (DIPs, unreife Viren) (vgl. 2.8.1). Die Splenozyten wurden durch-
flusszytometrisch hinsichtlich ihrer Expression von IFNB/YFP und Oberflachenzellmarker untersucht (vgl. 2.7.4). Das
Setzen der Auswertegates erfolgte an den IFNBWWt Referenzproben. [A] zeigt die FACS Auswertung von Milzzellen
nach charakteristischer DC Farbung. In [B] dargestellt sind FACS Auswertefenster, bei denen IFNB/YFP" (schwarz) mit
IFNB/YFP" Zellen (grau) gegen die angegebenen Marker tberlagert wurden.

In der Summe zeigte das Experiment, dass verschiedene Virusprdparationen die IFNB
Expression in aktivierten pDCs induzierten. Ein erhohter Anteil an zellularen Bestandtei-
len und fehlerhaften Virionen in der Viruspriparation steigerte dabei die Frequenz IFNB*

pDCs, sodass Virionenfragmente und zelluldre Bestandteile als starkere Induktoren der

IFNB Expression in pDCs anzusehen sind.

In der Gesamtheit ergaben die Experimente zur Untersuchung zum ausldésenden Stimu-
lus der IFNB Antwort in pDCs erste Hinweise, dass die IFNP Expression weder durch Zy-
tokine noch durch direkten Kontakt mit infizierten Zellen induziert wird, sondern dass
virale Partikel bzw. Bestandteile durch Rezeptor-vermittelte Endozytose von pDCs inter-
nalisiert werden. Die IFNB Induktion in diesem Zelltyp ist dabei unabhangig von der vira-

len Replikation. Die durchgefiihrten Analysen stellen zudem einen indirekten Hinweis
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auf die Beteiligung endosomaler Sensoren am Erkennen von MCMV in pDCs dar, die die

IFNB Expression in diesen Zellen vermitteln.
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4 Diskussion

Die Typ I IFN Antwort wird sehr schnell als Reaktion auf virale Infektionen in Immunzel-
len des angeborenen Immunsystems induziert (Stetson and Medzhitov, 2006). Sie ver-
mittelt multiple immunmodulatorische Funktionen mit entweder dampfender oder sti-
mulierender Wirkung auf die antivirale Immunantwort. Die entscheidende Funktion der
Typ | IFN ist hier die Inhibierung der viralen Replikation und der viralen Dissemination im
infizierten Wirt (Garcia-Sastre, 2002; Garcia-Sastre and Biron, 2006). Obwohl| hypothe-
tisch jede Zelle unter bestimmten Stimulationsbedingungen zur IFN | Produktion imstan-
de ist, konnten Infektionsstudien mit Mitgliedern der Herpesvirenfamilie fast ausschlief3-
lich pDCs als Hauptproduzenten der IFN | identifizieren (Baranek et al., 2009; Dalod et
al., 2003; Dalod et al., 2002; Scheu et al., 2008; Zucchini et al., 2008a).

4.1 IFNB Expressions- und MCMV Infektionskinetik in vivo

4.1.1 Der Einfluss der IFNB Antwort im zeitlichen Kontext der MCMV In-
fektion
In dieser Arbeit wurden die IFNB produzierenden Zellen innerhalb der immunrelevanten
DC Population wahrend der MCMV Infektion in vivo bestimmt. Als exklusive IFNB Produ-
zenten wurden aktivierte pDCs identifiziert, deren Frequenz sich im Verlauf der Infektion
in einer biphasischen Weise darstellte. Der biphasische Verlauf wurde auch bei den von
Schneider et al. bestimmten IFNa und IFNB Transkripten der initialen Infektionsphase in
der Milz beobachtet (Schneider et al., 2008), allerdings beriicksichtigte diese Arbeits-
gruppe die gesamte Milz als IFNa/B Quelle und schrieben den initialen IFNB Hohepunkt
hauptsachlich den von Lymphotoxin (LT)aB—abhangigen Stromazellen der Milz zu. In
kultivierten Fibroblasten und auch in den meisten Organen in vivo bendtigt MCMV fir
einen kompletten Replikationszyklus ca. 30-36h in (Banks et al., 2005), sodass diese initi-
ale IFNB Antwort auf den injizierten Virus zurlckzufiihren ist. Die initiale Phase der IFN
Produktion nach MCMV Infektion ist von besonderer Bedeutung, da hierdurch in einem
Zeitfenster, indem das Virus das Organ infiziert und eine weitere, spatere IFN Antwort

auslost, die Induktion der Zytotoxizitat von NK Zellen beglinstigt wird, bevor ein weiterer
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nachgelagerter Hohepunkt der IFNB Produktion in pDCs 48h nach MCMV Infektion er-
folgt (Abb. 3-3). Eine Konsequenz der frithen IFNB Produktion ist eine beginnende erste
Aktivierung von NK Zellen zur Kontrolle der MCMV Infektion durch entweder einen di-
rekten oder indirekten Einfluss auf infizierte Zellen. Veroffentlichungen belegen einen
dominanten Einfluss der TLR-, MyD88- und pDC-abhangigen IFN | Antwort in diesem
Zeitfenster (Andoniou et al., 2005; Delale et al., 2005; Krug et al., 2004a). Dies steht im
Einklang mit den hier generierten Daten, die pDCs als die einzigen IFNB Produzenten
innerhalb der DC Population identifizierten. Im weiteren Verlauf der Infektion spielt die-
ser Einfluss offenbar eine immer ,,untergeordnetere” Rolle, was sich in einer Abnahme
der IFNB Expression in pDCs widerspiegelt. Das resultiert vermutlich durch eine anstei-
gende Frequenz infizierter Zellen, bei denen immunsuppressive Mechanismen von
MCMYV zur Unterdriickung einer IFNB Antwort greifen (Le et al., 2008).

Der zweite Tag nach der Infektion wird vor allem von der durch IFN | aktivierten NK-
Zellantwort bestimmt. Dieser Mechanismus, in dem die virale Replikation und somit
auch die Verbreitung des Virus limitiert werden, ist zwischen 36-48h nach MCMV Infek-
tion aktiv. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit dem im Reportersystem ver-
zeichneten zweiten IFNB Expressionshohepunkt 48h nach MCMV Infektion. Dass pDCs
eine entscheidende Rolle in der IFN | Sekretion nach MCMV Infektion einnehmen, besta-
tigte die in vivo Depletion mit aGr-1, der sowohl pDCs als auch Granulozyten depletiert,
die zeigte, dass 36h nach MCMV Infektion eine Typ | IFN Antwort abnimmt, wohin gegen
das IL-12 Expressionslevel unverdndert blieb und cDCs eine erhohte IL-12 Produktion
aufwiesen (Asselin-Paturel et al., 2001; Dalod et al., 2002).

Die zellularen Mechanismen zur Erkennung einer MCMV Infektion durch infizierte Zellen
beinhalten eine Beteiligung vor allem von TLR3 und TLR9 (Krug et al., 2004a; Krug et al.,
2004b; Tabeta et al., 2004; Wobus et al., 2004). Doch es verfestigten sich Hinweise auf
einen Wechsel von einem strikt TLR9/MyD88/pDC-abhdngen 36h p.i. hin zu einem
MyD88/pDC-unabhdngigen 44h p.i. Erkennungsmechanismus, der flr die IFNa/B Pro-
duktion verantwortlich gemacht wird (Delale et al., 2005). Offensichtlich sind neben der
hier determinierten Quelle der IFNB Antwort gegen MCMV noch mindestens ein weite-
rer Zelltyp bzw. unbekannter Sensor in die antivirale Antwort involviert. Auch eine Dele-
tion des TLR9 zeigte eine ca. 70%ige Reduktion der IFN | Antwort 36h p.i. (Andoniou et

al., 2005; Zucchini et al., 2008b). Da bisher noch keine eindeutigen Daten zur zellularen
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Identifizierung der IFNB Antwort in vivo in einem Zeitfenster zwischen 36-48h nach
MCMV Infektion vorlagen, wurde angenommen, dass TLR3 auch eine Rolle in der IFN |
Produktion nach systemischer MCMV Infektion spielen kann. Darauf deuteten TLR3”
Studien mit C57BL/6 M3&usen hin, bei denen eine moderate Reduktion der IFN | Antwort
festgestellt worden war (Tabeta et al., 2004). Die hier durchgefiihrte in vivo Analyse der
IFNB Antwort zeigt eindeutig keine Beteiligung an der IFNB Produktion von c¢DCs oder
Makrophagen auf, die der Literatur nach hauptsachlich TLR3 vermittelt ist. Eine IFN
Antwort innerhalb der DC Population wahrend einer MCMV Infektion ist ausschlieBlich
den pDCs zu zuschreiben, bei der eine MCMV Infektion Uber TLR9 detektiert wird (Krug
et al., 2004a). Kreuzungsmodelle mit der IFNp Reportermaus und TLR9” bzw. MyD88’/’
oder TLR3” bzw. TRIF'" kénnten Aufschluss tiber die qualitative und quantitative Beteili-
gung dieser Signalwege und somit auch zelluldren Ressourcen der IFNB Expression ge-
ben. Der LTaB-LTRR Signalweg ist fur eine IFNa/B Antwort in der Milz nach MCMV Infek-
tion mitentscheidend und tragt einen wesentlichen Anteil zur IFNo/B Produktion bei. B-
Lymphozyten stellen hierbei die Quelle von LTB dar, das die initiale innate IFNa/B Pro-
duktion in LTBR exprimierenden Stromazellen induzieren. Infizierte und IFNa/B produ-
zierende Zellen im Kompartiment der Stromazellen sind auch beobachtet worden
(Schneider et al., 2008). Die Beteiligung von Stromazellen an der IFNB Produktion in der
Milz wurde durch die Verwendung der Am157 Mutante von MCMV deutlich, durch die
eine erhdhte IFNB Expression in Zellen entlang der Marginal Zone induzierte. Die LTBR-
abhangige IFNB Induktion in diesen Stromazellen der Milz schitzt Lymphozyten vor
Apoptose wahrend einer MCMV Infektion (Banks et al., 2005) und stellt einen wichtigen
effektiven Schutzmechanismus des Immunsystems gegen eine B-Herpesvirus Infektion
dar.

72h nach MCMV Infektion reduzierte sich die Frequenz IFNB produzierender pDCs. Ob-
wohl MCMV bevorzugt cDCs infiziert und in ihnen effizient repliziert, tragen diese Zellen
auch in diesem spaten Zeitfenster der Infektion keinen Beitrag zur IFNB Sekretion nach
MCMV Infektion bei, was in Einklang mit bereits publizierten Daten steht (Dalod et al.,
2003; Dalod et al., 2002; Krug et al., 2004a; Zucchini et al., 2008a). Die Fahigkeit einiger
Herpesviren vornehmlich cDCs produktiv zu infizieren, ldsst u.a. die Frage aufkommen,
welcher Mechanismus die pDCs vor einer produktiven viralen Infektion schitzt. Dass die

IFN | Antwort eine entscheidende Rolle in der Immunabwehr gegen MCMV spielt, zeigte
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eine erhohte virale Replikation in Milzen von IFNAR”" Mausen im Vergleich zu C57BL/6
Mausen (Banks et al., 2005; Dalod et al., 2003). Humane pDCs sind durch einen autokri-
nen IFN | Rickkopplungsmechanismus und durch bisher unbekannte Mechanismen vor
einer HCMV Infektion geschitzt (Kvale et al., 2006). Studien in murinen Infektionsmodel-
len lieBen aber vermuten, dass die IFN | Produktion in pDCs unabhangig vom IFN | Re-
zeptor ist (Barchet et al., 2002). Dieser positive IFN | Rickkopplungsmechanimus ist vor
allem in Zellen erforderlich, um die Expression des Transkriptionsfaktors IRF7 zu induzie-
ren. pDCs exprimieren unter homoostatischen Bedingungen konstitutiv IRF7, jedoch ist
der positive IFN Riickkopplungsmechanismus in diesen Zellen optional (Kerkmann et al.,
2003). Experimente mit IFNAR”" x IFNB™Y™® Msusen demonstrieren in vivo den Ein-
fluss des positiven IFNB Riickkopplungsmechanismus in pDCs, der bei dessen Abwesen-
heit lediglich eine Reduktion der IFNB Produktion in pDCs zur Folge hat. /n vivo war ein
detektierbares IFNB Niveau in diesen Zellen vorhanden. Die konstitutive IRF7 Expression
ist in pDCs fur die Aufrechterhaltung der IFNB Antwort zur Induktion einer antiviralen
Immunantwort und Protektion des infizierten Organs ausreichend. Ein Ausfall der IRF7
Expression in pDCs hatte in allen bisher getesteten Herpesvirusinfektionen eine Abnah-
me der Typ | IFN Antwort in pDCs zur Folge (Honda et al., 2005a; Steinberg et al., 2009).
Derselbe Einfluss des autokrinen IFN | Effekt auf pDCs wurde ebenfalls im Kontext einer
NDV (Newcastle Disease Virus) Infektion beschrieben, bei dem der positive IFN | Rick-
kopplungsmechanismus fiir eine Anhebung der IFN | Antwort und die Protektion vor
einer Ausbreitung der viralen Infektion verantwortlich gemacht wurde (Kumagai et al.,
2009). Ebenso zeigten in vitro Studien mit Fibroblasten oder MEFs, die mit VSV
(Vesicular Stomatitis Virus) infiziert wurden, eine IFNAR-abhangige Expression von IFNa
(Barchet et al., 2002). cDCs und Fibroblasten dagegen produzieren IFN | als Antwort auf
virale Infektionen in vitro in einer RLH-abhdngigen Weise. In diesen Zellen wird IFNa
Uber die positive Rickkopplungsschleife induziert (Diebold et al., 2003; Kato et al.,
2005).

Die Applikation héherer MCMV Dosen in vivo resultierte in einer Reduktion der IFNB
Sekretion in pDCs. Dieser immunevasive Mechanismus wurde zuerst in Fibroblasten ge-
zeigt (Le et al., 2008). Eine Exposition von NK Zellen mit hohen IFN | Mengen im Infekti-
onsmodell von LCMV hatte eine reduzierte Fahigkeit zur IFNy Produktion zur Folge, was

bis dato noch nicht fir MCMV beschreiben wurde (Nguyen et al., 2000). Es ist denkbar,
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dass sekretiertes IFNa/B in der MCMV Infektion dhnlich wie LCMV naive CD8" T-Zellen
gegeniber IL-2, IL-7 und IL-15 induzierter Proliferation desensibilisiert. Das wiirde eine
Anderung der T-Zell spezifischen Immunantwort gegeniiber MCMV bedeuten. Zum Ei-
nen wdre damit MCMV in der Lage, die IFNP Expression zu unterdriicken und sich so
einen Replikationsvorteil zu verschaffen, zum Anderen wird dadurch eine IFNB bedingte
Schadigung des Gewebes verhindert, was wiederum zur Etablierung einer latenten In-
fektion beitragt. So moduliert MCMV indirekt die virale Last im infizierten Organ und
tragt zu einer moderaten Replikation des Virus bei. Offenbar existiert ein bestimmter
Schwellenwert, bei dem MCMV seine Existenz im infizierten Organ sicherstellt. Zudem
tragt ein erh6htes Niveau an endogenem IFNB Level zu einer Aufrechterhaltung der cDC
Anzahl in der Milz bei (Banks et al., 2005), sodass kurz darauf eine vermehrte MCMV
spezifische CD8" T-Zell eintritt.

Die Positionierung IFNB* pDCs nahe der T- und B-Zell Grenze in der weiRen Pulpa der
Milz bestdtigte zum Einen vorangehende Experimente mit dem molekularen Stimulus
CpG, zum Anderen wies die Bereitstellung von physiologisch relevanten Mengen des
Zytokins in der antiviralen Immunantwort durch eine duRerst geringe Anzahl IFNB pro-
duzierender pDCs auf eine regulatorische Funktion innerhalb der antiviralen Immunant-
wort gegen MCMV hin. Vergleichbare in vivo Ergebnisse zeigten auch die Stimulation

von CpG oder die Verwendung der IFNa6""/¢"

Reportermaus zur Visualisierung der IFNa
Expression (Kumagai et al., 2007). Unter homdostatischen Bedingungen befinden sich
pDCs in einer geringen Zahl hauptsachlich in der roten Pulpa und T-Zell Zonen der Milz.
Durch MCMV aktivierte IFNa® pDCs migrieren einem chemotaktischen Gradienten fol-
gend in die T-Zell Zone (Asselin-Paturel et al., 2005). Der Befund, dass IFNB produzieren-
de pDCs nach MCMV Infektion in den T-Zell Zonen der weilen Pulpa lokalisiert sind,

deutet auf eine funktionale Beteiligung dieser Zellen an der Aktivierung antiviraler

Effektorzellen hin (Scheu et al., 2008).

4.1.2 Der zellulare Infektionsstatus nach MCMV Infektion

Die Kontrolle von MCMV wird vermittelt sowohl von Zellen des angeborenen als auch
des adaptiven Immunsystems. Typ | IFN spielt bei der Bekampfung von Herpesviren eine

herausragende Rolle, vermag die virale Replikation in infizierten Zellen direkt zu inhibie-
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ren und reguliert so das Uberleben und die Differenzierung an der Immunantwort betei-
ligter Effektorzellen wie NK Zellen und T-Zellen sowie die Reifung von APC (Banks et al.,
2005; Schneider et al., 2008). Der Mechanismus, nach dem die virale Verbreitung nach
i.p. Infektion erfolgt, beinhaltet den Transport freier Virionen zu den mediastinalen
Lymphknoten und die anschlieBende systemische Zirkulation bis hin zu Milz und Leber
(Hsu et al., 2009). Obwohl MCMYV einen breiten Zelltropismus aufweist und verschiede-
ne Zelltypen infiziert, erfolgt nach der Dissemination freier viraler Partikel eine selektive
Infektion von Stromazellen. Vor allem ER-TR7* CD29" retikulidre Fibroblasten, die der
Marginal Zone und der roten Pulpa ihre Struktur geben, sind in der Milz zu Beginn der
Infektion (6h p.i.) die ersten von MCMV infizierten Zellen. Obwohl angenommen wurde,
dass wahrend der frihen akuten MCMV Infektion DCs effizient infiziert werden
(Andoniou et al., 2005; Andrews et al., 2001; Andrews et al., 2005), traten im Infekti-
onsmodell von Hsu et al. die ersten infizierten CD11c" Zellen relativ spét, erst nach 48h
p.i. auf und waren in der weillen Pulpa der Milz positioniert (Hsu et al., 2009). Sensitive
durchflusszytometrische Analysen dieser Arbeit erweiterten diese Befunde, identifizier-
ten die ersten infizierten DCs als pDCs bereits 4h nach MCMV Infektion und widerspre-
chen damit der Beobachtung, dass die ersten infizierten Ly6C/G" pDCs erst 36h nach
MCMV Infektion zu identifizieren sind (Dalod et al., 2003). cDCs waren in diesem ver-
wendeten Reportersystem zu diesem Zeitpunkt (4h p.i.) nur marginal mit MCMV infi-
ziert. Fur die initial stark reduzierte MCMV Produktion in infizierten Organen wurde als
Erklarungsmoglichkeit die frihe IFN | Antwort genannt, die eine virale Replikation ver-
hindert und die Effektorzellen des Immunsystems sowie NK Zellen aktiviert (Dalod et al.,
2003). Diese Spekulation konnte durch die dargelegten FACS-basierten Analysen entkraf-
tet werden, da in der friihen Infektionsphase infizierte pDCs identifiziert wurden.

Im gesamten zeitlichen Verlauf der MCMV Infektion in vivo zeigten sich zwei MCMV In-
fektionshohepunkte, die mit der IFNB Produktion korrelierten. Im Verlauf der Infektion
zeigte sich die antivirale Aktivitat der IFNB Expression darin, dass zundchst die initiale
IFNB Expression die Etablierung einer friihen Infektion verlangsamte. Nach einer ersten
hohen viralen Last innerhalb der DC Population erfolgte ein weiterer H6hepunkt der
IFNB Produktion, der in der spaten Phase die Infektion supprimierte. Die Daten der vor-
liegenden Arbeit zeigen, dass pDCs ein sehr friihes Ziel fir die MCMV Infektion darstel-

len, wodurch diese Zellen in das Zentrum der Immunantwort gegen MCMV positioniert
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werden. Es ist im Interesse des Virus, besonders Zellen des Immunsystems, deren Zyto-
kinausschiittung und funktionale Effektoreigenschaften zur Reduktion der viralen Last in
den infizierten Organen fihren, in der initialen Phase der Infektion zu kontrollieren.
Trotzdem bleibt es weiterhin offen, ob pDCs einen produktiven Infektionszyklus unter-
stitzen. Durch infektiose Center Assays konnte bestimmt werden, ob pDCs signifikant
hohere Levels an infektidosen Partikeln als andere infizierte Zellen produzieren, was eine
Aussage hinsichtlich ihres infektiosen Potentials in der frihen Infektionsphase von
MCMV erlauben wiirde.

Die Marginal Zone der Milz spielt in systemischen Virusinfektionen eine entscheidende
Rolle. Sie befindet sich zwischen roter und weiRer Pulpa und filtert Gber das Blut verbrei-
tete Pathogene. Mduse mit einer defekten Marginal Zone konnten nach viraler Infektion
keine angemessene IFNa Antwort induzieren (Louten et al., 2006). Zwar wandern durch
die Marginal Zone viele verschiedene Zelltypen, myeloide DCs und MZ B-Zellen sind je-
doch in dieser Region stabil lokalisiert. Einige Viren nutzen in der friihen Infektion MZ
Zellen als Ort ihrer Replikation. Unter homoostatischen Bedingungen sind pDC un-
gleichmaRBig in der Milz verteilt und befinden sich hauptsachlich in der roten Pulpa und
den PALS der weilRen Pulpa, aber sind in niedrigen Frequenzen auch in der Marginal Zo-
ne zu finden (Asselin-Paturel et al., 2005). Die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4
sind als essentielle Sensoren fir chemotaktische Signale identifiziert worden. Sie sind
involviert in das Einschleusen bzw. Positionieren der pDCs innerhalb der Milz oder in
deren Migrationspfad in die speziellen lymphoiden Kompartimente. Dabei wird ange-
nommen, dass DCs ihre Signale von den beiden distinkten Stroma-assoziierten
Chemokinliganden CCL21 und CXCL12, die auf den Zellen der Marginal Zonen-
Briickenkanale (splenic marginal zone bridging channels, MZBCs) exprimiert werden
(Umemoto et al., 2012). Die MZBCs bilden Durchgédnge im Marginalsinus (bestehend aus
Endothelzellen). ER-TR7" retikuldre Fibroblasten (FRCs) kleiden diese MZBCs aus und
fungieren als eine Art VerbindungsstraBe von der MZ zu den PALS. pDCs gelangen (iber
die BlutgefidfRe in die Milz und deren Migration von den MZBCs in die weilRe Pulpa wird
vermutlich Gber die CXCL12 exprimierenden FRCs geleitet und unterstitzt. Da retikuldre
Fibroblasten permissiver gegentiber MCMV sind als DCs und durch ihre ideale Positionie-
rung innerhalb der Milz als erste Zellpopulation mit MCMV infiziert wird, werden ein-

wandernde DCs mit MCMV moglicherweise durch die Passage der MZBCs infiziert. Diese
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Trans-Infektion wurde bereits flir MDDCs beschrieben, bei der infizierte MDDCs CMV
Partikel durch engen Kontakt zwischen Membran-gebundenem Virionen und der Plas-
mamembran der Zielzelle als primarer Mechanismus Ubermitteln (Haspot et al., 2012).
In vitro Experimente mit Fibroblasten als MCMV infizierte Monolayer konnen diese Zel-
len als Signalibermittler identifizieren, die imstande sind, pDCs mit MCMV zu infizieren
(Trans-Infektion) bzw. zur IFNB Expression anzuregen. Da ein Migrieren von infizierten
DCs aus anderen Organen ausgeschlossen wurde (Hsu et al., 2009), regulieren diese Zel-
len offenbar die Expression des Migrationsmarkers CCR7 hoch, um von der Marginal
Zone, wo sie unter zundchst nicht-infektiésen Bedingungen lokalisiert sind und auch dort
infiziert werden, durch die weilRe Pulpa bis hin zu den T-Zell Arealen zu gelangen. Dort
angekommen, kénnen sie eine T-Zell spezifische Antwort gegen MCMV induzieren. Die
biologischen Konsequenzen der IFN | Antwort in vivo hangen nicht nur von der produ-
zierten Zytokinmenge ab, wobei niedrige IFN | Niveaus eher immunstimulatorisch und
hohere Level immunsuppressiv wirken, sondern auch aus der daraus resultierenden T-

Zell Antwort.

4.2 Der Mechanismus der IFNB Induktion

Generell verfligen Zellen Uber ein komplexes, meist Uberlappendes molekulares Netz-
werk, um das schnelle Erkennen von viralen Pathogenen und deren Bestandteilen sicher
zustellen. PDCs besitzen die einzigartige Fahigkeit, virale Infektionen zu detektieren oh-
ne gleichzeitig mit dem Virus infiziert zu sein (Dalod et al., 2003; Romani et al., 2007). Sie
miissen demnach in der Lage sein, Oligonukleotide von Viren direkt oder von infizierten
Zellen aufzunehmen, um ein Auslésen der IFNB Produktion tGber TLR7 und/oder TLR9 zu
induzieren. Der von pDCs exprimierte TLR9 erkennt unmethylierte CpG Motive wie sie in
bakterieller DNA und immunstimulatorischer Oligonukleotide vorkommen (Hemmi et al.,
2000; Krieg, 2002). CpG Motive kommen ebenso im Genom der a- und B-Herpesviren
wie HSV und MCMV in groRen Mengen vor (Lundberg et al., 2003). Da deren Genom
nicht besonders methyliert ist, wurde bereits gezeigt, dass TLR9-vermittelte Erkennung
von MCMV Genomen Uber unmethylierte CpG Motive stattfindet (Krug et al., 2004a). Bis
heute ist nicht ganz klar, wie DNA in die Endosome gelangt, wo TLR9 einen MyD88-

abhangigen Signalweg initiiert.
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Die IFNB Produktion in pDCs erfordert keine endogene virale Replikation (Dalod et al.,
2003; Romani et al., 2007), wie auch die in vitro Experimente mit Ganciclovir bestatigen.
Die Detektion von aufgenommen Oligonukleotiden anderer infizierter Zellen oder der
Viren selbst in den Endosomen induziert vielmehr die IFNB Produktion in diesen Zellen.
Die Beobachtung, dass in vivo keine IFNB exprimierende pDC mit MCMYV infiziert war,
flihrte zu der Frage, welche Ausldser fiir die IFNB Produktion verantwortlich gemacht

werden konnen.

4.2.1 Rezeptor-vermittelte Endozytose als Voraussetzung fiir die Induk-
tion der IFNB Antwort in pDCs
Welchen Eintrittsweg MCMV in verschiedene Zelltypen benutzt, hat nicht nur Einfluss
auf die produktive Infektion, sondern bestimmt auch den Signalweg, der zur Aktivierung
der antiviralen Antwort in diesen Zellen fiihrt. Zur effizienten Infektion muissen Viren
zunachst an die Zelloberflache der zu infizierenden Zellen binden. Generell kdnnen dabei
zelluldre Strukturen als sogenannte ,attachment factors“ dienen, die eine nicht-
spezifische Bindung des Virus vermitteln und fur dessen Akkumulierung an der Zellober-
flache sorgen. Virusrezeptoren und virale Glykoproteine dagegen fordern aktiv den vira-
len Eintritt in die Zellen. Die Hiille des Cytomegalovirus ist eine Lipiddoppelmembran, die
sich vom Trans-Golgi-Netzwerk der infizierten Zelle ableitet und neben zelleigenen Lipi-
den auch 11 virale Glykoproteine beinhaltet. Fiir die Bindung der CMV Partikel sind so-
wohl gB als auch gH/gL essentiell. Dabei bindet gB an verschiedene Integrine Uber eine
konservierte Disintegrin-dhnliche Doméane oder an den epidermal growth factor receptor
(EGFR), um den Eintritt in die Zelle zu gewahrleisten (Compton, 2004; Feire et al., 2004;
Wang et al., 2003), wahrend die Glykoproteine gH/gL ausschlieBlich an Integrine binden.
Fir das virale Glykoprotein gB ist auch gezeigt, dass HCMV an den Membranrezeptor
DC-SIGN auf Mo-DCs bindet (Halary et al., 2002). Verschiedene HCMV Isolate kdnnen
unterschiedliche Komplexe ausbilden, die fiir den Eintritt in diverse Zelltypen verant-
wortlich gemacht werden. Wahrend der Komplex gH/gL flr eine Infektion essentiell ist,
definiert der Komplex gH/gL/gO den Zelltropismus fiir bestimmte Zelltypen und verbes-
sert die Bindung spezifischer Rezeptoren. Daneben ist der pentamerische Komplex

gH/gl/pUL(128, 130, 131A) erforderlich fiir die Infektion von Endothel- und Epithelzel-
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len, DCs und Leukozyten (Scrivano et al., 2010). Wahrend HCMV in die Mehrzahl von
Zellen mittels Fusion gelangt, ist die Infektion von MDDCs mit HCMV unabhangig von der
Ansduerung der Endosomen. Vielmehr ist die Makropinozytose, ein Aktin-abhangiger
endozytotischer Prozess, an der Aufnahme von HCMV in MDDCs verantwortlich (Haspot
et al., 2012). Vor allem in unreifen DCs ist dieser Prozess der Makropinozytose in hohem
MaBe zu beobachten (Sallusto et al., 1995).

Im bakteriellen Infektionsmodell waren ~80% der IFNB produzierenden Zellen mit Liste-
rien infiziert (Dresing et al., 2010). Wahrend der Untersuchung im zeitlichen Verlauf der
MCMV Infektion konnte die unerwartete Beobachtung gemacht werden, dass in mit
MCMV infizierten DCs keine IFNB Expression auszumachen war bzw. in IFNB exprimie-
renden pDCs kein GFP nachgewiesen wurde. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten,
dass MCMV schnell und effektiv die IFNB Expression abschalten kann (Le et al., 2008).
Das bedeutet, dass infizierte DCs kein IFNB exprimieren, weil sie mit MCMV infiziert sind.
Diese Annahme bestédtigen die hier gezeigten in vitro Daten (vgl. Konfokal 3.3.1, Sort
3.3.1). Aus der Beobachtung, dass Uberhaupt IFNB produzierende pDCs wahrend der
MCMV Infektion identifiziert wurden, ergab sich die These, dass diese IFNB exprimieren-
den pDCs MCMV durch Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen haben, was
vereinbar ist mit dem Auslosen der TLR9-vermittelten IFNB Antwort im Endosom. W&h-
rend der Mechanismus des HCMV Eintritts in Endothelzellen, Fibroblasten und Epithel-
zellen bereits gezeigt ist, ist die Datenlage Uber den Eintrittsweg von MCMV in DCs kaum
beschrieben. Die hier beschriebenen Experimente zur Anhebung des endosomalen pH-
Wertes von in vitro generierten DCs zeigten in beiden DC Typen eine Beteiligung der
endosomalen Sensoren bei Induktion der IFNB Antwort auf, wobei die Anderung des
endosomalen pH-Wertes in GM-CSF DCs in einer deutlicheren Reduktion der viralen
Genexpression resultierte als bei es FIt3-L DC zu beobachten war. Die IFNB Expression in
FIt3-L DCs war jedoch insgesamt pH-Wert-abhangig. Ob der Eintritt von MCMV tatsach-
lich ein pH-abhédngig Prozess ist, werden weitere Experimente mit anderen endosomalen
Inhibitoren wie Ammoniumchlorid und Bafilomycin Al zeigen. Fiir makropinozytotische
Prozesse kann die Verwendung des Aktin Inhibitors Cytochalasin D Aufschluss Gber die
Art der Internalisierung von MCMV geben und auch Hinweise tGber MCMV-induzierte
Signalwege. Kurzlich wurde erfolgreich ein mit Kapsid-Fluorochrom getaggtes MCMV

konstruiert, welches die Studie des Transports des Kapsids durch das Zytoplasma der
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infizierten Zelle ermoglichte. Das sogenannte ,single particle tracking” zeigte einen in-
trazellularen Transport von MCMV Partikel in einem direkten, Mikrotubuli-abhdngigen
Weg in murinen Fibroblasten (Bosse et al., 2012).

Wie bereits erwahnt, sind fir die Bindung von HCMV mehrere Rezeptoren, einschliefilich
EGFR, PDGFR (Platelet derived growth factor receptor) und Integrine (CD11b) beschrie-
ben, die die Adsorption und den Eintritt der viralen Partikel vermitteln. Neben der Bin-
dung des viralen Glykoproteins gB an das auf MDDCs exprimierten DC-SIGN Rezeptor
(Halary et al., 2002) kdonnen zusatzlich zu Oberflachenrezeptoren auch TLR als Eintritts-
pforte fir HCMV fungieren. Obwohl TLRs durch Erkennen pathogener Bestandteile als
Initiatoren der angeborenen Immunantwort agieren und die Hochregulation ko-
stimulatorischer Molekile, die IFN | Produktion und die Sekretion inflammatorischer
Zytokine induzieren, wurde TLR2 als Bindungspartner der HCMV kodierenden gB und gH
identifiziert. Offensichtlich verwendet HCMV distinkte Oberflachenrezeptoren fiir das
Andocken an unterschiedliche Zellen oder die Vermittlung des viralen Eintritts in die
Zelle. TLR2 ist zwar nicht auf reifen murinen pDCs exprimiert, ist jedoch auf unreifen DCs
zu finden und stellt damit einen potentiellen Internalisierungsrezeptor fir MCMV dar.
Kirzlich wurde der dendritische Endozytose Rezeptor Dec205 als Eintrittspforte von CpG
Oligonukleotide beschrieben, der praferenziell CpG Typ-B (1668) bindet (Lahoud et al.,
2012). Nach der Internalisierung gelangt CpG zu den Endosomen, wo TLR9 die Signalkas-
kade der IFN | Antwort in Gang setzt.

Es existieren demzufolge multiple Invasionsmoglichkeiten des Virus, virale Komponenten
in das Zellinnere einzuschleusen, die nicht nur die virale Vermehrung beglinstigen, son-
dern auch potentielle Sensoren zur Induktion der antiviralen Immunantwort darstellen.
Immunhistochemische Konfokalanalysen zeigten, dass zum Einen die meisten IFNB pro-
duzierenden Zellen nicht mit MCMV infiziert waren, zum Anderen IFNB* Zellen aber in
direkter Nachbarschaft zu infizierten Zellen lokalisiert waren. Dieses Resultat deutete
erstmalig auf eine Beteiligung einer ,Bystander” Aktivierung der IFNB Produktion im
infektiosen Kontext mit MCMV durch Zytokin-produzierende Nachbarzellen hin. Alterna-
tiv kdnnen infizierte cDCs oder auch Stromazellen in der Milz Gber virale Bestandteile
(dsDNA) an residente pDCs weiterleiten. Diese produktiv nicht-infizierten pDCs sezernie-

ren daraufhin IFNp.
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Die Kommunikation ist bisher zwischen den Zellen ausschlieflich den Zytokinen zuge-
schrieben worden, obwohl Kontakt-vermittelte Kommunikation zwischen den Zellen
einen raumlich-zeitlichen Vorteil bringen wiirde. Beispiele hierfiir sind vor allem die Ak-
tivierung von T-oder NK Zellen durch APCs. Eine rasche, Kontakt-abhdngige Informati-
onsweiterleitung ist vor allem gegeben bei raumlich kurzen Distanzen zwischen den
kommunizierenden Zellen, wohingegen eine kontakt-unabhédngige Signalweiterleitung
far groRe Distanzen geeignet ist und dementsprechend mehr Zeit zur Weiterleitung in
Anspruch nimmt. Eine andere Hypothese ist, dass der Austausch viraler Partikel (iber
Verbindungskanale zwischen benachbarten Zellen stattfindet, der im Folgenden zur IFN(
Induktion fuhrt. Aufgrund biochemischer Eigenschaften und einem Durchmesser von
2,5nm dieser Gap-junctions ist nicht davon auszugehen, dass ca. 200nm grol3e virale
MCMV Partikel den Kanal zu benachbarte Zellen als ganze Partikel passieren kénnen,
was eine Infektion der umliegenden Zelle zur Folge haben wirde. Im Grunde ware ledig-
lich eine Weitergabe viraler Bestandteile wie z.B. DNA von einer infizierten Zelle zu der
benachbarten Zelle lber eine Gap-junction-abhangige Kommunikation denkbar. Analog
hierzu stellt die intrazellulare Kommunikation liber Gap-junctions eine wichtige Klasse
der Kontakt-abhangigen Kommunikation dar und wurde kiirzlich verantwortlich fiir die
DNA-ausgeloste Kommunikation zwischen benachbarten Zellen gemacht (Patel et al.,
2009). Der in der Publikation beschriebene Beweis fiir die von Gap-junctions verstarkte
Immunantwort ausgeldst durch zytosolische DNA wadre auch im MCMV Modell denkbar,
denn durchflusszytometrischen Analysen zeigten distinkte Zellpopulationen von IFNB
Produzenten und infizierten Zellen innerhalb der pDC Population. Eine Ko-Kultivierung
von pDCs mit infizierten Fibroblasten, die nach erfolgter Infektion mit dem MCMV Repli-
kationsinhibitor Ganciclovir behandelt werden, kann Aufschluss iber die Induktion der
IFNB Expression in den pDCs geben. Dadurch, dass keine infektiésen Partikel entstehen,
miussten in diesem Fall virale Partikel oder genomische Bestandteile fir eine ,trans“-
IFNB Expression in angrenzenden pDCs verantwortlich gemacht werden. Dass diese
Ltrans“- Aktivierung per se moglich ist, zeigen u.a. Studien mit weiteren Mitgliedern der
Herpesfamilie. Basierend auf bisherigen Veréffentlichungen und der Gegebenheit, dass
die Replikation von Herpesviren offenbar nach Initiierung einer Immunantwort erfolgt,
beruht die Erkennung durch PRRs von DNA Viren hauptsachlich auf eingehendes

genomisches Material (Paludan et al., 2011). Zudem wurde kiirzlich gezeigt, dass virale
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RNA von HCV (iber Zell-Zell Kontakt in pDCs transferiert wird, die auf diesen Stimulus hin
IFN | produzieren, ohne direkt infiziert zu sein (Takahashi et al., 2010). Diese Beobach-
tungen lieBen vermuten, dass pDCs einen Mechanismus entwickelt haben, virale Infekti-
onen aufzuspilren unabhdngig von einer intrinsischen Replikation. Von Lui et al. konnte
2009 erstmals gezeigt werden, dass humane pDCs Antigene von Influenza Viren von Zel-
len, die diesem Virus ausgesetzt waren, aufnehmen und kreuzprasentieren konnen (Lui
et al., 2009). Obwohl pDCs Uber eine geringe Fahigkeit der Aufnahme endogener 16sli-
cher oder zelluldrer Antigene verfiigen, zeigte diese Arbeitsgruppe, dass pDCs die Anti-
gene nicht durch Antigenaufnahme apoptotischer oder nekrotischer Zellbestandteile
entstammten, sondern dass pDCs speziell Zell-abgeleitetes Material von benachbarten
mit Influenza infizierten Zellen aufnehmen. Ein dhnlicher Prozess kdnnte auch die in vivo
beobachtete hohe IFNB Expression nach Infektion mit UV-inaktiviertem MCMV erkléren,
bei der pDCs virale Fragmente durch Rezeptor-vermittelte Endozytose aufnehmen, was
zur IFNB Expression in pDCs fiihrt. Jedoch konnten keine IFNB* cDCs detektiert werden,
die in Infektionsbedingungen Uber eine verstdrkte Antigenaufnahmekapazitat verfiigen
und eine Erkennung pathogener Bestandteile durch zytoplasmatische Sensoren stattfin-
det. Durch die molekulare Ausstattung dieser Zellen ist trotz hoher Antigenaufnahmeka-
pazitdt eine rasche IFNP Expression als Antwort auf pathogene Stimuli in cDCs nicht zu
erwarten. Die hier beschriebenen Experimente mit UV-inaktivierten Viren bzw. DIPs und
die Untersuchungen zum viralen Eintrittsweg in in vitro Experimenten geben nun erste
Hinweise, dass IFNB produzierende Zellen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose virale
Bestandteile bzw. Partikel aufnehmen und auf diesem Stimulus folgend in den IFNB Akti-
vierungszustand gelangen. Moglicherweise sind diese Zellen ggf. in der Lage, diese auf-
genommenen Antigene an CD8" T-Zellen kreuzprésentieren, da berichtet wurde, dass
durch TLR aktivierte pDCs in der Lage sind, effizient Antigene an T-Zellen kreuz zu pra-
sentieren. Es wird vermutet, dass die Antigen-prasentierenden Wege in pDCs an
Proteasom-unabhangigen und endosomalen Wegen gekoppelt sind, die virale Antigene

an CTLs kreuzprasentieren (Di Pucchio et al., 2008; Mouries et al., 2008).
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4.2.2 MCMV infiziert unreife DCs, die daraufhin ihren Phdanotyp dndern

Im zeitlichen Verlauf der MCMV Infektion zeigte sich liberraschenderweise, dass in der
frihen Infektionsphase (4h p.i.) mehr pDCs mit MCMV infiziert waren als cDCs, wohin-
gegen in der Infektionsphase zwischen 6-24h p.i. etwa zu gleichen Teilen cDCs (CDllchi
CD8a" mPDCA-1") und nicht aktivierte pDCs (CD11c™ CD8a” mPDCA-1*) mit MCMV infi-
ziert waren. 48h-168h p.i. schlieRlich konnten mehr cDCs als pDCs als infizierte Zellen
identifiziert werden. Die absolute Zahl der infizierten pDCs verringerte sich in diesem
analysierten Zeitfenster kontinuierlich. Diese Beobachtung flihrte zu der Annahme, dass
unterschiedliche Eintrittswege des Virus die distinkte Infektiositdt erklarbar machen.
Abhangig vom Virustyp und von der Struktur des aufzunehmenden Partikels, werden
grundlegend zwei verschiedene Moglichkeiten des Eintritts in die Zelle unterschieden.
Zum Einen binden vor allem nicht-behiillte Viren an spezifische Oberflachenrezeptoren
der Plasmamembran, zum Anderen dringen Viren, bevorzugt komplexere Viren wie Her-
pesviren, die von einer Hillmembran umgeben sind, in die Zelle durch klassische Endo-
zytose ein (Akhtar and Shukla, 2009). Wahrend die Fusion einen pH-unabhangigen Pro-
zess darstellt und in einer produktiven Replikation endet, ist die Endozytose gebunden
an einen niedrigen pH-Wert der Endosomen. Beide Strategien dienen der Vermeidung
von lysosomaler Degradation innerhalb der klassischen Endozytose, die die virale Repli-
kation und somit die Verbreitung der Viren begrenzen. HCMV sowie MCMV gelangen in
permissive Zellen wie Fibroblasten durch eine pH-unabhangige Fusion zwischen dem
viralen Hillproteinen und der zellularen Plasmamembran (Compton et al., 1992).

Die Untersuchungen unter Verwendung eines basischen Inhibitors der endosomalen
Ansduerung widerlegten diese Hypothese und wiesen in beiden DC Typen auf eine Re-
zeptor-vermittelte Endozytose hin, sodass ein anderer Mechanismus fiir diesen unter-
schiedlichen zelluldren Infektionsstatus in Betracht gezogen werden muss. Méglicher-
weise erfolgt die frihe MCMV Infektion in DCs, die unterschiedliche Reifezustdande auf-
weisen. 2002 wurden CD11c" B220" pDCs als unreife APC beschrieben, die nach Stimula-
tion mit CpG eine Anderung des Phanotyps erfahren. lhre Fihigkeit zur Migration war
erhoéht und machte sie zu potenten T-Zell Stimulatoren (Brawand et al., 2002). Eine vor
kurzem veréffentliche Publikation unterstiitzte diesen Befund und beschrieb CD11c"

B220" CCR9” mPDCA-1" Zellen aus der Milz als eine DC Population, die mehr cDC Vorliu-
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fer sind als ,,bona fide“ pDCs (Segura et al., 2009). Diese Population entsprach den in
vitro infizierten DCs sowohl in Sort- als auch Konfokal-Experimenten, da reife pDCs sehr
schlecht mit MCMV infizierbar sind (Dalod, M., miindliche Mitteilung, eigene
Beoabchtung). Etwa zeitgleich wurden neue Subpopulationen von pDCs definiert, die
sich anhand ihrer CCR9 Expression voneinander unterscheiden (Hadeiba et al., 2008).
Unter dem Einfluss |6slicher Faktoren verfiigen aus dem Knochenmark generierte CCR9
pDCs {ber die Plastizitit, sowohl Phdnotyp als auch Funktion von CD11b" CD8a cDC-
dhnlichen Zellen anzunehmen (Schlitzer et al., 2011). Die finale Differenzierung von pDCs
ist somit nicht auf das Knochenmark beschrankt, sondern findet in peripheren Geweben
statt. Dabei entscheidet die lokale Mikroumgebung tiber die Entwicklung von CCR9" pDC-
dhnlichen Vorlaufern (Schlitzer et al., 2012). Solange sie im Knochenmark verbleiben
exprimieren beide pDC Population den MHC Il Ko-Rezeptor CD9. Sobald sie das Kno-
chenmark verlassen und die lymphoiden Organe infiltrieren, verlieren diese pDCs den
Rezeptor auf ihrer Oberflache (Bjorck et al., 2011). Die von MCMV infizierten DC Popula-
tionen zeigten u.a. den cDC (CD11c* CD8a* B220" mPDCA-1" CD9* CCR9 CD11b”*) Phino-
typ. Infizierte pDCs dagegen charakterisierten sich einerseits durch einen CD11c” CD8a’
B220" mPDCA-1* CD97* CCR9* CD11b™ Phinotyp, der den von Bjorck et al. beschriebenen
,reifen” pDC Phanotyp entspricht. Diese CD9” pDCs produzieren sehr geringe Mengen an
IFNa, dafiir konnten sie aber eine FoxP3" CD4" T-Zell Antwort induzieren und gelten
demnach als toleranzbildend (Bjorck et al., 2011). Obwohl unter in vitro Bedingungen
infizierte pDCs IFNB sezernieren, konnten durchflusszytometrisch in vivo keine MCMV
infizierten IFNB* pDCs erfasst werden. Da IFNB antivirale Eigenschaften besitzt, konnte
vermutlich wegen Unterschreitung des Detektionslevels intrazellularen MCMV GFP Fluo-
reszenzsignals keine simultane Expression von IFNB/YFP und MCMV GFP ermittelt wer-
den. Andererseits waren auch MCMV infizierte pDCs detektiert worden, die einen
CD11c™* cD8a B220* mPDCA-1* CD9”™ CCR9™ CD11b* Phinotyp aufwiesen korrespon-
dierend zu den von Bjorck et al. beschriebenen ,unreifen”, pro-inflammatorischen pDCs,
die eine CTL Antwort induzieren kdnnen. In diesem Artikel wiesen diese Zellen u.a. einen
zusatzlichen Phdnotyp von CCR9™ E2-2" IRF7%, aber SiglecH und mPDCA-1" auf und ent-
sprechen den von Schlitzer et al. beschriebenen CCR9™ pDCs, die ebenfalls eine starke
IFNa Antwort induzieren. Wie bereits erwdahnt konvertieren diese Zellen in einem be-

stimmten Zytokinumfeld in CD11b" cDC-dhnliche DCs (Schlitzer et al., 2011). Eine erhoh-
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te Frequenz von mit MCMV infizierter cDCs zu einem spaten Zeitpunkt der Infektion
spricht fur diesen phanotypischen Wechsel von unreifen, CCR9" infizierten pDCs hin zu
CD11b" cDC-dhnlichen ¢DCs, die auf dem Weg ihrer Differenzierung den MHC Il Ko-
Rezeptor CD9 hochregulieren und die pDC-typischen Marker in ihrer Expression
herunterregulieren.

Neben der phanotypischen Charakterisierung erlaubt eine Begutachtung auf molekula-
rer Basis eine Diskriminierung zwischen pDCs und cDCs. PDCs sind den Lymphozyten
sehr dhnlich, da sie neben dem spezifischen B-Lymphozytenmarker B220/CD45R auch
RAG-1/2 (recombination activating gene -1/2) exprimieren. Bis zu 30% der pDCs sind
RAG-17, dessen Anwesenheit mit dem Ereignis der D-J Rekombination des IgH Lokus kor-
reliert (Welner et al., 2009). Die Moglichkeit der Rekombination des IgH Lokus unter-
scheidet sie von den cDCs und stellt demzufolge ein wichtiges Entscheidungsmerkmal
zwischen beiden DC-Populationen dar. Der Nachweis einer erfolgten Dy-J4 Rekombina-
tion in cDCs ist damit ein Hinweis darauf, dass diese Zellen von ehemals infizierten pDCs
abstammen. Diese fiir den Wirt vorteilhafte Flexibilitdt der infizierten pDCs erganzt die
Moglichkeit, die antivirale Immunantwort gegenlber einer MCMV Infektion zu modulie-
ren. Wahrend pDCs in ihrer Antigen-prasentierenden Fahigkeit limitiert sind, erméglicht
eine Anderung zu CD11b" cDCs eine erhéhte Beteiligung der Expansion MCMV spezifi-
scher T-Zellen.

Dass CMV sowohl reife als auch unreife DCs zu infizieren vermag, ist schon seit langerem
bekannt. Hierbei vollzieht sich in unreifen DCs ein vollstandiger Replikationszyklus, der
mit der Freisetzung viraler Nachkommen endet, im Gegensatz zu reifen DCs, die keine
Virionen freisetzen (Mathys et al., 2003). Andere Studien dagegen berichteten, dass
MCMV auch in reifen DC repliziert, jedoch in einem reduzierten und zeitlich verzégerten
Umfang (Andrews et al., 2001). Durch die Infektion von unreifen DCs steigert MCMV die
Chance, produktiv zu replizieren. Ob in diesem Infektionsmodell in cDCs tatsachlich eine
produktive Infektion stattfindet, kann aufgrund des gewdhlten MCMV Reportersystems
nicht festgestellt werden, da die unter dem humanen MIEP exprimierte Reporterfluores-
zenz keine Auskunft Uber die Expression spater Gene von MCMYV gibt, die fiir die As-
semblierung der Virionen eine entscheiden Rolle spielen. Offensichtlich infiziert MCMV
vornehmlich unreife DCs. Wie die meisten Viren wie HIV, Masernvirus oder HCMV, die

DCs infizieren, hat MCMV moglicherweise Mechanismen entwickelt, die es den Viren
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erlauben, deren Funktion z.B. durch Inhibition ihrer Reifung und ihrer Fahigkeit zur Zyto-
kinproduktion zu beeintrachtigen. Das beinhaltet auch MCMV bedingtes selektives
Herunterregulieren einiger Oberflaichenmarker, wie z.B. von CD11b innerhalb der infi-
zierten cDC Population oder auch die Hochregulation von CD9 zur Induktion einer ver-
besserten T-Zell Antwort nach Differenzierung in cDC-dhnlichen DCs.

Die Balance zwischen produktiver Infektion in unreifen DCs und deren phanotypischen
Konversion in Richtung der die adaptive Immunantwort aktivierenden ¢DCs, aber auch
ein ausgewogenes Verhéltnis der IFNB Produktion sind entscheidend fir Wirt und Virus

zur Aufrechterhaltung dieses Systems.

4.3 Vorgeschlagenes MCMV Infektionsmodell

Aus den Daten dieser Arbeit und unter Einbeziehung der aktuellen Fachliteratur lasst
sich folgendes Infektionsmodell vorschlagen:

Im Organismus kommen Dendritische Zellen in zwei unterschiedlichen funktionalen Zu-
standen vor: als unreife und reife DCs (Banchereau et al., 2000). Wahrend reife DCs in
den peripheren Geweben residieren, patrouillieren unreife DCs unaufhorlich durch den
Korper und nehmen kontinuierlich Antigene auf. In der Milz von C57BL/6 Méausen neh-
men in der friihen Phase der Infektion vor allem diese unreifen pDC-dhnlichen DCs in
einem Endozytose-abhdngigen Mechanismus MCMV oder defekte Viruspartikel (DIPs)
auf. Je nach Menge und Aktivitat der aufgenommenen Viren oder DIPs spaltet sich die
DC Population in zwei Fraktionen auf:

In einem Szenario nehmen diese unreifen, plastischen pDC-dhnlichen DCs durch Rezep-
tor-vermittelte Endozytose virale, unreife bzw. defekte Partikel auf, die zum Erkennen
dieser pathogenen Bestandteile antiviralen Mechanismen in Gang setzen und als Konse-
guenz IFNB produzieren. Zusatzlich ist eine latente Infektion durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose von aktiven Viren moglich, die durch die konstitutive IRF7 Expression zu ei-
ner raschen IFNB Antwort fihrt und unter Aktivierung des autokrinen IFN | Riickkopp-
lungsmechanismus eine produktive Replikation in diesen Zellen verhindert. Diese IFNB
produzierenden pDC-dhnlichen DCs differenzieren durch Hochregulation von CCR9 zu
reifen, aktivierten pDCs und migrieren in Richtung der T- und B-Zell Zone der weiRen

Pulpa der Milz. Die IFNB produzierenden pDCs verbleiben in der Milz, warnen in einer
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parakrinen Weise umliegende Zellen vor einer Virusinfektion bzw. sind an der Aktivie-
rung der NK Zell-vermittelten antiviralen Antwort beteiligt, die zur Lyse infizierter Zellen

fihrt (Abb. 4-1, rechts).
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Abb. 4-1: Modell fiir eine effiziente IFNB Aktivierung der antiviralen Immunantwort.

Eine andere Fraktion unreifer, plastischer DCs nimmt ebenfalls durch Rezeptor-
vermittelte Endozytose ,aktive” Viren auf, die im Sinne der viralen Genexpression zur
Replikation fahig sind. Diese DCs exprimieren in diesem Zwischenstadium sowohl fir
pDCs als auch cDCs typische Marker. Als Konsequenz der viralen Internalisierung sezer-
nieren diese pDC-ahnlichen DCs kein IFNB. Diese Hauptfraktion infizierter DCs stellen
unreife CCR9" CD9 pDCs dar, die als Antwort auf die Infektion ein genetisches Programm
aktivieren, das in ihnen die Konversion zu einem infizierten cDC-dhnlichen Phanotyp

auslost (Abb. 4-1, links). Diese phanotypische Redifferenzierung kann in weiterfiihren-
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den Experimenten nachgewiesen werden durch Rekombinationsereignisse im IgH Lokus
in diesen Zellen. Als Folge der Infektion wird die Expression des MHC Il Ko-Rezeptor CD9
hochreguliert und sie erlangen den Phanotyp und die Funktion der reifen cDCs. Ggf.
durch weitere phanotypische Modulationen wird die Induktion der CTL Antwort ermog-
licht.

Als fein abgestimmte Balance gelingt es MCMV auf diese Weise, die eigene Replikation
durch gezielte Infektion unreifer DCs zu beglinstigen, und auf der anderen Seite durch
Infektion der immunmodulatorisch wichtigen Zelltypen diese zu kontrollieren und eine
produktive Infektion ohne Schadigung des infizierten Organs zu ermdglichen. Durch die
Sekretion von IFNPB sind andere NK Zellen in der Lage, durch ihre zytotoxische Eigen-
schaft die virale Replikation zu minimieren und die Ausbreitung des Virus im infizierten

Organ zu beeinflussen.

4.4 Ausblick

Immunevasive Mechanismen von MCMV, die zu einer Reduktion der Frequenz IFNf pro-
duzierender pDCs flihrt und die Kapazitat des Virus, in infizierten DCs einen phanotypi-
schen Wechsel zu induzieren, erschweren in vivo Analysen zur eindeutigen Identifizie-
rung zum einen der Herkunft infizierter DCs aber auch der exakteren Bestimmung des
Stimulus der IFNB Expression in pDCs. Dazu ist es zunédchst unabdingbar, IFNB/YFP" pDCs
nach in vivo MCMV Infektion zu sortieren und deren DNA hinsichtlich auf Gehalt MCMV
Genome zu Ulberprifen. Entsprechende molekularbiologische Verfahren zur Bestim-
mung viraler Genome auf zelluldarer Ebene sind diesbeziiglich bereits etabliert. Die vor-
gestellten Transwell- bzw. Ko-Kulturexperimente mit infizierten cDCs gaben erste Hin-
weise darauf, dass diese infizierten Zellen in beiden Systemen keinen Einfluss auf die
IFNB Induktion in pDCs haben. Der bevorzugte Tropismus von MCMV, in retikuldren Fib-
roblasten der Milz zu replizieren, lassen diese als addquate Signaldonatoren erscheinen.
Die Infektion dieser Zellen in Transwell- und Ko-Kulturexperimenten mit pDCs geben
erste Hinweise darauf, ob pDCs wahrend ihrer Migration durch die Milz durch Kontakt
mit Fibroblasten infiziert oder zur IFNB Induktion veranlasst werden. Ein weiterer essen-
tieller Versuch ist die Sortierung infizierter DCs zu verschiedenen Zeitpunkten der Infek-

tion MCMV, um den Differenzierungszustand infizierter pDCs und ¢DCs durch die Be-
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stimmung der Rekombination des IgH Lokus zu erfassen. Zusatzlich kdnnen diese infi-
zierten DCs auch in sogenannten ,Infectious Center Assays” eingesetzt werden, um die
Zahl produktiv infizierter Zellen zu bestimmen. Diese Experimente konnen zusatzlich
Anhaltspunkte auf die Art des IFNB Stimulus geben. Um Einschrankungen in der Zellzahl
IFNB produzierender pDCs in vivo zu umgehen, sollen ferner pDCs von naiven Reporter-
mausen gemal ihrer Oberflachenmarker sortiert und nachfolgend mit aktivem bzw. UV-
inaktiviertem MCMYV infiziert werden. Diese Experimente geben vorerst Aufschluss tGber
die phanotypische Charakterisierung IFNB exprimierender DCs in ex vivo Experimenten.
Nachfolgend sind weitere Analysen zur Induktion der IFNB Antwort in verschiedenen DC
Populationen von Bedeutung, in denen nach zuséatzlichen Sortierexperimenten Infektio-
nen mit MCMV unter der Verwendung verschiedener endosomalen Inhibitoren durchge-
fihrt werden, die eine exaktere Charakterisierung des IFNB Stimulus und des viralen
Eintrittsweges ggf. auch in unterschiedlichen Reifestadien der sortierten DCs aufweisen.
Im Anschluss dazu geben bei ausreichender Zellzahl IFNB exprimierender pDCs T-Zell
Proliferationsassays Auskunft iiber eine MCMV spezifische Kapazitat einer CD8" T-Zell
induzierten Immunantwort. Diese Frage ist von bedeutender Relevanz, da eine Kreuz-
prasentation von MCMV Antigenen z. Zt. kontrovers diskutiert wird. Die Generation ei-
ner geeigneten MCMV Mutante ermdglicht aullerdem eine eindeutige Bestimmung zur
Position IFNB exprimierender pDCs und infizierter Zelltypen nach MCMV Infektion in vivo
und erweitert die ex vivo generierten T-Zellstimulationsexperimente. Die Verwendung
von sortierten DCs aus IFNB ™™ x TLR9” bzw. x TLR7”" oder x TLR3” und die nachfol-
gende MCMV Infektion erganzen ferner die Befunde zum Regulations- und Induktions-

weg von IFNB nach MCMYV Infektion (Krug et al., 2004a; Zucchini et al., 2008b).

Mit Hilfe der IFNB Reportermaus im Infektionsmodell mit MCMV kann in weiterfiihren-
den experimentalen Ansatzen eine funktionale Charakterisierung vorgenommen wer-
den, die sowohl die Konditionen der IFNB Antwort als auch die Auswirkungen der MCMV

Infektion von DCs determinieren.
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5 Zusammenfassung

Die Kontrolle viraler Infektionen erfordert das effektive Zusammenwirken von Zellen
sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems. Der IFNa/B Signalweg
als Schliisselkomponente des angeborenen Immunsystems spielt bei der Bekdmpfung
von MCMYV eine entscheidende Rolle. Bisher bekannte Daten Uber die zelluldare IFN | In-
duktion zu verschiedenen Zeitpunkten ergaben nur bruchstiickhafte Mosaike im Infekti-
onsverlauf von MCMV. Mit der Zielsetzung, das Gesamtbild der IFNB Antwort in der
MCMV Infektion darzustellen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein bicistronisches
IFNB/YFP Reportermausmodell genutzt, das die exakte Identifizierung der IFNB produ-
zierender Zellen auf zelluldrer Ebene durch die Koexpression von YFP ermdoglicht. Im ge-
samten Verlauf der MCMV Infektion konnte eine niederfrequente Fraktion an pDCs als
alleinige IFNB produzierende Zellpopulation durchflusszytometrisch identifiziert werden,
deren IFNB Produktion dabei unabhdngig vom Typ | IFN Rezeptor-vermittelten Rick-
kopplungsmechanismus war. Die Lokalisation an der Grenze der T- und B-Zell Zone der
weillen Pulpa in der Milz positioniert diese Zellen als Verbindung zwischen angeborener
und adaptiver Immunantwort. In vitro Studien unter Verwendung eines Inhibitors der
endosomalen Ansduerung zur Aufklarung des Initiationsmechanismus der IFNB Produk-
tion in pDCs ergaben Hinweise darauf, dass Rezeptor-vermittelte Endozytose als Auf-
nahmemechanismus viraler Partikel fir die IFNB Produktion in pDCs verantwortlich ist.
Dieser Aufnahmeweg ermoglicht die rasche Erkennung viraler Bestandteile, die zur In-
duktion der IFNB Produktion in diesen Zellen fiihrt. Die Erkennung von MCMV in pDCs
und somit die Induktion der IFNB Expression findet unabhdngig von viraler Replikation
statt, was mit der Beobachtung, dass viral infizierte Zellen nie gleichzeitig als IFNB Pro-
duzenten identifiziert wurden, gut vereinbar ist. Neben der Identifizierung IFNB expri-
mierender pDCs konnten mit Hilfe eines viralen Reportersystems sowohl pDCs als auch
cDCs als MCMV infizierte Zellpopulationen mit unterschiedlichen Zeitverlaufen bestimmt
werden. Aus diesen Ergebnissen ist ein Modell ableitbar, nach dem der Reifezustand der
betroffenen DC ausschlaggebend dafiir ist, ob eine mit MCMV in Kontakt getretene un-
reife pDC den aktivierten Zustand einer IFNB produzierenden pDC erreicht und es in die-
ser Zelle zu keiner viralen Replikation kommt oder das aktive Virus der endogenen IFNB

Antwort in dieser Zelle entkommt. Im letzteren Fall durchlaufen diese infizierten, unrei-
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fen DCs eine phanotypische Konversion, die nachfolgend mutmallich die Induktion einer

verbesserten MCMV spezifischen T-Zell Antwort ermaoglicht.

Summary

The control of viral infections requires the effective coordination of the native as well as
the adaptive immune system. The IFNa/B signaling pathway as a key component of the
native immune system plays the major role in the control of invading pathogens like
MCMV. To date only incomplete evidences about the cellular induction of IFNB during
infection are published. With the aim to illustrate the overall picture of the IFNPB re-
sponse after MCMV infection, a bicistronic IFNB/YFP mRNA reporter mouse model was
used allowing for the exact identification of IFNB producing cells on a cellular level via
the co-expression of YFP. During 4h — 7d p.i., pDCs are identified as the exclusive IFNf3
producing cell type with low frequencies after MCMV infection in vivo. In this process,
the IFNB expression in pDCs is independent of the type | IFN feedback loop. The localiza-
tion of IFNB producing pDCs at the T- and B-cell border of the white pulp in the spleen
positions these cells at the interface between the native and adaptive immune response.
In vitro studies using an endosomal acidification inhibitor further revealed that the IFNf
induction in pDCs depends on the uptake of virus or viral particles via endocytosis. The
pathway of viral uptake facilitates a rapid recognition of viral particles and leads to the
induction of IFNB production in these cells. The recognition of MCMV in pDCs and there-
fore the induction of IFNB expression takes place in a replication independent manner
which is in agreement with the observation that virus infected cells are at no time coin-
cidental IFNB producers. Besides the identification if IFNB producing cells, the usage of a
GFP expressing viral reporter system revealed pDCs as well as cDCs as MCMV infected
cell populations with different kinetics. Based on these results a model is proposed in
which the maturation status of the affected DC is decisive if a immature pDCs after con-
tact with MCMV acquires an activated state of an IFNB producing pDC followed by a
suppression of viral replication or the active virus escape from the host IFNB response.
In the last case, these immature DCs undergo a phenotypical conversion assuming that

this cell type is involved in an enhanced T-cell specific response against MCMV.
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