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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die virale Hepatitis

Die virale Hepatitis ist eine durch eine virale Infektion verursachte Leberentziindung
(griechisch hepar = Leber und -itis = Entziindung). Neben Begleithepatitiden, die im
Zusammenhang mit einer systemischen Infektion mit z. B. Cytomegalie-Virus (CMV) oder
Epstein-Barr-Virus (EBV) auftreten, ist die Hauptursache fiir virale Leberentziindungen
die Infektion mit den Hepatits Viren A-E, einer heterogenen Gruppe hepatotropher
Erreger. Vor allem Infektionen mit Hepatitis B- (HBV) oder C-Virus (HCV) kénnen dabei
einen chronischen Verlauf nehmen. Infektionen mit Hepatitis D- (HDV) und
Hepatitis E-Virus (HEV) konnen ebenfalls chronifizieren. HDV chronifiziert jedoch nur
bei einer Koinfektion mit HBV, und chronische Fille von HEV wurden bisher nur in
immunsupprimierten Personen beobachtet [1]. HBV ist mit ca.2 Mrd. schon einmal
infizierten Menschen [2] die hédufigste Virusinfektion weltweit. Wihrend bei ca. 90 % der
infizierten Erwachsenen die Infektion spontan ausheilt, nehmen ca. 10 % einen
chronischen Verlauf, wobei die Rate bei Kindern und immunsupprimierten Personen noch
deutlich hoher liegt. Ca. 240 Mio. Menschen sind weltweit chronisch mit HBV infiziert
und jéhrlich sterben ca. 0,6 Mio. Menschen an den Folgen [3].

Ca. 3 % der weltweiten Bevolkerung sind mit HCV infiziert [4] und jedes Jahr infizieren
sich weltweit ca. 3 — 4 Mio. Menschen neu [5]. Hierbei nimmt, mit ca. 80 % der Fille, ein
deutlich groBerer Anteil einen chronischen Verlauf [6]. Weltweit sind ca. 150 Mio.
Menschen chronisch mit HCV infiziert [5].

Weder HBV noch HCV haben eine direkte zythopathische Wirkung, d. h. die Pathogenese
der Hepatitis beruht auf immunologisch vermittelten Effekten in der Leber und spielt eine
groBe Rolle fiir den Verlauf der Infektion [7]. Die Schiadigung der Leber wéhrend der

Infektion kann anhand eines Anstiegs von Lebertransaminasen wie der
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Alanin-Aminotransferase (ALT) im Serum nédherungsweise bestimmt werden.
Normalerweise befinden sich diese Enzyme innerhalb der Leberzellen. Bei einer
Schidigung werden sie freigesetzt und die Konzentration im Serum steigt an. In einer
akuten Hepatitis kann die immun-vermittelte Leberschiddigung durch angemessene
Reparaturmechanismen kompensiert und die Leberfunktion aufrechterhalten werden [8]. In
der chronischen Infektion wird das Virus nicht vollstiandig eliminiert. Durch die dauerhafte
Aktivierung des Immunsystems kommt es zu einer anhaltenden Entziindung und zur
kontinuierlichen Zerstorung der Leberzellen [7]. Wihrend der dadurch bedingten stindigen
Proliferation und Regeneration der Zellen kommt es zu aberranter Reparatur und so zu
Leberfibrose [9]. Diese kann nach Jahren zu einer Zirrhose und schlieBlich zu Leberkrebs
fiihren [7, 8]. Leberkrebs ist bei Ménnern die fiinft hiufigste und bei Frauen die siebt
hiufigste Form von Krebs [10]. In den meisten Fillen handelt es sich dabei um ein
hepatozellulidres Karzinom (HCC - hepatocellular carcinoma) [10] mit einer 5-Jahres
Uberlebensrate von nur 11 % [6]. So sind 80 % der HCC mit einer Hepatitis B oder C
Infektion assoziiert [10] und bilden die héufigste Indikation fiir eine Lebertransplantation
[11].

Die genauen Faktoren, die zur Chronifizierung einer Hepatitis fithren, sind noch nicht
hinreichend bekannt. Um neue Ansitze fiir die Eliminierung der Infektion zu finden und
eine Chronifizierung zu verhindern, ist es essentiell zu verstehen, welche Mechanismen

und Bedingungen zur Chronifizierung fiihren.
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1.2 Lymphozytires Choriomeningitis Virus (LCMYV)

HBYV und HCV Infektionen sind auf Mensch und Schimpanse limitiert. Kleine Tiermodelle
und Zellkultursysteme, die fiir HBV und HCV suszeptibel sind, stehen daher nicht zur
Verfiigung [7]. Die molekularen Mechanismen, welche den Verlauf einer klinischen
Hepatitis im Menschen bestimmen, sind jedoch dhnlich zu denen in der Maus [12].

Ein sehr gutes und intensiv beforschtes Modell zur Studie der Immunologie von
Virusinfektionen ist die Infektion von Miusen mit Lymphozytirem Choriomeningitis
Virus (LCMV) [13-15], wobei die Maus auch der natiirliche Wirt des Virus ist [16].
LCMV ist, genau wie HBV und HCV, nicht-zytopathisch, d. h. die Pathogenese der
Hepatitis, die im Laufe der Infektion auftritt, wird nur durch die Immunreaktion und nicht
durch das Virus selbst vermittelt [17, 18]. Die Klidrung der Infektion ist vor allem von der
zytotoxischen CD8+ T Zell- (CTL)-Antwort abhingig [19, 20], durch die Virus-befallene
Zellen eliminiert werden, um so die Infektion einzudimmen. Die Stirke der Schidigung
bestimmen Virusstamm, Infektionsdosis und -route und der
Haupthistokompatibilitditskomplex (MHC- Major Histocompatibility Complex) Haplotyp
des Wirtes [18, 21, 22].

LCMV gehort zum Stamm der Arenaviridae. Arenaviren haben ein negatives,
einzelstringiges RNA Genom. Dieses kodiert fiir ein Nukleoprotein (NP), ein
Glykoprotein (GP), die RNA-Polymerase und das kleine RING Finger Z-Protein
(RING - really interesting new gene), welches fiir Reifung und Knospung der Virionen
verantwortlich ist [22]. GP ist das einzige Oberfldchenantigen des Virus und vermittelt
Rezeptorbindung und Membranfusion. GP und NP sind die priméren Ziele der antiviralen
zytotoxischen T Zell-Antwort (s. Abb. 1). Der LCMV Infektionsverlauf ist von

verschiedenen Faktoren abhiingig, wie der Infektionsdosis, dem Virusstamm und seiner
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jeweiligen Replikationsfahigkeit [23]. Am bekanntesten sind die Stimme Armstrong und
WE, die eine akute Infektion verursachen und die von ihnen abgeleiteten Stimme Clone 13
(von Armstrong) und Docile (von WE), die vornehmlich zu einer chronischen Infektion
fiihren. Der Stamm LCMV-WE 16st eine akute virale Hepatitis aus, wobei eine niedrige
Infektionsdosis (200 Focus Forming Units (FFU)) mit LCMV-WE noch nicht zur Infektion
der Leber in C57BL/6 Wildtyp Miusen fiihrt. Eine hohe Infektionsdosis (10° FFU)
dagegen fiihrt durch eine verldngerte Virdmie (im Vergleich zum Armstrong-Stamm) nach
initialer Infektion von Kupffer-Zellen, den residenten Makrophagen der Leber, auch zu
einer Infektion von Hepatozyten [21, 22]. Die Infektion mit einer hohen Dosis LCMV-WE
verlduft akut, wobei das Virus innerhalb von zwei Wochen eliminiert und die

Leberentziindung beendet wird [12, 22].

Matrix-Protein (Z)

Glykoprotein (GP) Polymerase (L)

Genomische RNA

Abb. 1: Aufbau des Lymphozytiren Choriomeningitis Virus bestehend aus Glykoprotein (GP),
Nukleoprotein (NP), Polymerase (L) und dem Matrix-Protein (Z).

Modifiziert nach ViralZone, Arenaviridae Molecular Biology [24].
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/501.html#tab6
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1.3 Die humorale Immunantwort

Als humorale Immunantwort wird die Antikorperproduktion von B-Zellen bezeichnet.
CD4+ T Zell-Hilfe ist hier unabdingbar fiir die klonale Expansion und Reifung von
B-Zellen, sowie fiir die Differenzierung in Antikorper-produzierende Plasmazellen [25,
26]. So ist auch die Antikorper-Antwort nach einer LCMYV Infektion
CD4+ T Zell-abhidngig und CD4-/- Miuse etablieren keine neutralisierenden Antikorper
[23]. Allerdings sind diese lediglich wichtig fiir die Langzeitkontrolle von LCMV [27-30].
So konnen neutralisierende Antikdrper auch in Wildtyp Méusen erst an Tag 50 bis 80 und
nur in geringen Mengen, lange nach Klirung der Infektion, detektiert werden, [27, 31, 32]
(s. Abb. 2). In der friilhen Phase der Infektion geniigt die T Zell-vermittelte Immunitét
allein fiir die Kontrolle des Virus, und B-Zellen sind nicht an der Bildung von primiren
(und Gedéichtnis-) T Zell-Antworten beteiligt [33]. HCV z. B. kann auch ohne humorale
Immunantwort in hypogammaglobulinaemischen Patienten geklédrt werden [34]. B-Zellen
bzw. neutralisierende Antikorper sind also nicht notwendig fiir die Eliminierung von

LCMYV und anderen nicht-zytopathischen Viren wie HBV und HCV.

LCMV - Virustiter
. . —— ELISA-bindende Antikorper
Gl il e Neutralisierendes IgG
= CTL
\ | | \ \
0 - 8 12 16 60

Tage nach Infektion

Abb. 2: Die antivirale Antikorper-Antwort nach einer akuten LCMYV Infektion.

Bei der Infektion erwachsener Miuse kontrolliert die zytotoxische CD8+ T Zell-Antwort das Virus.
Neutralisierende Antikorper tragen normalerweise nicht zur akuten Phase der Infektion bei, sondern
entwickeln sich erst um Tag 50 - 80 nach Infektion. Modifiziert nach Hangartner, 2006 [31].



Einleitung

1.4 Die zelluliire Inmunantwort und die Schidigung der Leber

1.4.1  Zellen des angeborenen Immunsystems

Natiirliche Killer Zellen (NK-Zellen)

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind fiir ihre Entwicklung abhingig vom
Knochenmark [35]. Neben ihrem Vorkommen in Blut und Milz [35], gibt es sie vor allem
in der Leber [4, 36]. Klassische NK-Zellen sind Lymphozyten ohne TCR [35], dabei haben
CTL und NK-Zellen gemeinsame Effektormechanismen. Sie téten Zellen iiber Granula-
und Fas-vermittelte Signalwege [37] sowie iiber die Sekretion von IFNy [36] und konnen
so einen direkten zytotoxischen Effekt auf infizierte Hepatozyten ausiiben [36]. NK-Zellen
werden allerdings iiber unveridnderliche Rezeptoren aktiviert. Sie ddmmen virale

Infektionen ein, wihrend CTL das Virus eliminieren konnen [38].

Natiirliche Killer T Zellen (NKT-Zellen)

Auch Natiirliche Killer T Zellen (NKT) vermitteln u. a. Resistenz und konnen ebenfalls zur
Eliminierung von Infektionen beitragen [39]. NKT-Zellen sind in der Leber weit verbreitet
und miissen bei einer Infektion nicht dorthin rekrutiert werden, wodurch sie bei einer
viralen Hepatitis eine besondere Rolle spielen konnten [40]. Sie exprimieren sowohl einen
invarianten o/ TCR als auch einen NK-Zell-Rezeptor [39, 41] und bilden einen grofen
Teil der T Zellen in der Leber [35, 42]. Wihrend ihrer Entwicklung im Thymus zweigen
NKT-Zellen von der Entwicklung der T Zell-Vorldaufer ab und generieren einen TCR.
Dieser interagiert mit CD1d [39], welches Ahnlichkeiten zu MHC I aufweist [39]. Dariiber
hinaus besitzen sie Pattern-Recognition Receptors (PRR), die konservierte Regionen von

Pathogenen erkennen, wodurch die Zelle aktiviert werden kann.
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Makrophagen
Auch Makrophagen, wie die Kupffer-Zellen in der Leber, konnen eine Rolle in der
Infektion spielen: Sie sezernieren Chemokine und inflammatorische Zytokine wie IL-12

und IL-18, die die Produktion von IFNy induzieren kénnen [40]. AuBlerdem konnen sie

Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNFa sezernieren, die selbst direkte und indirekte antivirale

Effekte haben konnen [40].

1.4.2 Die adaptive Imnmunantwort

Praktisch alle Leberschidigungen in der viralen Hepatitis werden durch das zelluldre
adaptive Immunsystem vermittelt [7], wobei auch nicht-Antigen-spezifische Zellen wie
Neutrophile Granulozyten [43], mononukleédre Zellen [44] und Thrombozyten [7] in die
Leber rekrutiert werden und den Schaden verstirken konnen, ohne dabei zur
Viruskontrolle beizutragen [45, 46].

Die Effektorzellen der zelluldren adaptiven Immunantwort sind CD4+ und CD8+ T Zellen,
wobei vor allem CD8+ T Zellen die Leberschddigung bewirken [12]. Sie tdten
Virus-befallene Zellen und unterbinden so die weitere Ausbreitung der Infektion. Die
Vorldufer von T Zellen werden im Knochenmark gebildet und migrieren zum Thymus zur
Reifung. Durch Rekombination genetischer Elemente bilden einzelne T Zellen einen
klonspezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR - T cell receptor), der die Antigenspezifitit der
Zellen bestimmt. Dieser erkennt Antigene in Form von Peptiden, die an Molekiile des
(MHC) gebunden sind [47] und auf der Zelloberfliche prisentiert werden. CD8+ T Zellen
erkennen Antigene im Zusammenhang mit MHC I-Molekiilen und CD4+ T Zellen im
Kontext von MHC II-Molekiilen. Fiir die Aktivierung von naiven T Zellen und deren
anschlieende Differenzierung in Effektor-T Zellen ist ein priméres Signal iiber den TCR
und weitere Signale iiber den CD4- bzw. CD8-Korezeptor und kostimulatorische Molekiile

wie CD80 und CD86 erforderlich [48].
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14.3 Zytotoxische CD8+ T Zellen (CTL)

Zytotoxische CD8+ T Zellen (CTL) sind die Schliisselfaktoren in der adaptiven zelluldren
Immunantwort [48], und die Notwendigkeit einer effizienten CTL-Antwort fiir die Kldrung
einer akuten LCMV Infektion ist unumstritten [49-55]. Die Generierung von Effektor-CTL
erfordert drei aufeinanderfolgende Signale: 1. TCR-Bindung, 2. Kostimulatorische Signale
z. B. durch CD28-B7 Interaktion und 3. IL-2-vermittelte Signale. Naive CD8+ T Zellen
exprimieren kein IL-2 oder die entsprechenden Rezeptoren, die erst nach TCR- und
CD28-vermittelter Stimulation induziert werden [48].

Zytotoxische CD8+ T Zellen vermitteln die Viruselimination auf unterschiedliche Art und
Weise: Granula-abhiingige (Perforin-Granzym-abhingige) Apoptose im direkten
Zell-Zell-Kontakt [56] oder iiber die Ausschiittung antiviraler Zytokine und Chemokine

[57], die ebenfalls zu Apoptose fiihren oder die virale Replikation inhibieren [7, 40, 48].

a) Die Perforin-Granzym-abhiingige Zytotoxizitit

CTL enthalten Granula, membrangebundene sekretorische Lysosomen, welche u. a.
Perforin und Granzyme (= granule-enzymes) beinhalten [58], eine Familie von strukturell
verwandten Serin-Proteasen [59]. Die Membran der Granula besteht aus einer
Lipid-Doppelschicht mit lysosomal assoziierten Membran-Glykoproteinen (LAMP), u. a.
CD107a (LAMP-1) [58]. CD107 ist normalerweise nicht auf der Zelloberfliche von
T Zellen zu finden. Kurz nach TCR-Stimulation, bei der CTL und eine spezifisch erkannte
Zielzelle eine immunologische Synapse bilden, degranulieren die so aktivierten
CD8+ T Zellen. Hierbei werden die Granula zur Zellmembran an der immunologischen
Synapse transportiert, die zwischen CTL und Zielzelle gebildet wurde [37]. Sobald die
Granula die Plasmamembran der CTL erreichen, fusionieren die beiden Membranen [58].
CD107 gelangt so an die Oberfliche der Zelle und kann als Marker fiir die

Degranulationsfihigkeit der Zelle genutzt werden (s. Abb. 3). Bei der Fusion schiitten die
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Granula ihren Inhalt in die immunologische Synapse aus, was letztlich zum Tod der
Zielzelle fiihrt [60]. Die urspriingliche Annahme, dass Perforin ein Poren-formendes
Protein sei, welches polymerisiert, um eine Pore in der Zielzellmembran zu bilden [37],
durch die Granzyme dann in die Zelle gelangen, gilt inzwischen als iiberholt [61].
Vielmehr verursacht Perforin mikroskopisch kleine Locher in der Zellmembran, wodurch
Ca** in die Zelle einstromt und Reparaturmechanismen der Zelle ausgelost werden, im
Zuge derer Granzyme und andere Molekiile an der Zelloberfliche, internalisiert werden
[61]. Granzym B kann indessen auch durch Rezeptor-vermittelte Endozytose iiber den
Mannose-6-Phosphat Rezeptor in die Zelle gelangen. Die Degranulation ist die
Voraussetzung fiir die Perforin/Granzym-vermittelte Zelltotung und ein essentieller Schritt

in der lytischen Funktion von Antigen-spezifischen CD8+ T Zellen [56].

Zytotoxische \
Granula Aktivierung Membran-
verschmelzung

S cxusssmsusns b2 ACD107alb

Granula wandern Degranulation
} zur Zellmembran

CD107a/b
Zellmembran

Abb. 3: Fusion von zytotoxischen Granula mit der Membran der zytotoxischen CD8+ T Zelle (CTL),
bei der CD107 auf die Oberfliche der T Zelle gelangt.
Modifiziert nach Betts, 2004 [62].

b) Die Zytokin-abhiingige Zytotoxizitit

Die Hemmung der Hepatitis-Virusreplikation ist nicht nur von der Abtétung der
Virus-befallenen Zellen iiber Zell-Zell-Kontakte abhingig. Es gibt i. d. R. sehr viel mehr
Virus-befallene Zellen als CTL, so dass nicht alle infizierten Zellen in direktem
Zell-Zell-Kontakt getotet werden konnen [40]. Die effiziente Eliminierung des Virus iiber

IFNy und TNFa spielt dabei eine groBe Rolle [40], wie es zuerst in HBV transgenen
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Maiusen gezeigt wurde [57, 63]. IFNy und TNFa konnen iiber verschiedene Wege ihre
antivirale Wirkung ausiiben. Wenn TNFa an den TNF-Rezeptor bindet, wird dadurch die
Caspase-Kaskade ausgelost, die zur Apoptose der Zelle fiihrt. In immunkompetenten
Miusen geschieht dies u. a. durch LSEC kreuzaktivierte CTL, wodurch TNF-vermittelt
eine virale Hepatitis ausgelost wird [64]. IFN-y induziert die transkriptionelle Aktivierung
der MHCI Antigen Présentation und von Fas (CD95) in den Zielzellen, was zu vermehrter
Prasentation von endogenen Peptiden durch MHCI fiihrt oder zu vermehrter

Fas-vermittelter Apoptose (s. Abb. 4).

Zielzelle

§ o Peptid-MHC I-Komplex

TNF CD8-TCR-Komplex

IFNR

| o CTL "
‘ Caspase- 4
y Aktivierung
%QCDQST
. MHCT
\
Todesrezeptor CD95 ‘Q‘ ) <

Peptid-MHC I-Komplex

Abb. 4: Die indirekte antivirale Wirkung von TNFa und IFNy.
Modifiziert nach Andersen, 2006 [48].
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IFNy und TNFa tragen auch durch nicht-zytopathische Mechanismen zur Viruselimination
und zur Kldrung der Hepatitis bei [57, 65]. So konnen sie weitere inflammatorische Zellen
wie Makrophagen, NK-Zellen und T Zellen zum infizierten Gewebe rekrutieren und
aktivieren. Sie konnen T Zell-Antworten polarisieren, damit sie antivirale
Effektorfunktionen entwickeln und fiir die effektive Kontrolle des Virus sorgen. AuBBerdem
besitzen sie auch eine direkte antivirale Aktivitdt [40]. Die direkten antiviralen Effekte der
Zytokine werden durch die Induktion zelluldrer Signalwege vermittelt, die mit einem oder
mehreren Stadien der Virusreplikation interferieren [40]. So wird das Virus aus der Zelle
entfernt, ohne deren Integritit zu zerstoren [40], virale RNA kann abgebaut oder die virale
Proteinsynthese unterdriickt werden [40]. Dabei ist die Inhibierung subgenomischer und

genomischer HCV RNA 100 bis 1000 mal effektiver als Zytotoxizitit [66].

1.4.4  Die Chronifizierung von Hepatitiden

Nach aktuellem Forschungsstand sind die genauen Mechanismen, die zur Chronifizierung
von Hepatitiden fiihren, noch nicht im Detail aufgeklért. Faktoren, die einen Beitrag zur
Chronifizierung leisten, sind z. B. Escapemutanten des Virus [67], die durch ihre Mutation
der immunologischen Erkennung entgehen, und regulatorische Zellen [68], die zu einer
Abschwichung der Entziindung fiihren.

Vor allem aber ist die chronische Hepatitis durch eine ineffiziente T Zell-Antwort
charakterisiert. So zeigten Schimpansen, in denen die Infektion mit HCV 1n einer akuten
Infektion eliminiert wurde, starke CTL-Antworten. Die Tiere, in denen die Infektion
chronifizierte, hatten dagegen nur eine schwéchere und verzogerte Immunantwort gegen
das Virus [69, 70]. AuBerdem spielt bei der Chronifizierung von Hepatitiden die

Erschopfung von CD8+ T Zellen, die sogenannte ,,Exhaustion®, eine grof3e Rolle.
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1.4.5 Die Erschopfung der CD8+ T Zell-Antwort

Die T Zell-Erschopfung oder ,,Exhaustion” wurde das erste Mal in der LCMV Infektion
beschrieben [71]. Werden CD8+ T Zellen dauerhaft durch Antigen stimuliert, wie es bei
einer chronischen Infektion der Fall ist, kommt es zur ,,Exhaustion®. Dabei handelt es sich
um den Funktionsverlust aktivierter, Antigen-spezifischer T Zellen und ihre anschlieBende
Deletion [72, 73]. Sowohl in der Maus, als auch in der HBV und HCV Infektion des
Menschen sind erschopfte T Zellen in chronischen Infektionen bekannt. Wie in Miusen
korreliert auch im Menschen die Stirke der Exhaustion mit der Hohe der Viruslast und
einer geringen CD4+ T Zell-Hilfe [74, 75].

Stark polyfunktionale Gedachtnis-CD8+ T Zellen
Akute Infektion e IFNy TNE CTL L2 Proliferations- Apoptose

- S otential
Antigen eliminiert p
R e +4++ + +++ -

Naive CD8+
T Zelle Antigen Effektor CD8+ T Zelle

p + Kostimulation
L) = >
\ + starke Entziindung

Chronische Infektion
Antigen persistiert

P
=
? =
§ [}
N
[
_o | Proliferations-
IFNy | TNF | CTL IL-2 potential Apoptose 6\04\ 3
773 [a]
o
+4+ | ++ |++/— | +/— | ++ | -
]
-
©
(=]
T £ N :
T
o
T
o
+/— |+/—I +/— | - | +/— | +/— =
T PD-1 o
-
(]
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] CD244 (2B4) a
| I | | | -+ CD160 (u.s.w.)

Abb. 5: Sukzessiver Funktionsverlust und Expression inhibitorischer Molekiile bei der Erschopfung
(»,Exhaustion*) von CD8+ T Zellen.
Modifiziert nach Wherry, 2011 [77].

Dieser Mechanismus dient normalerweise dazu, eine uberschieBende Immunreaktion zu

ddmpfen. Im Fall einer andauernden Antigen-spezifischen Stimulation der Zellen wihrend
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einer chronischen Infektion jedoch, beginnen die Zellen ebenfalls inhibitorische Molekiile
zu exprimieren und verlieren so ihre Funktion. Dieser Zustand ist durch zwei Dinge
charakterisiert: Es kommt zum sukzessiven Funktionsverlust und gleichzeitig zu einer
Zunahme der Expression inhibitorischer Molekiile auf der Oberfldche (s. Abb. 5). Zunéchst
verlieren die Zellen die Fahigkeit, IL-2 zu produzieren, sowie ihre hohe proliferative
Kapazitit und ihre ex vivo Zytotoxizitit. In einem intermediaten Stadium verlieren die
Zellen dann die Fahigkeit, TNFa zu produzieren. Bei starker Erschopfung verlieren die
Zellen zuletzt auch die Fihigkeit, IFNy zu produzieren und zu degranulieren [77]. Von den
inhibitorischen Molekiilen wird PD-1 (Programmed Death-Receptor 1) als erstes auf
virusspezifischen CD8+ T Zellen in einer chronischen Infektion exprimiert [78, 79].
Interagiert der Rezeptor PD-1 mit seinem Liganden PD-L1 auf der Oberflidche von LSEC,
Kupffer-Zellen, Itozellen oder Hepatozyten, inhibiert dies die Effektorfunktionen der Zelle
und induziert Apoptose [80]. Die Blockade von PD-1/PD-L1 Interaktionen fiihrt zur
Wiederherstellung der Funktionalitit von CD8+ T Zellen, die so eine Chronifizierung der

Infektion verhindern konnen [78, 81].

1.4.6 CD4+ T Zellen

Wihrend die Bedeutung von CD8+ T Zellen in viralen Infektionen sehr gut aufgeklirt ist
und z.B. gezeigt wurde, dass die Depletion von CD8+ T Zellen in der akuten
LCMYV Infektion dazu fiihrt, dass die Infektion nicht eliminiert werden kann [53], ist der
Einfluss von CD4+ T Zellen nicht einwandfrei aufgeklirt [82-84]. Ob die Etablierung der
CTL-Antwort in der viralen Hepatitis CD4+ T Zell-Hilfe benétigt, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert [82].

CD4+ T Zellen konnen antivirale Zytokine sezernieren und fiir die Funktion von B-Zellen
und CTL Hilfe leisten. CD4+ T Zellen differenzieren je nach Gewebe und Zytokinmilieu

in verschiedene Effektorpopulationen [85]: Thl, Th2, Th17 und regulatorische T Zellen
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(Treg), wobei hier nur auf Thl und Th2 Zellen nédher eingegangen werden soll. Th1 Zellen
sezernieren IL-2, TNFo und IFNy, die eine antivirale Wirkung besitzen und zu einer
entziindlichen Immunantwort beitragen, die zur Eliminierung des Virus fiihrt. Th2 Zellen
produzieren 1L-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und haben so einen weniger entziindlichen
Phinotyp [86], der eher B-Zell-Hilfe begiinstigt.

CD4+ T Zellen tragen zu ganz unterschiedlichen Anteilen und in komplexer Art und Weise
zur antiviralen Effektorantwort bei. Sie konnen zur Rekrutierung lymphoider
Zellpopulationen in sekundire lymphoide Gewebe oder zum Ort der Infektion beitragen.
AuBerdem konnen sie direkte Effektorfunktionen ausiiben oder Hilfe fiir die Expansion
anderer Effektorzellen leisten, z. B zur Expansion von CTL [84]. Fiir diese Expansion von
Effektorzellen ist die Rolle der CD4+ T Zell-Hilfe je nach Infektion unterschiedlich [87].
Mehrfach gezeigt wurde, dass CD4+ T Zellen eine essentielle Rolle bei der Kldrung von
chronischen Infektionen spielen [73, 88-92]. Unter diesen Bedingungen sind
CD8+ T Zellen auf eine anhaltende Expansion angewiesen, fiir die die Zytokinproduktion
der CD4+ T Zellen essentiell ist [91, 93, 94]. So ist z. B. die IL-21 Produktion durch
CD4+ T Zellen wihrend einer chronischen Infektion essentiell fiir die Aufrechterhaltung
funktionaler zytotoxischer CD8+ T Zellen, die dann in der Lage sind, die Infektion zu
eliminieren [77, 93-95]. Die Interaktion zwischen erschopften CD8+ T Zellen und
CD4+ T Zellen wiéhrend einer chronischen Infektion mit LCMV kann die
CD8+ T Zell-Antwort sogar wiederherstellen [91]. Auch die dauerhafte Kontrolle einer
LCMYV Infektion ist von einer effektiven CD4+ T Zell-Hilfe abhéngig [96, 97]. Gezeigt
wurde dies durch eine wiederauftretende LCMV Virdmie in CD4+ T Zell-defizienten
Miusen [97]. Ebenfalls unabdingbar sind CD4+ T Zellen fiir die Bildung und
Aufrechterhaltung von effektiven virusspezifischen Gedédchtnis-CD8+ T Zellen [98-101],

auch in Infektionen, in denen die primédre CD8+ T Zell-Antwort unabhidngig von
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CD4+ T Zell-Hilfe ist [99, 101, 102]. So verbessert die parakrine IL-2 Produktion von
CD4+ T Zellen wihrend des initialen Primings von CD8+ T Zellen in der LCMV Infektion
stark das Potential der Gedichtnis-T Zell-Antwort [103]. Ob fiir eine effektive
CD8+ T Zell-Antwort CD4+ T Zell-Hilfe bendtigt wird, hédngt davon ab, welche
Komponenten der angeborenen Immunantwort nach der Infektion aktiviert werden und in
welchem Ausmal} [85]. CD4+ T Zellen scheinen keine groBe Rolle in Infektionen zu
spielen, in denen es iiber dendritische Zellen zu einer starken Toll-Like-Receptor-
(TLR)-Bindung und Sekretion von IFN-I kommt, die eine starke CD8+ T Zell-Antwort
begiinstigt [104]. (TLR gehoren zur Gruppe der PRR und erkennen konservierte Strukturen
von Pathogenen.) Hier kann das Virus ohne CD4+ T Zell-Hilfe geklart werden [84]. Fiir
die akute Infektion mit LCMV wird angenommen, dass sie der Prototyp fiir eine
CD4+ T Zell-unabhingige Infektion sei [105] und dass CD4+ T Zellen bei der
LCMV Infektion keine entscheidende Rolle fiir die Induktion einer antiviralen
CTL-Antwort und die Kldrung der Infektion spielen [87, 106-109], denn auch in CD4-/-

Maiusen kénnen CTL wihrend der LCMYV Infektion aktiviert werden [53, 106, 110, 111].

1.5 Der Einfluss von CD4+ T Zellen auf die akute und chronische
Virushepatitis (HBV/HCYV)

Hauptsichlich verantwortlich fiir die Eliminierung von humanen Hepatitiden, wie HBV
und HCV, ist die adaptive Immunantwort [112-115]. Gegenwartig gibt es in der Literatur
unterschiedliche Aussagen dariiber, ob fiir die erfolgreiche Klidrung einer viralen Hepatitis
die Hilfe von CD4+ T Zellen notwendig ist. Viele Untersuchungen weisen darauf hin, dass
fir die Kldarung der Infektion sowohl eine CD8+ T Zell-Antwort als auch eine
CD4+ T Zell-Antwort notig ist, wihrend andere Studien diesen Zusammenhang nicht
sehen. So ist bei Patienten, die die Infektion in einer akuten Hepatits erfolgreich kliren, die

CD4+ und CD8+ T Zell-Antwort stark, polyklonal und multispezifisch [116-121].
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Chronisch infizierte Patienten dagegen zeigen eine nur voriibergehende oder verzogerte
T Zell-Antwort mit nur enger Spezifitit [83, 122]. Die Eliminierung des Virus in der
akuten Infektion ist letztlich von der Effizienz der zytotoxischen CD8+ T Zell-Antwort
abhingig [8, 123]. So sind z. B. HCV-spezifische T Zellen essentiell fiir die Klidrung des
Virus [69, 124], und die Abnahme der Virustiters korreliert genau mit dem Auftauchen von
HCV-spezifischen T Zellen [66]. CD4+ T Zellen scheinen bei der Kldrung von HBV und
HCV Infektion jedoch auch eine groB3e Rolle zu spielen [83]. So wurde bei Patienten, die
eine akute HCV Infektion spontan ausheilten, neben starken CD8+ T Zell-Antworten auch
eine starke Proliferation von virusspezifischen CD4+ T Zellen mit begleitender IL-2 und
IFNy Produktion detektiert [125]. Patienten, in denen die Infektion chronifizierte, hatten
keine oder eine nur schwache CD4+ T Zell-Antwort [126]. AuBlerdem war das
Wiederauftreten einer HCV-Infektion nach mehreren Monaten der Viruskontrolle und
einer anfinglich starken CD4+ T Zell-Antwort mit dem Verlust der CD4+ T Zell-Antwort
assoziiert [96, 127]. Dariiber hinaus konnte die Reinfektion mit HCV bei Schimpansen, die
eine vorangegangene Infektion gekldrt hatten, in Abwesenheit von CD4+ T Zellen nicht
effizient kontrolliert werden [127, 128].

CD4+ T Zellen sind also wichtig fiir Bildung und Aufrechterhaltung von protektiven
CD8+ T Zellen. Bisher wurde allerdings noch nicht eindeutig gezeigt, dass es sich hierbei
um einen direkten kausalen Zusammenhang handelt. So fiihrte die Depletion von
CD4+ T Zellen in der frithen Phase der HBV-Infektion im Schimpansen nicht zu einem
verdnderten Verlauf der Infektion [129]. AuBlerdem wurde in einer aktuellen Studie von
Schulze zur Wiesch et al. gezeigt, dass die frithe Anwesenheit einer breiten
CD4+ T Zell-Antwort in der HCV-Infektion nicht bestimmt, ob die Infektion akut verlduft
oder chronifiziert [130]. Die Rolle der CD4+ T Zellen in der akuten Hepatitis ist demnach

noch nicht im Detail verstanden und ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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1.6 Der Einfluss hepatozellulirer Aktivierung von CD4+ T Zellen in
der viralen Hepatitis

Verschiedene Populationen nicht-hdmatopoetischer Leberzellen wie sinusoidale
Leberendothelzellen (LSEC - Liver Sinusoidal Endothelial Cells) und Itozellen iiben eine
Funktion als Antigen-priasentierende Zellen (APC - antigen presenting cell) aus.
Hepatozyten sind die Parenchymzellen der Leber. Sie bilden den groften Teil der Leber
[131] und haben hauptsidchlich metabolische Funktionen [132]. Jedoch auch Hepatozyten
haben eine Funktion als APC [132]. In der gesunden Leber exprimieren Hepatozyten
konstitutiv MHC I, jedoch keine MHC II Molekiile [133]. Unter den inflammatorischen
Bedingungen einer Hepatitis jedoch, im Menschen wie in der Maus, kommt es zur
MHC II-Uberexpression auf Hepatozyten [131, 134, 135]. Uber MHC II auf Hepatozyten
kann Antigen prisentiert und CD4+ T Zellen aktiviert werden [136]. Dies erfordert die
direkte Interaktion von Hepatozyten und Lymphozyten in den Sinusoiden der Leber,
welche durch das fenestrierte Endothel der LSEC ermoglicht wird [137].

Da die Leber nicht nur mit arteriellem Blut sondern insbesondere auch mit portalvendsem
Blut versorgt wird, ist sie Antigenen und mikrobiellen Produkten der intestinalen Bakterien
ausgesetzt. Diese stindige Exposition der Leberzellen gegeniiber potentiell immunologisch
aktiven Substanzen hat zu einem besonderen immunologischen Milieu in der Leber gefiihrt
(4], welches tolerogene ~ Immunantworten  begiinstigt: So  présentieren
nicht-hdmatopoetische Leberzellen, also auch Hepatozyten, Antigene in der Leber im
Zusammenhang von  immunsupprimierenden  Zytokinen und  inhibitorischen
Oberflichen-Liganden. Dazu gehoren moglicherweise niedrige Spiegel kostimulatorischer
Molekiile und eine hohe Expression von PD-L1 [138].

Zudem differenzieren hepatozellulidr aktivierte CD4+ T Zellen eher zu Th2-Zellen, einem

weniger inflammatorischen Phénotyp der CD4+ T Zellen, der keine antiviralen
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Immunantworten unterstiitzt [ 136]. AuBBerdem verlieren LCMV-spezifische CD4+ T Zellen
in Méusen, die MHC II konstitutiv auf ihren Hepatozyten exprimieren, die Fahigkeit, IFNy
zu produzieren, und begiinstigen so eine verldngerte LCMV Viruspersistenz [133]. Ob es
auch im Kontext einer LCMV-induzierten viralen Hepatitis zu einer MHC II Expression
auf Hepatozyten kommt, wie es fiir humane Leberentziindungen beschrieben ist, ist nicht
bekannt und wurde im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift.

Ebenfalls noch nicht ndher untersucht wurde der Einfluss von hepatozellulir tiber MHC II
aktivierten CD4+ T Zellen auf die Generierung von Gedichtnis-CD8+ T Zellen. Dies sollte
im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls ndher untersucht werden. Hierzu sollten Miuse mit
einer hepatozelluliren Uberexpression von MHC II mit LCMV-WE infiziert und die

Gedichtnis-CD8+ T Zell-Antwort analysiert werden.
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1.7 Transgene und knockout Mauslinien zur Untersuchung des
Einflusses der CD4+ T Zell-Hilfe auf die virale Hepatitis

CIITA-/- Miuse

C57BL/6 Wildtyp Méuse besitzen drei verschiedene MHC II Ketten: H2Aa, H2Ab1 und
H2Ebl. Fiir ihre Expression benotigen sie den Klasse II Transaktivator (CIITA), der in
CIITA-/- Miusen deletiert wurde [139]. Diese Miuse besitzen keine nachweisbaren

MHC II Molekiile und demzufolge kaum CD4+ T Zellen.

CIITA tg Miuse

In CIITA tg Méusen (CIITA (T und CIITA TT) wurde der CIITA hinter den humanen CRP
Promotor kloniert [140], so dass es zu einer konstitutiven Uberexpression von MHC II
Molekiilen auf Hepatozyten kam. In diesen Méusen sollte der Einfluss von hepatozellulidrer
MHC II Expression auf Hepatozyten untersucht werden.

Als Kontrollgruppe in den Experimenten mit LCMV Infektion wurden jeweils C57BL/6

Wildtyp Méuse verwendet.
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1.8 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von CD4+ T Zellen auf den Verlauf der viralen
Hepatitis am LCMV Infektionsmodell zu untersuchen. Hierbei gab es zwei
unterschiedliche Ansitze:

1. Die LCMYV Infektion von Miusen mit CD4+ T Zell-Mangel.

Hierbei sollte geklart werden, ob CD4+ T Zellen auch in der akuten viralen Hepatitis eine
Rolle bei der Eliminierung der Infektion spielen. Sowohl die Kinetik der Infektion, anhand
von Virustiter und Leberschidigung, als auch die zytotoxische CD8+ T Zell-Antwort
sollten in diesem Zusammenhang untersucht werden.

2. Die Bedeutung von hepatozelluldr durch MHC II aktivierten CD4+ T Zellen fiir die
Generierung von Gedichtnis-CD8+ T Zellen.

Hierbei sollten CIITA transgene Miuse - mit einer Uberexpression von MHC II auf
Hepatozyten - mit LCMV-WE infiziert und der Einfluss der Aktivierung von
CD4+ T Zellen durch Hepatozyten auf die Gedichtnis-CD8+ T Zell-Antwort untersucht
werden.

Dartiber hinaus sollte iiberpriift werden ob das entziindliche Milieu der Leber in der viralen
Hepatitis nach LCMV-WE Infektion zu einer Induktion der hepatozelluliren MHC II

Expression fiihrt, wie es in humanen Hepatitiden beobachtet wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Geriit Hersteller

Analysegerit zur Transaminasenmessung Hitachi Modular-P800 Roche, Penzberg
CO; Inkubator SANYO Biomedica, Miinchen

Durchflusszytometer: LSR II

FACS Canto BD Biosciences, Heidelberg

FastPrep®-24 Instrument

MP Biomedicals, Eschwege

24x2 ml QuickPrep"™ Adapter

MP Biomedicals, Eschwege

TeenPrep™ 12 x 15 ml Adapter

MP Biomedicals, Eschwege

Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg

Kryotom, Microm HMS550

ThermoScientific, Walldorf

Lichtmikroskop, Axiovert 40 CFL

Carl Zeiss Microimaging, Jena

Light Cycler 1.5

Roche, Mannheim

Mikrotom (HM 335 E)

Microm, Walldorf

Neubauer Zihlkammer

Optik Labor Frischknecht, Balgach

Perfusionspumpe

Ismatec, Wertheim

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe, Pipetus

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Priéparationsbesteck VWR International GmbH, Darmstadt

Reine Werkbank (BDK) Luft und Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbiihl-Genkingen

Riickflusskiihler Lenz Laborglas, Wertheim

Schiittler, Thermomixer

Comfort Eppendorf AG, Hamburg

Vortex Vortex, Reax 2000 Heidolph Instruments
Wasserbad Wasserbad GFL, Gro3burgwedel
Zentrifuge 5180R Eppendorf AG, Hamburg
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2.2 Materialien

Material

Hersteller

Reaktionsgefile 1,5 ml, 2 ml

Sarstedt, Numbrecht

ReaktionsgefiBle 15 ml, 50 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Rohren, Flow Cytometry

Sarstedt, Niimbrecht

Xylazin (Rompun®) 2%

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim
Spritzen, BD Plastipak BD Biosciences, Heidelberg
Stabpipetten Greiner bio-one, Frickenhausen
Steriflip Merck Millipore, Darmstadt

Superfrost-Objekttriager

Karl Hecht, Sondheim

Tetramisole Hydrochlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Tissue Tek®

Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande

TRIS Pufferan

Carl Roth, Karlsruhe

Triton X 100

Carl Roth, Karlsruhe

Trypanblau (0,4 %)

Invitrogen, Darmstadt

Trypsin (2500 U/mg)

Carl Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (H,O,)

Merck Millipore, Darmstadt

Williams E Medium [-] L-Glutamin

Gibco, Darmstadt

Xylol

Chemsolute®, Th. Geyer, Renningen

Zellkulturflaschen

Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturplatten Flachboden, 24-, 96-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellsieb, 100 um Nylonsieb

BD Biosciences, Heidelberg

Substanz

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen,

Aceton

Chemsolute®, Th. Geyer, Renningen

Agarose

Biozym, Oldendorf

Aqua ad injectabilia

Baxter, UnterschleiSheim

BD Golgi-Plug (Brefeldin A)

BD Pharmingen, Heidelberg

BD Golgi-Stop (Monensin A)

BD Pharmingen, Heidelberg

Borsiure

Merck, Darmstadt

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAA, Pasching, Osterreich

Brauniilen (Vasofix Safety)

Braun, Melsungen

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt

Dako Pen

Dako, Hamburg
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Substanz Hersteller

Deckgliser 24 x 60 Fa. Marienfeld, Lauda Konigshofen
Diaminobenzidin (DAB) DAKO, Hamburg

DMEM 1x Gibco, Darmstadt

DMEM powder Gibco, Darmstadt

Eindeckmedium Eukitt O. Kindler GmbH, Freiburg

Eosin Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Fc Block, Anti-Mouse CD16/CD32

eBioscience, Frankfurt

Fetales Kilberserum

Invitrogen, Karlsruhe

Fluorescent Mounting Medium

DAKO, Hamburg

Formaldehydlosung 37 %

Carl Roth, Karlsruhe

Gelred Nucleic Acid Stain

Biotium, Hayward, USA

Gene Ruler DNA Ladder Mix

ThermoScientific, Walldorf

Glutamin

Gibco, Darmstadt

Héamatoxylin Carl Roth, Karlsruhe

HCI Carl Roth, Karlsruhe
HEPES Pufferan® Carl Roth, Karlsruhe
Hoechst 33258 Invitrogen, Karlsruhe
Insulin Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol Sigma-Aldrich, Miinchen,
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt

Kaniilen, BD Microlance

BD Biosciences, Heidelberg

Keramikkugeln MP Biomedicals, Eschwege
Ketamin aniMedica GmbH, Senden
Kollagenase Serva, Heidelberg

Methylzellulose Methocel @MC

Sigma-Aldrich, Steinheim

Meyer’s Himalaun

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe
Natriumnitrit Carl Roth, Karlsruhe
Neufuchsin Sigma-Aldrich, Steinheim

NucleoSpin® TriPrep Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Pacific Orange Succimidyl Ester

Invitrogen, Karlsruhe

Panserin 401

PAN BIOTECH GmbH, Aidenbach

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen, Darmstadt

Percoll

GE Healthcare, Miinchen

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht

Proteinase K, recombinant, PCR Grade

Roche, Mannheim
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Antikorper und Isotyp Hersteller

Dextramer fiir die

Durchflusszytometrie

B220/CD45R-PE Rat IgGa,, BD Bioscience, Heidelberg
CD3-Alexa Fluor 700 Rat IgGyp, BD Bioscience, Heidelberg
CD3-FITC Rat IgGyp, Biolegend, Fell
CD3-Pacific Blue Rat IgGap, x Biolegend, Fell
CD4-PerCp rat IgGy,, BD Bioscience, Heidelberg
CD4-FITC rat IgGop, K BD Bioscience, Heidelberg
CD8-APC rat IgGy,, BD Bioscience, Heidelberg
CDS8-PE rat IgGy,, BD Bioscience, Heidelberg
CD8-V450 rat IgGy,, BD Bioscience, Heidelberg
CD44-FITC rat IgGap, K BD Bioscience, Heidelberg

CD69-Billiant Violett 405

Armenian hamster IgG

Biolegend, Fell

CD107a-FITC rat IgGa,, BD Bioscience, Heidelberg
F4/80-APC rat IgGy,, Biolegend, Fell

IA/IE-FITC rat IgGy,, BD Bioscience, Heidelberg
IA[b]-PE Ms 1gGa,, K BD Bioscience, Heidelberg
IFNy-Alexa Fluor 700 ratlgGy, x BD Bioscience, Heidelberg
NKI1.1-PE Ms 1gGa,, BD Bioscience, Heidelberg
PD-1-Brilliant Violett 405 rat IgGa,, Biolegend, Fell

TNFo-APC ratlgG, BD Bioscience, Heidelberg

Dextramer-APC

(H-2Db; KAVYNFATC; gp; LCMV)

Immudex, Kopenhagen, DK

Antikorper und Seren fiir die
Immunfirbung von Organschnitten

Hersteller

Anti-Mouse MHC class II (I-A/I-E)

ebioscience, Frankfurt

Goat-anti-rat HRP

Jackson Immuno, Dianova, Hamburg

Kaninchen Normalserum

Jackson Immuno, Dianova, Hamburg

Rabbit-anti-rat

DAKO, Hamburg

Ratte Normalserum

Jackson Immuno, Dianova, Hamburg

Ratte-Anti LCMV VL-4

eigene Herstellung

Antikorper zur Zelldepletion in vivo

Isotyp

Hersteller

Anti-CD4 GK1.1

Rat IgGZb

BioXCell, West Lebanon, USA
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Kits Hersteller
Biotin Blocking System Dako, Hamburg
Dream Taq PCR Master Mix Invitrogen, Karlsruhe

EnVision™ Detection Systems
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse

Dako, Hamburg

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim

Light Cycler® FastStart DNA Master

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim

NucleoSpin® TriPrep Kit

Macherey-Nagel, Diiren
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2.3 Puffer und Losungen

1xACK

NH4CI 150 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 100 mM

Blockierungspuffer fiir die MHC II Fiarbung im Paraffinschnitt

PBS
1 % BSA
5 % Kaninchen-Normalserum

Blockierungspuffer fiir die VL-4 Firbung im Kryoschnitt

PBS

1 % BSA

5 % Ratte Normalserum
Fc-Block (anti-CD16/CD32) 1:50
Maus IgG 1:50

BSA-Puffer

1xPBS

2% BSA

2 x DMEM

DMEM powder fiir 1 L mit 500 ml Aqua ad injectabilia 16sen

pH-Wert auf 7,2 einstellen

Eosinlosung

1 g Eosin G +100 ml Aqua ad injectabilia (10x)

—> 20 ml Eosinlosung + 180 ml Aqua ad injectabilia + 150 ul 100%ige Essigsdure
4% -ige Formalinlosung (gepuffert, pH 7,4)

9,07 g KH2PO4+66mM
11,86 g Na2HPO466mM
+ 860 ml H20

+ 140 ml Formalin (37%)

1 M Levamisol

10 g Tetramisolhydrochlorid in 41,5 ml VE-H,O, steril filtrieren und bei 4°C lagern
(blockt Peroxidasen)
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2%ige Methylcellulose

10 g Methylcellulose
500 ml Aqua ad injectabilia
—bei 4°C riihren bis die Methylcellulose gelost ist (ii. N.), autoklavieren

Narkose-Losung
Ketamin:Rompun:PBS 1:0,8:1

Neufuchsinlosung

1 g Neufuchsin

40 ml VE-H,O

10 ml HC1

30 min bei RT riihren, durch einen Faltenfilter filtrieren und bei 4°C lagern

1x PBS, pH 7,4

KC12,7 mM
KH2PO4 1,5 mM
NaCl 137 mM
NazHPO4 6,5 mM

Peroxidase-Blockierung fiir die MHC II Fiarbung im Paraffinschnitt

80 ml Methanol
8 ml 30%iges H,0,

Saponin-Puffer

1xPBS
1% BSA
0,5 % Saponin

Substratlosung fiir die VL-4 Fiarbung

100 ml Substratpuffer + 100 ul Levamisol

25 mg Naphtol + 300 ul DMF

0,75 ml Neufuchsinlosung + 0,75 ml Natriumnitrit (2 g in 50 ml VE-H20)
- unmittelbar vor Gebrauch ansetzen, 1 min inkubieren und zur
Substratlosung geben.

Substratpuffer fiir die VL-4 Farbung
100 ml Substratpuffer 0,2 M Tris (10x)
900 ml VE-H,O

TBE-Puffer

50 mM Tris
41,5 mM Borséiure
0,5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
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10xTBS-Puffer

12,11 g Tris
87,66 g NaCl
VE-H,0O ad 1L

0,2 M Tris (10x)

24,228 g Tris
1 L VE-H,O
—> mit HCI auf pH 9 einstellen und bei RT lagern

Trypsinlosung fiir die MHC II Fiarbung im Paraffinschnitt

0,2 g Trypsin (2500 U)
0,264 g CaCL, + 2H,0
In 100 pl TBS-Puffer

Puffer fiir die Hepatozytenisolation:

Puffer I Puffer I1 Puffer I11
NaCl 83¢g 39¢g 83¢g
KCl 05¢g 05¢g 0,5¢g
HEPES 24¢g 240 ¢g 0,18 g
CaCl, x 2H,O / 0,7¢g 0,18 ¢
pH-Wert 7.4 7,6 7.4

2.4 Primer fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Primer fiir die semi-quantitiative Polymerase-Kettenreaktion (5’ — 3°):

CIITA Transgen

hCRP TTA GGG CCA CCC CAG GCT AT
CIITA AAC ACG TAC TGA TCC AGT TCC G
CIITA-/-

CIITA-/- fwd GAT GAT CGG AGA CAA GGG TGT GT
CITA-/- rev GTC AGG GAG CAG GAT CTT TG
CIITA-/-neo CTG AAT GAA CTG CAG GAC GA

CIITA-/-neo? ATA CTT TCT CGG CAG GAC CA
LCMYV Z-Protein

LCMV_Z_fwd

CAG ACA CCACCTATCTTIGG

LCMV_Z _rev ACC TTC AGT TTG GTT GGC

Primer fiir die quantitiative Polymerase-Kettenreaktion:
QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hilden)
Histocompatibility 2, class II antigen A, alpha (H2-Aa)

Mm_H2-Aa_1 _SG

Histocompatibility 2, class Il antigen A, beta 1 (H2-Abl) Mm_H2-Ab_1_SG

Histocompatibility 2, class II antigen E, beta 1 (H2-Ebl) Mm_H2-Ebl_1_SG

Peptidylprolyl Isomerase A (Haushaltsgen) Mm_Ppia_1_SG
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2.5 Versuchstiere und ihre Behandlung

Die Maiuse wurden in der Versuchstierhaltung des UKE (Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) geziichtet und gehalten. Die Experimente mit LCMV-infizierten
Miusen wurden in der Versuchstierhaltung des Heinrich-Pette-Instituts (Leibniz-Institut
fiir Experimentelle Virologie) durchgefiihrt.

Samtliche Tiere wurden unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen bei einer
konstanten Temperatur von 20°C gehalten und erhielten Wasser und Futter ad libitum. Alle
hier beschriebenen Studien wurden im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung G96/06 und
G10/102 durchgefiihrt. Fiir alle in vivo Studien wurden Méuse im Alter von 8-14 Wochen
verwendet. Die Wildtyp Méuse der Hintergrund-Stamme C57BL/6 und FVB dienten als

jeweilige Kontrolle fiir folgende transgene und knockout Linien:

Transgene bzw.

knockout Linie Hintergrund Besonderheiten

Keine Expression des Klasse II Transaktivators:
CITA-/- [139] C57BL/6] keine MHC II Expression auf allen Zellen; kaum
CD4+ T Zellen

Heterozygot transgen fiir die Expression des
Klasse II Transaktivators in Hepatozyten; MHC 11
CITA (T C57BL/6J Uberexpression auf Hepatozyten unter der
Kontrolle des humanen C-reaktives Protein
(CRP)-Promotors

Homozygot transgen fiir die Expression des
Klasse II Transaktivators in Hepatozyten; MHC 11
Uberexpression auf Hepatozyten unter der
Kontrolle des humanen CRP-Promotors

CITATT C57BL/6J

Heterozygot transgen fiir die Expression des
Klasse II Transaktivators in Hepatozyten; MHC 11
Uberexpression auf Hepatozyten unter der
Kontrolle des humanen CRP-Promotors

hCRP-CIITA-AF | FVB

F1-Generation aus hCRP-CIITA-AF und C57BL/6
Mausen; Heterozygot transgen fiir die Expression
FVB/C57BL/6J | des Klasse II Transaktivators in Hepatozyten;
MHC 1I Uberexpression auf Hepatozyten unter der
Kontrolle des humanen CRP-Promotors

hCRP-CIITA-AF
X C57BL/6
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In vivo Depletion von CD4 T Zellen

Fiir die invivo Depletion von CD4+ T Zellen wurden die Maéuse initial an drei
aufeinanderfolgenden Tagen mit anti-CD4 GKI1.1 Antikérper intraperitoneal (i. p.)
behandelt (0,3 mg Antikorper in 200ul PBS). Die Kontrollgruppe wurde mit der gleichen
Menge eines irrelevanten Antikorpers desselben Isotyps (IgG2b) behandelt. Nach der
initialen dreitdgigen Depletion wurden die Méuse fiir die Dauer des Versuchs zwei Mal

wochentlich mit der gleichen Menge Antikorper behandelt.

Infektion der Miuse
Fiir die intraventse (i.v.) Infektion der Miuse, wurde Zelliiberstand virusinfizierter
L.929-Zellen auf eine Konzentration von 5x10° FFU/ml mit PBS verdiinnt und den Tieren

anschlieend 200 pl davon iiber die durch Rotlicht erwdrmte Schwanzvene injiziert.

Bestimmung von Alanin-Aminotransferase

Den Miusen wurde submandibuldr Blut entnommen, welches mit 2ul EDTA pH 8 versetzt
wurde. Zum Abseren wurde das Blut bei 956 x g und 20°C, 10 min lang zentrifugiert. S0ul
Serum wurden mit 150ul PBS versetzt und die Proben bis zur Messung bei -80°C gelagert.
Die Konzentration von Alanin-Aminotransferase (ALT) wurde in der Klinischen Chemie

des UKE bestimmt.
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2.6  Zellbiologische Methoden

2.6.1 Zellkulturmedien

Als Zellkulturmedium fiir 1L.929-Zellen wurde entweder Dulbecco’s Modified Eagle
Medium  (DMEM GlutaMAX ™-1,  Gibco, Darmstadt) ~ mit 2 %FCS  und
1 % Penicillin/Streptomycin oder RPMI Medium 1640 (Gibco, Darmstadt) mit den
gleichen Zusitzen verwendet. Fiir die Restimulation von Milzzellen und mononukledren
Leberzellen wurde Panserin (PAN Biotech, Passau) mit 1% Penicillin/Streptomycin und
10* M 2-Mercaptoethanol verwendet.

Fir Hepatozyten wurde Williams E Medium [-] L-Glutamin (Gibco, Darmstadt) mit
folgenden Zusitzen verwendet: 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Glutamin,

20 mM HEPES, und 0,05 % Insulin (mit 40 [E/ml in der Ursprungslosung).

2.6.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 1:10 oder 1:50 mit Trypanblau versetzt.
Nur tote Zellen nehmen Trypanblau auf, so dass sie im Mikroskop von lebenden Zellen
unterschieden werden konnen. 10 pl der so verdiinnten Zellsuspension wurden in eine
Neubauer-Zihlkammer tiberfiihrt und die Zellzahl bestimmt. Um die Gesamtzellzahl in der
Suspension zu bestimmen, wurde die durchschnittliche Zellzahl aus zwei
GroBlquadraten x Verdiinnungsfaktor x Volumen der Zellsuspension und x Kammerfaktor

(1 04) berechnet.

2.6.3 L1929 Zellen

1.929-Zellen sind eine Fibroblastenlinie, welche urspriinglich aus dem Bindegewebe von
Mausen isoliert wurde (DSMZ Nr. ACC 2). Die Kultivierung erfolgte in DMEM- oder in
RPMI-Medium mit 2 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. Zur Erhaltung der Zellen

wurden diese, abhingig von der Konfluenz, zwei bis drei Mal in der Woche im Verhiltnis
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1:10 geteilt. 1.929-Zellen sind mit LCMV produktiv infizierbar. Sie wurden zur
Herstellung von LCMV fiir die Infektion von Miusen verwendet. Zudem wurden sie im

FFA fiir die Bestimmung der Virustiters in Milz und Leber verwendet.

2.64 Herstellung von Lymphozytirem Choriomeningitis Virus (LCMYV)

Fiir die Herstellung von LCMV-WE wurden 15 ml L929 Zellen (s. Kapitel 2.6.3) in einer
Konzentration von 1,5 x 10° Zellen/ml in T75 Zellkulturflaschen fiir adhéirente Zellen in
DMEM mit 2 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgesit. Nach 24 h und einer
Verdopplung der Zellen, wurden diese mit einer Multiplicity Of Infection (MOI-
Multiplizitit der Infektion) von 0,01 in 5 ml Medium mit LCMV-WE infiziert. Die Zellen
wurden 30 min bei Raumtemperatur mit Virus inkubiert und ca. alle 10 min fiir die bessere
Verteilung des Virus geschwenkt. Dann wurden die Zellkulturflaschen mit 5 ml Medium
auf 10 ml aufgefiillt und fiir 48 h bei 37°C und einem CO;, Gehalt von 5 % inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei 430 x g fiir 5 min bei 4°C zur Entfernung von
Zellen und Zelltriimmern zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80°C eingefroren. Die
Zellkulturflaschen wurden erneut mit 10 ml Medium befiillt und die Zellen fiir weitere 24 h
inkubiert. Der Uberstand wurde geerntet, mit dem 24 h zuvor geernteten Uberstand
vereinigt, homogenisiert und aliquotiert. Die Hohe des Titers wurde im Focus Forming

Assay (FFA) bestimmt (s. Kapitel 2.6.5).

2.6.5 Bestimmung des LCMYV Titers mittels Focus Forming Assay (FFA)

Im FFA wurden virushaltige Uberstinde zusammen mit .929-Zellen ausgesiit. Infiziert das
Virus eine Zelle, ist diese fiir eine weitere Infektion nicht mehr suszeptibel. Die Zelle teilt
sich und es entstehen mehrere virusbefallene Zellen an derselben Stelle der
Zellkulturplatte. Das Virus wurde dann mittels Antikorper detektiert und die befallenen
Zellen durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht. Die entstandenen Foci wurden gezihlt

und der Virustiter der Uberstinde konnte so bestimmt werden.
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a) Aufarbeitung der Proben

Zur Bestimmung des Virustiters im 1.929-Zelliiberstand und in Milz und Leber aus LCMV
infizierten Méusen, wurde der FFA verwendet. Fiir die Bestimmung des Virustiters im
L.929-Zelliiberstand wurde der Uberstand aus der Virusherstellung (s. Kapitel 2.6.4) ohne
weitere Aufarbeitung verwendet.

Fiir die Bestimmung des LCMV Titers in Milz und Leber infizierter Miuse wurden die
Organe zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion entnommen, gewogen und bei -80°C
bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. Es wurde jeweils eine Hilfte der Milz verwendet.
Fiir den FFA der Leber wurden immer die gleichen Leberlappen verwendet: Der Lobus
hepatis sinister lateralis, der Lobus hepatis dexter lateralis dorsalis und ventralis und der
Lobus caudatus. Fiir die Berechnung des Titers in der gesamten Leber, wurde das jeweilige
Verhiltnis des Gesamt-Gewichts der Leber und des im FFA verwendeten Anteils
bestimmt. Die Leberproben wurden mit jeweils 4 ml Medium versetzt, jeweils die Hilfte
der Milz wurde mit 1 ml Medium versetzt (DMEM/2 % FCS/1 % P/S). Unter stindiger
Kiihlung wurden die Proben dann mittels FastPrep®-24 Instrument und Keramikkugeln
30 sec homogenisiert. Fiir die Homogenisierung der Milzen wurde der 24x2 ml
QuickPrep™ Adapter, fiir die Homogenisierung der Leber der 12 x 15 ml TeenPrep'™
Adapter verwendet. Nach Zentrifugation bei 260 x g, 5Smin und 4°C, wurden die
Uberstéinde fiir den FFA verwendet.

b) Ansetzen des FFA

Fir den FFA wurden 200 ul L929 Zellen in Medium mit einer Konzentration von
8 x 10° Zellen/ml in 24-well Zellkulturplatten zusammen mit einer seriellen Verdiinnung
des virushaltigen Zell- oder Organiiberstandes ausgesit. Die Proben wurden bei 37°C und

5 % CO, inkubiert. Nach der Adhision der Zellen an den Boden der Zellkulturflasche
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wurden die Zellen mit einer 1:1 Verdiinnung 2xDMEM und 2%iger Methylzellulose
iberschichtet und fiir weitere 48 h inkubiert.

c) Entwicklung des FFA

Zur Entwicklung des FFA wurden Medium und Methylzellulose nach 48 h entfernt und die
Zellen fiir 30 min mit 200 pl 4%igem Formalin in PBS fixiert. Die Zellen wurden zwei
Mal mit PBS gewaschen und danach mit 200 pl 1%igem TritonX-100 in PBS fiir 20 min
zur Permeabilisierung der Zellen inkubiert. Nach wiederholtem zweimaligem Waschen
wurden die Zellen 60 min mit PBS/10% FCS zur Blockierung unspezifischer
Antikorper-Bindungsstellen inkubiert. Danach wurden die Zellen mit monoklonalem
Ratte-anti-VL-4 Antikorper fiir 60 min inkubiert. Dieser Antikorper bindet spezifisch an
das Nukleoprotein von LCMV. Zur Entfernung des nicht gebundenen Primirantikorpers
wurden die Proben zwei Mal mit PBS gewaschen. Es folgte die 60miniitige Inkubation mit
Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppeltem (horse raddish peroxidase), polyklonalem
goat-anti-rat (Ziege-anti-Ratte) Sekundér-Antikorper. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS, wurde die Farbreaktion mittels Envision Kit von DAKO durchgefiihrt. Die
Farbreaktion wurde durch Zugabe von H,O gestoppt, die Platten getrocknet und die
enstandenen Foci wurden unter dem Mikroskop gezihlt. Das Protokoll ist adaptiert nach
Battegay et al. [141].

Die angegebene Detektionsgrenze ist bezogen auf einen Focus pro Doppelbestimmung in
einer Verdiinnung von 1:100. Um aus dem Virustiter des verwendeten Leberanteils, den
Titer fiir die gesamte Leber zu ermitteln, diente das durchschnittliche Gewichtsverhiltnis
von verwendetem Leberanteil zum Gesamtgewicht der Leber als Berechnungsgrundlage.
Da fiir den Assay die Hilfte der Milz eingesetzt wurde, wurde der ermittelte Titer
verdoppelt, um den Titer fiir das gesamte Organ zu erhalten. Das Detektionslimit fiir die

Milz lag bei 500 FFU, dass fiir die Leber bei 1734 FFU.
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2.6.6 Isolation primérer Zellen

Fiir die Organentnahme wurden die Miuse mittels zervikaler Dislokation unter Narkose

getotet (Ketamin: Xylazin (Rompun®):PBS 1:0,8:1; 200 ul/Tier intraperitoneal).

Isolation von Milzzellen

Fiir die Isolation von Gesamtmilzzellen, wurde die Milz durch ein Zellsieb mit einem
Durchmesser von 100 um zerrieben. Die Zellsuspension wurde mit 30 ml PBS 5 min bei
239 x g und 4°C gewaschen. Dann wurde eine Lyse der Erythrozyten durchgefiihrt
(Ammoniumchlorid - Kaliumhydrogencarbonat - (ACK)-Lyse). Dazu wurden die Zellen
mit 1 ml ACK-Puffer (s. Kapitel 2.3) versetzt, ca. 50 sec inkubiert und die Reaktion mit
10 ml PBS gestoppt. Die Zellen wurden erneut gewaschen, in 10 ml Panserin mit 1 %

Penicillin/Streptomycin aufgenommen und gezéhlt.

Isolation von mononukleiiren Leberzellen

Fiir die Isolation mononukleirer Zellen aus der Leber, wurden die Lebern zunichst iiber
die Pfortader (Vena Porta Hepatis) mit 2 ml PBS perfundiert. Die Leber wurde durch ein
Zellsieb mit 100 um Durchmesser zerrieben, in 30 ml PBS aufgenommen und bei 4°C und
248 x g 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml 40%igem Percoll in Medium
(DMEM, 2 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin) aufgenommen. 3 ml 70%iges Percoll in
Medium wurden mit der Zellsuspension iiberschichtet und bei 524 x g, 20 min und 20°C
zentrifugiert. Die obere Schicht, bestehend aus Fett und Hepatozyten, wurde abgenommen
und die restliche Fliissigkeit inkl. der Zellen mit 40 ml PBS bei 248 x g, 5 min und 20°C
gewaschen. Es wurde eine ACK-Lyse der Erythrozyten durchgefiihrt (s. Kapitel 2.6.6), die

Zellen erneut gewaschen und zum Zihlen in 500 ul PBS aufgenommen.
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Isolation von Hepatozyten

Fiir die Isolation von Hepatozyten wurden die Miuse betdubt (s. Kapitel 2.6.6). Die
Pfortader wurde mit einer Brauniile kaniiliert und die Nadel mit einem Bindfaden fixiert.
Nach der Eroffnung der Vena cava wurde die Leber luftblasenfrei mit 100 ml
vorgewdarmtem Puffer I (s. Kapitel 2.3) durchspiilt. Hierfiir wurde der Puffer mittels
Wasserbad und Riickflusskiihler auf 37°C erwidrmt und {iiber eine Pumpe mit einer
Geschwindigkeit von 10 ml/min durch die Leber gepumpt. Danach wurde die Leber mit
einer Geschwindigkeit von 8 ml/min mit 0,15 PZ-U/ml Kollagenase in 50 ml Puffer II
(s. Kapitel 2.3) durchspiilt und so die Hepatozyten aus ihrem Zellverband geldst. Die Leber
wurde entnommen, die Kapsel gedffnet und die Hepatozyten in einer Petrischale mit
Puffer III (s. Kapitel 2.3) durch vorsichtiges Schiitteln geldst. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension durch ein Zellsieb mit einem Durchmesser von 100 pm in ein 50 ml
Reaktionsgefidl gegeben und mit Puffer III auf 50 ml aufgefiillt. Die Zellen wurden bei
30 x g und 20°C 5 min mit einer Anlaufzeit von 30 sec und ohne Bremse zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 20 ml Hepatozytenmedium unter den
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in 10 ml Medium
aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und die Zellen fiir den jeweiligen Versuch

verwendet.

2.6.7 Restimulation von Zellen

Fir die Restimulation wurden Milzzellen oder mononukledre Leberzellen in einer
Konzentration von 1,5 x 10° Zellen pro ml aufgenommen und jeweils 200 pl in ein well
einer 96-well Zellkulturplatte ausgesit. Fir die virusspezifische Restimulation von
CD8+ T Zellen wurden 3 pg/ml immundominantes, MHC I restringiertes LCMV Peptid
gp33 zu den Zellen gegeben und diese fiir 4 h bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5 %

inkubiert. Fiir die Messung der Zytokine IFNy und TNFo wurden die Zellen in

-36 -



Material und Methoden

Anwesenheit von 1 ul/ml Monensin A restimuliert, um die Ausschleusung der Zytokine in
den  extrazelluliren = Raum zu unterbinden. Fiir die Bestimmung der
Degranulationsfihigkeit mittels Oberflichenfirbung von CD107a wurden die Zellen in
Anwesenheit von 0,65 ul/ml Brefeldin A und 5 pl/ml CD107a-FITC restimuliert. So
wurden auch CD107a Molekiile gefarbt, welche wihrend der Restimulation an die

Oberfliche der Zellen gelangten und dann wieder internalisiert wurden.

2.6.8 Lebend/tot Firbung von Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Um in der durchflusszytometrischen Messung lebende von toten Zellen zu unterscheiden,
wurden die Zellen vor der Oberflichenfdarbung mit Pacific Orange Succimidyl Ester
(PacO-NHS) gefirbt. Der Farbstoff dringt in tote Zellen ein und reagiert mit freien
Aminen, wihrend lebende Zellen mit intakter Zellmembran ungefirbt bleiben.

Die Zellen wurden dazu in 5 ml Rohren mit PBS gewaschen (430 x g, 5 min, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Dann wurden 200 ul einer 1:1000 Verdiinnung der 1,34 mM
Stammlosung zu den Zellen gegeben und diese fiir 25 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Die Zellen wurden erneut gewaschen und mit der Oberflichenfdarbung begonnen.

2.6.9 Fiarbung von Oberflichenmarkern

Fiir die Farbung von Oberflichenmarkern wurden 1. d. R. 1 x 10° Zellen pro Firbung in
5 ml Rohren tiberfiihrt und mit 2 ml PBS/2% BSA bei 430 x g und 4°C 5 min gewaschen.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 1yl Fluoreszenz-markiertem
Antikorper pro Oberflichenmolekiil bei 4°C fiir 20 min im Dunkeln gefidrbt. Danach
wurden die Zellen erneut mit PBS/2 % BSA gewaschen und iiber Nacht in PBS/1 % PFA
fixiert. Entweder wurden die Zellen erneut mit PBS/2 % BSA gewaschen und fiir die
durchflusszytometrische Messung in 300 ul PBS aufgenommen oder es wurde eine

intrazelluldre Zytokinfarbung durchgefiihrt.
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Bei der Farbung von MHC II auf Hepatozyten erfolgten die Waschschritte bei 30 x g und
4 min mit einer Anlaufzeit von 30 sec und ohne Bremse. Als Positivkontrolle fiir die
Farbung von MHCII auf der Oberfliche von Hepatozyten wurden jeweils

Gesamt-Milzzellen mit demselben Antikorper gefirbt.

2.6.10 Farbung LCMV-spezifischer Zellen

Dextramere haben ein Dextran-,,Riickgrat™ (s. Abb. 6) an das Fluorophore und mehrere mit

Peptid beladene MHC I-Molekiile gekoppelt sind.

- Peptid Antigen Fluorophor
%W’ MHC Protein ~~_. Dextran

Abb. 6: Darstellung eines Dextramers fiir die Farbung LCMYV -spezifischer Zellen.
Modifiziert nach Immudex MHC Dextramer [142].
http://www.immudex.com/technology/dextramer-technology.aspx

Fiir die Dextramerfirbung LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen wurden 1 x 10° Zellen in
5 ml Réhren mit PBS/5 % FCS bei 430 x g und 4°C 5 min gewaschen. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen mit 3 ul Fluoreszenz-markiertem Dextramer versetzt.
Nach 10miniitiger Inkubation bei 20°C im Dunkeln wurde Fluoreszenz-markierter
Antikorper gegen das Oberflichenantigen CD8 hinzugegeben und fiir weitere 20 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS/5 % FCS gewaschen und mit
PBS/1 % PFA {iiber Nacht fixiert. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und fiir die

durchflusszytometrische Messung in 300 ul PBS aufgenommen.
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2.6.11 Intrazelluliire Firbung

Fiir die intrazelluldre Farbung von IFNy und TNFa wurden die Zellen nach der Fixierung
(s. Kapitel 2.6.9) mit PBS/2 % BSA/0.5 % Saponin gewaschen, um die Zellmembran zu
permeabilisieren. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen intrazelluldr mit 1 pl
Fluoreszenz-markiertem Antikorper fiir jedes zu messende Zytokin 20 min bei 4°C im
Dunkeln gefirbt. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS/2 % BSA/0.5 % Saponin
zentrifugiert, um nicht gebundenen Antikorper aus der Zelle zu entfernen. Fiir die
durchflusszytometrische Messung wurden die Zellen anschlieBend in 300 ul PBS

aufgenommen.

2.6.12 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Fluoreszenz-markierte Zellen vereinzelt, mittels
Laserlicht angeregt und das daraufhin emittierte Licht der Fluorochrome wird detektiert.
Die Fluoreszenz-Markierung erfolgt entweder iiber Farbstoffe, die von den Zellen
aufgenommen wurden oder durch an die Zellen gebundene Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper. Diese binden an die zu untersuchenden Oberflichenmarker oder intrazelluldren
Zytokine (s. Kapitel 2.6.9 und 2.6.11) und konnen so Aufschluss iiber Identitdt und
Eigenschaften der Zellen geben. In der Regel wurde eine Firbung der toten Zellen
(s. Kapitel 2.6.8) durchgefiihrt, die zusammen mit Zelldoubletten von der Messung
ausgeschlossen wurden. Als Kontrollen fiir mehrfach gefirbte Proben wurden
Einzelfarbungen der Zellen angefertigt, mit deren Hilfe die Parameter des Zytometers
eingestellt wurden. Um auszuschlieBen, dass die detektierten Fluoreszenzen durch eine
unspezifische Bindung der Antikorper an die Zelle zustande kamen, wurde fiir jeden
verwendeten Antikorper als Kontrolle auch eine Einzelfirbung mit einem irrelevanten
Antikorper des entsprechenden Isotyps und dem gleichen daran gekoppelten Fluorochrom

angefertigt. Die Messungen wurden mit Hilfe der Diva 6 Software ausgewertet.
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2.7 Histologie

2.7.1 Priparation der Organe

Fiir die Anfertigung von histologischen Schnitten wurden die Lebern der Miuse zunéchst
mit 2 ml PBS durchspiilt.

Fiir die Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die Lebern nach der Entnahme iiber
Nacht in 4%iger gepufferter Formalinlosung (s. Kapitel 2.3) fixiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Lebern zunédchst 2 h den in Voll Entsalztem Wasser (VE-H,0O) gewissert
und dann eine aufsteigende Alkoholreihe durchgefiihrt (Inkubation in 20%igem und
40%igem Isopropanol fiir jeweils 45 min). Die anschlieende Lagerung der Organe bis zur
Weiterverarbeitung erfolgte in 70%igem Isopropanol. Die weitere Fixierung der Organe
und die Einbettung in Paraffin erfolgten in der Pathologie des UKE. Nach der Einbettung
wurden am Mikrotom 3um dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttriagern fixiert.

Fiir die Herstellung von Schnitten aus kryokonservierten Organen wurde der Lobus hepatis
sinister medialis der Leber mit Hilfe von Tissue Tek® und Trockeneis fixiert und
anschliefend bei -80°C gelagert. Am Kryotom wurden dann 8 um dicke Schnitte
hergestellt und auf Superfrost Objekttriagern fixiert. Die kryokonservierten Schnitte wurden
anschliefend ebenfalls bei -80°C gelagert. Unmittelbar vor der Féarbung wurden die
kryokonservierten Leberschnitte in 99%igem Aceton 10 min bei Raumtemperatur (RT)

fixiert, dann in TBS gewaschen und fiir 15 min getrocknet.

2.7.2  Absteigende Alkoholreihe

Fiir die Farbung von Paraffin-fixierten Organschnitten wurden diese mit Hilfe von Xylol
entparaffiniert (3 x 5 min) und dann einer absteigenden Alkoholreihe unterzogen (jeweils
4 min 100 %, 90 %, 70 % und 50 % Ethanol). Danach wurden die Schnitte fiir 2 min in

VE-H,O gespiilt.
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2.7.3 Hamatoxilin-Eosin (HE) Farbung von Paraffinschnitten

Nach der Entparaffinierung und der Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe
wurden die Schnitte drei Mal mit TBS gewaschen und dann fiir 5 min in einer Himatoxilin
Farbelosung gefdarbt. Dann wurden die Schnitte unter flieBendem VE-H,O fiir 10 min
gebldut und fiir 5 min in Eosin-Firbelosung inkubiert. Die Schnitte wurden wieder mit
VE-H,O fiir 10 min gewaschen und nach einer aufsteigenden Alkoholreihe und Inkubation

in Xylol mit Eindeckmedium (Eukitt) eingedeckt.

2.74 MHC II Fiarbung im Paraffinschnitt

Fiir die Farbung von MHC II im Paraffinschnitt wurden diese nach der Entparaffinierung
fir 2 min in TBS-Puffer gespiilt. Es wurde eine Trypsinlosung zur Vorbehandlung der
Schnitte hergestellt (s. Kapitel 2.3) und diese auf 37°C vorgewdrmt. Darin wurden die
Schnitte dann fiir 20 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurden sie dreimalig
mit TBS-Puffer gespiilt und mittels DAKO Pen umrandet. Dann wurde eine Blockierung
der endogenen Peroxidasen mit Hilfe des unter Kapitel 2.3 angegebenen Peroxidaseblocks
durchgefiihrt (30 min; RT). Es folgte dreimaliges Waschen in TBS (jeweils 2 min) und das
Blockieren  unspezifischer  Antikorper-Bindungsstellen  mit  Blockierungspuffer
(s. Kapitel 2.3) fiir 20 min bei RT. Dieser und alle weiteren Inkubationsschritte wurden in
einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Der Antikorper gegen MHCII wurde in
Blockierungspuffer 1:100 bzw. 1:500 verdiinnt, 100ul/Schnitt wurden aufgetragen und
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBS wurde Biotin
gekoppelter rabbit-anti-rat (Kaninchen-anti-Ratte) Antikorper 1:200 in Blockierungspuffer
verdiinnt und 100 ul/Schnitt fiir 60 min bei RT auf die Schnitte gegeben. Nach drei
Waschschritten in TBS wurde HRP-gekoppeltes Streptavidin aus dem Biotin Blocking
System 1:300 in Blockierungspuffer verdiinnt und auf die Schnitte gegeben (100ul/Schnitt;

60 min; RT), dann wurden die Schnitte erneut gewaschen. Fiir die Farbreaktion wurde das
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Envision Detektion System verwendet. 1ul DAB-Chromogen wurden in 100 ul
Substratlosung pro Schnitt je nach Farbreaktion fiir wenige Sekunden inkubiert. Der
Farbeprozess wurde mit TBS gestoppt. Dann wurde eine Kernfiarbung mit Meyer's
Himalaun durchgefiihrt (maximal 1 min) und die Fiarbung im Folgenden fiir 10 min unter
flieBendem Wasser geblidut. AbschlieBend wurde eine aufsteigende Alkoholreihe

durchgefiihrt und die Schnitte mit Eindeckmedium (Eukitt) eingedeckt.

2.7.5 Aufsteigende Alkoholreihe

Nach der jeweiligen Firbung wurden die Schnitte einer aufsteigender Alkoholreihe
unterzogen: Dazu wurden sie zweimal kurz in 50%iges Ethanol getaucht, fiir 30 sec in
70%iges, fiir 1 min in 90%iges und zweimal fiir 2 min in 100%iges Ethanol getaucht. Es
folgten zwei dreiminiitige Inkubationsschritte in Xylol. Danach wurden die Schnitte mit

Eukitt eingedeckt.

2.7.6 Farbung von LCMYV Nukleoprotein im Kryoschnitt

Nach der Fixierung wurden die Schnitte 10 min in TBS gewaschen und fiir 60 min mit
unter Kapitel 2.3 angegebenem Blockierungspuffer inkubiert. Dann wurden die Schnitte
drei Mal fir 3min in PBS gewaschen. AF488 (AlexaFluor488) gekoppelter
VL-4 Antikorper, spezifisch fiir das Nukleoprotein von LCMYV, wurde 1:200 in
PBS/1 % BSA/S5 % Ratte Normalserum verdiinnt und fiir 60 min auf die Schnitte gegeben.
Diese wurden erneut drei Mal fiir 3 min in TBS gewaschen. Fiir die Farbung der Zellkerne
wurden die Schnitte fiir 1 bis 3 min in 1:1000 in PBS verdiinntem HOECHST 33258®
(pentahydrat(bis-benzimide)) gefirbt und einmal 5 min in PBS gewaschen. Die
Fluoreszenz wurde mittels eines Keyence Biorevo BZ-9000 Mikroskops und der
entsprechenden Analyse Software detektiert.

Die Kopplung von AlexaFluor® 488 (AF488) an VL-4 Antikorper, spezifisch fiir das

LCMYV Nukleoprotein, wurde mit dem ,,AlexaFluor® Monoclonal Antibody Labeling Kit*
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nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der verwendete Antikorper wurde aus einer
Hybridom-Zelllinie gewonnen und stand im Labor zur Verfiigung.
Die Firbung des LCMV Nukleoproteins im Kryoschnitt wurde in Zusammenarbeit mit

Dipl. Biol. Jan-Hendrik Kozik angefertigt.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 RNA-Isolation aus Lebergewebe

Die Isolation von RNA aus Lebergewebe erfolgte mit dem NucleoSpin® TriPrep Kit nach

Herstellerangaben.

2.8.2 cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pl RNA mit dem ,,First Strand cDNA Synthesis Kit for

RT-PCR* nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.

2.8.3  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden DNA-Fragmente spezifisch amplifiziert.
Dies erfolgte zum einen fiir die Bestimmung des transgen oder knockout Status der Méuse
und zum anderen fiir die quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) Analyse der MHC II

Ketten und des LCMV Z-Proteins.

Quantitative Real Time-PCR

Fiir die Bestimmung des RNA Spiegels der MHC II-Ketten und des LCMV Z-Proteins in
Lebergewebe, wurde 1 ul cDNA (s. Kapitel 2.8.2) mit Hilfe des ,,Light Cycler® FastStart
DNA Master SYBR Green I Kits und den unter Kapitel 2.4 angegebenen QuantiTect
Primer Assays, bzw. Primern fiir das LCMV Z-Protein, im Light-Cycler 1.5 von Roche
amplifiziert. Als Haushaltsgen, auf das die Daten fiir die Auswertung normalisiert wurden

(Act), wurde Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) verwendet. Die Analyse der Daten
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erfolgte mittels LightCycler Software Version 3. Fiir die Amplifikation wurde folgendes

Programm verwendet:

95°C 10 min Initiale Denaturierung

95°C 10 sec Denaturierung

59°C/68°C 5 sec Annealing 45 x
72°C 7 sec Elongation

72°C 5 min Finale Elongation

Fir die MHC II Kette H2Ab1 wurde eine Annealing-Temperatur von 59°C gewihlt, fiir
alle anderen eine Temperatur von 68°C. Alle Proben wurden in Triplikaten bestimmt. Zur
Kontrolle der Amplifikation wurde eine Schmelzkurve des Produkts erstellt.

Die qRT-PCR und die dazugehorigen Schritte aus den Kapiteln 2.8.1 und 2.8.2 wurden in

Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Jan-Hendrik Kozik durchgefiihrt.

Semi-quantitative PCR

Fir die Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen in einer PCR  wurden
Schwanzbiopsien der zu testenden Miuse mit Proteinase K iiber Nacht bei 55°C unter
schiitteln verdaut. Fiir den Verdau wurden 3 pl Proteinase K und 80 pl Proteinase K-Puffer
(s. Kapitel 2.3) zu den Biopsien gegeben. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die
Proben am nidchsten Tag fiir 20 min bei 95°C inkubiert. 2 ul des Ansatzes, 12,5 pl
Dream Taq Master Mix, jeweils 0,15 pl Primer und 10,2 ul H,O (PCR Grade) wurden fiir

die PCR nach folgendem Programm eingesetzt:
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94°C 5 min Initiale Denaturierung

94°C 30 sec Denaturierung

68°C/62°C 30 sec Annealing 35x
72°C 30 sec Elongation

72°C 5 min Finale Elongation

4°C 0

Fiir die PCR zur Identifizierung von CIITA transgenen Méusen wurde das Annealing bei
68°C durchgefiihrt, fiir die CIITA-/- PCR bei 62°C.

Die amplifizierten Proben wurden zusammen mit Gelred als Ladepuffer auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch in TBE-Puffer (s. Kapitel 2.3) der GroBe
nach getrennt. Als Groenmarker diente eine 100 bis 10.000 bp DNA-Leiter. Die Analyse

der amplifizerten Fragmente erfolgte unter UV-Licht.

2.9 Statistische Auswertung

Falls nicht anders erwihnt, wurde fiir die statistische Bewertung der Ergebnisse der
Mann-Whitney-U Test angewendet. Ergebnisse mit einem p-Wert <0,05 wurden als
signifikant bewertet (*); (p <0,01: **; p <0,001: ***). Fiir den Vergleich einer Gruppe
mit drei Stichproben wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dies wurde im jeweiligen

Fall angemerkt.
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3 Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss eines CD4+ T Zell-Mangels auf die akute
LCMV-WE Infektion untersucht. Hierbei wurden die Kinetik der Infektion, die
Leberschidigung, die Entziindung der Leber und der Einfluss der fehlenden
CD4+ T Zell-Hilfe auf die zytotoxische CD8+ T Zell-Antwort untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob die virale Hepatitis nach der Infektion mit
LCMV-WE zu einer Induktion hepatozellulirer MHC II Expression in C57BL/6 Wildtyp
Mausen fiihrt. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit hepatozellular durch MHC II
aktivierte CD4+ T Zellen einen Einfluss auf Generierung von Gedéchtnis-CD8+ T Zellen

ausiiben.

3.1 Charakterisierung des Lymphozytenkompartiments von CIITA-/-
im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miausen

CIITA-/- Miusen fehlt der Transaktivator fiir die Expression von MHC II. Dies sollte zu
einer Storung der MHC II Expression in diesen Miusen fiithren. Zur Verifizierung des
MHC II-Mangels in diesen Midusen wurde, als Marker fiir die Expression, der mRNA
Gehalt zwei verschiedener MHC II Ketten getestet. Dafiir wurde mRNA aus Lebergewebe
isoliert, cDNA hergestellt und in einer qRT-PCR eingesetzt. Wihrend die relativen mRNA
Mengen bei C57BL/6 Miusen - bezogen auf das Haushaltsgen Peptidylprolyl Isomerase A
(PPIA) - bei ca. eins lagen, konnte in CIITA-/- Méusen so gut wie keine mRNA fiir die
beiden untersuchten MHC II-Ketten detektiert werden (H2Aa p=0,0268; H2Ab1 p=0,0060)

(s. Abb. 7). CIITA-/- Miuse besitzen somit so gut wie keine MHC II-Molekiile.
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Abb. 7: Relative mRNA-Spiegel (Act) der MHC II Ketten H2Aa und H2Abl in der Leber von
C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Maiusen, normalisiert auf die Expression des Haushaltsgens
Peptidylpropyl Isomerase A (PPIA).

In CIITA-/- Méusen war so gut wie keine mRNA der MHC II Ketten zu detektieren. (H2Aa p=0,0268;
H2Ab1 p=0,0060). Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der ungepaarte t-Test verwendet.

Als Folge davon sollte die MHC II abhingige CD4+ T Zell-Stimulation gestort sein und
die Miuse sollten auch nur sehr wenige CD4+ T Zellen besitzen. Um dies zu iiberpriifen,
und ihre Eignung fiir die Untersuchung einer akuten Leberinfektion im
CD4+ T Zell-lymphopenischen Milieu zu verifizieren, wurden naive CIITA-/- Miuse und
zum Vergleich C57BL/6 Wildtyp Méuse auf ihre CD4+ T Zellzahl untersucht. Dafiir
wurden Milzzellen und mononukledre Leberzellen isoliert und der Anteil an
CD4+ T Zellen innerhalb der CD3+ Lymphozyten durchflusszytometrisch bestimmt. Beim
Vergleich des CD4+ T Zell-Anteils in Milz und Leber von CIITA-/- und C57BL/6 Wildtyp
Mausen, zeigte sich eine stark verringerte Anzahl an CD4+ T Zellen in den CIITA-/-
Miusen, sowohl anteilig an der CD3+ Lymphozytenpopulation (Milz und Leber
p=0,0286), als auch beim Vergleich der absoluten CD4+ T Zellzahlen in Milz (p=0,0002)
und Leber (p=0,0053) (s. Abb.8). So hatten C57BL/6 Wildtyp Maéuse im Schnitt
109 x 10°, CIITA-/- Miuse dagegen nur 10 x 10° CD4+ T Zellen in der Milz. Die Leber
von C57BL/6 Wildtyp Méusen wies im Schnitt 2,3 x 10° CD4+ T Zellen auf, die von

CIITA-/- Méusen dagegen lediglich 0,6 x 10° Zellen (s. Abb. 8).
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Abb. 8: CD4+ T Zellzahlen in CIITA-/- im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen.

Aus naiven C57BL/6 Wildtyp und CITA-/- Miusen wurden Milzzellen und mononukledre Leberzellen
isoliert und die Oberfldchenexpression von CD4 mittels Durchflusszytometrie bestimmt. In den oberen
beiden Abbildungen ist der prozentuale Anteil CD4+ T Zellen innerhalb der CD3+ T Lymphozyten in Milz
und Leber dargestellt. Der Anteil an CD4+ T Zellen ist in Milz und Leber von CIITA-/- Miusen stark
verringert (Milz und Leber p=0,0286). Die unteren beiden Abbildungen zeigen die absolute Zellzahl
CD4+ T Zellen in Milz und Leber. CITA-/- Maiuse wiesen auch eine stark verringerte
Gesamt-CD4+ T Zell-Anzahl auf (Milz p=0,0002; Leber p=0,0053).

Um auszuschlieBen, dass der Mangel an CD4+ T Zellen in CIITA-/- Miusen eine Nische
schafft und so zu einer erhohten CD8+ T Zellzahl fiihrt, wurden auch Anteil und Anzahl
der CD8+ T Zellen beider Mauslinien miteinander verglichen. Durch die fehlenden
CD4+ T Zellen wiesen die CITA-/- Miuse anteilig mehr CD8+ T Zellen im
CD3+ Lymphozytenkompartiment auf (Milz und Leber p=0,0286) (s. Abb.9). Die
absoluten CD8+ T Zellzahlen in Milz und Leber aber waren in beiden Versuchsgruppen
sehr dhnlich: im Schnitt 87 x 10° Zellen pro Milz in C57BL/6 und 81 x 10° Zellen in

CIHTA-/- Mausen, bzw. 1,7 x 10° Zellen pro Leber in C57BL/6 und 1,5 x 10° Zellen in
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CIITA-/- Miusen innerhalb der mononukledren Leberzellen (s. Abb. 9). Die Miuse wiesen
also eine stark verminderte CD4+ T Zell-Anzahl, jedoch eine vergleichbare hohe Zellzahl
in ihrem CD8+ T Zell-Kompartiment auf. Unterschiede innerhalb der CD8+ T Zellzahlen
im Infektionsverlauf wiren demzufolge nicht auf unterschiedliche Ausgangszahlen der

CD8+ T Zellen zuriickzufiihren.
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Abb.9: CD8+ T Zellzahlen in Milz und Leber von CIITA-/- im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp
Miusen.

Die Oberflichenexpression von CD8 auf Milzzellen und mononukledrer Leberzellen von C57BL/6 Wildtyp
und CIITA-/- Méusen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. In den oberen beiden Abbildungen ist
der prozentuale Anteil CD8+ T Zellen an der CD3+ T Lymphozytenpopulation in Milz und Leber dargestellt.
Der relative Anteil an CD8+ T Zellen innerhalb der CD3+ T Zellen ist signifikant erhoht (Milz und Leber
p=0,0286). Die unteren beiden Abbildungen zeigen die absolute Zellzahl CD8+ T Zellen in Milz und Leber.
Diese ist in beiden Mauslinien vergleichbar hoch (Milz p=0,5582; Leber p=0,7564) (ns - nicht signifikant).
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3.2 Kinetik der LCMYV Infektion

3.2.1 Vergleich des Virustiters mittels Focus Forming Assay (FFA)

Um herauszufinden, ob es bei CIITA-/- Miusen aufgrund ihres CD4+ T Zell-Mangels bei
einer akuten Infektion mit LCMV-WE zu einer veridnderten Kinetik kommt, wurden
minnliche CIITA-/- und als Vergleich C57BL/6 Wildtyp Miuse gleichen Geschlechts und
Alters mit 1x 10° FFU LCMV-WE intravends (i.v.) infiziert. An den Tagen
7,9,12,15, 18, 21 und 30 nach Infektion wurden Milz und Leber entnommen und der
Virustiter mittels FFA bestimmt. Pro Versuchsgruppe und Zeitpunkt wurden jeweils vier

bis sieben Tiere getestet.
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Abb. 10: Virustiter in der Milz an Tag 7,9,12,15,18,21 und 30 nach Infektion mit 10° FFU
LCMYV-WE. Die gestrichelte Linie reprisentiert das Detektionslimit.

CIITA-/- Méuse haben ab Tag 9 nach Infektion einen hoheren Virustiter in der Milz. (Tag 12 p=0,0012;
Tag 15 p=0,0006; Tag 18 p=0,0043; Tag 21 p=0,0012). AuBerdem zeigten sie eine deutlich verldngerte
Viruspersistenz im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen

An Tag 30 nach Infektion wurden lediglich CIITA-/- Miuse getestet. CIITA-/- Miuse
zeigten ab Tag 9 nach Infektion einen tendentiell und ab Tag 12 sogar einen signifikant

erhohten Virustiter in beiden Organen iiber den gesamten weiteren Verlauf der Infektion

(Milz Tag 12 p=0,0012, Tag 15 p=0,0006, Tag 18 p=0,0043, Tag21 p=0,0012; Leber
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Tag 12 p=0,0012, Tag 15 p=0,0003, Tag 18 p=0,0043, Tag 21 p=0,0012)

(s. Abb. 10 und Abb. 11). Dariiber hinaus war eine deutlich verlidngerte Persistenz des
Virus in CIITA-/- Méusen festzustellen, die bis mindestens Tag 30 nach Infektion anhielt.
In C57BL/6 Wildtyp Miusen hingegen war das Virus an Tag 15 nach Infektion in den
meisten Tieren eliminiert: Bei sechs von jeweils sieben C57BL/6 Wildtyp Méusen lagen
die Virustiter an Tag 15 und 21 in der Milz und an Tag 15 in der Leber unter der
Detektionsgrenze. An Tag 18 in der Milz und an Tag 18 und 21 in der Leber lagen die

Titer aller C57BL/6 Wildtyp Miuse unter der Detektionsgrenze (s. Abb. 10 und Abb. 11).
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Abb. 11: Virustiter in der Leber an Tag 7,9,12,15,18,21 und 30 nach Infektion mit 10° FFU
LCMYV-WE. Die gestrichelte Linie reprisentiert das Detektionslimit.

CIITA-/- Méduse haben ab Tag9 nach Infektion einen hoheren Virustiter in der Leber, mit einem
signifikanten Unterschied ab Tag 12 nach Infektion (Tag 12 p=0,0012; Tag 15 p=0,0003; Tag 18 p=0,0043;
Tag 21 p=0,0012). AuBlerdem zeigen sie eine deutlich verldngerte Viruspersistenz im Vergleich zu C57BL/6
Wildtyp Méusen.

3.2.2  Analyse des LCMYV Z-Protein mRNA-Spiegels in der Leber

Zur Kontrolle des im FFA ermittelten Virustiters, wurde die relative Expression des
LCMYV Z-Proteins durch Bestimmung des mRNA Spiegels an Tag 9, 12, 15 und 18 mittels
gRT-PCR in der Leber bestimmt. Um ein reprisentatives Ergebnis zu erhalten, wurden

hierfiir jeweils die vier Proben verwendet, die im FFA dem Median am néchsten lagen.
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CIITA-/- Méause wiesen im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen eine hohere relative
Menge der LCMV Z-Protein mRNA in der Leber auf (s. Abb.12), welches den
Ergebnissen des FFA entsprach (s. Abb. 11). An den Tagen 12, 15 und 18 waren die Werte

signifikant erhoht (Tag 12, 15 und 18 p=0,0286).
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Abb. 12: mRNA-Spiegel des LCMYV Z-Proteins in der Leber an Tag 9, 12, 15 und 18 nach Infektion
mit LCMV-WE.

CIITA-/- Méduse wiesen zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen einen hoheren
mRNA-Spiegel des LCMV Z-Proteins in der Leber auf. Ab Tag 12 waren die Unterschiede signifikant
(Tag 12, 15 und 18 p=0,0286).

3.2.3 Fiarbung des LCMYV Nukleoproteins im Leberschnitt

Zur weiteren Kontrolle der Infektion in der Leber, und um einen Eindruck dariiber zu
gewinnen, welche Zellen der Leber mit LCMV infiziert waren, wurden Kryoschnitte der
infizierten Lebern mit Fluoreszenz-markiertem VL-4 Antikorper gefirbt, der an das
LCMYV Nukleoprotein bindet. Schnitte und Farbungen wurden fiir alle in Kapitel 3.2.1
einbezogenen Versuchtiere angefertigt. Jeweils ein reprisentatives Beispiel ist in Abb. 13
dargestellt. Beide Versuchsgruppen zeigten vor allem eine Infektion der Hepatozyten, die

bei CIITA-/-Méusen deutlich langer zu detektieren war als in C57B1/6 Wildtyp Méusen.
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# C57BL/6 CIITA-/-
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Abb. 13: Fluoreszenzfirbung des LCMY Nukleoproteins in Kryoschnitten der Leber an
Tag 9, 12, 15 und 18 nach Infektion in CIITA-/- im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Mausen.

In CIITA-/- konnten im Vergleich zu C57BL/6 Miusen zu allen Zeitpunkten wesentlich mehr
virusbefallene Zellen detektiert werden.
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3.3 LCMYV Infektion nach CD4+ T Zell-Depletion

Um die Ergebnisse aus der Infektion von CIITA-/- Médusen noch in einem anderen
CD4+ T Zell-lymphopenischen Modell zu verifizieren, wurden in C57BL/6 Wildtyp
Maiausen CD4+ T Zellen durch die intraperitoneale (i.p.) Gabe des depletierenden
Antikorpers GK1.5 sperzifisch entfernt. Als Kontrollgruppe wurden Maiuse gleichen
Geschlechts und Alters mit der gleichen Menge eines irrelevanten Antikorpers des
entsprechenden Isotyps behandelt. Die Effizienz der Depletion ist in Abb. 14 dargestellt.
Mit GKI.1 anti-CD4 Antikorper behandelte Miuse wiesen signifikant weniger
CD4+ T Zellen auf als die mit Kontroll-Antikdrper behandelte Vergleichsgruppe
(p<0.0001). Abb. 15 zeigt einen reprédsentativen Dotblot von CD3+ Lymphozyten der
Milz. In mit Kontroll-Antikorper behandelten Miusen waren 47,2 % dieser Zellen positiv

fiir CD4, in anti-CD4 behandelten Mausen nur 0,6 %.
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Abb. 14: Effizienz der CD4+ T Zell-Depletion in C57BL/6 Wildtyp Miusen nach anti-CD4
Antikorpergabe.

Dargestellt ist der Anteil CD4+ T Zellen an CD3+ Lymphozyten nach Behandlung mit Kontroll- bzw.
anti-CD4 Antikorper. In den mit Kontroll-Antikorper desselben Isotyps behandelten Miusen lag der
CD4+ T Zell-Anteil im Schnitt bei 47 %. In GK1.1 anti-CD4 behandelten C57BL/6 Wildtyp Miusen waren
die CD4+ T Zellen so gut wie eliminiert (p<0,0001 nach ungepaartem t-Test).
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Abb. 15: Reprisentativer Dotblot der CD4+ T Zell-Depletion in C57BL/6 Wildtyp Miiusen nach
anti-CD4 Antikorpergabe.

Anteil CD4+ und CD8+ T Zellen an CD3+ Lymphozyten nach der Behandlung mit Kontroll-Antikorper bzw.
CD4+ T Zell-depletierendem GK1.1 Antikorper. Nach der Gabe des depletierenden Antikorpers konnten so
gut wie keine CD4+ T Zellen mehr in den behandelten Miusen detektiert werden (0,6 % CD4+ T Zellen). In
den mit Kontroll-Antikdrper desselben Isotyps behandelten Madusen lag der Anteil an CD4+ T Zellen der
CD3+ T Zell-Population bei 47,2%.

Nach initialer CD4+ T Zell-Depletion wurden die Miuse mit 1 x 10° FFU LCMV-WE i. v.
infiziert und die Virustiter wie zuvor in den CIITA-/- Méusen per FFA, durch Bestimmung
des Z-Protein mRNA Gehalts und Anfirbung des LCMV Nukleoproteins mittels VL-4
Antikorpers im Kryoschnitt an Tag 18 nach Infektion bestimmt- der Zeitpunkt zu dem das
Virus in unbehandelten C57BL/6 Wildtyp Méusen eliminiert war. Wie in den CIITA-/-
Miusen, war auch in den CD4+ T Zell-depletierten Miusen an Tag 18 nach Infektion noch
Virus im FFA zu detektieren, nicht aber in den mit Kontroll-Antikorper des selben Isotyps
behandelten Vergleichsmédusen (Milz p=0,0077; Leber p=0,0194) (s. Abb. 16). Auch die
LCMYV Z-Protein mRNA Spiegel der Leber lagen in den Miusen mit CD4+ T Zell-Mangel

hoher als in den Kontrolltieren (p=0,0357) (s. Abb. 17).
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Milz Leber
7500+ * o 7500- * o
5000+ 5000+
= 9 o
L [5)
o)
25004 © 2500+ o)
0d— o—oe— 0 o-0-¢
Isotyp Anti CD4 Isotyp Anti CD4

Abb. 16: Virustiter an Tag 18 nach LCMYV Infektion in Milz und Leber von CD4+ T Zell-depletierten
im Vergleich zu Kontroll-Antikorper behandelten Miusen.

CD4+ T Zell-depletierte Miuse zeigten an Tag 18 nach Infektion in Milz und Leber im Vergleich zu
Kontroll-Antikdrper behandelten Méiusen immer noch einen erhohten Virustiter im FFA. Bei mit
Kontroll-Antikorper behandelten Miusen lagen die Titer an Tag 18 nach Infektion unter dem Detektionslimit
(Milz p=0,0077; Leber p=0,0194). Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der ungepaarte t-Test verwendet.
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Abb. 17: Relative mRNA-Spiegel (Act) des LCMV Z-Proteins in der Leber an Tag 18 nach LCMV-WE
Infektion, normalisiert auf die Expression des Haushaltsgens Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA).

Aus an Tag 18 nach LCMYV Infektion entnommenen Leberproben wurde RNA isoliert. Die daraus generierte
cDNA wurde fiir die Real-Time-PCR eingesetzt. In den Leberproben der CIITA-/- Miuse befand sich
signifikant mehr Z-Protein mRNA als in den Proben der Vergleichsgruppe (p=0,0357). Fiir die Berechnung
der p-Werte wurde der ungepaarte t-Test verwendet.

Bei der Fiarbung des LCMV Nukleoproteins in Kryoschnitten an Tag 18 nach Infektion,
war in den Lebern der CD4+ T Zell-depletierten Miuse noch Virus detektierbar, nicht aber

in den der Vergleichsgruppe (s. Abb. 18). Dies bestitigt, dass der Grund fiir die verdnderte

Infektionskinetik in CIITA-/- im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen anscheinend
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durch die CD4+ T Zell-Lymphopenie dieser Tiere begriindet war. Die CIITA-/- Méuse

wurden daher fiir alle weiteren Untersuchungen zur Rolle von CD4+ T Zellen in der

LCMV Infektion verwendet.

‘ AntiCD4.

Abb. 18: Fluoreszenzfirbung des LCMYV Nukleoproteins in Kryoschnitten der Leber an Tag 18 nach
Infektion in CD4+ T Zell-depletierten im Vergleich zu Kontroll-Antikérper behandelten Miusen.

In den mit CD4-depletierendem Antikorper behandelten Miusen konnten wesentlich mehr virusbefallene
Zellen detektiert werden als in den mit Kontroll-Antikorper behandelten Tieren.

3.4 Serumtransaminasen nach LCMYV Infektion

Um herauszufinden, ob es bei der Infektion von Méusen mit einem CD4+ T Zell-Mangel
neben einem erhohten Virustiter und einer verldngerten Viruspersistenz auch zu einer
verdnderten Schidigung der Leber kommt, wurde als Surrogatmarker fiir die
Leberschiddigung die Konzentration von Alanin-Aminotransferase (ALT) im Serum
bestimmt. Normalerweise ist dieses Enzym im Zytoplasma der Hepatozyten enthalten. Bei
einer Schidigung der Zellen kommt es zur Freisetzung und dadurch zu einer Erh6hung der
Konzentration im Serum. Den Miusen wurde zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Infektion submandibulédr Blut entnommen und der ALT Spiegel wurde im Serum bestimmt

(s. Abb. 19).
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Abb. 19: ALT Werte im Serum zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach LCMYV Infektion.

Nach der Infektion mit LCMV-WE wurde den Méiusen Blut entnommen und die ALT-Konzentration im
Serum bestimmt. Zu allen Zeitpunkten ab Tag 9 wiesen die CIITA-/- Miuse eine hohere ALT-Konzentration
im Serum auf als die C57BL/6 Vergleichsgruppe. An Tag 15 und 18 unterschieden sich die Werte signifikant
(Tag 15 p=0,0012; Tag 18 p=0,0317).

An Tag 7 nach Infektion lagen die ALT-Werte in beiden Mausgruppen bei durchschnittlich
645 U/L. Zu jedem weiteren Zeitpunkt waren die ALT-Werte in den CIITA-/- Miusen
hoher, d. h. die Schiddigung der Leber stirker als in den Vergleichsméusen, wobei sich die
Werte an Tag 15 und 18 signifikant unterschieden (Tag 15 p=0,0012; Tag 18 p=0,0317). In
beiden Versuchsgruppen wurde das Maximum der Schiddigung an Tag 12 erreicht. In
C57BL/6 Wildtyp Miusen lag die Konzentration bei durchschnittlich 1190 U/L, bei
CIITA-/- Miusen bei durchschnittlich 1868 U/L. Das Maximum der Leberschiddigung wird
also nach dem Maximum der Viruslast erreicht, welches in CIITA-/- Miusen und
Kontrolltieren an Tag 9 erreicht wurde (s. Abb. 19). In nicht infizierten Méusen lagen die

ALT Werte in beiden Mausgruppen unter der Detektionsgrenze (Daten nicht gezeigt).
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Auch bei CD4+ T Zell-Mangel nach anti-CD4 Antikorpergabe wiesen die Miduse im
Vergleich zur Gruppe, die mit irrelevantem Kontroll-Antikérper behandelt wurde, an
Tag 18 nach LCMYV Infektion eine signifikant hohere ALT-Konzentration im Serum auf
(p=0,0317). Dabei lag der durchschnittliche Wert bei den C57Bl/6 Wildtyp

Vergleichsmiusen bei 60 U/L und bei CIITA-/- Méusen bei 169 U/L (s. Abb. 20).
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Abb. 20: ALT Werte im Serum von C57BL/6 Wildtyp und CD4+ T Zell-depletierten Miusen nach
CD4-Depletion an Tag 18 nach LCMYV Infektion.

Nach Antikorpergabe und Infektion mit LCMV-WE wurde den Méusen submandibulédr Blut entnommen und
die ALT-Konzentration im Serum bestimmt. Es gab einen signifikanten Unterschied der ALT-Werte
zwischen den beiden Gruppen (p=0,0317) mit einer hoheren ALT-Konzentration in den CIITA-/- Miusen.
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3.5 Histologische Untersuchung der Leber

Um den Befund einer stirkeren Infiltration der Lebern von CIITA-/- Miusen nach
LCMV-WE Infektion zu {iberpriifen, wurden Paraffinschnitte der Lebern
Hématoxilin-Eosin (HE) gefiarbt und im Mikroskop auf den Grad ihrer Entziindung
tiberpriift. Zwar wurden in beiden Versuchsgruppen starke Infiltrationen der Leber
beobachtet, jedoch konnte hier kein konsistenter Unterschied zwischen C57BL/6 Wildtyp
und CIITA-/- Miusen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Der unterschiedliche Grad
der Entziindung in den Miusen war also nur mittels Durchflusszytometrie, nicht aber
anhand von Leberschnitten zuverldssig festzustellen. Abb. 21 zeigt die Infiltration in der
Leber einer C57BL/6 Wildtyp Maus an Tag 9 nach Infektion im Vergleich zu einer naiven

C57BL/6 Wildtyp Maus.

Abb. 21: Infiltration der Leber einer naiven C57BL/6 Wildtyp Maus und an Tag 9 nach Infektion mit
LCMV-WE.
Nach Infektion kommt es zur massiven Infiltration der Leber mit Entziindungszellen und zu Lisionen im
Lebergewebe.
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3.6 Analyse von Milzzellen und mononukleéiren Leberzellen

Um den Grund fiir die erhohte Viruslast, die verldngerte Viruspersistenz und die stirkere
Leberschidigung in CIITA-/- Miusen im Vergleich zu CS57BL/6 Wildtyp Miusen
aufzukldaren, wurden Milzzellen und mononukledre Leberzellen, in denen die

Leber-infiltrierenden Entziindungszellen enthalten sind, niher untersucht.

3.6.1 Gesamtzellzahlen in Milz und Leber

Obwohl CIITA-/- Miusen das CD4+ T Zell-Kompartiment fehlte, zeigten beide
Versuchsgruppen an Tag 12 nach Infektion eine &dhnliche Anzahl Gesamt-Milzzellen
(s. Abb. 22). Im Schnitt lagen die Zellzahlen an Tag 12 in der Milz von C57BL/6 Wildtyp
Miusen bei 12,8 x 10" und in CIITA-/- Miusen bei 18,1 x 107 Zellen (p=0,8421). Die
Zellzahl nahm hier in beiden Versuchsgruppen bis Tag 15 nach Infektion in dhnlichem
Male ab. So lag die durchschnittliche Anzahl in C57BL/6 Wildtyp Méusen an Tag 15 bei
6,9 x 10, in CIITA-/- Miusen bei 6,5 x Zellen pro Milz.

Weiterhin kam zu einer vergleichbar starken Infiltration der Leber (s. Abb. 22). Die Anzahl
mononukleirer Leberzellen an Tag 12 lag bei C57BL/6 Wildtyp Miusen bei 0,7 x 10" und
bei CIITA-/- Méiusen bei 0,6 x 10’ (Leber p=0,6607). Im Gegensatz zur Milz nahm die
Zahl mononukledrer Zellen in der Leber von C57BL/6 Wildtyp Miusen bis Tag 15 nach
Infektion zusammen mit der Eliminierung des Virus ab, wihrend sie in der Leber von
CIITA-/- Miusen gleich blieb. Dementsprechend enthielten die Lebern von CHTA-/-
Miusen an Tag 15 nach Infektion mit 0,77 x 10" Zellen signifikant mehr mononukleire
Zellen als die der Vergleichsgruppe mit 0,35 x 10’ Zellen (p=0,0003) (s. Abb. 22).
Demgemill wiesen die Lebern von CIITA-/- Miusen initial an Tag 12 ebenso viele
mononukledre Zellen auf wie die von C57BL/6 Wildtyp Méusen. Jedoch schien die
Leberentziindung nachfolgend in CIITA-/- Maiausen nicht im gleichen Malle

zuriickzugehen, da die Infektion anscheinend nicht effizient bekampft werden konnte. Die
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Ursache konnte eine andere Zusammensetzung des Leberinfiltrats oder eine

unterschiedliche Funktion der Entziindungszellen sein. Dies wurde daher in den folgenden

Untersuchungen nédher beleuchtet.
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Abb. 22: Gesamtzellzahlen der Milz und mononukleirer Leberzellen von CIITA-/- und CS57BL/6
Wildtyp Méusen an Tag 12 und 15 nach Infektion.
An Tag 12 und 15 in der Milz und an Tag 12 in der Leber gab es keine signifikanten Unterschiede in der
Gesamtzellzahl von Milz und Leber beider Gruppen. An Tag 15 nach Infektion hingegen zeigte sich eine
deutliche grofere Population mononukledrer Leberzellen in den CIITA-/- Miusen (p=0,0003). Die einzelnen
Graphiken reprisentieren vereinigte Zellzahlen aus zwei unabhingigen Versuchen.
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3.6.2 Anzahl von NK-Zellen, NKT-Zellen, Makrophagen und B-Zellen

Um herauszufinden, ob in den beiden Versuchsgruppen unterschiedliche Zellpopulationen
zur Entziindung in der Leber beitrugen und so auch moglicherweise einen Einfluss auf den
Verlauf der Infektion nehmen konnten, wurden Gesamt-Milzzellen und mononukleére
Leberzellen an Tag 15 nach Infektion isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf ihre
Zahl an Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen, NKI1.1+ Lymphozyten), Natiirlichen
Killer T Zellen (NKT-Zellen, NK1.14+/CD3+ Lymphozyten), eine Gruppe von T Zellen,
die NK-Zell-Marker exprimiert [40], Makrophagen (F4/80+ Zellen) und B-Zellen
(B220+ Lymphozyten) untersucht (s. Abb. 23).

In den Milzzellen der CIITA-/- und der Kontrolltiere befanden sich vergleichbare hohe
Zahlen an F4/80+ Makrophagen (p=0,6820) und B220+ B-Zellen (p=0,6558). Jedoch
wiesen die Milzen der CIITA-/- Maiuse signifikant weniger NK- (p=0,0097) und
NKT-Zellen (p=0,0155) auf. Innerhalb der mononukledren Leberzellen gab es aber keine
Unterschiede zwischen den untersuchten Zellpopulationen (NK-Zellen p=0,4347;
NKT-Zellen p=0,2994; Makrophagen p=0,3617; B-Zellen p=0,1078). Diese vier
Zellpopulationen trugen also nicht zu einer unterschiedlichen Zusammensetzung der
Leber-infiltrierenden Zellen bzw. zur erhohten Zellzahl in den Lebern von CIITA-/-
Mausen an Tag 15 nach Infektion bei. NK- und NKT-Zellen gehdren zum angeborenen
Immunsystem. Wie das Fehlen der CD4+ T Zell-Hilfe zu einer geringeren Anzahl dieser

Zellen in der Milz fiithren konnte, ist nicht ersichtlich.
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Abb. 23: Gesamtzahl an Natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen), Natiirlichen Killer T Zellen
(NKT-Zellen), Makrophagen (F4/80+ Zellen) und B-Zellen (B220+ Zellen) in Milz und Leber an
Tag 15 nach LCMYV Infektion in CIITA-/- Méusen im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen.

Die Milzen von CIITA-/- Miusen wiesen eine signifikant niedrigere Anzahl NK-Zellen auf
(NK1.1+ Lymphozyten; p=0,0097). AuBerdem besallen sie eine signifikant niedrigere Anzahl NKT-Zellen
(NK1.1+/CD3+ Lymphozyten; p=0,0155). In der Leber waren die Zellzahlen nicht signifikant
unterschiedlich ~ (NK-Zellen  p=0,4347; NKT-Zellen p=0,2994). F4/80+ Makrophagen  und
B220+ Lymphozyten (B-Zellen) unterschieden sich weder signifikant in der Milz noch in der Leber der
beiden Versuchsgruppen (Makrophagen: Milz p=0,6820, Leber p=0,3617; B-Zellen: Milz p=0,6558, Leber
p=0,1078).
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3.6.3  Analyse der Gesamt-CD8+ T Zellzahl

Da die Viruselimination in der LCMYV Infektion vor allem von einer effizienten
CD8+ T Zell-Antwort abhingt, wurde auch die Gesamt-CD8+ T Zellzahl in Milz und
Leber der beiden Versuchsgruppen iiberpriift. Die Gesamt-CD8+ T Zellen expandierten in
der Milz von Tag 12 zu Tag 15 in beiden Versuchsgruppen zunichst gleich stark und es
zeigten sich jeweils keine Unterschiede in der Zellzahl (s. Abb. 24). In der Leber dagegen
waren an Tag 12 nach Infektion mit durchschnittlich 11,6 x 10° in CIITA-/- Miusen vs.
29,9 x 10° in C57BL/6 Wildtyp Méusen, deutlich weniger CD8+ T Zellen in den Lebern
der CIITA-/- Méuse zu finden (p=0,0317). An Tag 15 nach Infektion war die Anzahl der

Gesamt-CD8+ T Zellen in beiden Versuchsgruppen vergleichbar hoch.
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Abb. 24: CD8+ T Zellzahl an Tag 12 und 15 nach LCMYV Infektion in Milz und Leber von CIITA-/-
und C57BL/6 Wildtyp Miusen.

Es gab zwischen den beiden Versuchsgruppen keinen signifikanten Unterschied in der CD8+ T Zellzahl an
Tag 12 in der Milz und an Tag 15 in Milz und Leber. An Tag 12 enthielten die mononukleédren Leberzellen
der CIITA-/- Miuse signifikant weniger CD8+ T Zellen als die der C57BL/6 Vergleichsgruppe (p=0,0317).
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Obwohl sich die Gesamtzahl der mononukledren Leberzellen an Tag 12 nach Infektion
nicht unterschied, fiihrte der CD4+ T Zell-Mangel der CIITA-/- Miuse anscheinend zu
einer reduzierten Expansion oder Rekrutierung von CD8+ T Zellen in die Leber. Die
CD8+ T Zellen in C57BL/6 Wildtyp Maiusen expandierten und wurden in die Leber
rekrutiert. So konnten sie die Infektion bekdmpfen, und ihre Anzahl ging bei nachlassender

Virdmie an Tag 15 wieder zuriick.

3.7 Funktionelle Analyse der CD8+ T Zellantwort

Da die LCMYV Viruselimination nicht nur von der Anzahl, sondern vor allem von der
Effizienz der zytotoxischen CD8+ T Zell-Antwort (CTL-Antwort- cytotoxic T lymphocyte)
abhidngt, wurden CD8+ T Zellen an Tag 12 und 15 nach Infektion hinsichtlich ihrer
LCMV Spezifitit,  Aktivierung, Zytokinproduktion, = Degranulation und ihrer
inhibitorischen Molekiile mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierzu wurden die
Zellen an Tagl2 wund 15 nach Infektion isoliert und die entsprechenden
Oberflichenmolekiile angefarbt. Fiir die Bestimmung der Zytokinproduktion und die
Messung der Degranulationsfahigkeit der LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen wurden
diese vor der Firbung Antigen-spezifisch mit MHC I-restringiertem, immundominatem
gp33 LCMV Peptid restimuliert. LCMV-spezifische CD8+ T Zellen wurden mit

Fluoreszenz-markierten Dextrameren geférbt (s. Kapitel 2.6.10).

3.7.1  Analyse der virusspezifischen CD8+ T Zell-Antwort

Fiir die Analyse der virusspezifischen CD8+ T Zell-Antwort wurden an Tag 12 und 15
nach Infektion Milzzellen und mononukledre Leberzellen aus CIITA-/- Miusen und
C57BL/6  Wildtyp Maiusen isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf ihre
virusspezifischen CD8+ T Zellen hin untersucht. An Tag 12 nach Infektion zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der Anzahl Dextramer+ LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen in
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Milz und Leber der CIITA-/- und der Kontrollmiduse (Milz p=0,1508; Leber p=0,0556)
(s. Abb. 25). Doch ist eine Tendenz zu einer geringeren Zahl virusspezifischer Zellen in
CIITA-/- Maiusen erkennbar. Wihrend die Zahl Dextramer+ LCMV-spezifischer
CD8+ T Zellen in Milz und Leber von C57BL/6 Wildtyp Miausen von Tag 12 zu Tag 15
im Schnitt zunahm, blieb die Zahl in der Leber von CIITA-/- Miusen anndhernd gleich. So
befanden sich an Tag 15 nach Infektion sowohl in der Milz als auch in der Leber
signifikant weniger LCMV-spezifische CD8+ T Zellen in den CIITA-/- Miusen (Milz
p=0,0016; Leber p=0,0028) (s. Abb. 25). Abb. 26 zeigt einen reprisentativen Dotblot der

LCMV-spezifischen Dextramerfiarbung.
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Abb. 25: LCMV-spezifische CD8+ T Zellen in Milz und Leber von C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/-
Maiusen an Tag 12 und 15 nach Infektion.

C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Miuse wurden mit LCMV infiziert, an Tag 15 nach Infektion wurden
Milzzellen und mononukledre Leberzellen isoliert und mit Antikorper gegen CD8 und mit
LCMV-spezifischem Dextramer gefarbt. In den CITA-/- Miusen gab es an Tag 12 tendentiell (Milz
p=0,1508; Leber p=0,0556) und an Tag 15 signifikant weniger Dextramer+ LCMV-spezifische
CD8+ T Zellen in den CIITA-/- Méusen (Milz p=0,0016; Leber p=0,0028).
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Wihrend die Gesamt-CD8+ T Zellzahl in C57BL/6 Wildtyp Méusen von Tag 12 zu Tag 15
wieder abnahm, expandierten die LCMV-spezifischen CTL in C57BL/6 Wildtyp Méusen
weiter und fiihrten zur effizienten Eliminierung des Virus. An Tag 15 nach Infektion war
das Virus in fast allen Tieren eliminiert (s. Abb. 11), so dass die Population an
Gesamt-CD8+ T Zellen in der Leber kontrahierte (s. Abb.24), wihrend die Frequenz
LCMV-spezifischer CTL erhoht war (s. Abb. 25). C57BL/6 immunkompetente Wildtyp
Maiuse mit intakter CD4+ T Zell-Hilfe konnten das Virus also durch die Expansion
spezifischer CTL schnell und effizient eliminieren, so dass die Gesamtzahl an
CD8+ T Zellen in der Leber der Tiere abnahm, wihrend die LCMV-spezifischen CTL das

Virus effizient bekdmpfen konnten.
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Abb. 26: Reprisentativer Dotblot einer Fiarbung LCMYV-spezifischer CD8+ T Zellen in der Leber von
CS57BL/6 Wildtyp bzw. CIITA-/- Miusen an Tag 15 nach LCMYV Infektion.

CIITA-/- Miuse besaBen deutlich weniger virusspezifische CD8+ T Zellen im Vergleich zu C57BL/6
Wildtyp Méusen.

3.7.2  Aktivierung der CD8+ T Zellen

CD8+ T Gesamtzellen und Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zellen aus Milz und

Leber wurden mittels der Oberflichenmarker CD44 und CD69 auf ihre Aktivierung
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iiberpriift. Innerhalb der Gesamt-CD8+ T Zellpopulation gab es, sowohl in der Milz als
auch in der Leber, keinen Unterschied in der Expression der beiden Oberflachenmarker
(CD44: Milz p=0,3517, Leber p=0,8180; CD69: Milz p=0,1606, Leber p=0,2387)
(s. Abb. 27). Die Gesamt-CD8+ T Zellpopulation ist also in beiden Versuchsgruppen

dhnlich gut aktiviert.
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Abb. 27: CD44+ und CD69+ CD8+ T Zellen in Milz und Leber an Tag 15 nach LCMV-WE Infektion
in C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Miusen.

In der gesamten CD8+ T Zell-Population gab es vergleichbar viele CD44+ und CD69+ Zellen in der Milz
und in der Leber von CIITA-/- Méusen im Vergleich zu C57B1/6 Wildtyp Méusen (CD44: Milz p=0,3517,
Leber p=0,8180; CD69: Milz p=0,1606, Leber p=0,2387).

Anders als bei den Gesamt-CD8+ T Zellen, zeigten sich bei den LCMV-spezifischen
Dextramer+ CD8+ T Zellen signifikante Unterschiede in der Expression von CD44 und
CD69 in der Milz und in der Leber. Weniger Dextramer+ LCMV-spezifische
CD8+ T Zellen exprimierten CD44 in den CD4+ T Zell-lymphopenischen CIITA-/-

Maiusen (Milz p=0,0017, Leber p=0,0027). Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass
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es in CIITA-/- Miusen weniger Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zellen gibt: so
dass auch insgesamt weniger LCMV-spezifische Zellen aktiviert sein konnen. Beim
Vergleich der Zellzahlen der Dextramer+ LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen in Abb. 25
und der CD44+ Dextramer+ LCMV-spezifischen Zellen in Abb. 28 fillt auf, dass in etwa
die gleiche Anzahl Zellen LCMV-spezifisch und CD44+ ist, also quasi alle
LCMV-spezifischen Zellen auch den Aktivierungsmarker CD44 exprimieren. Der
Aktivierungsmarker CD69 wurde nur auf einem Teil der LCMV-spezifischen Zellen
exprimiert (s. Abb. 28), doch insgesamt sind auch hier weniger Dextramer+
LCMV-spezifische Zellen der CIITA-/- Miuse positiv fiir CD69, wobei der Unterschied in

der Leber signifikant war (Milz p=0,1680; Leber p=0,0012).
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Abb. 28: CD44 und CD69 positive LCMYV-spezifische CD8+ T Zellen in Milz und Leber an Tag 15
nach LCMV-WE Infektion in C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Miusen.

Es gab sowohl in der Milz als auch in der Leber von CIITA-/- Méusen eine geringere Anzahl CD44+ und
CD69+ Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zellen (CD44: Milz p=0,0017, Leber p=0,0027; CD69:
Milz p=0,1680, Leber p=0,0012).
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Innerhalb der Gesamt-CD8+ T Zellen sind also vergleichbar viele Zellen in beiden
Versuchsgruppen aktiviert (s. Abb.27), obwohl es in den CIITA-/- Médusen weniger
LCMV-spezifische Zellen gibt (s. Abb. 25). In den CIITA-/- Mdusen war also eine grofere
Anzahl unspezifischer CD8+ T Zellen aktiviert. Da CIITA-/- Méause deutlich weniger
Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zellen enthielten, ist hier auch die Anzahl
CD44+ bzw. CD69+ Dextramer+ LCMV-spezifischer aktivierter CD8+ T Zellen deutlich

niedriger.

3.7.3  Zytokinproduktion der CD8+ T Zellen
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Abb. 29: TFNy Produktion von CD8+ T Zellen an Tag 12 und 15 nach LCMYV Infektion in Milz und
Leber von C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Méusen.

Gesamtmilzzellen und mononukledre Leberzellen wurden isoliert und antigenspezifisch mit gp33-Peptid
restimuliert. Es wurde eine CD8 Oberfldchenfirbung sowie eine intrazelluldre IFNy Farbung durchgefiihrt. In
beiden Organen und zu beiden Zeitpunkten gab es weniger IFNy produzierende CD8+ T Zellen in den
CIITA-/- Méusen (Tag 12: Milz p=0,0317, Leber p=0,0556; Tag 15: Milz p=0,0746, Leber p=0,0054).

-71 -



Ergebnisse

In der antiviralen zytotoxischen CD8+ T Zell-Antwort ist u.a. die Fihigkeit zur
Ausschiittung von pro-inflammatorischen, antiviralen Zytokinen entscheidend fiir die
Klédrung der Infektion. Dazu gehoren IFNy und TNFa. Um die Menge an IFNy und TNFa
produzierender LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen zu bestimmen, wurden Milzzellen und
mononukledre Leberzellen isoliert und Antigen-spezifisch mit immundominantem
gp33 LCMYV Peptid restimuliert. Dann wurden eine CDS8 Oberflichenfdarbung und eine
intrazelluldre Zytokinfarbung fiir IFNy bzw. TNFa durchgefiihrt.

Zu beiden Zeitpunkten, sowohl in der Milz als auch in der Leber, bildeten die
CD8+ T Zellen der CIITA-/- Miduse weniger IFNy (s. Abb. 29). In der Milz an Tag 12 und
in der Leber an Tag 15 waren die Unterschiede signifikant (Tag 12: Milz p=0,0317,
Leber p=0,0556; Tag 15: Milz p=0,0746, Leber p=0,0054). In Abb.30 ist ein
reprasentativer Dotblot der IFNy Produktion der Leber-infiltrierenden LCMV-spezifischen

CD8+ T Zellen an Tag 15 dargestellt.
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Abb. 30: Reprisentativer Dotblot der IFNy Produktion in der Leber von C57BL/6 Wildtyp und
CIITA-/- Miusen an Tag 15 nach Infektion.

CD8+ T Zellen aus CIITA-/- Méusen bildeten weniger IFNy nach LCMV-spezifischer Restimulation mit
dem immundominantem gp33-Peptid als CD8+ T Zellen aus C57BL/6 Wildtyp Méusen.
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Die TNFa Produktion wurde bisher nur an Tag 12 iiberpriift. Hier zeigte sich kein
Unterschied in der Milz, aber ein tendentieller Unterschied in der Leber, mit weniger
TNFa produzierenden Zellen in den CIITA-/- Méausen (Milz p=1,0000; Leber p=0,1905)
(s. Abb. 31). Dabei ist einer von fiinf Werten in der Leber ungewohnlich hoch (21,3 %),
wihrend die anderen Werte deutlich unter der Anzahl TNFa produzierender Zellen aus
C57BL/6 Wildtyp Miusen lagen. Die fehlende Signifikanz des Expressionsunterschieds in
der Leber ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren.

Abb. 32 zeigt einen repridsentativen Dotblot der TNFo Fiarbung in CD8+ T Zellen. Diese
Daten sind konsistent mit dem Befund, dass CIITA-/- Méduse nach Infektion weniger
LCMV-spezifische CD8+ T Zellen besalen. So konnten sie nach LCMV-spezifischer
Restimulation auch weniger antivirale Zytokine produzieren, was bei der beeintrichtigten

Viruselimination in CIITA-/- Miusen eine Rolle spielen konnte.
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Abb. 31: TNFa Produktion CD8+ T Zellen in Milz und Leber in C57BL/6 Wildtyp im Vergleich zu
CIITA-/- Méusen an Tag 12 nach Infektion.

Gesamtmilzzellen und mononukledre Leberzellen wurden isoliert und Antigen-spezifisch mit gp33-Peptid
restimuliert. Es wurde eine CD8 Oberflichenfirbung sowie eine intrazellulire TNFa Farbung durchgefiihrt.
In der Milz gab es keinen Unterschied im TNFa Gehalt zwischen beiden Gruppen. In der Leber wiesen die

CIITA-/- Miuse weniger TNFa positive Zellen auf, wenn der Unterschied auch nicht signifikant war
(p=0,1905).
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Abb. 32: Reprisentativer Dotblot der TNFo Firbung CD8+ T Zellen in der Leber von C57BL/6
Wildtyp und CIITA-/- Miusen an Tag 12 nach Infektion.

CIITA-/- Mause wiesen im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Méausen weniger TNFa positive CD8+ T Zellen
in der Leber auf.

3.74 Degranulation der CD8+ T Zellen

AuBer der antiviralen Zytokinproduktion trdagt vor allem die Fihigkeit zur Degranulation
zum zytotoxischen Potential von CD8+ T Zellen bei. Die Degranulationsfihigkeit einer
Zelle bestimmt iiber ihre Fihigkeit, virusbefallene Zellen im direkten Zell-Zell-Kontakt
durch die Ausschiittung zytotoxischer Granula zu eliminieren und auf diese Weise die
Verbreitung des Virus einzudimmen.

Zur Bestimmung dieser Degranulationsfihigkeit wurde die extrazelluldre Lokalisation von
CD107a auf CD8+ T Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. CD107a befindet sich
auf der Membran der Granula. Degranuliert die Zelle, verschmelzen die Membranen von
Granula und Zelle und CD107a transloziert auf die Oberfliche der CD8+ T Zellen.
Milzzellen und mononukledre Leberzellen wurden an Tag 12 und 15 antigenspezifisch mit
immundominantem gp33 LCMV Peptid restimuliert. Als Positiv-Kontrolle diente die

Restimulation mit Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) und Ionomycin (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 33: Expression von CD107a auf CD8+ T Zellen in Milz und Leber an Tag 12 und 15 nach
LCMYV Infektion.

In der Milz zeigte sich kein signifikanter Unterschied an Tag 12 und 15 nach Infektion (Tag 12 p=0,0660;
Tag 15 p=0,0624), doch die mononukledren Zellen der Leber aus CIITA-/- Midusen waren zu beiden
Zeitpunkten signifikant weniger fihig zu degranulieren (Tag 12 p=0,0317; Tag 15 p=0,0043). Fiir die
statistische Auswertung der CD107a-Farbung in der Milz wurde der ungepaarte t-Test verwendet.

Es wurde sowohl die gesamte CD8+ T Zell-Population (s. Abb. 33), als auch die
Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zell-Population auf ihre Degranulationsfahigkeit

iiberpriift (s. Abb. 34). Innerhalb der Gesamt-CD8+ T Zellen zeigten sich in der Milz zu
beiden Zeitpunkten zwar tendentiell, aber nicht signifikant weniger CD107a+ degranulierte
Zellen in den CIITA-/- Miusen (Tag 12 p=0,0660; Tag 15 p=0,0624). Der Unterschied in

der Leber hingegen war signifikant (Tag 12 p=0,0317; Tag 15 p=0,0043).
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Abb. 34: Expression von CD107a auf LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen in Milz und Leber an Tag 12
und 15 nach LCMYV Infektion.

An Tag 12 waren weniger Dextramer+ LCMV-spezifische Milzzellen der CIITA-/- Miuse in der Lage zu
degranulieren (p=0,0472). An Tag 15 zeigte sich kein solcher Unterschied (p=0,1520). An Tag 12 konnten
im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Mausen tendentiell weniger mononukledre Leberzellen der CIITA-/-
Mause degranulieren (p=0,0952). An Tag 15 nach Infektion war der Unterschied in der Leber signifikant
ausgeprigt (p=0,0043). Fiir die statistische Auswertung der CD107a-Féarbung in der Milz wurde der
ungepaarte t-Test verwendet.

Unter den Dextramer+ LCMV-spezifischen Milz-CD8+ T Zellen gab es an Tag 12 in
CIITA-/- Méusen signifikant weniger degranulierte Zellen (p=0,0472). An Tag 15 bestand
dieser Unterschied nicht mehr (p=0,1520) (s.Abb. 34). An Tag 12 befanden sich mit einem
p-Wert von 0,0952 tendentiell weniger degranulierte Dextramer+ LCMYV-spezifische
CD8+ T Zellen unter den mononukledren Leberzellen der CIITA-/- Miuse. An Tag 15 war
dieser Unterschied signifikant ausgeprigt (p=0,0043) und es befanden sich weniger

CD107a positive Zellen in der Leber der CIITA-/- Méuse (s. Abb. 34).
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Abb. 35 zeigt einen reprasentativen Dotblot der LCMV-spezifischen Dextramerfarbung

und der CDI107a Fidrbung dieser Zellen in den mononukledren Leberzellen beider

Mauslinien an Tag 15 nach Infektion.

C57BL/6 CIITA-/-

LCMV spez.

CD8

CD8

v

CD107a

Abb. 35: Reprisentativer Dotblot einer LCMV-spezifischen Dextramerfirbung von CD8+ T Zellen
(oben) und einer CD107a Féarbung dieser Zellen (unten) in C57BL/6 Wildtyp Miusen (links) und
CIITA-/- Miusen (rechts) (Leber, Tag 15).

In den oberen beiden Abbildungen sind die LCMV-spezifischen (griin) CD8+ T Zellen (blau) eingegrenzt
und ihr prozentualer Anteil abhéngig von der CD8+ T Zell-Population angegeben. Ungefirbte Zellen sind in
pink dargestellt. In den unteren beiden Abbildungen ist der CD107a positive Anteil der CD8+ T Zellen
eingegrenzt und der prozentuale Anteil abhidngig von den Dextramer+ LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen
angegeben. CIITA-/- Méuse besalien signifikant weniger CD107a positive Dextramer+ LCMV-spezifische

CD8+ T Zellen.
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3.7.5 Exhaustion der CD8+ T Zellen

Bei der Entwicklung einer chronischen LCMV Infektion ist vor allem die Erschopfung der
Zellen, die sogenannte ,,Exhaustion®, also der Funktionsverlust der CD8+ T Zellen ein
Problem. Durch die anhaltende Stimulation durch Virusantigen erschopfen die aktivierten
Zellen und sind nicht mehr in der Lage, virusbefallene Zellen zu eliminieren. Solche Zellen
sind durch die Expression inhibitorischer Molekiile, vor allem PD-1 gekennzeichnet. Um
zu tberpriifen, ob die beeintrichtigte Viruselimination durch eine Erschopfung der
LCMV-spezifischen CD8+ T Zellen begriindet war, wie es in einer chronischen Infektion
normalerweise der Fall ist, wurden diese auf die Expression von PD-1 an Tag 15 nach

Infektion getestet.
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Abb. 36: Prozentualer Anteil und Mittlere Fluoreszenz Intensitit (MFI) von PD-1+ Zellen in
Dextramer+ LCMYV-spezifischen CD8+ T Zellen aus Milz und Leber von C57BL/6 Wildtyp und
CIITA-/- Miusen.

Dextramer+ LCMV-spezifische CD8+ T Zellen aus CIITA-/- Miusen wiesen tendentiell, in der Milz
prozentual sogar eine signifikant geringere PD-1 Expression auf (p=0,0286).
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Hierbei wurde sowohl der prozentuale Anteil PD-1 exprimierender Zellen, als auch die
mittlere Fluoreszenz Intensitit (MFI) des PD-1 Signals der virusspezifischen Zellen
tiberpriift. Die MFI gibt die durchschnittliche Fluoreszenzstérke, also die durchschnittliche
Menge an gebundenem Fluoreszenzfarbstoff, der einzelnen Zellen einer gemessenen
Zellpopulation an. Uberraschenderweise wiesen die LCMV-spezifischen Dextramer+
CD8+ T Zellen der CIITA-/- Méuse tendentiell niedrigere MFI fiir PD-1 auf. Auch der
prozentuale Anteil der PD-1+ Zellen in CIITA-/- Méusen war erniedrigt, in der Milz sogar
in signifikantem MaBe (p=0,0286) (s. Abb. 36). Die Persistenz der LCMV-WE Infektion in
den CD4+ T Zell-lymphopenischen CIITA-/- Miusen ist also nicht auf eine Erschopfung

der LCMV-spezifischen Zellen zuriickzufiihren.

3.8 MHCII Expression auf Hepatozyten von CS7BL/6 Wildtyp
Miusen nach LCMV-WE Infektion

Da es im Verlauf einer klinischen Hepatitis zu einer MHC II Expression auf Hepatozyten
kommt, stellte sich die Frage, ob es nach einer LCMV-WE Infektion von C57BL/6
Wildtyp Maiusen, in der die Tiere auch eine Hepatitis entwickeln, ebenfalls zu einer

hepatozelluldren MHC II Expression kommt.
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Abb. 37: Prozentualer Anteil und Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der MHC II Expression auf
Hepatozyten von C57BL/6 Wildtyp Miusen an Tag 9 nach LCMYV Infektion.

Aus LCMV-infizierten Madiusen wurden an Tag9 nach Infektion Hepatozyten isoliert und eine
Oberflachenfarbung von MHC II durchgefiihrt. Es zeigte sich eine signifikante Erhohung der MHC II
Expression nach LCMV Infektion (in beiden Fillen p=0,0286).
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Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden Hepatozyten aus LCMV-WE infizierten
C57BL/6 Wildtyp Miusen an Tag9 nach Infektion isoliert und mittels
Durchflusszytometrie auf ihre MHC II Expression hin getestet. Als Kontrolle dienten
Hepatozyten aus nicht infizierten Médusen. Dabei zeigte sich eine signifikante Erhohung
der MHC II Expression in den infizierten Méusen (s. Abb. 37), sowohl im prozentualen
Anteil der MHC II exprimierenden Hepatozyten, als auch in der MFI der Zellen (in beiden

Fillen p=0,0286).
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Abb. 38: MHC II mRNA Spiegel in uninfizierten und infizierten Méusen an Tag 9 nach Infektion.
Infizierte Miuse wiesen einen erhohten MHC II Spiegel auf mRNA Ebene auf. (H2Aa p=0,0268; H2Abl
p=0,0060; H2Eb1 p=0,0637). Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der ungepaarte t-Test verwendet.

Dariiber hinaus wurde der mRNA Spiegel der drei verschiedenen MHC II Ketten von
C57BL/6 Wildtyp Miusen im Lebergewebe mittels qRT-PCR an Tag9 nach
LCMV Infektion bestimmt. Hier zeigten sich im Fall von H2Aa (p=0,0268) und H2Abl
(p=0,0060) eine signifikante und im Fall von H2Ebl (p=0,0637) eine tendentielle
Erhohung des mRNA Gehalts im Lebergewebe (s. Abb. 38). Die Infektion mit LCMV-WE

fiihrte also zur Induktion der Expression von MHC II auf Hepatozyten.
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3.9 [Einfluss von hepatozellulir aktivierten CD4+ T Zellen auf die
Gediachtnis-CD8+ T Zell-Antwort

Der Einfluss von CD4+ T Zellen auf die virale Hepatitis sollte in einem zweiten Modell
untersucht werden: In der gesunden Leber exprimieren Hepatozyten keine MHC II
Molekiile auf ihrer Oberfldache. Jedoch bei einer Hepatitis im Menschen [134, 135] und
auch in der Maus [131] wurde die Expression von MHC II Molekiilen auf Hepatozyten
beobachtet. Die Arbeitsgruppe hat daher eine Maus generiert, die den
Klasse II Transaktivator (CIITA), den Hauptregulator der MHC II Expression, spezifisch
in Hepatozyten iiberexprimiert und es so zu einer konstitutiven MHC II Expression auf
diesen Zellen kommt. In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass CD4+ T Zellen iiber die
MHC II-Expression auf Hepatozyten aktiviert werden konnen [136] und es in diesen
Mausen zu einer weniger entziindlichen CD4+ T Zell-Differenzierung und so zu einer
verlidngerten Viruspersistenz kommt [133], die hepatozellulire MHC II Expression also
moglicherweise einen Beitrag zur Chronifizierung der Infektion leistet.

In der vorliegenden Arbeit sollte auch der Einfluss von hepatozellulir aktivierten
CD4+ T Zellen auf die Gedachtnis T Zell-Antwort untersucht werden. Dazu wurden
CITA transgene Miuse (hCRP-CIITA-AF) mit konstitutiver hepatozelluldarer MHC 11
Expression, zunidchst von ihrem urspriinglichen Hintergrundstamm (FVB) auf einen
C57BL/6  Hintergrundstamm  zuriickgekreuzt, um einen adoptiven  Transfer
LCMV-spezifischer CD4+ T Zellen aus T Zell-Rezeptor (TCR)-transgenen C57BL/6
Smarta Miusen [143] zu ermdglichen. Mittels PCR wurden die Méuse auf ihren

transgenen Status getestet.
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Abb. 39: MHC II Firbung im Paraffinschnitt der Leber in C57BL/6 Wildtyp Maus im Vergleich zu
CIITA tg Maus.
Deutlich zu erkennen ist die Lokalisation von MHC 1II auf der Oberfldche der Hepatozyten.

Zur Uberpriifung der MHC II Expression in heterozygoten CIITA transgenen Miusen nach
Riickkreuzung auf C57BL/6 Hintergrund (CIITA tT), wurden die Hepatozyten isoliert und
mittels Durchflusszytometrie auf ihre MHC II Expression getestet. Alternativ wurde die
MHC I Expression immunhistochemisch im Paraffinschnitt der Leber iiberpriift. Als
Kontrolle dienten jeweils Wildtyp Miuse. Ein Beispiel fiir eine positive MHC II Féarbung
im Paraffinschnitt ist in Abb. 39 dargestellt.

Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, stellte sich dabei heraus, dass die meisten weiblichen und
auch einige minnliche Tiere keine MHC II Molekiile auf ihrer Hepatozytenoberfliche

exprimierten. Minnchen dagegen exprimierten MHC II, jedoch auch nicht zuverldssig.

Tabelle 1: MHC II Expression auf Hepatozyten in den verschiedenen transgenen Mauslinien:

CIITA tT CITATT hCRP-CIITA-AF | hCRP-CIITA-AF
X C57BL/6
.. positiv 18 13 1 2
Ménnchen negativ 5 4 / /
. positiv 5 / / /
Weibchen negativ 28 2 2 2

Um die Kopienzahl des Transgens zu erhohen, und auf diese Weise eine bessere
Expression zu erreichen, wurden heterozygot transgene CIITA-B6 Miuse (CIITA tT)

miteinander verpaart und so homozygot transgene Maiuse generiert (CITA TT).

-82-



Ergebnisse

Dies fiihrte jedoch auch nicht zu einer zuverldssigen Expression von MHCII auf
Hepatozyten. Da sich die MHC II Expression in den Tieren der FVB-Ursprungslinie zuvor
immer als zuverldssig erwiesen hatte, und um den veridnderten Hintergrundstamm der
Maiuse als Grund fiir die unzuverldssige Expression auszuschlieBen, wurden sowohl
transgene Méuse der FVB Ursprungslinie (hCRP-CIITA-AF) als auch die F1 Generation
aus der Verpaarung von hCRP-CIITA-AF x C57BL/6 Wildtyp Miusen, stichprobenartig
auf ihre MHC II Expression untersucht. Die Maiause der F1 Generation hitten bei
zuverldssiger MHC II Expression fiir die Zelltransfer-Experimente verwendet werden
konnen. Jedoch zeigte sich auch hier in beiden Mauslinien eine Expression von MHC 1II in
ménnlichen, nicht jedoch in weiblichen Méusen.

Keine der verwendeten Mauslinien exprimierte zuverlidssig MHC II auf Hepatozyten und

sie konnten daher nicht fiir die urspriinglich geplanten Versuche verwendet werden.
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4 Diskussion

Das Thema dieser Arbeit war der Einfluss von CD4+ T Zell-Hilfe auf die zytotoxische
CD8+ T Zell- (CTL)-Antwort und die Kldrung einer akuten Virushepatitis nach
LCMV-WE Infektion. Hierzu wurde die Auswirkung einer fehlenden CD4+ T Zell-Hilfe
auf den Infektionsverlauf, die Leberschidigung und die zelluldire Immunantwort
untersucht. Auerdem wurde iiberpriift, ob die Infektion mit LCMV-WE die Expression
von MHC II auf Hepatozyten von Wildtyp-Méusen induziert. Zudem sollte der Einfluss
einer hepatozelluliren MHC II Expression auf die Bildung von Gedéchtnis-CD8+ T Zellen

nach LCMV-WE Infektion untersucht werden.

4.1 Der Einfluss fehlender CD4+ T Zell-Hilfe auf den Verlauf der
LCMY Infektion und die Etablierung einer zytotoxischen
CDS8+ T Zell-Antwort

In der vorliegenden Arbeit wurde die CD4+ T Zell-Abhédngigkeit der zytotoxischen
CD8+ T Zell-Antwort fiir die Klidrung einer akuten viralen Hepatitis belegt: In
CD4+ T Zell-lymphopenischen Miusen kommt es nach Infektion mit einer hohen Dosis
(10° FFU) LCMV-WE aufgrund einer eingeschrinkten CTL-Antwort zu einer stirkeren
Virdmie und einer persistierenden Infektion in der viralen Hepatitis (s. Kapitel 3.2). In
Ubereinstimmung damit zeigt eine frithere Studie von Battegay et al. [23], dass es durch
die Infektion von CD4-/- Médusen mit einer hohen Dosis LCMV-WE (2)(106 FFU) zu einer
persistierenden Infektion in Milz, Blut und Thymus kommt. Die Leber wurde in diesem
Zusammenhang jedoch nicht untersucht.

Interessanterweise zeigte der Vergleich der Serumspiegel des Leberenzyms
Alanin-Aminotransferase, welches bei einer Hepatozytenschadigung freigesetzt wird, dass
es in MHC II-defizienten CIITA-/- und CD4+ T Zell-depletierten Méusen nicht nur zu

einer hoheren Viruslast und einer verldngerten Viruspersistenz, sondern auch zu einer
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starkeren Leberschidigung kam (s. Abb. 19 wund Abb.20). Dies ist insofern
bemerkenswert, als dass Anzahl und Funktion der CTL-Antwort in CIITA-/- Miusen stark
eingeschrinkt war, der Leberschaden wihrend einer viralen Hepatitis aber stark mit der
CTL-Antwort assoziiert ist [144]. Zytotoxische CTL t6ten virusbefallene Hepatozyten und
eliminieren auf diese Weise das Virus. Es konnte also vermutet werden, dass die Infektion
durch einen groferen Leberschaden auch besser eliminiert werden wiirde. In CIITA-/-
Miusen dagegen kommt es nahezu iiber den gesamten Infektionsverlauf trotz geringerer
CTL-Antwort zu einem verstirkten Schaden der Hepatozyten. Die signifikante Differenz
des Leberschadens ab Tag 15 ist dabei der Tatsache geschuldet, dass das Virus in den
C57BL/6 Wildtyp Miusen schon eliminiert war, wihrend die Infektion in
CD4+ T Zell-lymphopenischen Miusen persistierte.

Wihrend einer viralen Hepatitis konnen auch nicht-virusspezifische Zellen in die Leber
rekrutiert werden und den Schaden verstirken, ohne zur Eliminierung des Virus
beizutragen [8]. Tatsdchlich war die Gesamtzahl mononukledrer Leberzellen an Tag 15
nach Infektion in der Leber von CIHTA-/- Mausen im Gegensatz zu C57BL/6 Wildtyp
Mausen stark erhoht (s. Abb. 22).

Sowohl NK-Zellen, die ebenfalls nach Infektion mit LCMV aktiviert werden [145], als
auch NKT-Zellen konnen groBe Mengen des inflammatorischen Zytokins IFNy
produzieren [40] und zu einem Leberschaden beitragen. Moglicherweise konnten sie auch
in CD4+ T Zell-lymphopenischen Miusen in einer groBeren Anzahl in der Lage sein, den
Leberschaden zu verstiarken. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte jedoch
kein Unterschied in der Anzahl von NK- und NKT-Zellen in der Leber von C57BL/6
Wildtyp und CIITA-/- Méusen festgestellt werden (s. Abb. 23). In der Milz von CIITA-/-
Maiusen dagegen zeigte sich eine signifikant niedrigere Anzahl NK- und NKT-Zellen an

Tag 15 nach Infektion (s. Abb. 23). Daher spielen NK- und NKT-Zellen vermutlich keine
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groBe Rolle fiir die verstirkte Leberschidigung von CIITA-/- Midusen. Um beurteilen zu
konnen, ob NK- oder NKT-Zellen tatsdchlich keinen Beitrag zum Leberschaden leisten,
miissten die Zellen auch auf funktionelle Unterschiede, wie die Produktion von IFNy und
Zytotoxizitit, untersucht werden.

Makrophagen, so auch die Kupffer-Zellen der Leber, konnen u. a. inflammatorische
Zytokine produzieren und ebenfalls zum Leberschaden beitragen [40]. Kupffer-Zellen in
der Leber spielen eine entscheidende Rolle in der frithen Infektion und sind die Zellen, die
hauptsédchlich auf IFN I reagieren [146]. Beim Vergleich der Makrophagenzahl in Milz
und Leber von C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Miusen wurde jedoch kein Unterschied in
der Anzahl detektiert (s. Abb.23). Sie scheinen also nicht fiir die verstirkte
Leberschidigung in den Lebern von CIITA-/- Miusen verantwortlich zu sein. Funktionelle
Unterschiede oder die Infektion von Kupffer-Zellen selbst wurden hierbei jedoch nicht
untersucht.

Laut Literatur spielen B-Zellen bzw. antivirale Antikorper in immunkompetenten Mausen
keine Rolle bei der Eliminierung von LCMYV in der akuten Infektion (s. Kapitel 1.3). Da
die fehlende CD4+ T Zell-Hilfe in CIITA-/- Méusen aber moglicherweise auch schon in
der frithen Phase der Infektion einen Einfluss auf die B-Zellzahl haben konnte, wurde ihre
Anzahl trotzdem im Zuge der Zellanalyse an Tag 15 nach Infektion iiberpriift. Konsistent
mit den Literaturangaben zeigten sich weder in der Milz noch in der Leber Unterschiede in
der B-Zellzahl zwischen den beiden Versuchsgruppen (s. Abb.23). Die defekte
Eliminierung von LCMV in CD4+ T Zell-lymphopenischen CIITA-/- Méusen ist also
wahrscheinlich nicht auf eine fehlende CD4+ T Zell-Hilfe fiir B-Zellen zuriickzufiihren.
Nach dieser ersten Analyse scheinen sich die Zellen des angeborenen Immunsystems und
B-Zellen in CIITA-/- Méusen nicht von immunkompetenten Méusen zu unterscheiden. In

zukiinftigen Versuchen soll ihre Funktion und auch neutrophile Granulozyten auf ihre
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Anzahl und Funktion iiberpriift werden. Eine vorldufige Analyse an Tag 12 nach Infektion
(Daten nicht gezeigt) wies jedoch auch hier keinen Unterschied auf.

Da die beobachteten Unterschiede zwischen C57BL/6 Wildtyp und CIITA-/- Miusen bzgl.
Viruspersistenz, Leberschaden und Zellzahl, anscheinend nicht auf Effekte von
nicht-CD4+ und nicht-CD8+ T Zellen zuriickzufithren waren, wurde im Folgenden die
Anzahl, Funktion und Spezifitit von CD8+ T Zellen analysiert. Dabei sind zytotoxische
CD8+ T Zellen (CTL) die Schliisselfaktoren in der viralen Immunitit gegen LCMV [50,
52, 53]. Wihrend die Gesamt-CD8+ T Zellzahlen in den Milzen beider Versuchsgruppen
vergleichbar gut expandierten, zeigte sich in den Lebern CD4+ T Zell-defizienter CIITA-/-
Mause an Tag 12 nach Infektion eine erniedrigte CD8+ T Zellzahl (s. Abb. 24). Die starke
Expansion der Gesamt-CD8+ T Zellen in den Milzen beider Versuchsgruppen spricht
dafiir, dass die Proliferation der CD8+ T Zellen in Abwesenheit von CD4+ T Zell-Hilfe
nicht grundsitzlich eingeschrinkt war. Somit scheint eher eine beeintrichtigte
Rekrutierung der Zellen in die Leber als eine eingeschriankte Expansion der Grund fiir eine
niedrigere CD8+ T Zellzahl in den Lebern von CIITA-/- Méusen an Tag 12 zu sein.
Anders als fiir die Gesamt-CD8+ T Zellzahl beobachtet, gab es, wie in Abb. 25 dargestellt,
an Tag 12 und 15 sowohl in der Leber als auch in der Milz von CIITA-/- Médusen weniger
LCMV-spezifische CD8+ T Zellen. Ohne CD4+ T Zell-Hilfe konnten LCMV-spezifische
CD8+ T Zellen also anscheinend weder gut expandieren, noch effizient in die Leber
rekrutiert werden. Die fiir die Eliminierung des Virus essentielle LCMV-spezifische
CD8+ T Zell-Antwort ist also bei fehlender CD4+ T Zell-Hilfe beeintrichtigt und fiihrt zur
Persistenz der Infektion.

Durch die fehlende CD4+ T Zell-Hilfe konnte nicht nur die Anzahl, sondern auch die
Aktivierung der CD8+ T Zellen vermindert sein und so zu einer Beeintrichtigung der

Viruselimination fiihren. Die in Abb. 27 dargestellten Daten zur Aktivierung der
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Gesamt-CD8+ T Zellen zeigen, dass die fehlende CD4+ T Zell-Hilfe nicht zu einer
geringeren Aktivierung des Gesamt-CD8+ T Zell-Kompartimentes an Tag 15 nach
Infektion fiihrte, obwohl CIITA-/- Miuse weniger LCMV-spezifische CD8+ T Zellen
besaBen. Durch die geringe Anzahl LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen in CIITA-/-
Mausen jedoch ist konsequenterweise auch die Zahl aktivierter LCMV-spezifischer Zellen
verringert (s. Abb. 28). Da die hier untersuchten Zeitpunkte (Tag 12 und Tag 15) zeitlich
hinter dem Hohepunkt der Virdmie liegen (Tag 9) (s. Abb. 10 und Abb. 11), sollte die
Aktivierung der Zellen auch noch zu fritheren Zeitpunkten in der Infektion bestimmt
werden, um so eine Aussage lber die initiale Aktivierung der Effektor-CTL treffen zu
konnen.

Zusitzlich zu Anzahl und Aktivierung der Effektor-CTL wurde auch ihre Funktionalitét
bei fehlender CD4+ T Zell-Hilfe anhand der Zytokinproduktion von IFNy und TNFo und
der Degranulation der Zellen iiberpriift. Der Anteil IFNy positiver CD8+ T Zellen war
sowohl in der Milz als auch in der Leber von virusinfizierten CIITA-/- Miusen nach
LCMV-spezifischer in vitro Restimulation niedriger, verglichen mit C57BL/6 Wildtyp
Miusen (s. Abb. 29). Dies ist konsistent mit der geringeren Anzahl LCMV-spezifischer
CD8+ T Zellen in CIITA-/- Méusen.

Keine signifikante Verringerung zeigte sich in der TNFo Produktion von CIITA-/- Méusen
(s. Abb. 31). Allerdings konnte die fehlende Signifikanz in der Leber durch den
ungewohnlich hohen Wert einer einzelnen von insgesamt fiinf Proben begriindet sein. Um
eine genauere Aussage iiber die TNFoa Produktion in CIITA-/- Méusen treffen zu konnen,
soll in zukiinftigen Versuchen die TNFoa Produktion an Tag 12 wiederholt analysiert und
zusitzlich an Tag 15 nach Infektion bestimmt werden. Durch die geringere Anzahl
LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen kam es konsequenterweise auch zu einer verringerten

Anzahl aktivierter und funktionaler LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen, wihrend die
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Aktivierung des Gesamt-CD8+ T Zell-Kompartimentes dadurch nicht beeinflusst war. Um
die Fihigkeit der Gesamt-CD8+ T Zellen zur Zytokinproduktion und den Anteil
LCMV-spezifischer Zellen daran zu bestimmen, miissten die Zellen unspezifisch
restimuliert und der Anteil Zytokin-produzierender  Virus-spezifischer und
nicht-spezifischer CD8+ T Zellen bestimmt werden. FEine zeitgleiche Firbung von
Zytokinen und LCMV-spezifischen Zellen war jedoch methodisch bisher nicht moglich,
soll aber fiir zukiinftige Versuche etabliert werden.

Neben der Freisetzung von Effektorzytokinen spielt auch die Ausschiittung von Perforin
und Granzymen eine essentielle Rolle fiir die Virusbekdmpfung. So fiihrt eine
LCMV Infektion von Méusen ohne Perforin-Expression zum Tod [147]. Dies zeigt die
physiologische Relevanz des Granula Signalwegs zur Virusbekdmpfung und die essentielle
Rolle von Perforin in diesem Prozess. Bei Uberpriifung der Degranulation nach
LCMV-spezifischer Restimulation in vitro fiel auf, dass CD8+ T Zellen von CIITA-/-
Maiusen im Vergleich weniger degranulierten (s. Abb. 33). Dies ist konsistent mit einer
geringeren Anzahl LCMV-spezifischer Zellen in CIITA-/- Miusen. Doch nicht nur die
Degranulation der Gesamt-CD8+ T Zellen war eingeschrinkt: Von Tag 12 zu Tag 15 nahm
die Degranulationsfahigkeit LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen in der Leber von CIITA-/-
Miusen ab, wihrend sie in C57BL/6 Wildtyp Miusen annédhernd gleich blieb (s. Abb. 34).
Die Degranulation der Milz-CD8+ T Zellen hingegen nahm im Verlauf der Infektion in
beiden Gruppen sogar zu. Die Degranulationsfihigkeit in CIITA-/- Miusen scheint also
nicht prinzipiell eingeschriankt zu sein. Vielmehr scheint es im Laufe der Infektion zu
einem Funktionsverlust der CD8+ T Zellen von CIITA-/- Miusen in der Leber zu
kommen. Dies konnte ein Hinweis auf eine Erschopfung der CD8+ T Zellen in der Leber

von CIITA-/- Méusen sein, welche daraufhin ebenfalls iiberpriift wurde.
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Die Erschopfung von CD8+ T Zellen ist, wie in Abb.5 dargestellt, u.a. durch die
Expression des inhibitorischen Molekiils PD-1 gekennzeichnet. In den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuchen jedoch kam es trotz der persistierenden Infektion zu
keiner erhohten Expression des Erschopfungsmarkers PD-1 auf LCMV-spezifischen
CD8+ T Zellen (s. Abb. 36).

Ahnlich wie fiir humane Hepatitiden, gibt es auch fiir die Infektion mit LCMV
unterschiedliche Angaben dariiber, welche Rolle die CD4+ T Zellen fiir die Kldrung der
Infektion spielen [106, 107, 110, 148]. Unter bestimmten Bedingungen, z. B. bei der
Infektion von Miusen mit schnell replizierenden LCMV Stimmen wie Clone-13 oder
Docile, wurden CD4+ T Zellen als wichtig fiir die Viruskldrung identifiziert [23]. Eine
Rolle in der Etablierung der CD8+ T Zell-Antwort wurde den CD4+ T Zellen in einer
Studie von Battegay et al. jedoch abgesprochen [23]. Stattdessen schien in dieser Studie
die Erschopfung der CTL fiir das Scheitern der Viruseliminierung verantwortlich zu sein.
Hier dagegen sprechen die dargelegten Resultate eher dafiir, dass vor allem die initiale
Etablierung der CTL-Antwort und nicht die Erschopfung der Zellen fiir das Scheitern der
Viruseliminierung verantwortlich ist.

Fir die HBV Infektion von Schimpansen wurde postuliert, dass CD4+ T Zellen keinen
entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der Infektion haben [129]. Die in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnisse fiir die virale Hepatitis nach LCMYV Infektion stehen scheinbar im
Widerspruch zu diesem Befund. Doch in der Studie von Thimme et al. wurden die
CD4+ T Zellen erst an Tag 6 nach HBV Infektion depletiert, also nachdem die initiale
Aktivierung der CD8+ T Zellen schon stattgefunden hatte. Im Gegensatz dazu waren die
CD4+ T Zellen in den hier beschriebenen Versuchen schon zu Beginn der Infektion und

der initialen Etablierung der CD8+ T Zell-Antwort abwesend. Dabei wird die Kinetik der
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CD8+ T Zell-Antwort - wie anhand der Infektion mit Listerien gezeigt wurde - am ersten
Tag nach der Infektion festgelegt [149, 150].

Matloubian et al. [90] haben gezeigt, dass die akute Infektion mit dem LCMV Stamm
Armstrong CD4+ T Zell-unabhingig ist. Auf den ersten Blick scheint dies den hier
gezeigten Ergebnissen zu widersprechen. Im Gegensatz zu LCMV-WE jedoch verursacht
LCMV-Armstrong keine virale Hepatitis, was ein Grund fiir den verdnderten Bedarf an
CD4+ T Zell-Hilfe darstellen konnte. CD4+ T Zellen sind also nicht in allen
LCMV Infektionen wichtig fiir die Eliminierung des Virus. Im Fall der Leberinfektion mit
einer hohen Dosis (10°) LCMV-WE und der im Zuge entstehenden viralen Hepatitis sind
sie aber anscheinend essentiell.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in Ubereinstimmung mit den Resultaten von Zhou et al.
[151], die kiirzlich gezeigt haben, dass die Kontrolle einer Hepatitis-A-Virus Infektion in
Schimpansen sehr eng mit der CD4+ T Zell-Antwort assoziiert ist.

Die CD4+ T Zell-Unabhiéngigkeit von Infektionen ist vor allem durch die Fihigkeit von
APC begriindet nach direkter Aktivierung tiber Pattern-Recognition-Receptors (PRR),
welche charakteristische Strukturen von Pathogenen erkennen, eine robuste IFN I Antwort
auszulosen [87, 105]. In der LCMV Infektion wird IFN I u. a. bendétigt, um die initiale
Virusverbreitung zu verhindern [104]. Obwohl die Kldrung der akuten Infektion mit
LCMYV zuvor in der Regel als unabhiingig von CD4+ T Zell-Hilfe erachtet wurde, scheint
sie dies nicht im Zusammenhang einer durch LCMV-WE ausgelosten viralen Hepatits zu
sein. Daher konnte angenommen werden, dass die Menge an ausgeschiittetem IFN I nicht
ausreichend war fiir die Etablierung einer effizienten CTL-Antwort. Dies soll in
zukiinftigen Versuchen ebenfalls liberpriift werden.

In dem hier verwendeten Modell ist die CD4+ T Zell-Hilfe in der akuten viralen Hepatitis

wichtig fiir die Expansion funktionaler LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen mit der
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Fiahigkeit  zur starken antiviralen Zytokinproduktion  und dauerhaften
Degranulationsfihigkeit, die in der Lage sind, das Virus effizient zu eliminieren. Dabei ist
nicht die Erschopfung der CD8+ T Zellen der Grund fiir die aberrante Viruselimination,
sondern anscheinend spielt die CD4+ T Zell-Hilfe schon wihrend der initialen Etablierung

der zytotoxischen CD8+ T Zellen eine entscheidende Rolle.

4.2 Die hepatozellulire MHC II Expression in C57BL/6 Miusen nach
LCMY Infektion und in CIITA transgenen Miusen

Neben der hier gezeigten Abhédngigkeit der initialen antiviralen CD8+ T Zell-Antwort von
effizienter CD4+ T Zell-Hilfe wurde ferner der Einfluss der LCMYV Infektion auf die
MHC II Expression von Hepatozyten iiberpriift, wie sie aus humanen Hepatitiden bekannt
ist. Dariiber hinaus sollte der Einfluss hepatozelluldr iiber MHC II aktivierter
CD4+ T Zellen auf die Bildung von Gedichtnis-CD8+ T Zellen untersucht werden. Beim
Vergleich der hepatozelluliren =~ MHC II-Expression in  nicht-infizierten und
LCMV-infizierten C57B1/6 Wildtyp Miusen zeigte sich in der durchflusszytometrischen
Messung eine Induktion der MHC II-Expression in LCMV-infizierten Miusen
(s. Abb. 37). Durch den entziindlichen Kontext kommt es also in der viralen Hepatitis der
Maus nach LCMV Infektion, dhnlich wie in humanen Hepatitiden, zu einer Induktion der
MHC 1II Expression auf Hepatozyten. Diese MHC II Expression auf Hepatozyten kann, wie
Vorarbeiten in hepatozellular MHC II iiberexprimierenden Miusen gezeigt haben, zu einer
Verringerung der entziindlichen Thl-Antwort und einer verlingerten LCMYV Virdmie
fiihren [133]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun der Einfluss von hepatozellulir iiber
MHC II aktivierten CD4+ T Zellen auf die Generierung von Gedichtnis-CD8+ T Zellen
untersucht werden, da die CD4+ T Zell-Hilfe auch fiir die Generierung effizienter
Gedichtnis-CD8+ T Zellen von groBer Bedeutung ist [98]. Jedoch zeigte keine der zu

diesem  Zweck  generierten  Mauslinien eine  zuverldssige  hepatozellulére
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MHC II-Expression (s. Tabelle 1), so dass die Untersuchung des Einflusses hepatozellulir
aktivierter CD4+ T Zellen auf die Gedéchtnis-CD8+ T Zell-Antwort nicht untersucht
werden konnte.

Bei der Analyse der hepatozelluliren MHC II Expression transgener Miuse stellte sich
heraus, dass mehr ménnliche als weibliche Tiere MHC II exprimierten. Die Durchsicht der
Literatur ergab keinen Hinweis auf einen geschlechtsspezifischen Unterschied in der
CRP-Promotor abhingigen Genexpression, und die Ursache wurde hier nicht niher
untersucht.  Dariiberhinaus  zeigten sich unter den  MHCII  positiven
immunhistochemischen Féarbungen gravierende Unterschiede in der Ausprigung der
MHC II-Expression. Es ist daher zweifelhaft, dass die Versuchsergebnisse beziiglich der
Gedichtnis-CD8+ T Zell-Bildung unter den MHC II exprimierenden Tieren vergleichbar
gewesen wiren. Da die zuvor beobachtete zuverlidssige MHC II Expression der transgenen
Linie in einer anderen Tierhaltung (Universitit Mainz) erfolgte, in der hiesigen Tierhaltung
jedoch nicht, ist anzunehmen, dass haltungsbedingte Umwelteinfliisse fiir die
Transgenexpression entscheidend sind.

Der humane CRP-Promotor, unter dessen Kontrolle CIITA in den transgenen Miusen
stand, hat eine basale Aktivitit, die jedoch vor allem in einem entziindlichen Kontext zur
verstiarkten Expression der von ihm abhédngigen Gene fiihrt [152]. So sollte auch die
LCMV Infektion in CITA transgenen Miusen zu einer verbesserten hepatozellulidren
MHC II Expression fithren. Doch obwohl die LCMYV Infektion zu einer Induktion der
MHC 1II Expression auf Hepatozyten fiihrte, kam es in transgenen CIITA Méiusen nicht zu
einer merklich gesteigerten Expression im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp Miusen, so dass
die Versuche zum FEinfluss der hepatozelluliren MHCII Expression auf die

Gedichtnis-CD8+ T Zell-Antwort nicht durchgefiihrt werden konnten.
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4.3 Ausblick

a) Der Einfluss fehlender CD4+ T Zell-Hilfe auf den Verlauf der LCMYV Infektion
und auf die Etablierung einer CTL-Antwort

Um zu untersuchen, ob Virusspezifitit fiir die CD4+ T Zell-Hilfe entscheidend ist, sollen
LCMV-spezifische CD4+ T Zellen (Smarta Zellen [143]) und zum Vergleich unspezifische
CD4+ T Zellen aus C57BL/6 Wildtyp Miusen in LCMV-infizierte
CD4+ T Zell-depletierte Miuse adoptiv transferiert werden, um so die CTL Funktion und
damit die Fidhigkeit zur Viruselimination wiederherzustellen. Da CD4+ T Zellen
anscheinend schon wihrend der initialen Aktivierung der CD8+ T Zellen eine Rolle fiir
den Ausgang der Infektion spielen, sollen Aktivierung und Effektorfunktionen von
CD8+ T Zellen auch zu fritheren Zeitpunkten nach LCMV Infektion bestimmt werden, um
genaueren Aufschluss iiber die initialen Eigenschaften der Zellen zu erhalten. Auflerdem
soll die Produktion von IFN I in den beiden Mausgruppen miteinander verglichen werden.
Die Ursache des stirkeren Leberschadens in CIITA-/- Méiusen (s. Abb. 19) und die
Zellpopulation, die fiir eine gesteigerte Leber-Infiltration an Tag 15 nach LCMV Infektion
verantwortlich war (s. Abb. 22), konnten noch nicht identifiziert werden. Daher sollen
zukiinftig weitere Zellkompartimente, wie neutrophile Granulozyten, auf ihr Vorkommen
und ihre Funktion innerhalb der Leber-infiltrierenden Zell-Population getestet werden.

Bisher stand keine Methode zur gleichzeitigen Farbung von Zytokinen und
LCMV-spezifischen Zellen zur Verfiigung. Diese soll in Zukunft etabliert werden, um so
direkt die Effektorfunktion der LCMV-spezifischen Zellen untersuchen zu konnen. Die
gute Expansion von Gesamt-CD8+ T Zellen in der Milz mit gleichzeitig verringerter
CD8+ T Zellzahl in der Leber von CIITA-/- Miusen deutete auf eine verringerte
Rekrutierung der Zellen in die Leber hin. Um dies genauer zu iiberpriifen, sollen kongene

(CD45.1+) LCMV-spezifische CD8+ T Zellen (P14 Zellen [153]) adoptiv in die Miuse
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transferiert, nach LCMYV Infektion reisoliert und ihre Anzahl in den verschiedenen
Organen bestimmt werden. Nach Stimulierung durch pro-inflammatorische Zytokine von
residenten und infiltrierenden Zellen werden inflammatorische Chemokine in entziindetem
Gewebe exprimiert [154]. Sie sind fiir das Einwandern weiterer Zellen verantwortlich.
Unterschiede in der Chemokinexpression konnten in CIITA-/- Maiusen zu einer
verdnderten Rekrutierung der Zellen beitragen und sollen in kiinftigen Versuchen ebenfalls
tiberpriift werden.

b) Einfluss der MHC II Expression auf die Gedichtnis-CD8+ T Zell-Antwort

Um eine zuverlédssige Expression von MHC II auf Hepatozyten zu erreichen, und die
urspriinglich geplanten Versuche zum FEinfluss einer hepatozelluldaren MHC II Expression
auf die Gedichtnis-CD8+ T Zell-Antwort durchfithren zu konnen, wird derzeit eine
C57BL/6 Mauslinie generiert, in der CIITA unter der Kontrolle des Albuminpromotors
steht. Die CIITA Expression unter der Kontrolle eines anderen Hepatozyten-spezifischen
Promotors fiithrt moglicherweise zu einer zuverldssigen Expression von MHC II auf
Hepatozyten, so dass die urspriinglich vorgesehenen Experimente dann in dieser Mauslinie

durchgefiihrt werden konnen.

-905-



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die CD4+ T Zell-Abhédngigkeit der Kldrung einer akuten viralen Hepatitis durch
zytotoxische CD8+ T Zellen wurde in der Literatur bisher nicht vollstdndig geklért. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun der Einfluss der CD4+ T Zell-Hilfe auf die akute virale
Hepatitis im Mausmodell untersucht. Zu diesem Zweck wurden auf zwei unterschiedliche
Weisen erzeugte CD4+ T Zell-lymphopenische Méduse mit LCMV-WE infiziert: MHC II
defizitire CIITA-/- Méuse und mit CD4+ T Zell-depletierendem Antikorper behandelte
C57BL/6 Wildtyp Méuse. Dabei fiihrte das CD4+ T Zell-lymphopenische Milieu in beiden
Fillen zu einer verstiarkten Virdmie und einer verldngerten Viruspersistenz. Dariiber hinaus
kam es zu einem stdrkeren Leberschaden, der mit einer verstiarkten Entziindung der Leber
assoziiert war und vermutlich hierdurch verursacht wurde.

Wihrend keine Hinweise auf eine Einschrinkung der Expansion oder der Aktivierung der
Gesamt-CD8+ T Zellen durch die fehlende CD4+ T Zell-Hilfe vorlagen, kam es in
CIITA-/- Miusen anscheinend zu einer stark verringerten Rekrutierung der CD8+ T Zellen
in die Leber. Dariiber hinaus schienen CD4+ T Zellen fiir die Generierung effizienter
LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen essentiell zu sein. So kam es in CIITA-/- Méusen zu
einer eingeschrinkten Expansion LCMV-spezifischer CD8+ T Zellen und im Zuge dessen
zu verringerter Expression des antiviralen Zytokins IFNy. Auflerdem fiihrte die
LCMV-spezifische Restimulation in vitro nicht nur unter den Gesamt-CD8+ T Zellen zu
einer verringerten Degranulation: LCMV-spezifische CD8+ T Zellen verloren bei
CD4+ T Zell-Mangel im Laufe der Infektion ihre Degranulationsfihigkeit. Eine
Erschopfung der CD8+ T Zellen war jedoch nicht der Grund fiir den Funktionsverlust.
Durch mangelnde CD4+ T Zell-Hilfe nach LCMV Infektion konnten anscheinend nicht
ausreichend funktionale LCMV-spezifische zytotoxische CD8+ T Zellen generiert werden.

Da diese fiir die effiziente Eliminierung des Virus und die Klidrung der viralen Hepatitis
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essentiell sind, konnte die Infektion bei CD4+ T Zell-Mangel nicht wirkungsvoll bekampft
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es in der viralen Hepatitis nach LCMV Infektion von
C57BL/6 Wildtyp Méusen zu einer Expression von MHC II auf Hepatozyten kommt. Das
entziindliche Milieu der Leber fiihrte also, wie in humanen Hepatitiden, zur Induktion der
hepatozelluliren MHC II Expression.

Als weiterer Aspekt der CD4+ T Zell-Hilfe in der viralen Hepatitis sollte der Einfluss der
hepatozelluliren MHC II Expression auf die Generierung von Gedéchtnis-CD8+ T Zellen
ermittelt werden. In unterschiedlichen Maus-Hintergrundstimmen jedoch zeigte sich die
Expression von MHC II auf Hepatozyten CIITA transgener Mdéuse beeintrichtigt und
verschiedene Strategien zur Wiederherstellung einer zuverldssigen hepatozelluldren
MHC I Expression in CIITA transgenen Maiusen scheiterten. Dabei schienen
geschlechtsspezifische Charakteristika der Miuse und umweltbedingte Faktoren der

Tierhaltung einen Einfluss genommen zu haben.[24]
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