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ZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

Das menschliche Immunsystem unterliegt komplexen, altersassoziierten Veranderungen,
die als Grundlage fur die im hodheren Lebensalter steigende Inzidenz von Infektions-,
Tumor- und Autoimmunerkrankungen diskutiert werden.

Der Gelbfieberimpfstoff YFV-17D enthalt attenuiertes Gelbfieber-Virus und erzeugt nach
Impfung eine Virusinfektion im menschlichen Organismus. So wird die hervorgerufene
antivirale Immunantwort dem Untersucher zuganglich. In der hier vorliegenden Studie
wurde die Immunantwort nach Gelbfieber-Erstimpfung bei 24 Probanden in zwei
altersgetrennten Teilnehmerkohorten (23-28 Jahre und 55-68 Jahre) mithilfe von Analysen
der induzierten Impfviramie und Antikdrperantwort im Serum sowie hochdimensionaler
Durchflusszytometrie charakterisiert.

Den Fokus bildeten hier der Phanotyp und die Funktionalitit des CD4" T
Zellkompartiments vor und im Verlauf nach Impfung. CD4" T Zellen iben einen wichtigen
koordinativen Einfluss auf verschiedene Komponenten des Immunsystems aus: So
unterstitzen sie die Antikdrperproduktion durch B Zellen, die Aktivitat von zytotoxischen
CD8" T Zellen und agieren auch regulatorisch, um Immunantworten effizient zu begrenzen.
CD4" T Zellen durchlaufen entscheidende Selektionsschritte im Thymus, einem
lymphatischen Organ, dessen Funktionalitat mit zunehmendem Lebensalter abnimmt. Dies
geht mit einem schrumpfenden Angebot und einer eingeschrankten Diversitat neu
gebildeter T Zellen einher mit bislang unzureichend geklartem Einfluss auf die Erstantwort
gegen ein neues Pathogen.

Die serologische Analyse der YFV-17D-Viramie mittels RT-qPCR zeigte, dass altere
Probanden den HoOhepunkt der Viramie signifikant spater erreichten, also vermutlich
schlechter die Replikation des Impfvirus eingrenzen konnten. Eine Verzégerung zeigte sich
ebenfalls in der Bildung Gelbfieber-spezifischer neutralisierender Antikérper mit
niedrigeren Titern der alteren Gruppe an Tag 14.

Die Zusammensetzung des peripheren T-Zellpools vor Impfung wurde mithilfe von
Zelloberflachenmarkern bestimmt. Hier zeigte sich, dass altere Personen Uber signifikant

weniger naive CD4" T Zellen verfiigten und insbesondere der Anteil der kirzlich dem
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Thymus entstammenden CD4+ T Zellen verringert war. Dies korrelierte mit niedrigeren
Zahlen Gelbfieber-spezifischer CD4" T Zellen in der Expansionsphase der Antwort.
Probanden, mit niedrigeren Frequenzen dieser aktivierten Zellen, zeigten einen spateren
Hoéhepunkt ihrer Serumviramie und niedrigere Titer neutralisierender Antikdrper an Tag 14.
Das Zytokinprofil der mittels CD40L identifizierten YFV-17D-spezifischen CD4" T Zellen
wurde nach in vitro Impfstoff-Stimulation untersucht und zeigte eine robuste,
polyfunktionale Thi-dominierte Antwort ohne signifikante Differenzen zwischen beiden
Altersgruppen.

Alle Probanden entwickelten ungeachtet ihres Alters bis Tag 28 eine als protektiv
einzustufende Impfantwort, welche auch bis zum Folgetermin nach 20-35 Monaten
weitestgehend stabil blieb. Altersassoziierte Einschrankungen der Immunkompetenz liel3en
sich also vorrangig in der Akutphase der Impfantwort nachweisen. Dies konnte
zusammengefasst als Folge des bei alteren Menschen verkleinerten Repertoires naiver

CD4" T Zellen bei erhaltener Funktionalitat der einzelnen T Zelle interpretiert werden.

The human immune system is subject to complex, age-associated changes, which are
being discussed as causes for the increasing incidence of infectious, malignant and
autoimmune diseases at higher age.

The Yellow Fever vaccine YFV-17D contains attenuated Yellow fever virus and induces
upon vaccination a viral infection in the human organism. Thus, an antiviral immune
response becomes accessible to the investigator. In this study, the immune responses
after first-time YFV-17D-vaccination was monitored by serological analyses of serum
viremia and antibody titers as well as multidimensional flow cytometry (FACS) in 24 healthy
volunteers belonging to two age-sperated cohorts (23-28 years and 55-68 years).

A focus was set on the phenotype and functionality of the CD4" T-cell-compartment before
and after vaccination. CD4" T Cells act as important coordinators of various arms of the
immune system, supporting antibody production by B cells, enhancing the performance of
cytotoxic CD8" T cells and furthermore regulating immune responses to an optimal level.
During their formation, CD4" T cells pass through selection in the thymus, a lymphoid

organ loosing functionality with increasing age. This involves a shrinking and less diverse



ZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT 5

pool of newly formed T cells with so far unclear impact on the primary response against a
new pathogen.

The serological analysis of YFV-17D-viremia by RT-gPCR showed, that elderly participants
reached their maximum of viremia significantly later, suggesting an impaired capability to
control viral replication. A delay was also observed in the production of Yellow-fever-
specific neutralizing antibodies in elderly donors with lower median titers at day 14.

The composition of the peripheral CD4" T-cell-pool prior to vaccination was assessed with
the help of cell surface markers. Elderly donors possessed significantly less naive CD4" T
cells with a particularly strong reduction in cells having recently emigrated from the thymus.
These lower numbers correlated with fewer Yellow-fever-specific CD4" T cells during
expansion-phase of the response. Donors, displaying smaller numbers of this activated
subset, showed a delayed peak in serum -viremia and lower titers of neutralizing antibodies
at day 14.

The cytokine-profile of YFV-17D-specific CD4" T cells, identified according to their surface-
expression of CD40L after in vitro vaccine-stimulation, showed a robust, polyfunctional Th;-
dominated immune response without significant deviations between age groups.

Until day 28, all donors displayed protective immune responses regardless their age, which
remained stable in terms of antigen-specific CD4" T cells and antibody titers also until the
follow up at 20-35 months after vaccination. Age-related impairments of the immune
competence could therefore be observed predominantly in the acute phase of the immune
response. The initial delay suggests a skewed repertoire of naive CD4" T cells in the

elderly with preserved functionality of the individual cell.
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2 EINLEITUNG

2.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem dient der Erkennung und Beseitigung eindringender
Krankheitserreger (Pathogene) sowie von im Organismus entstandenen pathologisch
veranderten Zellen. Fur die AuslUbung dieser Abwehrfunktionen bei gleichzeitiger
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz verfliigt es Uber eine Vielzahl eng ineinander
greifender Mechanismen, die sich im Rahmen der Evolution Uber viele Millionen von

Jahren hinweg entwickelt haben.

2.2 Steigende Lebenserwartung und immunologische Komplikationen
Die Lebenserwartung des Menschen hat sich dank wissenschaftlicher, technologischer und
soziodkonomischer Fortschritte innerhalb der letzten 100 Jahre annahernd verdoppelt und
liegt heute bei Geburt in Europa bei durchschnittlich 75,4 Jahren. Im Jahr 2011 lag der
Anteil der Uber 60-Jahrigen in Europa bei einem Flnftel der Bevolkerung, flur das Jahr
2050 wird bereits ein Drittel prognostiziert (United Nations 2011). Ein besseres Verstandnis
der biologischen Veranderungen im menschlichen Alterungsprozesses ist unerlasslich und
Gegenstand zahlreicher aktueller Forschungsarbeiten.

Auch das Immunsystem unterliegt altersbedingten Veranderungen. Eine zunehmende
Anfalligkeit fur Infektionserkrankungen im fortgeschrittenen Lebensalter sowie ein erhohter
Anteil komplizierter Krankheitsverlaufe, die einen Krankenhausaufenthalt erforderlich
machen oder zum Tod fuhren, weisen darauf hin. So entfallen 80-90% der Todesfalle nach
saisonaler Influenzainfektion auf Personen Uber 65 Jahren (Thompson, Shay et al. 2003).
Auch die Zahl von Krebserkrankungen nimmt im hoheren Lebensalter zu (Berger, Savvides
et al. 2006). So ist Lungenkrebs nach Herz- und Gefal3erkrankungen bei Personen Uber 65
Jahren fuhrende die haufigste Todesursache in Europa mit 200 Todesfallen/100.000
Einwohner (Buchow, Cayotte et al. 2012). Ebenfalls als immunologische Fehlregulation
kann die im Alter steigende Inzidenz von Autoimmunerkrankungen gewertet werden. So

liegt das mediane Lebensalter bei Diagnosestellung von rheumatoider Arthritis,
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Dermatomyositis, systemischen Vaskulitiden, granulomatése Polyangitis und Sjogren-
Syndrom bei Uber 50 Jahren (Cooper und Stroehla 2003).

2.3 Impfstudien als Moglichkeit die Funktionalitat des Immunsystems

zu untersuchen

Sollen immunologische Prozesse im menschlichen Organismus analysiert werden, sieht
sich der Untersucher im Vergleich zum Tierversuch mit experimentellen Einschrankungen
konfrontiert. Das Durchfihren von Infektionsversuchen, um erregerspezifische
Immunantworten unter kontrollierten Bedingungen analysieren zu kdnnen, ist aus ethischer
Sicht nicht zumeist nicht vertretbar. So kann alternativ auf Personen zurlckgegriffen
werden, die eine Infektion auf nattrlichem Weg erworben haben. Hier gestaltet sich jedoch
eine Kontrolle der Studienbedingungen schwierig, da das Probandenkollektiv nur bedingt
gewahlt werden kann und der eigentliche Infektionszeitpunkt und —-weg sowie die
Erregerkonzentration haufig unbekannt bleiben.

Als eine experimentelle Option, Pathogen-spezifische Immunantworten auch im Menschen
zu erforschen, haben sich daher Studien mit bereits zugelassenen Impfstoffen etabliert.
Seit der Einfuhrung des Pockenimpfstoffes durch Edward Jenner im Jahr 1796 werden
Impfstoffe gegen eine Vielzahl unterschiedlicher bakterieller und viraler Krankheitserreger
eingesetzt und stellen ein hocheffizientes Konzept zur Krankheitspravention auf
individueller und gesamtgesellschaftlicher Ebene dar. Die meisten verfugbaren Impfstoffe
basieren auf dem Prinzip, das Immunsystem mit einem bestimmte, abgeschwachten
Erreger oder einem seiner Bestandteile zu konfrontieren und so eine kdrpereigene, gegen
das Pathogen gerichtete Immunantwort hervorzurufen ohne jedoch die eigentliche
Erkrankung auszulésen. Die induzierte Immunantwort umfasst zumeist die Bildung
protektiv wirkender, spezifischer Antikdrper sowie das Entstehen sogenannter langlebiger
Gedachtniszellen, die im Falle einer Infektion mit dem Wildtyp-Pathogen eine schitzende
Immunreaktion vermitteln konnen. Dieses Verfahren wird als aktive Immunisierung
bezeichnet. Der Erreger kann hierbei entweder als Lebendimpfstoff in abgeschwachter,
eingeschrankt teilungsfahiger Form verabreicht werden oder aber als Totimpfstoff

vorliegen, der vollstandig inaktivierte, vermehrungsunfahige Erreger oder Bestandteile



EINLEITUNG 10

dieser enthalt. Beide Verfahren der aktiven Immunisierung sind in der Lage, den Aufbau
einer lang anhaltenden, im Falle von Lebendimpfstoffen Uber Jahrzehnte hinweg
schitzenden Immunkompetenz zu initiieren. Im Gegensatz hierzu |6st eine passive
Immunisierung, bei der gegen das Pathogen wirksame Antikdrper direkt verabreicht
werden, keine korpereigene, Erreger-gerichtete Antwort aus und ist nur in einem
begrenzten Zeitraum vor dem Zerfall und Abbau der Ubertragenen Antikdrper wirksam.

Im Kontext humanbiologischer Forschung bieten also insbesondere aktive
Immunisierungen mit konventionell eingesetzten Impfstoffen eine interessante Moglichkeit,
immunologische Prozesse in vivo zu untersuchen, also im lebendigen Gesamtorganismus,

dessen Komplexitat so bertcksichtigt werden kann.

2.4 Impfen im hoheren Lebensalter

Impfstoffe besitzen das Potential bei relativ geringen Kosten und begrenztem zeitlichen
und personellen Aufwand Schutz vor potentiell kompliziert oder lebensbedrohlichen
Infektionen zu bieten und sind daher auch fur die wachsende Bevolkerungsgruppe hdheren
Lebensalters von hoher Relevanz.

Allerdings zeigten verschiedene Studien, dass der Impferfolg bei alteren Individuen
eingeschrankt sein kann: Untersuchungen zur Immunantwort nach saisonaler
Influenzaimpfung ergaben, dass in der Personengruppe der Uber-60-jahrigen nur zwei
Drittel der Probanden nach Impfung einen protektiven, spezifischen Antikorpertiter
ausbildeten. In der Probandengruppe unter 60 Jahren hingegen lag deren Anteil bei Uber
80% (Goodwin, Viboud et al. 2006). Die Ergebnisse dieser Ubersichtsarbeit legen nahe,
dass die Fahigkeit zum Aufbau einer schitzenden Immunantwort altersbedingten
Veranderungen unterliegt. Die Interpretation der zugrunde liegenden Studien gestaltet sich
jedoch insofern schwierig, als dass ein Grofteil der Studienpopulation aufgrund der weiten,
natirlichen Verbreitung des Erregers sowie gegebenenfalls vormalig erhaltener
Grippeimpfungen bereits vor Beginn Uber Influenza-spezifische Gedachtniszellen und
Antikorper verfugt. So zeigten He und Kollegen dass die Zahl Influenza-spezifischer
Gedachtnis-T-Helferzellen vor Impfung einen Einfluss auf die GroRe der induzierten T-

Zellantwort hat (He, Holmes et al. 2008). Eine Unterscheidung zwischen intrinsischen
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biologischen Altersveranderungen und der Auswirkung eines unterschiedlich ausgepragten
immunologischen Gedachtnisses ist in diesem Modell demnach nur eingeschrankt maglich.
Um also des Aspekt des Alterns des menschlichen Immunsystems madglichst gezielt im
Rahmen einer Immunisierung untersuchen zu koénnen, sollte idealerweise auf einen
Impfstoff zurlickgegriffen werden, flir den die gewahlte Studienpopulation immunologisch
naiv ist, das heil3t, weder in Kontakt mit dem Wildtyp-Erreger war noch eine Impfung
erhalten hat. Hiermit verwandt ist der Aspekt der Kreuzreaktivitat. Dies bezeichnet die
gegen den neuen Erreger gerichtete Aktivierung des humoralen und zellularen
Immunsystems aufgrund einer bestehenden Immunisierung gegen ahnlich strukturierte,
aber nicht identischen Antigene. Bei der haufig untersuchten Grippe-Impfung stellt dies
aufgrund der diversen Influenzastamme ein weiteres Problem in der Ergebnisinterpretation
dar. Zuletzt ware aus Sicht des Untersuchers eine ausreichend starke und mdglichst
umfassende Aktivierung des Immunsystems wunschenswert, wie es insbesondere bei
Lebendimpfungen der Fall ist, sodass die induzierte Immunantwort experimentell gut

erfasst werden kann und einer naturlich auftretenden Infektion moglichst nahe kommit.

2.5 Impfung gegen Gelbfieber als Modell fur einen Erstkontakt mit

einem viralen Pathogen

Die Impfung gegen das Gelbfieber-Virus (Yellow Fever Virus, YVF) ermoglicht die
experimentell gunstige Konstellation einer sicheren und hoch immunogenen
Lebendimpfung gegen ein in Europa nicht verbreitetes Virus. Auller durch Impfung
besitzen Individuen hier in der Regel also kein Gelbfieber-spezifisches immunologisches
Gedachtnis und auch die Kreuzreaktivitdt zu anderen, hier naturlich vorkommenden
Erregern ist eher gering. Ein weiterer positiver Aspekt zur Erforschung altersbedingter
Veranderungen ist, dass sie in der Regel nur als Reiseimpfung verabreicht ist, es also
moglich ist, immunologisch naive Probanden verschiedenen Lebensalters zu rekrutieren.

Die Impfung gegen das Gelbfieber-Virus wurde 1937 vom sudafrikanischen Virologen Max
Theiler (1899 — 1972) entwickelt. Das Gelbfieber-Virus ist ein 40-50nm grof3es, behdulltes
RNA-Virus mit positiver Polaritat und gehort der Familie der Flaviviridae an. Es wird durch

Stechmucken (Aedes aegypti) auf den Menschen Ubertragen und ist in den tropischen und
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subtropischen Gebieten Afrikas und Sudamerikas verbreitet. Weltweit erkranken jahrlich
200.000 Personen an Gelbfieber mit einem letalen Verlauf in Uber einem Zehntel der Falle
(WHO 2011). Bei der milden Verlaufsform kommt es innerhalb einer Woche nach Infektion
zu einem ersten Fieberanstieg, begleitet von unspezifischen Krankheitssymptomen wie
Kopf- und Gliederschmerzen. 15% der Erkrankten erleiden einen komplizierten
Krankheitsverlauf mit Ausbildung einer schweren Leberentziindung (Hepatitis), die sich mit
dem Auftreten der namensgebenden Gelbsucht (lkterus) und lebensbedrohlichen
Stérungen der Blutgerinnung manifestiert. Ein Funftel der Betroffenen, die in dieses
Stadium der Krankheit eintreten, verstirbt (Monath 2008).

Seit der offiziellen Einfuhrung des Impfstoffs im Jahr 1944 wurden weltweit mehr als 600
Millionen Dosen verabreicht (Barrett and Teuwen 2009). Der eingesetzte Impfstamm YFV-
17D unterscheidet sich vom Wildtyp Stamm Asibi nur geringfugig und wird in
embryonisierten Huhnereiern attenuiert und vermehrt. Die einmalige Gabe fuhrt bei Uber
95% der Geimpften innerhalb von 10 Tagen zu einer langjahrig bestehenden Immunitat
(Lang, Zuckerman et al. 1999). Eine Auffrischimmunisierung ist nach 10 Jahren empfohlen.
Eine Studie, in der Seren von Gelbfieber-geimpften Soldaten untersucht wurden, konnten
bei Uber 80% der Individuen auch noch 30 Jahre nach Impfung protektive Antikorpertiter
nachgewiesen werden (Poland, Calisher et al. 1981). Eine weitere Besonderheit neben der
aullerordentlichen Immunogenitat der YFV-17D Impfung besteht in der Ausbildung einer
transienten Viramie mit dem Impfvirus, innerhalb der ersten Tage nach Impfung, die bei ca.
60% der erstmalig geimpften Personen im Serum mittels RT-PCR detektiert werden kann
(Reinhardt, Jaspert et al. 1998). Es kann also davon ausgegangen werden, dass eine
Infektion von Korperzellen und dortige Virusreplikation erfolgt. Die Gelbfieberimpfung gilt
im Allgemeinen als gut vertraglich. Ein Funftel der Geimpften erleidet leichte
Nebenwirkungen wie Kopf- und Gliederschmerzen. Schwere Impfreaktionen gehen meist
auf eine Uberempfindlichkeit gegen im Impfstoff enthaltene HuhnereiweiRbestandteile
zurlck. Jedoch wurden in der Literatur bis 2009 uber 50 Einzelfallberichte verdffentlicht, in
denen Uber das Auftreten von schweren und teilweise tddlich verlaufenden
Krankheitsbildern nach Impfung (sog. Serious Adverse Event, SAE) berichtet wird. Hierbei
konnte bei einem Teil der betroffenen Patienten der im Impfstoff enthaltene YFV-17D-

Virusstamm entweder im zentralen Nervensystem oder systemisch im Blut oder anderen
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Organen wie Leber und Nieren nachgewiesen werden. Die mit einer Enzephalitis und
neurologischen Ausfallen einhergehende Vaccine-associated neurotropic disease (YEL-
AND) tritt in den USA in einer Inzidenz von 0.8/100.000 Impfungen auf. Interessanterweise
verdoppelt sich diese in der Altersgruppe 60-69 Jahren auf 1.8/100.000. Bei Uber-70-
jahrigen liegt sie um das Vierfache erhoht bei 2.3/100.000. Bei systemischer
Virusausbreitung ahnelte die Symptomatik dem hamorrhagischen Verlauf der Wildtyp-
Infektion (YEL-AVD — Vaccine associated viscerotropic disease) mit einer Letalitat von bis
zu 40%. Die Frequenz fur das Auftreten von YEL-AVD wird auf 0.3-0.5 Falle/100.000
Impfdosen geschatzt (Gershman and Staples 2011). In mehreren Ubersichtsarbeiten
wurde neben einer vorbestehenden krankheits- oder medikationsbedingten
Immunsuppression ein hoheres Lebensalter bei Erstimpfung als Risikofaktor fur das
Auftreten eines SAEs angegeben, der zugrundeliegende Mechanismus konnte bis jetzt
allerdings nicht geklart werden (Khromava, Eidex et al. 2005; McMahon, Eidex et al. 2007).
Die bislang einzige prospektive Studie zu altersabhangigen Unterschieden der Impfantwort
nach YFV-17D-Impfung von Roukens und Kollegen zeigt, dass Probanden Gber 60 Jahren
signifikant haufiger und eine verlangert messbare Serumviramie entwickelten als jingere
Spender und zudem erst mit zeitlich verzogert spezifische Antikdrper ausbildeten
(Roukens, Soonawala et al. 2011). Die Gelbfieberimpfung bietet also eine exzellente
Studiengrundlage fur die Untersuchung des komplexen Immunoseneszenz-Prozesses.
Mithilfe einer Erweiterung der experimentellen Methodik konnten wir in unserer Arbeit auch
ein detailliertes Bild der zellular vermittelten Immunkompetenz im Kontext einer antiviralen

Erstantwort im hoheren Lebensalter erlangen.

2.6 Beurteilung der Qualitat einer Impfantwort

Um die Qualitat einer Immunantwort nach Impfung beurteilen zu kbnnen, muss zunachst
festgelegt werden, wie immunologischer ,Schutz definiert werden soll. In einer Vielzahl
bereits veroffentlichter Studien sowie in der klinischen Routinediagnostik wird hier zumeist
auf das Vorhandensein und die Menge neutralisierender Antikorper zuruckgegriffen. In
einer mit Rhesusaffen durchgefihrten Studie konnte fur Gelbfieber ein enger
Zusammenhang zwischen dem Serumtiter neutralisierender Antikdrper und der Resistenz

gegenuber Infektionen mit dem Wildtypvirus belegt werden (Mason, Tauraso et al. 1973).
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Doch auch die Fahigkeit zur Aktivierung des angeborenen, unspezifischen Immunsystems
sowie die Qualitat der zellularen, erregerspezifischen Antwort sind in den Fokus der
Forschung und Impfstoffentwicklung gertckt. Allerdings fehlen hier noch Standards zur

Evaluation einer Impfantwort.

2.7 CD4'T Zellen und Impfung

In dieser Arbeit soll auf die Rolle von CD4" T Zellen und die in dieser Zellpopulation
bestehenden, altersabhangigen Veranderungen im Rahmen der Impfantwort eingegangen
werden. CD4" T Zellen sind ein entscheidender Bestandteil des adaptiven Immunsystems
und werden in der Literatur haufig als T-Helferzellen bezeichnet, da sie weitere an der
Immunantwort beteiligte Zellpopulation sowohl aktivierend als auch regulierend
beeinflussen kénnen.

Eine wichtige Helferfunktion besteht in der Produktion aktivierend wirkender
Oberflachenmolekile und der Sekretion von Zytokinen, die unter anderem die
Differenzierung zytotoxisch wirkender CD8" T Zellen in entscheidendem MaRe fordert
(Shedlock und Shen 2003). In Studien zur humoralen Impfantwort mit HIV-infizierten
Personen, die mit fortschreitendem Krankheitsverlauf einen zunehmenden Verlust
funktionaler CD4" T Zellen erleiden, konnte fiir verschiedene Impfungen (Influenza,
Tetanus, Diphtherie, Poliomyelitis und Pneumokokken) gezeigt werden, dass ein
signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen CD4" T-Zellzahlen und der Hohe der
Antikdrper besteht. (Kroon FP 1994; Kroon FP 1995)

2.8 CD4" T-Zellentwicklung

Die Entwicklung von CD4" T Zellen beginnt wie bei allen Lymphozyten zun&chst im
Knochenmark. Von hier aus wandern die unreifen Vorlauferzellen in den Thymus - ein
hinter dem Brustbein liegendes, hochspezialisiertes lymphatisches Organ - wo weitere
Differenzierungsschritte ablaufen. T Zellen erkennen ihr Zielantigen mithilfe ihres auf der
Oberflache befindlichen T Zell-Rezeptors (TCR). Dieser verflugt Uber eine hochvariable
Region zur Bindung des Zielantigens, die mithilfe einer mehrstufigen Rekombination von
Gensegmenten wahrend des Bildungsprozesses entsteht. T Zellen erkennen ihr Antigen in

der Regel nur, wenn es an korpereigene Prasentationsmolekile gebunden vorliegt.
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Im Thymus wird zunachst im Zuge der sogenannten positiven Selektion Uberpruft, ob die
die Vorlauferzellen mit diesen als Haupthistokompatibilitiskomplex (Major
Histocompatibility =~ Complex, ©— MHC) bezeichneten  Prasentationsmoleklilen in
ausreichendem Male interagieren. Im zweiten Schritt werden im Rahmen der negativen
Selektion potentiell autoreaktive Vorlauferzellen aussortiert, die durch starke Bindung an
prasentierte korpereigene Peptide auffallen. Nach erfolgreichem Durchlaufen beider
Selektionsschritte verlassen die frisch gebildeten CD4" T Zellen den Thymus und
zirkulieren als naive Zellen vorrangig im Blut und den sekundaren lymphatischen Organen
wie Lymphknoten, Milz sowie den in der Darmmukosa befindlichen Peyer'schen Plaques
(Murphy 2011).

2.9 Recent Thymic Emigrants und Homoostatische Proliferation

Die Identifikation naiver CD4" T Zellen und ihre Abgrenzung gegeniiber Antigen-
erfahrenen Effektor- und Gedachtniszellen gelingt in der Durchflusszytometrie durch die
kombinierte Analyse der Oberflachenmolekile CD45RA und CCR7, die von naiven Zellen
koexprimiert werden (Sallusto, Lenig et al. 1999). Diese Population setzt sich aus kurzlich
aus dem Thymus ausgetretenen Zellen (Recent Thymic Emigrants = RTEs) sowie aus
Zellen zusammen, die in der Peripherie homoostatisch proliferiert sind. Mit zunehmendem
Lebensalter verandert sich die relative Zusammensetzung des naiven CD4" T-Zellpools,
wohingegen die absolute GrofRe weitestgehend konstant bleibt (Naylor, Li et al. 2005). Eine
wichtige EinflussgrofRe ist hier die bereits ab dem Kindesalter physiologisch einsetzende
Abnahme der Thymusaktivitdt, die mit einer Umstrukturierung des Thymusgewebes
einhergeht. Hierbei steigt der Anteil an perivaskularem Fettgewebe drastisch, wohingegen
sich die immunologisch aktiven medullaren und kortikalen Thymusanteile zurlckbilden
(Steinmann, Klaus et al. 1985). Eine Studie zur Rekonstitution des CD4" T-Zellpools nach
hamatopoetischer Stammzelltransplantation im Kindes- und Jugendalter zeigte bereits
innerhalb der ersten 20 Lebensjahre eine deutliche inverse Korrelation zum Alter: Je junger
die Patienten waren, desto schneller trat eine Regeneration der naiven CD4" T-
Zellpopulation ein (CD45RA"), die in fast allen Fallen mit einer radiologisch nachweisbaren
Vergroflerung des Thymus’ einherging (Mackall, Fleisher et al. 1995). Es lassen sich

jedoch auch im fortgeschrittenen Lebensalter noch Nachweise einer erhaltenen
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Thymusaktivitat finden, z.B. in der Form von Nebenprodukten, der im Thymus ablaufenden
TCR-Rekombination (Poulin, Viswanathan et al. 1999).

Die Unterscheidung homoostatisch proliferierter T Zellen von RTEs ist einerseits Uber die
Bestimmung der Gehalts an T Cell Receptor Excision Circles (TRECs) einer bestimmten
Zellpopulation maglich. Hierbei handelt es sich um im Zytoplasma vorliegende, episomale
ringformige DNS Strukturen, die wahrend der T-Zell-Rezeptor-Rekombination entstehen
und im Zuge der Zellteilung nicht verdoppelt werden, sondern in jeweils einer der
entstehenden Tochterzellen verbleiben. T Zellen mit keiner oder nur wenigen
zurUckliegenden Teilungsschritten wie RTEs verfugen also Uber einen hoheren Gehalt an
TRECs als Zellen, die sich bereits vielfach nach ihrem Austritt aus dem Thymus geteilt
haben (Al-Harthi, Marchetti et al. 2000). Kimmig et al. zeigten, dass dieser Zusammenhang
fir naive CD4" T Zellen gut mit der Expression des Oberflachenmarkers CD31 korreliert
und somit auch durchflusszytometrisch analysiert werden kann (Kimmig, Przybylski et al.
2002). CD31 ist ein Adhasionsmolekul auf der Zelloberflache, das Lymphozyten zur
transendothelialen Migration in sekundare lymphatische Organe befahigt. Obwohl bislang
keine grundlegenden funktionellen Unterschiede zwischen CD31* und CD31™ naiven CD4"
T Zellen bekannt sind, ist die Betrachtung der Zusammensetzung des naiven T Zell-Pools
dennoch von Interesse. Kohler und Kollegen demonstrierten, dass homdostatisch
proliferierte CD31°CD4" T Zellen Uber ein deutlich weniger polyklonales TCR Repertoire
verflgen, als CD31" RTEs (Kohler, Wagner et al. 2005). Die Fahigkeit zur Erkennung
eines neuen Antigens, wie im Fall der hier durchgefuhrten Immunisierung mit YFV-17D,
setzt das Vorhandensein einer Zelle mit einem passenden TCR voraus. Je grofder und
vielfaltiger die Population naiver T Lymphozyten ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass antigenspezifische Zellen aktiviert werden kénnen und im Verlauf der Immunantwort
verschiedene Effektorfunktionen Ubernehmen. Douek und Kollegen konnten mithilfe von
TREC Analysen nachweisen, dass die Austrittsrate neugebildeter T Zellen aus dem
Thymus mit zunehmendem Alter deutlich abnimmt, jedoch auch im hohen Lebensalter
nicht vollstandig zum Erliegen kommt (Douek, McFarland et al. 1998).

Inwiefern die Zusammensetzung des CD4" T-Zell-Repertoires einen Einfluss auf die
Qualitat und Kinetik einer immunologischen Antwort gegen ein neues Pathogen hat, wurde

im Menschen bislang nicht untersucht. Fiir zytotoxische CD8" T Zellen zeigte eine Studie
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zur Immunantwort nach Influenza allerdings, dass die altersabhangige Abnahme der TCR-
Vielfalt zu Einschrénkungen der antigenspezifischen Antwortkompetenz durch CD8" T
Zellen fuhrt (Yager, Ahmed et al. 2008).

2.10 Aktivierung und Differenzierung von naiven CD4" T Zellen

Naive T Zellen bendtigen fur ihre Aktivierung und anschlieRende Ausdifferenzierung zu
Effektor- und Gedachtniszellen in der Regel den Erhalt von drei Signalen: Dies ist zum
einen die Bindung des TCR/CD3 Komplexes an ein passendes, uber MHC-II prasentiertes
Peptidantigen. CD4" ist ein Glykoprotein, das auf der Oberflache von T Zellen als Ko-
Rezeptor fur die Bindung des TCRs an MHC-Il gebundene Peptide dient. Im Gegensatz zu
den von jeder kernhaltigen Korperzelle kontinuierlich ausgebildeten MHC-I Molekilen, die
der Prasentation intrazellular synthetisierter Proteine dienen, finden sich MHC-II Molekule
im Allgemeinen nur auf professionellen antigenprasentierender Zellen (Antigen Presenting
Cell, APC), die sich aus unterschiedlichen Populationen wie Makrophagen, Monozyten und
dendritischen Zellen sowie B-Zellen zusammensetzen. Mithilfe von MHC-II prasentieren
APCs Peptidsequenzen der durch Endozytose aufgenommenen Antigene. Dies kdnnen
zum Beispiel extrazellular vorliegende Mikroorganismen sein oder Fragmente
virusinfizierter oder apoptotischer Zellen (Murphy 2011). Die entstandene Bindung des
TCR/CD3 Komplexes an das uber MHC-II prasentierte Peptid vermittelt Uber die
intrazellularen Anteile der beteiligten Rezeptoren eine Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden, die fur die folgende T Zell Aktivierung von Bedeutung sind. Der zweite zur
Aktivierung erforderliche, auch als Kostimulation bezeichnete Stimulus wird im Fall von
naiven CD4" T Zellen vorrangig Uber die Interaktion von auf der CD4" T Zelle befindlichen
Oberflachenrezeptoren wie CD28 und seinen von aktivierten APCs exprimierten Liganden
CD80 bzw. CD86 vermittelt (Kearney, Walunas et al. 1995). CD28 verfugt Uber eine
intrazellulare Domane, die nach Bindung des Liganden intrazellulare Signalkaskaden
aktiviert. Verschiedene Arbeiten zu dieser komplexen, zellularen Interaktion konnten
zeigen, dass sowohl die Spezifitat des TCRs fur ein bestimmtes Antigen als auch die
Antigenkonzentration und -kontaktzeit die Aktivierung und spatere Differenzierung der Zelle
beeinflussen kann (Grakoui, Bromley et al. 1999). Pro-inflammatorisch wirksame Zytokine
wie Interleukin 1 (IL1) stellen das dritte zur Aktivierung erforderliche Signal dar (Curtsinger,
Schmidt et al. 1999).
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Aktivierte naive CD4" T Zellen beginnen das stark proliferationsfordernde Zytokin IL2 zu
produzieren, dass sowohl autokrin auf die Zelle selbst als auch parakrin auf benachbarte
Zellen wirkt und in beiden Fallen deren klonale Expansion durch rapide Zellteilung fordert.
Zusatzlich wird die a-Untereinheit des IL2-Rezeptors CD25 vermehrt auf der Zelloberflache
exprimiert, wodurch der Wirkungsgrad von IL2 noch weiter erhoht wird (Cantrell and Smith
1984). Nach mehreren Teilungsschritten differenzieren die klonal expandierten T Zellen in
der sogenannten Expansionsphase zunachst hauptsachlich weiter in kurzlebige
Effektorzellen, die im Rahmen der ablaufenden Immunantwort verschiedene Funktionen
Ubernehmen. In der sich anschlieenden Kontraktionsphase, die sich im Falle einer
Infektion oder Impfung nach Kontrolle und Beseitigung des Pathogens bzw. Impfantigens
anschliel3t, gehen ca. 90% der gebildeten Effektorzellen in Apoptose. Die nach der
Kontraktionsphase verbleibenden T Zellen sind vorrangig langlebige, zentrale
Gedachtniszellen, die im Falle eines Zweitkontaktes mit demselben Pathogen eine
schnelle und schitzende Immunantwort vermitteln sollen (Seder und Ahmed 2003). Wie
die Differenzierung zu Gedachtniszellen genau ablauft ist nicht abschlieend geklart.
Einige Erklarungsmodelle gehen von einer bereits initial festgelegten Trennung zwischen
spateren Effektor- und Gedachtniszellen aus, andere Konzepte vertreten eher die Theorie
eines graduellen Entwicklungsprozesses in Abhangigkeit von Dauer und Starke der
Antigenstimulation aus und berucksichtigen die Entstehung funktional unterschiedlicher
Gedachtniszellsubpopulationen (Kaech, Wherry et al. 2002) (s. Abb. 2.10). Es wird hier
unterschieden zwischen effektorartigen Gedachtniszellen (Tem), die bei einem erneuten
Kontakt mit ihrem Peptid schnell aktiviert werden und Effektorzytokine produzieren und
zentralen Gedachtniszellen (Tcm), die in ihrem Phanotyp eher naiven Zellen gleichen,
jedoch deutlich leichter als diese zu aktivieren sind und bei Reaktivierung zu Effektorzellen
ausdifferenzieren. Auch 100 Tage nach Impfung konnten Miller und Kollegen bei ihren
Probanden YFV-17D spezifische CD4" T Zellen in niedriger, jedoch stabiler Frequenz

nachweisen (Miller, van der Most et al. 2008).
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2.11 Polarisation von CD4" T Zellen

Eine besondere Eigenschaft von CD4" T Zellen ist die Breite der von ihnen in der
Interaktion mit anderen Leukozyten ausgeubten Funktionen, die sie auch Uber die von
ihnen sezernierten Zytokine vermitteln. Hierbei ist es jedoch so, dass die einzelne aktivierte
CD4" T Zelle zumeist Uber ein relativ enges Spektrum an produzierten Zytokinen verfiigt.
Dies wird als Polarisation bzw. Lineage-Zugehorigkeit bezeichnet. Zusatzlich zu den seit
vielen Jahren eingehend untersuchten Thy und Thy Linien ist heute in der Literatur eine
groe und kontinuierlich wachsende Vielfalt weiterer T-Zell-Kategorien bekannt. Hierzu
gehoren Thy; CD4" T Zellen, natirliche und induzierte regulatorische Teq CD4" Zellen,
sowie weitere, in dieser Arbeit nicht untersuchte Populationen wie z.B. Thg oder follikularen
T Helferzellen (Tr,). Fur die Differenzierung zwischen Thy und Thy T Helferzellen konnte
gezeigt werden, dass insbesondere das durch aktivierte APCs generierte Zytokinmilieu von
Bedeutung fur die Polarisation der naiven T-Helfer-Zelle ist.

Thy CD4" T Zellen sind insbesondere in der Abwehr intrazellular vorliegender Pathogene
(Bakterien, Viren) sowie von Tumorzellen von Bedeutung, da das von ihnen produzierte
Spektrum an Zytokinen die zellvermittelte Immunantwort fordert. Erkennen APCs mithilfe

ihrer Toll Like Receptors (TLR) ein entsprechendes Pathogen, so fordert das von ihnen im
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Folgenden produzierte IL12 eine Ausdifferenzierung der aktivierten naiven T Helferzellen
zu Thq-Zellen, vermittelt Uber eine Aktivierung von STAT4 (Signal Transducers and
Activators of Transcription) und der hierbei induzierten Expression der Thy-
Mastertranskriptionsfaktoren T-bet und Eomes. Das in Folge von der Thy Zelle produzierte
Zytokin IFNy, fordert unter anderem die Aktivitat von Naturlichen Killer Zellen (NK Zellen)
und Makrophagen. Th; Zellen bilden sowohl IL2 sowie haufig auch das pro-
inflammatorisch wirksame Zytokin TNFa (Grogan, Mohrs et al. 2001).

Extrazellular vorliegende Pathogene wie Parasiten beglnstigen im Gegenzug die
Entstehung von Thy-polarisierten CD4" T Zellen, die mithilfe des von ihnen gebildeten
Zytokinprofils die humorale Immunantwort unterstutzen. Das Th,-Signatur-Zytokin IL4
fordert in T Zellen Uber die Aktivierung von STATS eine gesteigerte Expression des Thy-
Mastertranskriptionsfaktors GATA3, woraufhin die Produktion von IL4, IL5 sowie IL13
einsetzt (Zhu, Yamane et al. 2006). Es konnte zudem eine negative Wirkung von IL4 auf
die Ausbildung von Thy polarisierten Zellen gezeigt werden. Dies trifft im Gegenzug
umgekehrt auch auf IL12 und IFNy und ihren inhibierenden Effekt auf die Entstehung von
Thy Zellen (Abehsira-Amar, Gibert et al. 1992).

Seit 2005 sind Thy7 Zellen als weitere funktionell unterschiedliche T Helferzellpopulation
bekannt (Heon Park, Zhaoxia Li et al. 2005). Sie finden sich in vivo sowohl in der Abwehr
extrazellularer Krankheitserreger als auch im Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie
Morbus Chron oder Multipler Sklerose. Sie entstehen in der Gegenwart der Zytokine
TGFB, IL1B, IL6 und IL21 und exprimieren nach der Aktivierung von STAT3 den
Transkriptionsfaktor RORYT als Mastertranskriptionsfaktor. Uber die Produktion der
Zytokine 1L17, IL-22, IL-26, TNFa und Lymphotoxin-B koénnen Th4; Zellen je nach
Subtypinsbesondere einen aktivierenden Einfluss ausuben auf Leukozytenpopulationen
der angeborenen Abwehr, die eine lokale Gewebsinflammation hervorrufen (Sallusto and
Lanzavecchia 2009). Welche genaue physiologische Funktion sie im Rahmen humaner
Immunantworten haben, ist bislang ungeklart.

Die regulatorische Beeinflussung von Immunantworten nach Elimination des Zielantigens
ist eine weitere zentrale Funktion von CD4" T Zellen. Regulatorische Treg Zellen kénnen die
anhand ihres Mastertranskriptionsfaktors FoxP3 identifiziert werden (Fontenot, Gavin et al.

2003). Durch von ihnen freigesetzten Zytokine wie z.B. IL10 sowie TGFB Uben sie einen
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hemmenden Einfluss auf die Bildung proinflammatorisch bzw. proliferationsférdernder
Zytokine aus (Jutel, Akdis et al. 2003). Zudem exprimieren T,egs CD25 in hohem Male auf
ihrer Oberflache und neutralisieren so lymphoproliferativ wirksames IL2, welches sie im
Gegensatz zu konventionellen CD4" T Zellen nicht selbst produzieren (Pandiyan, Zheng et
al. 2007) Es kann hier unterschieden werden zwischen natirlichen nTgs, die direkt im
Thymus entstehen, und induzierten iT.gs, die im Rahmen eines Immungeschehens aus
reifen, aktivierten peripheren CD4" T Zellen entstehen. nT.gs Vverfligen lber ein breites
Repertoire an TCRs, die im Selektionsprozess zumeist eine moderate Affinitat fur
korpereigene Peptide gezeigt haben und so die Aufrechterhaltung der peripheren
Selbsttoleranz vermitteln. Aktuelle Forschungsarbeiten zur Rolle der iTgs legen nahe,
dass diese mit ihrem von den nT.gs abweichenden TCR-Repertoire eine entscheidene
Erweiterung der regulatorischen Immunkompetenz ausuben (Haribhai, Williams et al.
2011)
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2.12 Helferfunktion fiir B Zellen

Eines der entscheidenden Elemente einer protektiven Impfantwort ist die Ausbildung
spezifischer Antikdrper durch aktivierte B Zellen. Im Falle eines Erstkontaktes mit einem
neuen Pathogen bendtigen diese in der Regel zusatzlich zur Bindung des Antigens durch
den B Zellrezeptor (BCR) weitere Aktivierungssignale durch CD4" T Helferzellen. Wenn

eine B Zelle ein passendes Antigen mit ihrem BCR erkennt, so fuhrt dies zur Aufnahme
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des gebundenen Proteins und nach intrazellularer Verarbeitung des Antigens zur MHC-II-
Prasentation von Peptidfragmenten auf der B Zell-Oberflache. Eine durch den Kontakt mit
anderen APCs voraktivierte CD4" T Zelle mit gleicher Spezifitat kann dies erkennen und
tritt einen engen Zell-Zellkontakt (Murphy 2011). Aktivierte CD4" Zellen exprimieren auf
ihrer Oberflache CD40L (CD154). Dies ist ein Protein der Tumornekrosefaktor-
/Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie und fordert in der Interaktion mit dem auf B
Zellen vorhandenen Molekul CD40 unter anderem die Ausbildung von Keimzentren im
Lymphknoten, den Immunglobulin-Klassenwechsel sowie die B-Zell-Differenzierung hin zu
Antikdrper-produzierenden Plasmazellen.

Zusatzlich sezernieren insbesondere aktivierte Th, Zellen das Zytokin IL4, welches die
klonale B-Zellexpansion anregt. Auch im Anschluss an die initiale Aktivierungsphase wird
die B-Zellantwort durch CD4" T Zellen weiter verstarkt. L4 beglnstigt den
Isotypenklassenwechsel vom initial produzierten IgM hin zu IgG4 und IgE (Jeppson, Patel
et al. 1998). Parallel hierzu fordern Thy Zellen ebenfalls die Synthese von IgA, welches
insbesondere fur die Erregerabwehr an Schleimhautoberflachen und im Magen-Darmtrakt
von Bedeutung ist (van Vlasselaer, Punnonen et al. 1992). Des Weiteren moderieren CD4"
T Zellen als follikulare T Helferzellen (TrH) die Keimzentrumsreaktion. Die in der B-Zellzone
lymphatischer Follikel gelegenen Keimzentren sind Ort rascher Proliferation und
Differenzierung von aktivierten B Zellen. Mittels somatischer Rekombination des BCRs
entstehen B Zellen mit unterschiedlicher Passgenauigkeit fur das betreffende Antigen und
Trn Zellen wirken steuernd auf den B Zelldifferenzierungsprozess steuernd ein (Fazilleau,
Mark et al. 2009).

2.13 Einfluss von CD4" T Zellen auf die CD8" T Zellantwort
Zytotoxische CD8" T Lymphozyten (CTL) sind in der Lage intrazelluldre Pathogene,

virusinfizierte Zellen sowie Tumorzellen zu erkennen und diese durch die Freisetzung
zytotoxisch wirksamer Molekule wie Perforin und Granzym zu lysieren. Sie kdnnen dies in
der Regel ohne Hilfe von CD4" T Zellen, allerdings haben verschiedene Untersuchungen
gezeigt, dass sowohl die Effektorphase als auch insbesondere die Ausbildung langlebiger
Gedachtniszellen positiv durch T Helferzellen beeinflusst wird oder in Abwesenheit dieser

nur unzureichend verlauft.
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lhre Helferfunktion Gben CD4" T Zellen hier zum einen parakrin Uber die von ihnen
produzierten Zytokine wie z.B. IL2 und IFNy aus. Andererseits fordern sie Uber die direkte
Interaktion von CD40L und dem auch von professionellen APCs exprimierten CD40 deren
vollstandige Differenzierung. Diese koénnen dann in Folge einer gesteigerten ihrer
Antigenprasentation sowie der Ausbildung ko-stimulatorischer Molekile CTLs effizienter
aktivieren (Schoenberger, Toes et al. 1998; Shedlock und Shen 2003).
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3 AUSBLICK FUR DIE ARBEIT

In dieser Arbeit sollten altersabhangige Veranderungen der Qualitdt und Kinetik der
adaptiven Immunantwort nach Gelbfieberimpfung mithilfe detaillierter
durchflusszytometrischer und serologischer Analysen untersucht werden und so im Modell
einer viralen Primarinfektion ein tieferes Verstandnis die verringerte Immunkompetenz
alterer Menschen erlangt werden.

Die Analyse der YFV-17D Viramie sowie der Gelbfieber-spezifischeen Antikdrperantwort
solite hierbei den Rahmen fur die Bewertung der Qualitat der Immunantwort schaffen.
Hierauf aufbauend sollte mithilfe multidimensionaler Durchflusszytometrie die Kinetik und
Qualitat der induzierten T-Zell-Antwort untersucht werden. CD4" T Zellen stehen in einer
zentralen Vermittlerrolle zwischen weiteren, an der Impfantwort beteiligten
Lymphozytenpopulationen wie B Zellen oder zytotoxischen T Zellen und rlcken
zunehmend in den Fokus der Entwicklung neuer Impfstoffe. In Bezug auf die
Gelbfieberimpfung wurden sie bislang jedoch wenig untersucht. Inwiefern
Alterungsprozesse wie die abnehmende Thymusfunktion und die damit einhergehende
Veranderung des T-Zell-Repertoires sowie eine zunehmende Dysfunktion der Zellen selbst
einen Einfluss auf eine antivirale Primarantwort hat, sollte hier geklart werden. Von
Interesse war aulRerdem inwiefern das erreger-spezifische immunologische Gedachtnis im

Langzeitverlauf beeinflusst wird.
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4.1 Technische Laborausstattung

Tabelle 4.1: Technische Laborausstattung

Bezeichnung

Hersteller

COs,-Inkubator Innova CO-170

New Brunswick Scientific (Enfield, USA)

Durchflusszytometer
BD™ LSR Il Flow Cytometer

Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

Pipette eppendorf research®
0,5-10 pL, 10-100pL, 50-200 uL, 100-1000 uL

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

Pipettierhilfe Pipetboy®

INTEGRA Biosciences

(Fernwald, Deutschland)

Sterilarbeitsbank HERAsafe®

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Vortex Mixer

VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Zentrifuge 5804R und 5810R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Allegra® X-15R und X-22

Beckman Coulter GmbH
(Krefeld, Deutschland)

Zentrifuge Microfuge® 22R

Beckman Coulter GmbH
(Krefeld, Deutschland)

4.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4.2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

BD Safety-Lok™ Blutenthahmeset 21G

Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

BD Trucount® Roéhrchen

Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

BD Vacutainer® 170 U/mL Lithium-Heparin-

Blutentnahmerohrchen 10 mL

Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

BD Vacutainer® EDTA-R6hrchen

Becton Dickinson GmbH
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(K.EDTA 1,8 mg/mL) 2,5 mL

(Heidelberg, Deutschland)

BD Vacutainer® SST™Advance
Serumroéhrchen 8.5 ML

Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Leucosep™ Rohrchen 50 mL
zur PBMC Isolation

Greiner Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Polystyren-Rundbodenréhrchen Cellstar®

mit 2-Positionendeckel 12mL

Greiner Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Polystyren-Rundbodenréhrchen 5 mL

Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Polystyren-Schraubdeckelréhrchen mit

konischem Boden 50mL

Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Reaktionsgefalle Safe-Lock™
0,5mL und 1,5 mL

Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

4.3 Puffer
Tabelle 4.3: Puffer

Bezeichnung Hersteller Vorliegende Zubereitung
PBS Life Technologies pH 7,2-7,4
(Carlsbad, USA) 1,5 mM KH,PO,
2,7 mM KCI
8,1 mM Na,HPO,
137 mM NaCl
PBS/BSA Zusatz von BSA und anschliellende Zusatz von BSA 5 g/L
Sterilfiltration pH 7,2-7,4

AG Thiel, BCRT (Berlin, Deutschland)

PBS/BSA/NP-40 0,05%

Zusatz von BSA und NP-40 und
anschlielRende Sterilfiltration
AG Thiel, BCRT (Berlin, Deutschland)

Zusatz von BSA 5 g/L und
0.05% NP-40
pH 7,2-7,4
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4.4 Chemikalien und allgemeine Reagenzien

Tabelle 4.4: Chemikalien und allgemeine Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Vorliegende Zubereitung

BD FACS Lysing Solution™

Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

1:10 mit Aqua dest.

BD FACS Permeabilizing

Solution 2™

Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

1:10 mit Aqua dest.

BD FACSFlow™

Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

Beriglobin

Aventis

1,44 mg/mL in PBS

Bovines Serum Albumin

Roche (Basel, Schweiz)

Brefeldin A Sigma-Aldrich GmbH 5 mg/mL in 70% Ethanol
(Minchen, Deutschland)

Casy®ton Roche (Basel, Schweiz)

DAPI Roche (Basel, Schweiz) 1 yg/mL in PBS

DMSO Sigma-Aldrich GmbH

(Minchen, Deutschland)

Erythrocyte Lysis Buffer

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Gelbfieberimpfstoff
YFV-17-D Stamaril®

Sanofi Pasteur MSD GmbH

Humanes AB-Serum

Lonza
(Walkersville/USA)

Inaktiviert bei 56°C

fur 30min

LIVEDEAD® Fixable Aqua Dead
Cell Stain Kit fir 405 nm Exitation

Life Technologies
(Carlsbad, USA)

50 yL DMSO pro Aliquot,
1:10 in PBS vor Gebrauch

Lymphozytenseparationsmedium
LSM 1077

PAA
(Pasching, Osterreich)

Mouse-a-human-CD28

purified

Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

0.2 mg/mL in PBS

NP 40

Penicillin/ Streptomycin

Biochrom
(Berlin, Deutschland)

Penicillin 10000 U/mL
Streptomycin 10000 ug/mL
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Staphylococcus Entrotoxin B Sigma-Aldrich GmbH 1 mg/mL in PBS
(SEB) (Minchen, Deutschland)
Toxic-shock-syndrome-Toxin 1 Sigma-Aldrich GmbH 1 mg/mL in PBS
(TSST-1) (Minchen, Deutschland)
Zellkulturmedium Life Technologies Zusatz von 10% humanem
Gibco® RPMI 1640 GlutaMAX™ (Carlsbad, USA) AB-Serum und
1% Penicillin/Streptomycin
Fox-P3 Fixation Buffer eBioscience Reagent : Dilutent = 1:3
(San Diego, USA)
Fox-P3 Permeabilization Buffer eBioscience 1:9 mit Aqua dest.

(San Diego, USA)

4.5 Auswahl der Probandenkohorte

Die Probandensuche erfolgte durch Information der Mitarbeiter und Studenten in
verschiedenen Einrichtungen der Charité, des Deutschen Rheuma-Forschungszentrums
sowie des Robert Koch-Institutes in Berlin. Es wurden insgesamt 24 gesunde Probanden
im Alter von 23-68 Jahren in die Studie eingeschlossen, die sich auf Grund einer Reise

oder dem beruflichen Umgang mit dem Gelbfieber-Virus impfen lassen wollten.

n | Altersspanne | Mittleres Alter | Weiblich | Mannlich
Alt |13 55-68 Jahre 60.3 Jahre 6 7
Jung | 11 23-28 Jahre 26.2 Jahre 5 6

Ausschlusskriterien waren neben einer akuten Erkrankung das Vorliegen einer
immunologisch relevanten Grunderkrankung. Des Weiteren wurden keine Personen in die
Studie aufgenommen, die in der Vergangenheit eine Impfung gegen Gelbfieber,
Japanische Enzephalitis, oder Frihsommer-Meningoenzephalitis erhalten haben bzw. eine
naturliche Flavivirusinfektion durchgemacht haben. Dies wurde durch unsere
Kooperationspartner mithilfe einer indirekten Immunfluoreszenztestung (IIFA) gegen
vorbestehende Flavivirus Antikorper Uberprift (s. 4.17). Personen mit einer bekannten

Allergie gegen das im Impfstoff enthaltene Huhnereiweil® sowie schwangere und stillende
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Frauen wurden ebenfalls von einer Teilnahme ausgeschlossen. Zusatzlich wurde eine
detaillierte Befragung zu zurtckliegenden Fernreisen durchgefuhrt, die dem Ausschluss
von Reisen in endemische Gelbfieber- und Denguefieber-Gebiete diente. Die Aufklarung
der Teilnehmer Uber die potentiellen Risiken einer Studienteilnahme (Blutentnahme)
erfolgte durch den Studienarzt. Die Aufklarung Uber Risiken und Nebenwirkungen der
Gelbfieberimpfung selbst wurde durch den impfenden Arzt der Gelbfieberimpfstelle
vorgenommen. Von allen Probanden wurde das schriftliche Einverstandnis fur die
Teilnahme an der Studie selbst sowie die anschlieRende Auswertung und Archivierung der
Studiendaten eingeholt. Die Zustimmung der Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin zur Durchfihrung der Studie liegt vor (Antragsnummer:
EA2/121/09, letzte Anderung am 02.11.2010).

4.6 Studienablauf — Blutentnahmen und Impfung

An den im Ablaufplan (Abb. 4.6.) der Studie angegebenen Tagen wurde von allen
Probanden jeweils 60 mL Blut aus einer Armvene in sterile, vakuumisolierte Réhrchen
entnommen, die entweder einen Zusatz von Heparin oder einem Gerinnungsaktivator fur
die Analyse des Serums enthielten. Das heparinisierte Blut wurde direkt nach der
Abnahme weiterverarbeitet und analysiert. Das aus den Serumgelrbhrchen nach
Zentrifugation gemafy den Herstellerangaben gewonnene Serum wurde bis zur spateren
Verwendung bei -80 °C gelagert.t Um tageszeitbedingte Schwankungen der
Untersuchungsergebnisse zu minimieren, wurden alle Blutentnahmen stets morgens
innerhalb eines zweistlindigen Zeitfensters durchgefuhrt. Es fand zudem eine Befragung
der Probanden zu etwaigen Nebenwirkungen der Impfung an allen Studientagen statt.
Nach der ersten Blutentnahme am Studientag O erfolgte innerhalb von acht Stunden die
Impfung der Probanden gegen das Gelbfieber-Virus in Form einer subkutanen Injektion in
den Oberarm. Diese wurde in anerkannten Gelbfieberimpfstellen des Landes Berlin durch
den dort anwesenden Arzt durchgefuhrt, nachdem dieser zuvor die Impftauglichkeit der
Probanden uberprift hatte (Befragung und Untersuchung hinsichtlich akuter und
chronischer Erkrankungen, welche die Vertraglichkeit der Impfung beeintrachtigen

konnen). Um eine durch die haufigen Blutentnahmen hervorgerufene Anamie der
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Probanden ausschlielen zu kdnnen, wurde an allen Studientagen zusatzlich ein kleines
Blutbild durch das klinische Routinelabor aus 1 mL EDTA-BIut erstellt.

Anzumerken ist, dass sich die 24 Probanden aufgrund der praktischen Durchflihrbarkeit
auf drei getrennte Studiendurchgange verteilten. Das experimentelle Vorgehen wurde
hierbei nicht verandert. Vor dem spateren Zusammenfihren der Daten wurden diese auf
rundenspezifische Abweichungen hin Gberpruft.

Am spaten Folgetermin nach 20-35 Monaten verteilten sich die Teilnehmer der drei

Hauptstudienrunden auf zwei Termine, woraus sich die Breite des Zeitfensters ergibt.

Abb. 4.6
T-Zell-Naivitatspanel
RT-gPCR zur Detektion von
YF-17D Virus im Serum
[ A \ Folgetermin
0 2 4 7 10 14 17 21 28 Monat 20-35
R I N | | | I | S |
I v Y ~ J
Flavivirus-lIFA + Serologie
zum Ausschluss * YFV-17D IgM und IgG
vorbestehender AKs « PRNT90

» Zellzahlpanel

* T-Zell-Aktivierungspanel
* CD4*-Stimulationspanel
+ CD4*-T,Zellpanel

4.7 Dichtegradientenzentrifugation zur Anreicherung mononuklearer

Zellen aus dem peripheren Blut

Die Isolation und Anreicherung der mononuklearen Leukozyten (PBMC = peripheral blood
mononuclear cells) aus dem Blut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Hierbei
wurde ein Lymphozytenseparationsmedium eingesetzt, dessen Dichte (1007 g/mL bei 20
°C) zwischen den dichteren Erythrozyten und Granulozyten und den weniger dichten
einkernigen Zellen liegt, die sich vorrangig aus Lymphozyten und Monozyten zusammen
setzen.

Das heparinisierte Blut wurde zunachst mit PBS/BSA im Verhaltnis 1:1 vorverdinnt und
anschlielfend in 50-mL-Schraubdeckelgefallen Gber 15 mL des Separationsmediums
zentrifugiert (10min bei 1000G und 20 °C). Nach Zentrifugation setzten sich Erythrozyten

und Granulozyten unterhalb des Mediums ab, wohingegen die PBMCs in einem
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ringférmigen Film auf dem Medium aufliegen und von dort mit einer Pipette abgenommen
und in ein neues 50-mL-Schraubdeckelgefal® Uberfuhrt werden konnten. Anschlielend
erfolgte das zweimalige Waschen mit PBS/BSA, um Reste des Separationsmediums sowie
weitere Verunreinigung zu entfernen. Zwischen dem ersten und zweiten Waschschritt
wurde die Zellzahl mittels Casy® Counter ermittelt. Dieses Zahlverfahren basiert auf der
Messung des elektrischen Widerstandes von Zellen in einem schwachen Spannungsfeld.
Dieser wird einerseits durch die Zellgrole bestimmt, andererseits ist auch eine
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen moglich, da die intakte Zellmembran
einer lebenden Zelle einen hdheren Widerstand erzeugt als die defekte Membran einer
toten. Nach dem zweiten Waschschritt wurde der Zellniederschlags in Zellkulturmedium
resuspendiert, dessen Volumen anhand der zuvor ermittelten Zellzahl so gewahlt wurde,

dass eine Endkonzentration von 1x10” lebenden Zellen/mL vorlag.

4.8 In-vitro-Kurzzeitstimulation zur Identifikation antigenspezifischer

CD4" T-Zellen
Um die durch die Impfung induzierten YFV-spezifischen CD4" T-Zellen und ihr

Aktivierungs- und Zytokinprofil untersuchen zu kénnen, wurde eine sechsstundige in-vitro-
Kurzzeitstimulation in Anlehnung an die Arbeit von Meier und Kollegen durchgefihrt
(Meier, Stark et al. 2008). Fir diesen Versuchsansatz wurde Vollblut eingesetzt, um eine
gréRtmégliche Ahnlichkeit zu den natiirlich vorliegenden Zellkonzentrationen im
zirkulierenden Blut zu erreichen. Zunachst wurde 1 mL heparinisiertes Blut in 12-mL-
Rundboden-Stimulationsrohrchen in Anwesenheit von aCD28 (1 pyg/mL) mit 200 yL 17-D-
Gelbfieberimpfstoff versetzt (gelost in 500 pL Zellkulturmedium, 10000 infektiose
Partikel/mL). Die Stimulation mit aCD28 und 200 yL Medium ohne Impfstoff diente als
Negativkontrolle  zur  Untersuchung einer mdglichen nicht YFV-spezifischen
Hintergrundaktivierung der Zellen. Zur spateren Beurteilbarkeit der
Immunfluoreszenzfarbung wurde stets eine Positivkontrolle mit den Superantigenen SEB
(1,5 pg/mL) und TSST-1 (1 ug/mL) durchgefuhrt, die Uber eine direkte Querverbindung des
auf der APC befindlichen MHC-lI-Komplex’ und der Basis des TCRs einen hohen Anteil der
T-Zellen unabhangig von der Spezifitdt ihres TCRs aktivieren. Die Stimulationsrohrchen

wurden anschliefiend mit halb gedffnetem Deckel in einem Winkel von 45° bei 37°C und
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5% CO; inkubiert. Nach Ablauf der ersten zwei Stunden wurde zu allen Versuchsansatzen
Brefeldin A (10 pg/mL) hinzugegeben, das den retrograden Transport von Proteinen aus
dem Golgi-Apparat in das endoplasmatische Retikulum der Zelle unterbindet. So werden
die wahrend der Inkubationszeit von der Zelle gebildeten Proteine nicht sezerniert, sondern
verbleiben im Zellinneren und kdnnen dort spater angefarbt werden. Nach vier weiteren
Stunden Inkubationszeit wurde die Stimulation beendet und die Zellen aus dem Inkubator
entnommen. Um die vorhandenen Erythrozyten zu eliminieren, wurden alle Proben zwei
Mal mit Erythrozytenlyse-Puffer gewaschen. Dies ist eine hypoosmolare Losung, die den
Einstrom von FlUssigkeit in die Erythrozyten bewirkt und zur Ruptur der Zellmembran fuhrt.
Im ersten Waschschritt wurden die Proben nach dem Auffillen mit 9 mL des
Erythrozytenlyse-Puffer fur 10 min auf Eis gelagert und anschlieRend grindlich
geschwenkt, um das Loésen der Erythrozyten zu fordern. Der zweite Waschschritt erfolgte
direkt ohne weitere Inkubationszeit. Der Zellniederschlag wurde nun in 1 mL PBS geldst
und in 5-mL-Rundbodenréhrchen Uberfuhrt, in welchen ein abschlieRender Waschschritt
mit PBS erfolgte.

4.9 Multidimensionale Zellanalyse in der Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence-activated Cell Sorting,
FACS) ist ein Verfahren, das die mehrdimensionale Analyse von Zellen hinsichtlich ihres
Volumens und Granularitat, sowie weiterer Merkmale auf der Zelloberflache oder im
Zellinneren ermdglicht, sofern diese zuvor mit speziellen Antikdrpern markiert wurden, die
an fluoreszierende Farbstoffmolekile (Fluorochrome) gebunden sind. Es beruht auf dem
Prinzip, dass Partikel (Zellen), die von einer Lichtquelle (Laser des Durchflusszytometers)
bestrahlt werden, einen Teil der auftreffenden Lichtenergie aufnehmen und anschlief3end
in je nach ihren Eigenschaften veranderter Form wieder abgeben.

Hierfur ist es zunachst erforderlich die in einer Suspension vorliegenden Zellen in einen
linear ausgerichteten Strom aus Einzelzellen zu bringen, damit diese den als Lichtquelle
eingesetzten Laserstrahl moglichst zentral passieren und so mit konstanter Intensitat
angestrahlt werden. Durch einen im Analyserdhrchen erzeugten Uberdruck steigt die
Zellsuspension in die Kapillare des Durchflusszytometers. Die Blndelung des Zellstroms

erfolgt dort durch die seitliche Vorbeileitung von schneller flieRender Mantelflissigkeit
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(sheath fluid) das einen Sogeffekt auf die Zellen ausibt und diese so zu einer
aufsteigenden Saule aus Einzelzellen werden lasst, die in die Messzelle eintritt. Der so
ausgerichtete Zellstrom passiert nun nacheinander die Lichtquellen des Instruments. Im
Falle des fur alle Messungen verwendeten Durchflusszytometers BD™ LSR-Il sind dies
vier verschiedene Laser, die monochromatisches Licht definierter Wellenlangen abgeben
(405 nm, 488 nm, 561 nm und 640 nm).

Zellvolumen und —binnenstruktur kénnen anhand der Streuung des Lichts des blauen
Lasers bestimmt werden, wenn dieses auf die Zelle trifft. Die Streuung im direkten Verlauf
der Achse des Lichtstrahls (Forward Scatter, FSC) korreliert mit dem Volumen der Zelle —
grolRere Zellen streuen das Licht starker als kleinere. Das im rechten Winkel seitlich
abgestrahlte Licht (Sideward Scatter, SSC) gibt Aufschluss sowohl Uber die Binnenstruktur
als auch die Beschaffenheit der Zelloberflache — Zellen, die Uber eine unregelmallige
Oberflache oder Uber zahlreiche granulare Strukturen im Zytosol verfugen, streuen das
Licht starker als Zellen mit homogenerem Zellinneren.

Um zusatzliche Merkmale auf der Zelloberflache oder im Zellinneren analysieren zu
konnen, kdnnen diese mit Fluorochrom-gekoppelten monoklonalen Antikérpern markiert,
die durch die eingesetzten Laser zum fluoreszieren angeregt werden. Ist das jeweilige
Zielantigen auf oder in einer Zelle vorhanden, so wird der Antikdrper gebunden und das
angehangte Farbstoffmolekul emittiert nach Anregung durch den Laserstrahl Licht. Dies
kann durch die lichtempfindlichen Detektoren (PMT = photo multiplier tubes) des
Instruments in verschiedenen Fluoreszenzkanalen detektiert werden. Um eine mdglichst
hohe Anzahl gleichzeitig messbarer Parameter zu erhalten, werden auch Fluorochrome
zusammen eingesetzt, deren Emissionsspektren sich Uberschneiden. Dies macht es
erforderlich, dass jedem Detektor spezifische Kombinationen optischer Filter vorangestellt
werden, sodass moglichst nur das Lichtsignal jeweils eines Farbstoffes aufgezeichnet wird.
Es werden sogenannte Longpassfilter (LP) eingesetzt, die nur Licht oberhalb einer
definierten Wellenlange in Richtung des Detektors hin passieren lassen und den
kurzerwelligen Anteil zum nachfolgenden Detektor ablenken. Hat das Licht den jeweiligen
Longpassfilter passiert, trifft es nun auf einen Bandpassfilter (BP), der nur Licht eines eng
begrenzten Spektralbereich, der dem Emissionsmaximums des ausgewahlten

Fluorochroms entspricht, zum Detektor hindurch treten lasst.
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633-nm red laser 405-nm violet laser

488-nm blue laser

Abb. 4.9: Abgebildet ist der Aufbau der den blauen 488-nm, dem roten 633-nm und dem violetten 405-nm Lasern zugehdrigen
Filter- und Detektorkonfigurationen. Der Einfall des Lichts erfolgt in Pfeilrichtung und tritt bei passender Wellenlange zum jeweili-
gen Detekor durch bzw. wird andernfalls zum néchstfolgenden weiter reflektiert und dort detektiert bzw. erneut reflektiert.

Aus: BD LSR Il User’s Guide, BD, 2007, S.125-126
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Die fur die verwendeten Fluorochrome eingesetzte Filterkonfiguration des BD™ LSR-II ist
in Tabelle 4.9 ersichtlich.

Tabelle 4.9: Filterkonfiguration des BD™ LSR Il Durchflusszytometers

Fluorochrom Laser Fluoreszenz PMT | Longpass Bandpass
Kanal Filter Filter

SSC 488 nm SSC C - 488/10

FITC 488 nm B525 B 505LP 525/50

Alexa 488

PerCp 488nm B685 A 670LP 685/35

PerCpCy5.5 488 nm B685 A 685LP 710/40

PE 561 nm YG582 E - 582/15

PeCF594 561 nm YG610 D 600LP 610/20

L/D Red

PeCy7 561 nm YG780 A 755LP 780/60

APC 660 nm R660 C - 660/13

AG47

Alexa 700 660 nm R720 B 685LP 720/30

APCCy7 660 nm R780 A 755LP 780/60

APCH7

Pacific Blue 405 nm V450 E - 450/50

V450

Brilliant Violet 450

V500 405 nm V525 D 505LP 525/50

L/D Aqua

DAPI

Qdot 565 405 nm V610 C 570LP 575/26

Brilliant Violet 570 405 nm V610 C 570LP 575/26

eFluor 605 405 nm V610 (V710) C (B) | 595LP 610/20

Brilliant Violet 605

eFluor 650 405 nm V710 (V780) B (A) | 650LP 661/20
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4.10 Mehrfarbenpanels zur Charakterisierung der CD4" T Zellantwort

Um die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehenden CD4" T-Zellen sowohl vor als auch im
Verlauf nach Impfung durchflusszytometrisch zu untersuchen, wurden verschiedene
Mehrfarbenpanels eingesetzt, also geeignete Kombinationen von gegen Merkmale auf der
Zelloberflache sowie im Zellinneren gerichteten, fluoreszenzgekoppelten Antikorpern.
Zunachst wurde an Tag 0 mithilfe des T-Zell-Naivitdtspanels ein Status der
Zusammensetzung des peripheren T-Zell-Pools erstellt, um die Verteilung von RTEs sowie
CD31" naiven und den verschiedenen Gedachtnis- CD4"-Zellpopulationen vor Impfung zu
bestimmen. Das an allen Studientagen verwendete T-Zell-Aktivierungspanel, diente der ex
vivo Charakterisierung von im Rahmen der Impfung aktivierten und proliferierenden T
Zellen. Gleichzeitig lasst sich mit diesem Panel die Populationsdynamik von naiven und
Gedachtnis-T-Zellen im peripheren Blut nach Vakzinierung erfassen. Mit dem CD4" T-Zell-
Stimulationspanel wurden nach in vitro Impfstoffstimulation aktivierte YFV-17D-spezifische
CD4" T Zellen und ihr Zytokinprofil untersucht. Um fiir die in der Auswertung der Panel
bestimmten Frequenzen auch absolute Zellzahlen/uL angeben zu kdénnen, wurde
zusatzlich in Vollblut ein Zellzahlpanel gefarbt, das durchflusszytometrischen Zahlung
verschiedener Leukozytenpopulationen diente. Die fur die jeweiligen Panel verwendeten

Antikdrperzusammenstellungen sind im Folgenden tabellarisch dargestellt.
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Tabelle 4.10.1: T-Zell-Naivitatspanel

Zielantigen | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Eingesetzte | Hersteller
Menge (uL)
In 100 uL
Oberflachenfarbung
CCR7 PerCpCy5.5 | GO43H7 Maus IgG2a | 1:50 2 BioLegend
CD3 eFluor 650 | OKT3 Maus IgG2a | 1:50 2 eBioscience
CD4 Alexa 700 OKT4 Maus 1gG2b | 1:200 0,5 BioLegend
CD8 Qdot 565 3B5 Maus 1gG2a | 1:50 2 Invitrogen
CD27 PeCy7 LG.3A10 Hamster IgG| 1:50 2 BioLegend
CD31 PE AC128 Maus IgG1 | 1:20 5 Miltenyi
CD45RA | eFluor 605 | RA3-6B2 Maus 1gG2a | 1:100 1 eBioscience
CD45R0O | Pacific Blue | UCHLA1 Maus 1gG2a | 1:50 2 BioLegend
CD62L APC DREG-56 Maus IgG1 | 1:50 2 BioLegend
HLA-A2 FITC BB7.2 Maus IgG2b | 1:200 0,5 BioLegend
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikérper-Mix Oberflache 16
Lebend-Tot-Diskrimination
DAPI wie V500 1:100 1 Roche
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Tabelle 4.10.2: CD4"-T,.4-Zellpanel

Zielantigen | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Eingesetzte | Hersteller
Menge (uL)
In 100 uL
Oberflachenfarbung
CD4 APCH?7 RPA-T4 MauslgG1 1:200 0,5 BD
CD8 eFluor 605 | RPA-T8 Maus IgG1 | 1:50 2 eBioscience
CD25 PeCy7 M-A251 Maus 1gG1 | 1:50 2 BD
CD31 PE AC128 Maus IgG1 | 1:20 5 Miltenyi
CD45RA | Alexa 700 HI100 Maus IgG2b | 1:100 1 BioLegend
CD45R0O | Pacific Blue | UCHLA1 Maus 1gG2a | 1:50 2 BioLegend
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikérper-Mix Oberflache 14,5
Lebend-Tot-Diskrimination
L/D Aqua | Wie V500 1:100 1 Invitrogen
Intrazellulare Farbung
CD3 PerCp SP34-2 Maus IgG1 | 1:50 2 BD
Fox-P3 Alexa 488 259D/C7 Maus IgG1 | 1:5 20 BD
Helios Alexa 647 22F6 Hamster IgG | 1:40 2.5 Biolegend
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikdrper-Mix Intrazellular 26,5
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Tabelle 4.10.3: T-Zell-Aktivierungspanel

Zielantigen | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Eingesetzte | Hersteller
Menge (uL)
In 100 uL
Oberflachenfarbung
CCR7 PerCpCy55 | G043H7 Maus IgG2a | 1:50 2 BioLegend
CcDh4 Alexa 700 OKT4 Maus 1gG2b | 1:200 0,5 BioLegend
CD8 BV570 RPA-T8 Maus IgG1 | 1:50 2 BioLegend
CD14 PECF594 MoP9 Maus IgG2b | 1:100 1 BD
CD19 PECF594 HIB19 Maus IgG2b | 1:100 1 BD
CD38 PeCy7 HIT2 Maus 1gG1 | 1:100 1 BioLegend
CD45RA | eFluor 605 | RA3-6B2 Maus 1gG2a | 1:100 1 eBioscience
HLA-DR APCCy7 L243 Maus 1gG2a | 1:20 5 BD
yo-TCR PE B1 Maus 1gG1 | 1:20 5 BioLegend
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikérper-Mix Oberflache 20,5
Lebend-Tot-Diskrimination
L/D Red wie TexPe 1:100 1 Invitrogen
Intrazellulare Farbung
CD3 V500 SP34-2 Maus 1gG1 | 1:50 2 BD
Fox-P3 Alexa 488 259D/C7 Maus IgG1 | 1:5 20 BD
Helios Alexa 647 22F6 Hamster IgG | 1:40 2.5 Biolegend
Ki-67 V450 B56 Maus IgG1 | 1:50 2 BD
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikdrper-Mix Intrazellular 28,5
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Tabelle 4.10.4: CD4*-Stimulationspanel

Zielantigen | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Eingesetzte | Hersteller
Menge (uL)
In 100 uL
Oberflachenfarbung
CcDh4 Alexa 647 TT1 Maus IgG1 1:300 0,33 BCRT
CD8 eFluor 605 | RPA-T8 Maus IgG1 | 1:50 2 eBioscience
CD14 V500 M5E2 Maus IgG2a | 1:100 1 BD
CD19 V500 HIB19 Maus IgG1 | 1:100 1 BD
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikérper-Mix Oberflache 6,33
Lebend-Tot-Diskrimination
L/D Aqua | Wie V500 1:100 1 Invitrogen
Intrazellulare Farbung
CD3 eFluor 650 | OKT3 Maus IgG2a | 1:50 2 eBioscience
CD40L Pacific Blue | 24-31 Maus 1gG1 | 1:100 1 BioLegend
IL2 PeCy7 MQ1-17H12 | Ratte IgG2a | 1:200 0,5 BioLegend
IL4 Alexa 488 MP4-25D2 | Ratte IgG1 1:100 1 Invitrogen
IL17a APCCy7 BL168 Maus IgG1 | 1:50 2 BioLegend
IFNy Alexa 700 B27 Maus IgG1 | 1:100 1 BioLegend
RANKL PE MIH24 Maus IgG2b | 1:200 0,5 BioLegend
TNFa PerCpCy5.5 | MAb11 Maus IgG1 | 1:30 3,3 eBioscience
Beriglobin 1:50 2 Aventis
Gesamtvolumen Antikdrper-Mix Intrazellular 13,3
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Tabelle 4.10.5: Zellzahlpanel

Zielantigen | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Eingesetzte | Hersteller
Menge (uL)
In 50 pyL
Oberflachenfarbung
BDCA2 APC AC144 Maus IgG1 | 1:10 5 Miltenyi
CD3 Pacific Blue | OKT3 Maus 1gG2a | 1:50 1 BioLegend
CD4 PerCpCy5.5 | OKT4 Maus 1gG2b | 1:400 0,125 BioLegend
CD8 eFluor 605 | RPA-T8 Maus IgG1 | 1:50 1 eBioscience
CD14 FITC M5E2 Maus IgG2a | 1:50 1 BD
CD19 PE 1:200 0,25 DRFZ
CD45 APCH?7 2D1 Maus IgG1 | 1:200 0,25 BD
CD56 PeCy7 NCAM16.2 | Maus IgG2b | 1:50 1 BD
Beriglobin 1:50 1 Aventis
PBS 39,25
Gesamtvolumen Antikérper-Mix Oberflache 50
Lebend-Tot-Diskrimination
DAPI wie V500 1:100 1 Roche

4.11 Farbung von Oberflachenmerkmalen

Um  Oberflachenmolekule auf den verschiedenen Lymphozytenpopulationen
durchflusszytometrisch untersuchen zu konnen, erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung
der Zelloberflache. Fir das CD4" T-Zell-Stimulationspanel wurden die nach der
Erythrozytenlyse verbleibenden Zellen gefarbt. Fur das T-Zell-Naivitats- und das T-Zell-
Aktivierungspanel wurden jeweils 5x10° PBMCs eingesetzt. Um unspezifische Bindungen
der eingesetzten monoklonalen Antikdrper mit inrem konstanten Teil (F.-Region) an den
auf diversen Leukozyten oberflachlich exprimierten F.-Rezetor zu unterbinden, wurde in
jeder Farbung Beriglobin (2 mg/mL) eingesetzt, das diese Rezeptoren besetzt. Die in den
Tabellen 4.10.1 — 5 genannte Menge des Antikorpermixes fur die Oberflachenfarbung der
verschiedenen Panels wurde zum in 100 uL PBS geldsten Zellniederschlag hinzugegeben

und grundlich resuspendiert. Es folgte eine 15-minitige Inkubationszeit in Dunkelheit bei
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Raumtemperatur (RT). Die Farbereaktion wurde durch das Waschen mit PBS/BSA
abgestoppt.

4.12 Lebend-Tot-Diskrimination

Um auch nach Zellfixierung zwischen lebenden und toten Zellen unterscheiden zu kdnnen
wurde vor Fixierung eine Farbung mit LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain
vorgenommen. In tote Zellen kann der Farbstoff durch die nicht mehr intakte Zellmembran
eindringen und diese so intrazellular markieren. Die Farbung erfolgte zeitgleich mit der
Oberflachenfarbung. Hierfir wurde der gemal den Herstellerangaben in DMSO geldste
Farbstoff im Verhaltnis von 1:10 mit PBS vorverdinnt und anschlieRend in der
Konzentration 1:100 eingesetzt.

Da das T-Zell-Naivitatspanel im Gegensatz zu den anderen Panels ausschliel3lich
oberflachengefarbt wurde und daher keine spatere Fixierung der Zellen erforderlich war,
wurden diese Proben zur Lebend-Tot-Diskrimination unmittelbar vor der Messung am
Durchflusszytometer mit DAPI (4’,6’-Diamino-2-Phenyl-Indol-Dihydrochlorid, 0.01ug/mL)
gefarbt.

4.13 Zellfixierung und —permeabilisierung

Zur Fixierung der Zellen nach Abschluss der Oberflachen- und Lebend-Tot-Farbung wurde
der Zellniederschlag in 2 mL BD FACS Lysing Solution™ gel6dst und anschlieRend fur 10
min in Dunkelheit bei RT inkubiert. Anschlielend wurde ohne Zugabe von Waschpuffer
direkt zentrifugiert. Die fixierten Zellen fiir das CD4" T-Zell-Stimulationspanel wurden im
nachsten Schritt in 500 yL BD FACS Permeabilizing Solution 2™ resuspendiert und erneut
fur 10 min bei 20 °C und Dunkelheit inkubiert, um die Zelloberflache fur die anschlieRende
intrazellulare Immunfluoreszenzfarbung durchlassig zu machen. AbschlieRend erfolgte das
einmalige Waschen mit PBS/BSA, um den Permeabilisationsprozess zu unterbrechen.

Die Fixierung des Ty Zell- und des T Zell-Aktivierungspanels erfolgte durch das
Inkubieren des in 1 mL eBioscience Fox-P3 Fixationspuffers resuspendierten Zellpellets flr
30 min bei 4 °C in Dunkelheit. Nun wurde einmal mit PBS/BSA und anschlieend mit 2mL

eBioscience Fox-P3 Permeabilisationspuffer gewaschen.
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4.14 Intrazellulare Farbung

Fir die intrazellulare Farbung von Zytokinen und Aktivierungsmarkern im CD4" T Zell-
Stimulationspanel sowie dem Zellproliferationsmarker Ki-67 im T-Zell-Aktivierungspanel
wurde der Zellniederschlag in 100 uL PBS/BSA (CD4" T Zell-Stimulationspanel) bzw. in
100 pL eBioscience Fox-P3 Permeabilisationspuffer (T.eg Zell- und T Zell-
Aktivierungspanel) geldst und mit den in den Tabellen Xc und Xd angegebenen Menge des
intrazellularen Antikdrpermixes resuspendiert. Die Farbung erfolgte fur 30 min bei RT und
Dunkelheit. Um den Farbeprozess zu unterbrechen wurde abschlieend mit PBS/BSA
(CD4" T Zell-Stimulationspanel) bzw. mit eBioscience Fox-P3 Permeabilisationspuffer (Teq

Zell- und T Zell-Aktivierungspanel) gewaschen.

4.15 Durchflusszytometrische Zellzéahlung

Um fur die in der Durchflusszytometrie gemessenen relativen Verteilungen der
Zellpopulationen und ihrer Untergruppen auch absolute Zellzahlen im peripheren Blut zu
bestimmen, wurde das BD Trucount™ Verfahren gewahlt. Hierbei wurden die
gleichnamigen Analyserohrchen eingesetzt, die eine definierte Anzahl von beads
enthalten, fluoreszierende Partikel, die im Durchflusszytometer detektiert werden kdnnen.
In diese wurden 50uL Vollblut gegeben, welche dann fur 15 min mit der in Tab Xe
angegeben Menge des Antikdrpermixes bei 20 °C in Dunkelheit gefarbt. Danach wurden
500 pL Erythrozytenlyse-Puffer hinzugegeben, um die vorhandenen Erythrozyten zu
lysieren und den Farbeprozess zu unterbrechen.

Die Berechnung der Zellzahlen erfolgte anhand der folgenden Gleichung:

# der events # der beads
in Ziel-Zellregion im Trucount-Tube Absolute Zellzahl
# der events Probenvolumen pro uL Vollblut
in bead-Region (LL)

Die sowohl im Zellzahlungspanel als auch in allen weiteren Panels vorhandenen Marker

CD3 und CD4 stellten die Verbindung zwischen den aus dem Vollblut ermittelten,



METHODIK 44

absoluten Zellzahlen und den relativen Verteilungen der CD4" Population und ihrer

Untergruppen in den anderen Panels dar.

4.16 Messung der Viruslast durch RT-qPCR

Mittels Real-time reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) wurde die Hohe der im
Serum vorliegenden YFV-17D Viruslast an den Tagen 0, 2, 4, 7 und 10 nach Impfung
bestimmt. Die Messungen wurden von unserem Kooperationspartner im Robert Koch-
Institut, Berlin (RKI) aus eingefrorenen, bei -80°C gelagerten Serumproben durchgefihrt

gemal des von Domingo und Kollegen etablierten Protokolls (Domingo, Patel et al. 2012).

4.17 Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis Gelbfieber-spezifischer
Antikorper

YFV-spezifische IgM und IgG Antikdrper wurden an allen Studientagen mit dem YFV-

spezifischen indirekten Immunfluoreszenzassay (lIFA) von EUROIMMUN durch unseren

Kooperationspartner im RKI (semi-quantitativ bestimmt (0 entspricht negativ, positiv nach

aufsteigender Fluoreszenzintensitat in drei Stufen von 1-3). Hierbei wurde das Protokoll

des Herstellers befolgt

4.18 Plaque-Reduktions-Neutralisationstest (PRNT90)

Ebenso wie die YFV-Antikorper-Bestimmung wurde der PRNT90 durch unseren
Kooperationspartner im RKI durchgeflhrt. Hierzu wurden PS-Zellen in Leibowitz-Medium
unter Zugabe von 5% FCS und 1% Glutamin kultiviert. Jede Serumprobe beginnend ab
Tag 4 nach Impfung (Stichprobenkontrolle an Tag 0) wurde vierfach getestet in
aufsteigender Verdlinnung von 1:10 bis 1:320. Die Seren wurden mit 100 Plaque-forming
units (PFU) des Virusstamms YF-17D versetzt und fir 60 min bei 37°C inkubiert. Nach
Abschluss der Inkubation wurden jeweils 6 x 10°/mL PS-Zellen in 24-well Platten mit dem
erhaltenen Serum-Virus-Gemisch fur insgesamt 4 Tage bei 37°C kultiviert. Nach Abschluss
der ersten 4 Stunden wurde eine Carboxylmethylcellulose-Lésung (CMC/L-15) in einer
Endkonzentration von 0.8% hinzugegeben. Nach 4 Tagen erfolgte die Fixierung der Zellen

mit 3.7% Formaldehyd und die anschlieRende Farbung mit Naphtalen-Schwarz Gber 30
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min. AbschlieRend wurden die Plaques gezahlt und die 90%-Neutralisierungstiter (NT)

anhand der Formel von Reed und Minch berechnet (Reed and Muench 1938).

4.19 Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis von Antikorper gegen

Flaviviren vor Impfung
Zur Bestimmung potentiell kreuzreaktiver, vorbestehender Antikdrper gegen weitere Viren
der Gattung Flaviviridae wurde aus am Tag 0 vor Impfung gewonnenem Serum der
Flaviviren-Mosaik 1-IIFA  (Euroimmun) mit Nachweismdoglichkeit fuar Frihsommer-
Meningoenzephalitis-Virus, Japanische Enzephalitis-Virus, West-Nil-Virus 1, und YFV-
spezifische Antikdrper gemal den Herstellerangaben durch unseren Kooperationspartner
im RKI durchgefuhrt.

4.20 Datenanalyse und statistische Auswertung

Alle Durchflusszytometrie-Daten wurden mit Flowjo™ Version 9.4.11 ausgewertet. Die zur
Analyse der verschiedenen Zellpopulationen verwendeten Auswahlfenster (Gates) und ihre
hierarchische Anordnung (Gating-Strategie) sind im Ergebnisteil den Auswertungen der
verschiedenen Panels vorangestellt. Das in 5.10. angewandte Verfahren des Boolean
Gatings zur Analyse hoherfunktionaler CD4" T Zellen wurde mithilfe der Anwendung
SPICE 5.3 durchgefuhrt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Abbildungen von Graphen wurden sofern nicht anders
angegeben mit Graphpad Prism® Version 5 fur Mac OS X erstellt. Die statistische
Auswertung erfolgte ebenfalls mit Graphpad Prism®. Fur die Untersuchung des Verlaufs
bestimmter durch die Impfung induzierter Veranderungen der betrachteten
Zellpopulationen wurde der zweiseitige Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur gepaarte
Stichproben verwendet. Die Betrachtung von Unterschieden zwischen den anhand von
Alter und dem Vorhandensein einer im Serum detektierbaren Viramie gebildeten
Probandengruppen wurde mit dem zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test fur unverbundene
Stichproben analysiert. Fur Korrelationsanalysen wurde sofern nicht anders angegeben der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fur nicht normalverteilte Daten angewendet.

Der Exakte Test nach Fisher diente der Untersuchung, von kategorischen Daten (Eintreten
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bzw. Ausbleiben einer Viramie) und ihrer Verteilung auf gebildete Gruppen
(mannlich/weiblich). Als statistisch signifikant wurde bei allen Analysen p<0.05 ( * )

angesehen; p<0.01 ( ** ), p<0.001 ( ***).
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5 ERGEBNISSE

5.1 YFV-17D-Serumviramie

Der verabreichte Gelbfieberimpfstoff Stamaril® enthalt den attenuierten Virusstamm YFV-
17D. Dieser ist in der Lage, menschliche Zellen zu infizieren und sich so zu replizieren. Bei
der Mehrheit der geimpften Probanden liel® sich dies mittels Reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR) im Serum nachweisen. 20 der 24 Probanden (83%)
zeigten an einem oder mehreren der analysierten Tage (2, 4, 7, 10) eine Viruslast oberhalb
der Detektionsgrenze. Diese werden im Folgenden als ,Viramie-positiv“, die verbleibenden
vier als ,Viramie-negativ“ bezeichnet. In Abb. 5.1.A ist der prozentuale Anteil der Viramie-
positiven Probanden im Verlauf der ersten zehn Tage nach Impfung dargestellt. Bei 12 von
13 (92,3%) der alteren Probanden gelang an mindestens einem Studientag der Nachweis
von YFV-17D-Viruspartikeln im Serum, in der jingeren Gruppe war dies bei 7 von 11
(72,8%) Teilnehmern der Fall (Abb. 5.1.B). Interessanterweise waren alle Viramie-
negativen Spender Frauen (p=0.03, Exakter Test nach Fisher). Da Ubersichtsarbeiten und
Fallstudien eine anhaltende bzw. quantitativ stark ausgepragte Serumviramie als
Risikofaktor flr das Auftreten einer schwer verlaufenden Impfkomplikation diskutieren,
wurden sowohl die jeweilige Zahl der nachweisbaren Viruskopien (GE=Genomic
Equivalents) als Ausmal} der Viramie untersucht sowie der Zeitpunkt und die absolute
Hohe des Viramiemaximums. Die geschlechtsgetrennte Analyse ergab eine signifikant
niedrigere maximale Viruslast bei weiblichen Teilnehmern (p=0.025, Mann Whitney Test),
jedoch keine Unterschiede bezlglich des Zeitpunktes des Hohepunkts (Abb. 5.1.C & D).
Die absolute Hohe der maximal detektierten Viruslast unterschied sich im Median nicht
zwischen alten und jungen Probanden (Abb. 5.1.C), allerdings bestand eine signifikante,
positive Korrelation zwischen dem Probandenalter und dem Tag der maximalen Viruslast
(R=0.47, p=0.04, Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman) (Abb. 5.1.E). So wurde die
maximal detektierte Viruslast bei zwei Teilnehmern der alteren Gruppe erst an Tag 10

(letzter Analysetag) erreicht, was fur keinen der jungen Probanden zutraf.
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5.2 Neutralisierende Antikorper

Ein wichtiger Bestandteil des protektiven Effekts der YFV-17D Impfung beruht auf der
Bildung spezifischer Antikorper durch B-Lymphozyten, die in der Lage sind, Viren zu
binden und diese so entweder direkt zu neutralisieren oder fur andere Zellen des
Immunsystems leichter identifizierbar zu machen (,Opsonisierung®). Ob und in welchem
Male die nach Impfung gebildeten Antikorper in der Lage sind, das Referenzvirus YFV-
17D zu neutralisieren und so Zellen vor einer Infektion zu schitzen, kann mit einem
Plaque-Reduktions-Neutralisationstest (PRNT90) Uberpruft werden, der ab Tag 4 an jedem
Studientag durchgefuhrt wurde. Alle Spender verfigten ab Tag 14 Uber neutralisierende
Antikdrper, und erreichten unabhangig des Alters das Maximum ihrer
Neutralisationskapazitat an Tag 17. Es zeigte sich, dass jungere Probanden tendenziell
schneller und insgesamt auch hohere Titer ausbildeten (Abb. 5.2.A). So verfugte die junge
Gruppe an Tag 14 im Median Uber einen PRNT90-Titer von 100. In der alteren Gruppe lag
dieser im Vergleich signifikant niedriger bei 70 (p=0.05, Mann Whitney Test) (Abb. 5.2.B).
Zwischen weiblichen und mannlichen Teilnehmern zeigten sich bis Tag 21 annahernd
parallele Verlaufe der NT-Kinetik, wobei Frauen an Tag 14 tendenziell hohere NTs
ausbildeten. Eine deutliche Divergenz ergab sich dann jedoch am letzten Studienzeitpunkt
(p=0.06, Mann Whitney Test): Weibliche Probanden erreichten an Tag 28 die im
Gesamtverlauf hochste Neutralisationskapazitat. In der mannlichen Teilnehmergruppe war

hingegen ein Abfall gegenuber Tag 21 zu verzeichnen (Abb. 5.2.C).
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ﬁ L aus und erzielten ein hoheres Maximalniveau als Altere (Q);
o dargestellt sind Median und Interquartilsabstand. Besonders
e 1004 deutlich zeigt sich diese Differenz an Tag 14 (p=0.0556,
4 Mann Whitney Test) (B). Die geschlechtsgetrennte Analyse
14 1 in (C) ergibt bis eine &hnliche Kinetik der NTs bis Tag 21, al-
o 504 lerdings besteht eine deutlicher Unterschied im weiteren
Verlauf bis Tag 28 (p= 0.0597, Mann Whitney Test). Die
J weibliche Probandengruppe (Q ) erreicht hier im Median die
maximale Neutralisationskapazitat, wohingegen diese bei
0+ mannlichen Teilnehmern ( @) gegeniiber Tag 21 bereits
0 7 14 21 28 wieder abfallt.

Tag nach Impfung
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5.3 YFV-17D-spezifische Antikorper-Antwort (IgM und IgG)
Mithilfe des indirekten a-YFV-Immunfluoreszenzassay (IIFA) konnten YFV-17D-

spezifisches IgM und IgG getrennt semiquantitativ bestimmt werden. Bei allen Probanden
war ab Tag 17 ein positiver Nachweis Gelbfieber-spezifischer Antikdrper beider
Immunglobulinklassen mdglich. Spezifische IgM-AKs, die von reifen, naiven B Zellen initial
gebildet werden, konnten bei nahezu allen Probanden (92%) ab Tag 14 bestimmt werden
(Abb. 5.3.A). Die von langlebigen Plasma-B-Zellen nach Vollendung des Isotypen-
Klassenwechsels sezernierten IgG-Antikorper wurden im Vergleich hierzu etwas verzdgert
im Serum nachweisbar. So verfugten an Tag 14 nur 50% der Individuen Uber YFV-17D-IgG
(Abb. 5.3.B). Im altersgetrennten Gruppenvergleich zeigten sich im Verlauf keine
signifikanten Unterschiede. Auch die semiquantitativ (O entspricht negativ, positiv nach
aufsteigender Fluoreszenzintensitat in drei Stufen von 1-3) erhobene Kinetik der IgM- und
lgG-Titer Hohe, wies keine signifikanten Differenzen zwischen alteren und jungen
Probanden auf (Abb. 5.3.C & D). Es zeigte sich bei Betrachtung des Probandenalters in
Jahren allerdings die Tendenz, dass mit steigendem Lebensalter eine spater nach Impfung
einsetzende Produktion von spezifischem IgM einhergeht (R=0.33, p=0.11,
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman) (Abb. 5.3.E). Es zeigten sich keine

Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Teilnehmern.
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Abb. 5.3. Mittels YFV-IIFA wurde die Kinetik von spezifischem IgM und IgG im Serum analysiert. (A) Dargestellt ist
der prozentuale Anteil der Probanden im Verlauf nach Imfpung, bei denen ein positiver Nachweis von YFV-17D-IgM
erfolgte. (B) zeigt dies analog zu (A) fir YFV-IgG. Es sind keine signifikanten Differenzen zwischen der jungen (@)
und alteren ( Q ) Teilnehmergruppe ersichtlich. Die Bestimmung der Titerhdhe erfolgte semi-quantitativ, 0 entspricht
negativ, positiv nach aufsteigender Fluoreszenzintensitat von 1-3 (C) und (D). Auch hier ergeben sich keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen, dargestellt ist der Median mit Interquartilsabstand. Zur besseren
Ubersichtlichkeit wurde der Graph jeweils der jungen Probanden in den Abb. 5.3. A & B um 5 Datenpunkte auf der
Y-Achse angehoben, in C & D um 0.5. (E) zeigt den frihsten Tag nach Impfung, an dem fur den jeweiligen Teilneh-
mer ein positiver Nachweis von YFV-17D-IgM stattfand in Relation zum Alter in Jahren. Bei dlteren Individuen lag
dieser Zeitpunkt tendenziell spater (R=0.3313, p=0.1137, Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman) .
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5.4 Absolute CD4" T Zellzahlen im peripheren Blut

Die Zahl der im peripheren Blut zirkulierenden CD4" T Zellen wurde an allen Studientagen

mithilfe des Zellzahlpanels bestimmt. Die Gating-Strategie ist in Abb. 5.4.A dargestellt.

99.6
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Abb. 5.4. Mithilfe des Trucount-Verfahren wurde die Zahl zirkulierender CD4+ T Zellen im Verlauf nach Impfung ana-
lysiert. (A) zeigt die Gating-Strategie: Zunachst wurden die beads in Floureszenzkanalen mit guter Abgrenzbarkeit
2-fach selektiert. CD4+ T Zellen wurden als Beadneg/CD45+/CD3+/CD4+ definiert. Die im bead-Gate erhobene
Event-Zahl erlaubt einen Ruckschluss auf das analysierte Probenvolumen, die Berechnung der Zellzahl erfolgte
geman der in 4.15. beschriebenen Fomel.

Die CD4+ T Zellzahlen waren vor Impfung bei allen Probanden normwertig und zeigten
keine Differenzen zwischen den Altersgruppen. Die CD4" T-Zellzahl nahm innerhalb der
ersten sieben Tage nach Impfung zunachst drastisch ab und fiel um ca. ein Drittel in Bezug
auf das Ausgangsniveau (710/uL vs. 490/uL). Dieser Abfall zeigte sich aufierst konsistent
bei 22 von 24 Individuen. Bis Tag 17 stiegen die Zellzahlen dann signifikant an auf 115%
des Anfangswertes (710/uL vor Impfung vs. 830/uL an Tag 17) und fielen bis Tag 28
wieder auf das Ausgangsniveau (B) (Angaben in Bezug auf den Median). In der
betrachteten Kinetik lieRen sich weder alters- noch geschlechtsspezifische Differenzen
feststelle (Abb. 5.4.C & D). Allerdings verfugten Probanden ohne nachweisbare
Serumviramie im Gesamtverlauf Uber tendenziell hdhere Zellzahlen und zeigten einen
weniger drastischen Riickgang der zirkulierenden CD4" T Zellen an Tag 7, der im Median
nur 20% betrug (vgl. 65% flr Viramie-positive Spender) (Abb. 5.4.E).



ERGEBNISSE 54
B % %k %k C
— x )
1500+ i 1500+
3_1250- 31250-
= = 1
& 1000+ N, 10001
c c
% 750 % 750
N ] N ]
= 500+ = 500-
+ +
< <
(] (]
O 2504 O 2504
O r T T T T 0
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Tag nach Impfung E Tag nach Impfung
1500 15001
T 1250 = 12504
= ﬁ 2
= L
ﬂ 1000- g 10004
c c
% 750 % 750
N N
= 500+ F 5004
+ +
< <
(a] (]
O 250+ O 2504
O rrrr T T T T O r r T T T T
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Tag nach Impfung Tag nach Impfung

Abb. 5.4. (B) Nach Impfung ist bei nahezu allen Probanden ( @ ) ein deutlicher Abfall der zirkulierenden CD4+ T
Zellen bis Tag 7 zu verzeichnen, der unabhangig von Alter (C) oder Geschlecht (D) eintritt. Im weiteren Verlauf bis
Tag 28 steigen die Zellfrequenzen wieder an und kehren auf das Ausgangsniveau vor Impfung zuriick. Die in (B) an-
gegebenen Signifikanzen beziehen sich auf Veranderungen der CD4+ T Zellzahl/pL an den jeweiligen Tagen im Ver-
gleich zu Tag 0 vor Impfung (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p<0.05 =*; p<0.01 = **, p<0.001 = ***). Virdmie-nega-
tive Spender ( @ ) verfiigen tendeziell Giber etwas hohere CD4+ T Zellzahlen und zeigen einen moderateren Rick-
gang in der ersten Woche als Viramie-positive ( Q) ) (D). Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand (B-D).
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5.5 Recent Thymic Emigrants

Nach ihrer Bildung im Knochenmark durchlaufen unreife T Zellen weitere
Entwicklungsschritte im Thymus, bevor sie im Anschluss als reife, naive T Zellen im
menschlichen Korper im Blut und den Ilymphatischen Organen zirkulieren. Mit
zunehmendem Lebensalter sinkt die Anzahl der aus dem Thymus austretenden CD4" T
Zellen kontinuierlich ab (Recent Thymic Emigrants = RTE). Die Gesamtzahl der im Blut
zirkulierenden CD4" T Zellen bleibt jedoch bis ins hohe Alter relativ konstant, was unter
anderem auf die Fahigkeit naiver T Zellen zur homodostatischen Proliferation in der
Peripherie zurlckgefuhrt werden kann. Die Unterscheidung zwischen RTEs und
homdostatisch proliferierten naiven CD4" T Zellen ist mithilfe des Oberflichenmarkers
CD31 (PECAM-1) madglich. Dieser wird von RTEs exprimiert, wohingegen er auf
homdostatisch proliferierten CD4" T Zellen fehlt. Der Anteil CD31" CD4" T Zellen im
peripheren Blut gibt somit Aufschluss Uber das Aktivitatsniveau des Thymus'.

In Abb. 5.5.A ist die Gating-Strategie zur Bestimmung der RTE-Frequenz vor Impfung
abgebildet, die neben CD31 auf der Positivselektion weiterer Naivitatsmarker (CD45RA,
CD62L und CD27) beruht.

A Lymphozyten —> Ausschluss von Doubletten
y = I E— Abb. 5.5. (A) Zur Selektion von Recent Thymic

Emigrants (RTEs) im T-Zell-Naivitatspanel
wurden zunédchst Lymphozyten ausgewahlt und
Doubletten sowie tote Zellen (DAPIP*) ausge-
@_ = 95.8 schlossen. RTEs wurden definiert als CD3*/CD4*
T Zellen mit positiver Farbung fur die T-Zell-
i ‘ Naivitdtsmarker CD45RA, CD62L, CD27 sowie
seen CD31, um eine  Abgrenzung zu CD31"
Zeit —> CD3* —> CD4* homoostatisch prolifierierten naiven CD4* T

f Zellen treffen zu koénnen. Die angegebenen
Gate-Frequenzen beziehen sich jeweils auf das

FsCW
sc.

. 93 H hierarchisch nachsthéhere Gate. Fur die Berech-

4% _ 3 nung der absoluten RTE-Frequenz im Vollblut
————.. ¢ wurde der Anteil der RTEs in Bezug auf die Popu-
1 lation aller CD4* T Zellen in Verbindung mit den
! — gt s CD4* Zahlen aus dem Zellzahlpanel verwendet.
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Die Probanden der jingeren Gruppe verfligten bei vergleichbaren Gesamt-CD4'-T-
Zellzahlen Uber doppelt so viele RTEs (Median) zum Zeitpunkt vor Impfung als die altere
Probandengruppe (Abb. 5.5.B). Es zeigte sich eine deutliche negative Korrelation zwischen
dem Lebensalter der Probanden und der Zahl der RTEs (Abb. 5.5.C) (R=-0.49, p=0.014,
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman). Zudem liel3 sich die Tendenz verzeichnen,
dass Individuen, die keine Viramie nach Impfung entwickelten, an Tag O Uber eine hdhere
Zahl an RTEs verfugten, als Viramie-positive Spender (Abb. 5.5.D). Interessanterweise
ergab sich innerhalb der héheren Altersgruppe eine Aufteilung anhand des Geschlechts
der Spender, Frauen verfligten hier Uber signifikant mehr RTEs als Manner. In der
jungeren Altersgruppe hingegen war die RTE-Frequenz bei weiblichen und mannlichen
Teilnehmern vergleichbar (Abb. 5.5.E).
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Abb. 5.5. (B) Die vor Impfung ermittelte Frequenz von RTE CD4+ T Zellen im peripheren Blut liegt bei alteren
Probanden im Median um mehr als die Halfte niedriger als bei jungen (p=0.0031, ** , Mann Whitney Test). (C) Dies
zeigt sich auch deutlich bei Betrachtung des realen Lebensalters (Jahren), die eine Binnendifferenzierung in der al-
teren Probandengruppe ersichtlich macht (R=-0.4912, p=0.0148, * , Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman). (D)
Probanden, die im Verlauf keine Serumviramie entwickelten, verfugten an Tag 0 tuber tendenziell hdhere RTE-Frequ-
enzen als Viramie-positive Teilnehmer. Die in (E) abschlieRend dargestellte Auftrennung nach Alter und Geschlecht
verdeutlicht, dass zwischen Frauen und Mannern der héheren Altersgruppe ein signifikanter Unterschied in der RTE-
zellzahl besteht (p=0.0082, **, Mann Whitney Test), wohingegen junge Frauen und Méanner Gber vergleichbare Frequ-
enzen verfugen. Darstellung von Median und Interquartilsabstand in B, D und E.
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5.6 Oberflaichen-Phanotypisierung von naiven und Gedachtnis- CD4" T
Zellpopulationen im Verlauf

Die Kombination der Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA erlaubt eine Unterteilung der
CD4" T Zellen in vier Populationen — naive (CCR7* CD45RA"), zentrale ,CM“ Ged&chtnis-
(CCR7" CD45RA-), Effektor-Gedachtnis- (CCR7- CD45RA-) und terminal differenzierte
Effektor-Gedachtnis- (CCR7- CD45RA") T Zellen — die sich hinsichtlich ihrer Proliferations-,
Migrations- und Aktivierungeigenschaften voneinander unterscheiden lassen (Sallusto,
Lenig et al. 1999). Abb. 5.6.A zeigt die fur diese Analyse fur das T-Zell-Aktivierungspanel

angewandte Gating-Strategie.

Boolean Gate aus
y8-TCR™9/Lineage"/ Ausschluss von T,
CD3*/CD4* - FoxP3es/Helios"*?

Lymphozyten

sscA

T d T
<R720-A>: CD4 A700 <R860-4>: Helios AB47

8
»
;LD Red CD14 CD19 PECF594 DUMP

Boolean Gate aus Treg"eg/CD4' Naiv

<YG610.A;

65.4 et
Abb. 5.6. (A) Um die Expression von CCR7 und CD45 RA auf CD4* T
Zellen zu untersuchen, wurden bei der Analyse des T-Zell-Aktivierung-
gt spanels zunédchst auf Lymphozyten ausgewahlt. Das folgende Boolean-
. Gate zur Selektion der CD4* T Zellen ist eine Kombination aus Positiv-
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Nach Gelbfieberimpfung wiesen die vier Subgruppen unterschiedliche Verlaufe ihrer
Frequenz im peripheren Blut auf, die aus der relativen Verteilung und der im Zellzahlpanel
ermittelten CD4" T Zellzahl bestimmt werden konnte. Aufgrund eines technischen Fehlers
an Tag 0 stehen fur diesen Datensatz erst ab Tag 2 nach Impfung Ergebnisse zur
Verfigung. Naive und zentrale Gedachtnis-CD4™ T Zellen (CM) zeigten bis Tag 7
gegenuber Tag 2 eine signifikante Abnahme und einen anschlieBenden Wiederanstieg
zurlck auf das Ausgangsniveau bis Tag 21. Am deutlichsten fiel der initiale Abfall in der
Population der naiven CD4" T Zellen aus (CCR7/CD45RA") aus, der hier einen Riickgang
auf die Halfte des Ausgangsniveaus darstellte (Naiv: p<0.001, CM: p<0.001). Im
Gegensatz hierzu blieb die Populationsgrole der Effektor-Gedachtnis-Zellen (CCR7"
/ICD45RA") bis Tag 7 zunachst konstant und stieg im erst im weiteren Verlauf bis Tag 14
signifikant auf das 1.5-fache des Ausgangswertes an (p<0.001). Die sehr kleine Population
der terminal-differenzierten Effektor-Gedachtnis-Zellen (Temra) Wies eine ahnliche Kinetik
mit einem signifikanten Maximum gegenuber Tag 2 an Tag 14 auf (p=0.001, alle Analysen
mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests) (Abb. 5.6.B). Die altersgetrennte
Betrachtung der Subpopulationen zeigte annahernd parallele Verlaufe der zwei Gruppen
(Abb. 5.5.C — F), jedoch bei einem umgekehrten Verhaltnis der Verteilung zentraler
Gedachtnis- und naiver Zellen bei alteren und jungen Spendern. Letztere verfigten im
Einklang zu den in 5.5. gezeigten RTE-Frequenzen Uber tendenziell grofiere Populationen
naiver CD4" T Zellen an Tag 2 (Abb. 5.6.C) und weniger CM-CD4" T Zellen. Bei Effektor-
Gedachtniszellen (EM) und Tewra lieBen sich keine Differenzen zwischen den

Altersgruppen nach Impfung feststellen (Abb. 5.6.E & F).



ERGEBNISSE

B dedede ek Abb. 5.6. (B) Die Verlaufe der Zellfrequenz (Zellen/uL) der vier
600- O - Subpopulationen nach Impfung weisen erhebliche Unterschiede
E— auf im Vergleich zueinander: Die beiden CCR7r°¢ Populationen
T der CD45RArs naiven ( @ ) und der CD45RA™s CM ( @ ) CD4*
= T Zellen nehmen zunachst drastisch innerhalb der ersten Woche
= ab und kehren im weiteren Verlauf auf ihr Ausgangsniveau
,S zuriick (Tag 0-7, Naiv: p=0.0001, ***; CM: 0.0009, ***, Wicoxon-
‘E' Vorzeichen-Rang-Test). Die CCR7"¢ Gedé&chtniszellpopulatio-
@ nen der CD45RA™ EM ( @) und CD45RA* T, . (@ )CD4* T
E Zellen bleiben in der ersten Woche konstant und steigen bis Tag
- 14 signifikant auf das 1.5-fache der Zellzahl vor Impfung an (EM:
* p=0.0005, ***; p=0.001, ***, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).
g Die Kinetiken fur die getrennt betrachteten Altersgruppen verlief
T) fur die vier Subpopulationen annahernd parallel und sind in (C —
Naiv), (D — CM), (E — EM) und (F — TEMRA) dargestellt. Allerd-
0 ings lag zwischen alteren und jungen Spendern ein umgekehrtes
0 7 14 21 28 Verhéltnis der Ausgangsverteilung zwischen naiven und CM
CD4* T Zellen vor. Abgebildetet sind Median und Interquartilsab-
Tag nach Impfung stande.
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5.7 Ex-vivo-ldentifikation von YFV-17D-spezifischen CD4" T Zellen

Um die durch die YFV-17D-Immunisierung aktivierten CD4" T Zellen identifizieren und ihre
Kinetik im Verlauf der Immunantwort untersuchen zu kdnnen, wurde fur Identifikation in der
Durchflusszytometrie eine Kombination aus dem Aktivierungsmarker CD38 sowie dem
Proliferationsmarker Ki-67 gewahlt. Das Transmembran-Glykoprotein CD38, das unter
anderem der Zelladhasion dient, findet sich in gesteigertem Malde auf der Zelloberflache
auf aktivierter Lymphozyten. Ki-67 in ein im Zellkern vorhandenes Protein dient als
Identifikationsmarker sich teilender Zellen dient. Es kann in samtlichen aktiven Phasen
(G1, S, G2 und Mitose) des Zellzyklus intrazellular detektiert werden, ist jedoch in
ruhenden Zellen (GO) nicht vorhanden. Die Gating-Strategie, die zur Identifikation der YFV-
17D-spezifischen T Zellen im T-Zell-Aktivierungspanel angewandt wurde, entspricht der in
Abb. 5.6.A beschriebenen Selektion von konventionellen CD4" T Zellen. Die Gates zur
Auswahl der Population der doppelt-positiven Zellen (CD38/Ki-67) sind in Abb. 5.7.A fur

einen Spender an den Tagen 0, 10, 17 und 28 exemplarisch abgebildet.

A Tag 0 Tag 10 Tag 17 Tag 28

Abb. 5.7. (A) zeigt anhand eines exemplarischen Spenders die Kinetik YFV-17D-spezifischer CD4* T Zellen an den
Tagen 0, 10, 17 und 28. Den gezeigten Dotplots liegt die identische Gating-Strategie zur Auswahl von CD4* T Zellen zu-
grunde, die in Abb. 5.6.A beschrieben wurde. Die in den Quadranten-Gates angegebenen Frequenzen von Ki-67*
CD38* doppelt-positiven Zellen beschreiben den Anteil der CD4* T Zellen, die im Rahmen nach Impfung aktiviert wurden
und proliferierten.

Bei allen Probanden fand sich ab Tag 10 eine erhdhte Zahl von Ki-67" CD38" CD4" T
Zellen gegenuber dem Zeitpunkt vor Impfung. Die altersgetrennte Analyse zeigte, dass
altere Probanden zwar vergleichbar hohe Frequenzen aktivierter, proliferierender CD4™ T
Zellen ausbilden, das Maximum jedoch tendenziell um einen Studientag verzogert
erreichen (p= 0.06, Mann Whitney Test) (Abb. 5.7.B & C). Bei Betrachtung der Kinetik
zwischen Tag 10 und 14 wurde deutlich, dass bei jungen Teilnehmern in dieser Phase die
Anzahl doppelt-positiver Zellen bereits wieder abnimmt (p=0.007, Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test), bei den alteren hingegen zeigte sich ein gemischtes Bild aus abfallenden und
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ansteigenden Verlaufen (Abb. 5.7.D). Bezug auf die vor Impfung bestimmte RTE-Frequenz
ergaben sich interessante Korrelationen: RTE-Zellzahlen standen in einem positiven
statistischen Zusammenhang mit der Zahl der Ki-67° CD38" CD4" T Zellen in der
Expansionsphase nach Impfung (Tag 4: R=0.53 p=0.007, Tag 7: R=0.48, p=0.016,
Korrelationsanalyse nach Pearson) (Tag 4 und 7, Abb. 5.7.E). Bei Personen mit hdheren
Frequenzen von Ki-67" CD38" CD4" T Zellen an Tag 7 war ein signifikant friiherer
Hohepunkt der Serumviramie nach Impfung zu verzeichnen (R=-0.44, p=0.05
Korrelationsanalyse nach Pearson) (Abb. 5.7.F). Ebenfalls bestand ein positiver
statistischer Zusammenhang zwischen der Zahl YFV-17D-spezifischer CD4" T Zellen (Ki-
67" CD38") eines Individuums an Tag 10 und des Titers neutralisierender Antikbrper am
Endpunkt der Studie an Tag 28 (R=0.5, p=0.01, Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman) (Abb. 5.7.G). Insgesamt legten diese Ergebnisse einen Zusammenhang
zwischen RTE-Zahl vor Impfung, der Akutphase der CD4" T-Zellantwort sowie des

Impferfolges im Hinblick auf Viruskontrolle und Antikdrperantwort nahe.
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Abb. 5.7. (B) Bei allen Probanden lassen sich nach Impfung erhdhte Fre-
quenzen aktivierter, proliferierender CD4* T Zellen (Ki-67+/CD38*) nach-
weisen. (C) Die uberwiegende Mehrheit der jungen Probanden erreichte
den Hoéhepunkt des Verlaufs (Ki-67+/CD38* CD4*/uL) bis Tag 10 nach Im-
pfung, bei alteren Probanden lag dies tendenziell spater zwischen Tag 10
und 14 (p=0.06, Mann Whitney Test, Linie am Median). (D) verdeutlicht die
Heterogeniat im Verlauf innerhalb der alteren Gruppe zwischen Tag 10
und 14. Spender sind mit Linien verbunden (alt: p=0.7, n.s.; jung: p=0.007,
** Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). (E) Probanden mit héheren RTE-
Frequenzen an Tag 0 vor Impfung verfugen in der Frihphase nach Im-
pfung an den Tagen 4 und 7 Uber mehr Ki-67*/CD38* CD4* T Zellen (Tag
4: R=0.53, p=0.007, **; Tag 7: R=0.48, p=0.016, *; Korrelationsanalyse
nach Pearson). (F) Der Viramieh6hepunkt lag bei Spendern mit héheren
Ki67* CD38* CD4* T Zellzahlen an Tag 7 tendenziell friher (R=-0.44,
p=0.05, *, Korrelationsanalyse nach Pearson). Am Endpunkt der Studie an
Tag 28 verfugten Teilnehmer mit hheren maximalen Ki-67*/CD38*CD4* T
Zellfrequenzen Uber héhere Titer YFV-17D-neutralisierender Antikdrper
(R=0.5, p=0.012, * , Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman) (G).
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5.8 Zytokinproduktion durch YFV-17D-spezifischer CD4" T Zellen nach

in-vitro-Kurzzeitstimulation
Wie von Frentsch und Kollegen gezeigt, ermoglicht CD40L die Identifikation
antigenspezifischer CD4" T Zellen (Frentsch, Arbach et al. 2005). Hierfir wurde in
Anlehnung an die Arbeit von Meier et al. eine sechsstundige in vitro Stimulation mit YFV-
17D Impfstoff durchgefihrt und anschlieBend durchflusszytometrisch die Expression von
CD40L auf T Zellen mittels intrazellularer Farbung analysiert (Meier, Stark et al. 2008). In
Abb. 5.8.A & B sind die im CD4" T Zell-Stimulationspanel angewandte Gating-Strategie
und die Farbungen flur CD40L und verschiedene Zytokine im Verlauf nach Impfung anhand

eines exemplarischen Spenders gezeigt.

CD3* ——> 2-facher Ausschluss von Doubletten Zeit ——> Lymphozyten—> CD3*/Lineage™®
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SN
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Abb. 5.8. (A) ist eine Darstellung der Gating-Strategie im CD4+ T Zell-Stimulationspanel. Es wurden zundchst T Zellen
anhand ihrer CD3+ Farbung vorausgewahlt. Anschlieend erfolgte der Ausschluss von Doubletten, sowie die zeitliche Be-
grenzung. Im Folgenden wurden Lymphozyten und CD3+ T Zellen positiv selektiert; tote Zellen, sowie CD14* und CD19*
Zellen ausgeschlossen. Die Analyse von CD40L sowie der Zytokine IL2, TNFa, IFNy, IL4, RANKL sowie IL17 erfolgte auf
CD4* T Zellen. Die hier exemplarisch gezeigten intrazelluldaren Zytokinfarbungen wurden in einer mit SEB-TSST-1 tber 6h
unter Zugabe von Brefeldin-A stimulierten Probe (Positivkontrolle) angefertigt.
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Abb. 5.8. (B) Anhand eines exemplarischen Spenders (méannlich, 27 Jahre) sind hier die CD40L-
Zytokinkinetiken im Verlauf nach Impfung dargestellt. Der jeweils obere, rechte Quadrant beschreibt die
in (C-J) analysierten Populationen der doppelt-postivien CD4* T Zellen. Um YFV-17D-spezifische Zellen
unabhangig von ihrer Zytokinproduktion zu quantifizieren, wurde ein kombinatorisches Gate der beiden
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Ein signifikanter Anstieg YFV-17D spezifischer CD40L" CD4" T Zellen zeigte sich ab Tag
10 mit einem Hohepunkt an Tag 14 von im Median 0.97 Zellen/uL (Abb. 5.8.C). Dies
entsprach einer Frequenz von 0.16% aller CD4™ T Zellen (Abb. 5.8.D). AnschlieBend blieb
die Zahl nach CD40L" CD4" T Zellen bis Studienende (Tag 28) auf halber Hohe des
Maximalwertes konstant detektierbar. Fur den gezeigten Verlauf waren keine Unterschiede
zwischen den beiden Altersgruppen ersichtlich, die Kinetiken unterlagen eher einer hohen
interindividuellen Variabilitat in Bezug auf Zeitpunkt und GroRe des Hohepunktes. Um die
Funktionalitdt und Lineage-Polarisation der Uber CD40L identifizierten YFV-17D-
spezifischen CD4" T Zellen untersuchen zu kénnen, wurden zusétzlich die Zytokine L2,
TNFa, IFNy, IL4, IL17 und RANKL intrazellular mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern
markiert. Im gesamten Verlauf der Immunantwort entfallt der grote Teil der
Zytokinproduktion auf die fir Thy-CD4" T Zellen charakteristischen Zytokine IL2, IFNy und
TNFa. Der Héhepunkt wird hier im Median an Tag 14 erreicht. Hier bildet jeweils ein Viertel
der CD40L" CD4" T Zellen IL2 bzw. TNFa, 11% produzieren IFNy (Abb. 5.8.E-G). Nach
anschliellendem graduellem Rickgang waren auch noch an Tag 28 erhdhte Frequenzen
an Zytokin-produzierenden Zellen nach Impfstoffstimulation nachweisbar. Zusatzlich zu
den betrachteten Ths-Zytokinen, nahm auch der Anteil der das fur Thy-Zellen
charakteristische Zytokin IL4-produzierenden CD4" T Zellen ab Tag 7 signifikant zu und
wurde an Tag 14 von einem Zehntel der CD40L" Zellen gebildet (Abb. 5.8.H). In dieser
Studie wurden zum ersten Mal die Produktion von IL17 und RANKL durch YFV-17D-
spezifische CD4" T Zellen im Verlauf nach Impfung untersucht. Beide Zytokine wurden
zwar nur von einem &uRerst kleinen Anteil der CD40L" Zellen gebildet, aber konnten ab
Tag 10 signifikant erhoht gegenlber den an Tag 0 erhobenen Ausgangswerte detektiert
werden (RANKL: 6.0% an Tag 14; IL17: 1.3% an Tag 7) (Abb. 5.8.1 & J). Aufgrund der
hohen interindividuellen Variabilitat der Verlaufe und der begrenzten Probandenzahl lief3en
sich auch fur die Zytokin-Antwort keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Altersgruppen erheben. Es zeigte sich jedoch die Tendenz, dass jlingere
Spender Uber eine héhere Frequenz Zytokin-produzierender YFV-17D-spezifischer CD4"™ T

Zellen verfugten als altere.
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Abb. 5.8. (C) YFV-17D-spezifische CD4* T Zellen kdnnen nach Impfstoffstimulation anhand ihrer Expression von CD40L
identifiziert werden. Signifikant gegentiber dem Ausgangsniveau erhdhte Frequenzen dieser Zellen kénnen bei allen
Spendern unabhangig des Lebensalters ab Tag 10 nachgewiesen werden. Der H6hepunkt liegt klar umschrieben an Tag
14 bei 1 Zelle/uL, gefolgt von einem Riickgang auf ein Zehntel des Maximus bis Tag 28. (D) An Tag 14 exprimieren 0.16%
aller CD4* T Zellen im peripheren Blut nach Stimulation (@ = alle Spender). Die Zytokinantwort der CD40L* CD4* T Zellen
nach YFV-17D-Impfung ist charakteristisch fiir eine Th,-polarisierte T-Helferzellantwort. YFV-17D-spezifische Zellen sind
im Verlauf vorrangig Produzenten von IL2 (E), TNFa (F) sowie IFNy (G). Auch hier liegt fur alle 3 Zytokine der H6hepunkt
an Tag 14. Das Maximum IL4-bildender CD40L* CD4* T Zellen (Th, Zytokin) wird an Tag 14 bei ca. 0.15 Zellen/uL erreicht
(H). Auf noch niedrigerem Frequenzniveau - jedoch signifikant erhdht gegeniber den Ausgangswerten - lieRen sich die
Verlaufe von RANKL- bzw. IL17-produzierender Zellen nachverfolgen (I & J). Die gezeigten Kinetiken (C-J) sind das
Ergebnis der Subtraktion aus Zell/Zytokinfrequenzen nach YFV-17D-Impfstoff-Stimulation abzuglich der Werte, die in den
unstimulierten Kontrollproben zu detektieren waren und als ‘unspezifische Aktivierung’ gewertet wurden. Abbgebildet sind
stets Median und Interquartilsabstand.
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5.9 Die Gelbfieber-spezifische CD4" T-Zellantwort und neutralisierende

Antikorper im Langzeitverlauf
Um zu untersuchen, inwiefern ein altersabhangiger Einfluss auf Starke und Qualitat der
Gelbfieber-spezifischen Immunantwort im Langzeitverlauf vorliegt, luden wir alle
Teilnehmer zu einem Folgetermin ein, welcher frihestens 20 und maximal 35 Monaten
nach Impfung lag. An diesem nahmen 9 Probanden der jingeren und 12 Probanden der
alteren Gruppe teil. Es wurde analog zum Studienprotokoll eine Stimulation von Vollblut mit
Gelbfieberimpfstoff durchgefiihrt um die YFV-17D spezifische CD4" T-Zellantwort ex vivo
zu analysieren. Die angewendete Gating-Strategie entspricht der in Abb. 5.8.A

dargestellten Hierarchie.
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Abb. 5.9. (A) Nach 6-stiindiger Stimulation von Vollblut mit YFV-17D Impfstoff wurde die Expression von CD40L sowie die
Produktion der Zytokine IL2, TNFa, IFNy, IL4 sowie IL17 durch CD4* T Zellen mittels intrazelluldrer Farbung untersucht.
Auch zum spaten Folgetermin konnten so bei allen Probanden antigenspezifische Zellen identifiziert werden. Dargestellt
sind die Expressionsprofile von zwei reprasentativen Probanden 30 Monate nach Impfung, gegated auf CD4* T Zellen.

Auch zu diesem spaten Zeitpunkt lieRen sich bei allen Probanden anhand der Expression
von CD40L in Kombination zur Produktion von einem oder mehreren Zytokinen
Zellpopulationen abgrenzen, die wahrend der Stimulation antigenspezifisch aktiviert
wurden (Abb. 5.9.A). Fir CD40L*/TNFa® sowie CD40L'/IL4" doppeltpositive Zellen
bestanden keine Unterschiede zwischen den Altersgruppen sowohl im Hinblick auf ihren
prozentualen Anteil als auch auf ihre absolute Zellzahl. Fir IL2" produzierende CD4" T
Zellen lie® sich die deutliche Tendenz verzeichnen, dass jungere Teilnehmer zu diesem
Zeitpunkt Uber eine hohere Frequenz dieser Zellen verfugten als altere. Als hochsignifikant
zeigten sich die Unterschiede fir CD40L"/IFNy" CD4" T Zellen: Diese lagen bei alteren

Individuen sowohl in ihrer medianen Frequenz als auch absoluten Zahl um mehr als das
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Vierfache erniedrigt vor im Vergleich zu den jungen Spendern. Fur ein Viertel der alteren
Probanden war tberhaupt keine IFNy" produzierende Zellpopulation detektierbar, deren
GroRe Uber der unspezifischen Hintergrundaktivierung der parallel analysierten
unstimulierten Kontrollprobe lag. Dies traf auf keinen der jungeren Teilnehmer zu (Abb.
5.9.B&C) CD40L*/IL17" CD4" T Zellen lieRen sich zu diesem Zeitpunkt fir keine der

Gruppen nachweisen.
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Abb. 5.9. Dargestellt ist der prozentuale Anteil (B) bzw. die absolute Zahl (Zellen/mL) (C) der CD4* T Zellen, die nach Im-
pfstoffstimulation sowohl CD40L exprimieren als auch eines der Zytokine IL2, TNFa, IFNy bzw. IL4 produzieren. Altere
Probanden verfigten am Folgetermin 20-35 Monate nach Impfung Uber tendenziell weniger CD40L*/IL2* Zellen (p=0.08
(B)) sowie signifikant weniger IFNy-bildende Zellen (p=0.002, **, Mann Whitney Test fur (B) und (C)). Keine signifikanten
Unterschiede lagen fir TNFa oder IL4-produzierende Zellen vor. Die horizontale Linie kennzeichnet den Median, die Feh-
lerbalken umfassen den Interquartilsabstand.

Im Vergleich zum letzten Tag der Hauptstudie (Tag 28) fiel der Anteil der nach Stimulation
IL2 produzierenden CD40L*/CD4" T-Zellen bis zum Folgetermin (20-35 Monate) bei
nahezu allen Probanden ab. Die Frequenz ging bei den jingeren Individuen auf im Median
0.03% aller CD4" T Zellen zuriick sowie auf 0.015% bei den &lteren. Dies stellte fiir beide
Altersgruppen einen Abfall auf ca. 70% des Tag-28-Niveaus dar. Im Gegensatz hierzu

ergab sich fur die Abnahme von IFNy Produzenten ein hochsignifikanter Unterschied
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zwischen den alteren und jungen Probanden (p=0.0006, Mann Whitney Test): In der
jingeren Gruppe blieb der Anteil im Median konstant bei 0.01% der CD4" T Zellen. Es
zeigte sich hier ein gemischtes Bild von vier Individuen bei denen zum spaten Termin
gegenuber Tag 28 ein Abfall auf ca. 70% zu verzeichnen war gegenuber vier weiteren, die
einen Anstieg der Frequenz um bis auf das Zweifache erhdht zeigten. Bei den alteren
Teilnehmern war im Gegensatz hierzu einheitlich ein deutlicher Einbruch des Anteils von
IFNy Produzenten auf Frequenzen zu verzeichnen, die im Median bei 12% des Tag-28-
Wertes lagen (5.9.D).
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Die absolute Hohe der Titer YFV-17D neutralisierender Antikorper, die auch am
Folgetermin mittels PRNT bestimmt wurden, zeigte keine signifikanten Abweichungen
zwischen den Altersgruppen, (Abb. 5.9. E). Altere Probanden verfiigten tendenziell iber
hohere Titer als jungere. Ein ahnlicher Trend zeigte sich auch im Hinblick auf das
Verhaltnis zwischen den Titern am Folgetermin und den Titer-Werten an Tag 28 nach
Impfung (Abb. 5.9. F).

Abb. 5.9. (E) Am Folgetermin (20-35 Monate
nach Impfung) kénnen bei allen Probanden
noch YFV-17D neutralisierende Antikdrper
per Plaque.Reduktions-Neutralisationstest
nachgewiesen werden. Altere Probanden
verfugen tendenziell uUber etwas hohere
Titer, es bestehen aber keine signifikanten
@) Unterschiede zwischen den Altersgruppen
08 [ ) (Linie kennzeichnet den Median. Auch bei
Betrachtung im Verhaltnis zu Tag 28 lassen
sich keine signifikanten Differenzen feststel-
0o len, altere Teilnehmer verfugen am Folgeter-
min Uber Titer, die anndhernd auf Ausgang-
o sniveau liegen, bei der jingeren Gruppe
liegen diese etwas tiefer bei ca. 70% des
Tag-28-Wertes (F).
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5.10 Polyfunktionalitit YFV-17D-spezifischer CD4" T Zellen

Zusatzlich zu den gezeigten Einzelverlaufen der sechs untersuchten Zytokine, wurden die
mittels der Expression von CD40L identifizierten YFV-17D-spezifischen CD4" T Zellen
hinsichtlich ihres Vermogens untersucht, zwei oder mehr Zytokine gleichzeitig zu bilden.
Diese als ,Polyfunktionalitat® beschriebene Eigenschaft wurde in bei Seder et al. als
wichtiges Kriterium der Qualitdt von T-Zell-Antworten im Rahmen von Impfungen
beschrieben. So verfliigen hoherfunktionale Thy CD4" und CD8" Zellen Uber bessere
Effektor-Qualitaten und korrelieren positiv. mit dem Ausbilden einer protektiven
Immunantwort (Seder, Darrah et al. 2008).

Boolean Gating ermoglicht die mehrdimensionale Analyse von verschiedenen, zusammen
in einem Panel untersuchten Parametern. Hierbei werden zunachst fur jeden Parameter
die Grenzen von Positiv- und Negativpopulation bestimmt und anschlieBend alle
Kombinationen definierten Einzel-Gates gebildet. Bei den hier betrachteten vier Zytokinen
IL2, TNFa, IFNy und IL4 ergeben sich 16 mdgliche Populationen, in welche die nach YFV-
17D Stimulation aktivierten CD40L® CD4" T Zellen anhand ihres Expressionsprofils
eingeordnet werden kdnnen.

In der Expansionsphase der Immunantwort an Tag 10 nach Impfung bildet ca. die Halfte
der CD40L+ Population zwei oder mehr Zytokine (Abb. 5.10.A). Der grofte Anteil entfallt
hier auf Doppelproduzenten von IL2 und TNFa. Mehr als 10% der Zellen bilden zusatzlich
IFNy. Bei ebenfalls ca. einem Zehntel liegt der Anteil der IL4-Produzenten. Ungefahr ein
Drittel der Zellen bildet lediglich CD40L. Diese Population nimmt im weiteren Verlauf zu
und betragt an Tag 28 ca. 45%, am Folgetermin nach 20-35 Monaten ca. 75%. Auch an
Tag 28 koénnen insbesondere bei jingeren Probanden noch Vierfachproduzenten
nachgewiesen werden, am Folgetermin sind diese nicht mehr vorhanden. Hier bildet ca.
ein Zehntel der CD40L™ CD4" T Zellen zwei oder mehr Zytokine. Junge Probanden
verfigen an diesem Tag uber signifikant mehr dreifach-positive Zellen (TNFa/IL2/IFNy) als
altere (p=0.011, Wilcoxon Rank Test). Weitere altersabhangige Unterschiede zeigten sich

an den betrachteten Tagen nicht.
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Abb. 5.10. (A) Die mehrdimensionale Analyse des Zytokinprofils erfolgte mithilfe der Anwendung SPICE. Jedes Stiick
des Kreisdiagrammes reprasentiert den Anteil (Median) einer der 16 mdglichen Kombinationen aus den vier hier betra-
chteten Zytokinen TNFa, IL2, IFNy oder IL4 in Bezug auf die CD40L* CD4* T-Zellpopulation. Die farbigen Bégen ken-
nzeichnen, welches der Zytokine im jeweiligen Abschnitt gebildet wird. In der Expansionsphase an Tag 10 bilden ca. die
Halfte der CD40L* Zellen zwei oder mehrere Zytokine aus. An Tag 28 geht dieser Anteil auf ca. 40% zuriick. Zum Folge-
termin nach 20-35 Monaten produzieren mehr als drei Viertel der Zellen keine Zytokine, der Anteil der Zellen, die zwei
oder mehr Zytokine bilden, betragt ca. 10%. Junge Probanden verfiigen zu diesem Zeitpunkt Uber einen signifikant
héheren Anteil an TNFa,/IL2,/IFNy-Dreifachproduzenten als &ltere (p=0.011;*; Wilcoxon Rank Test). An den Tagen 10
und und 28 bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen.
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Unter Ausschluss der Zellen, die lediglich CD40L nach Stimulation exprimieren ist die
Dynamik der Zytokinkomposition fur das gesamte Probandenkollektiv in Abb. 5.10.B
abgebildet. Hier zeigt sich, dass IL4-produzierende Subpopulationen am spaten
Folgetermin nahezu verschwunden sind, Monoproduzenten von TNFa hingegen anteilig
zugenommen haben und fur Monoproduzenten von IFNy erstmals als Population

nachweisbar sind.
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Abb. 5.10. (B) Im Verlauf nach Impfung verandert sich die Komposition des Zytokinprofils der CD40L* CD4* T Zellen
nach Stimulation mit YFV-17D-Impstoff. Der Anteil hdherfunktionaler Zellen (mehr als 2 Zytokine) nimmt nach Tag 10
ab. Insbesondere IL4-bildnede Subpupulationen sind am Folgetermin deutlich reduziert. Die Anteile der Mono-
produzenten von TNFa und IFNy nehmen im Gegenzug zu. Konstant bleiben Doppelproduzenten von TNFa/IFNy bzw.
TNFa/IL2. Jeder Balken illustriert die Zusammensetung der zytokinbildenden Zellen an den Studientagen 10 und 28
sowie am Folgetermin nach 20-35 Monaten. Dargestellt ist der mediane Anteil ohne Berlicksichtigung des Probandenal-
ters.
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6 DISKUSSION

Eine erhohte Anfalligkeit fur schwer verlaufende Infektionskrankheiten sowie eine
zunehmende Inzidenz von Autoimmun- und Tumorerkrankungen im hoheren Lebensalter
weisen auf eine Abnahme der Immunkompetenz alterer Menschen hin. Ein groRer Teil der
zur Alterung des Immunsystems (Immunoseneszenz) vorhandenen Datengrundlage
stammt aus tierexperimentellen Arbeiten und ist nur eingeschrankt auf den alternden
Menschen ubertragbar, da dieser Uber eine annahernd 40-fach héhere durchschnittliche
Lebenserwartung verflgt als eine Maus hat und in der Regel einem deutlich komplexeren
immunologischen Umfeld ausgesetzt ist. Vorliegende humanbiologische
Immunoseneszenz-Studien behandeln haufig chronische Virusinfektionen wie z. B. mit
CMV oder auch akut verlaufende Infektionserkrankungen wie z.B. die epidemisch
auftretende Influenza. In beiden Kontexten ist die Vergleichbarkeit von Alterskohorten
aufgrund der zumeist bereits abgelaufenen Erstinfektion und der daraus resultierenden
unterschiedlichen Immungedachtnis-Situation erschwert.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse von altersbedingten Veranderungen der humanen
Immunantwort nach Impfung mit dem Gelbfieberimpfstoff YFV-17D. Die Impfung simulierte
hier modellhaft eine Erstinfektion mit einem viralen Krankheitserreger und ermdglichte eine
detaillierte Studie des Verlaufs der zelluldren und humoralen Immunantwort in einer
altersgetrennten Probandenkohorte. Die bereits zur Gelbfieberimpfung vorliegenden
Veroffentlichungen gewahren Einblicke in die komplexen immunologischen Prozesse nach
Impfung (Querec, Bennouna et al. 2006; Miller, van der Most et al. 2008; Akondy, Monson
et al. 2009) Es existiert bislang jedoch wenig Kenntnis Uber altersbedingte Modifikationen
der Immunantwort. Im Kontext der im hoheren Alter vermehrt auftretenden, schwer
verlaufenden Impfkomplikation im Sinne einer YFV-AVD oder YFV-AND ist dies gleichwohl
von besonderem Interesse. Eine mit 50 Probanden durchgefihrte prospektive Studie zur
Gelbfieberimpfantwort demonstrierte eine verlangerte Serumviramie sowie Verzdgerungen
in der Antikdrperantwort in der Altersgruppe der 60-81-jahrigen (Roukens, Soonawala et al.
2011).

Im Zentrum der hier vorliegenden Arbeit sollte die Kinetik und Qualitat der YFV-17D-

spezifischen CD4" T-Zellantwort stehen. Als multifunktionale Koordinatoren des zellularen
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und humoralen adaptiven Immunsystems sowie als entscheidendes Verbindungsglied zum
angeborenen Abwehrsystem sind CD4" T Zellen in den vergangenen Jahren zunehmend
in den Fokus der Entwicklung neuer Impfstoffe gerlckt (Seder, Darrah et al. 2008).
Ebenfalls im Fokus steht die altersbedingte Abnahme der Thymusfunktion, eine der
grundlegenden, bereits bekannten Veranderungen des alternden, menschlichen
Immunsystems, deren Auswirkungen im Kontext einer antiviralen Erstantwort noch nicht

eingehend untersucht wurde.

6.1 Serumviramie

Da der im Gelbfieberimpfstoff enthaltene Virusstamm YFV-17D in der Lage ist, nach
Verabreichung Zellen im menschlichen Korper zu infizieren und sich dort zu replizieren, ist
das Auftreten und die Kinetik einer im Serum nachweisbaren Viramie ein wichtiger
Parameter zur Beurteilung der Kompetenz des Immunsystems, die Infektion zu
kontrollieren. In unserer Studie entwickelten ca. 80% der Probanden eine detektierbare
Viramie. Dieses Ergebnis liegt etwas hoher als bei Reinhardt et al. beschrieben, welche die
Inzidenz einer Serumviramie mit 60% angeben (Reinhardt, Jaspert et al. 1998). Dies
konnte einerseits auf eine abweichende Altersstruktur unserer Probandenkohorte
zuruckzufuhren sein als auch auf eine erhdhte Sensitivitat der RT-qPCR, die von unserem
Kooperationspartner zur Virusdetektion durchgefuhrt wurde. Drei der insgesamt vier
Spender (75%), die in unserer Studie an allen Analysetagen negativ getestet wurden,
gehorten der jungen Probandengruppe an. Zudem zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen dem Spenderalter und dem Zeitpunkt der maximalen Viruslast im Verlauf. Diese
Ergebnisse unterstitzen die Resultate der Arbeit von Roukens et al., die ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen fortgeschrittenem Alter und verlangert auftretender
Serumviramie beobachteten. Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund einiger
Fallberichte zu schweren Impfkomplikationen (YFV-AVD und YFV-AND) interessant, die
eine mangelnde Kontrolle der viralen Replikation als Ausléser diskutieren (Pulendran,
Miller et al. 2008). Die maximale Viruslast (Genomic Equivalents), die mittels RT-qPCR
bestimmt wurde, zeigte sich in beiden Altersgruppen gleich. Dies weicht von den
Ergebnissen von Roukens et al. ab, die an Tag 7 und 10 eine hdhere Viruslast bei ihren

alteren Probanden beobachteten. Ein mdglicher Erklarungsansatz, konnte neben unserer
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kleineren Studienkohorte auch das um 6 Jahre héhere mediane Alter (66 vs. 60 Jahre) der
Probanden der Roukens-Studie sein, deren Fahigkeit zur Kontrolle der Replikation unter
Umstanden im hoéheren Malie beeintrachtigt ist. Die geschlechtergetrennte Auswertung
zeigte interessanterweise sowohl fur sowohl das Auftreten einer Viramie, als auch fur
deren Kinetik und die Hohe der maximalen Viruslast deutliche Differenzen zwischen
weiblichen und mannlichen Spendern. Frauen verfigten Uber eine signifikant bessere
Kontrolle in den betrachteten Parametern. Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als
dass aus Ubersichtsarbeiten zu SAE-Fallberichten hervorging, dass Manner ein erhdhtes
Risiko hatten, ein SAE zu entwickeln und bislang keine prospektiven Daten zu
geschlechtsspezifischen Unterschiede nach YFV-17D-Impfung vorliegen (Guimard,
Minjolle et al. 2009).

6.2 Antikorperantwort

Um den Erfolg einer durchgefuhrten Impfung beurteilen zu kénnen, wird sowohl in der
klinischen Routinediagnostik als auch in der Forschung auf die Qualitdt und Kinetik der
induzierten Antikorperantwort zurlckgegriffen. Die hoch-immunogene Gelbfieberimpfung
fuhrt bei ca. 95% aller Geimpften zum Ausbilden eines protektiven Antikorpertiters, der
Uber viele Jahre hinweg erhalten bleibt (Reinhardt, Jaspert et al. 1998). unserer Studie
konnten ab Tag 14 fir alle Probanden YFV-17D-spezifische neutralisierende Antikdrper
nachgewiesen werden. Jungere Probanden bildeten diese signifikant friher aus und
erreichten insgesamt etwas hohere Titer. Dies korrespondiert mit den Ergebnissen der
Untersuchungen von Roukens et al., die den beobachteten Zusammenhang in einer
grolReren Probandenkohorte als statistisch signifikant nachweisen konnten. Zusatzlich
fuhrten wir eine getrennte Analyse der verschiedenen Immunglobulinklassen von
Gelbfieber-spezifischem IgM und IgG durch, um einen detaillierteren Einblick in den Ablauf
der B-Zell-Antwort zu erhalten. Roukens et al. zeigten, dass YFV-17D spezifisches IgM im
Median ab Tag 8 nach Impfung nachweisbar war. Dies konnten wir mit unseren Resultaten
bestatigen. Mit steigendem Lebensalter unserer Probanden setzte die IgM Produktion
tendenziell spater ein. Ahnliches wurde in groBeren Studien zur saisonalen Influenza-
Impfung beobachtet und wurde in diesem Kontext als Anhaltspunkt flr eine eingeschrankte

Immunkompetenz im hoheren Lebensalter gewertet (Goodwin, Viboud et al. 2006). Die
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Bildung von spezifischem IgG setzte ab Tag 10 ein und verlief in beiden Altersgruppen
ahnlich, sodass am ehesten auf einen unbeeintrachtigten Antikdrperklassenwechsel
geschlossen werden kann. Die Auswertung fur IgM und IgG erfolgte jedoch im Gegensatz
zu den neutralisierenden Antikorpern lediglich semi-quantitativ, sodass der quantitative und

kinetische Verlauf nur eingeschrankt beurteilbar sind.

6.3 Absolute Zellzahlen

Die Betrachtung der mithilfe des Zellzahlpanels bestimmten CD4" T Lymphozytenzahl im
peripheren Blut zeigte nach Impfung einen auflerst dynamischen Verlauf, der sich bei
nahezu allen Probanden nachverfolgen lies. Die CD4+ T Zellzahlen waren zu Beginn der
Studie bei allen Teilnehmern normwertig und zeigten keine Differenzen zwischen den
Altersgruppen. Wir beobachteten, dass am Tag 7 nach Impfung nahezu ein Drittel aller
zirkulierenden CD4" T Zellen nicht im peripheren Blut anzutreffen ist und ihre Zahl erst mit
zeitlicher Verzdogerung wieder ansteigt. Diese Kinetik wurde in unabhangigen
Versuchsansatzen bestatigt, sodass analysebedingte Schwankungen als unwahrscheinlich
einzuordnen sind. Korrespondierende Daten liegen aus einer zur Studie zur Pocken-
Impfung mit dem Vaccinia-Virus vor, die in einer kleinen Kohorte nach Impfung ebenfalls
einen klar umschriebenen Abfall und anschlieBenden Wiederanstieg der Gesamt CD4" T
Zellzahl beobachten (Zaunders, Dyer et al. 2006).

Fur die Fruhphase nach Gelbfieberimpfung ist bekannt, dass eine umfassende Aktivierung
des angeborenen Immunsystems erfolgt, welche insbesondere eine vielseitige Aktivierung
von APCs beinhaltet (Querec, Akondy et al. 2009). Schatzungen von Kowk et al. gehen
davon aus, dass die vorbestehende Frequenz naiver CD4™ T Zellen fir ein bestimmtes
Antigen im Menschen je nach Struktur des Ziel-Epitops zwischen 0.2 und 10/1.000.000
CD4" T Zellen liegt (Kwok, Tan et al. 2012). Es erscheint dementsprechend naheliegend,
dass zunachst eine breite Vielfalt von CD4™ T Zellen unabhéngig von ihrer Antigenspezifitat
in sekundare lymphatische Organe migriert und anschlieRend wieder in die periphere
Zirkulation zurlckkehrt, insofern sie nicht auf ein fur sie passendes Antigen getroffen ist. In
tierexperimentellen Ansatzen konnte gezeigt werden, dass die vor Immunisierung im Blut

zirkulierenden T Zellen im Rahmen eines akuten, immunologischen Prozesses in
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sekundare lymphatische Organe migrieren, um dort in den Kontakt mit aktivierten APCs zu
treten und gegebenenfalls ihr Zielantigen zu erkennen (Ciabattini, Pettini et al. 2011).

Nach Tag 7 beobachteten wir einen Wiederanstieg der Zellzahl bis Tag 17, der sogar
signifikant das Ausgangsniveau uberschritt. Dies werteten wir als Ruckkehr der nicht
antigenspezifischen T Helfer-Zellen in die Zirkulation, der zeitgleich mit der Expansion der
Population der YFV-17D spezifischen CD4" T Zellen erfolgte. Die Riickkehr der Zellzahl
auf Ausgangsniveau bis Tag 28 weist auf den selbstlimitierenden Charakter der
Immunantwort hin und korrespondiert mit den Ergebnissen von Kohler et al. (Kohler,
Bethke et al. 2012). Interessanterweise zeigte die getrennte Analyse Viramie-positiver und
-negativer Spender einen deutlicheren Riickgang der CD4" Gesamtzellzahl bei jenen
Spendern, die eine Serumvirdmie entwickelten. Ein mdglicher Erklarungsansatz kénnte
eine Viramie-bedingte starkere Aktivierung des angeborenen Immunsystems sein, die zu
einer umfassenderen Rekrutierung von T Zellen in lymphatische Organe fuhrt.

Eine alternative Hypothese zur drastischen Abnahme der CD4" T Zellzahl an Tag 7 wére
ein Zugrundegehen von Lymphozyten nach Impfung, fir welches jedoch nach heutiger

Datenlage zur Gelbfieberimpfung kein Anhalt vorliegt.

6.4 Recent Thymic Emigrants

Eine der am besten beschriebenen altersassoziierten Veranderungen des adaptiven
Immunsystems ist der Rickgang der Zahl von aus dem Thymus austretenden, neu
generierten naiven T Zellen (RTEs). Diese identifizierten wir zusatzlich zur auf allen naiven
Zellen vorhandenen kombinierten Expression von CCR7 und CD45RA anhand von des
Oberflachenmarkers CD31, den Kimming et al. als spezifisches Kennzeichen von RTEs
etablieren konnten (Kimmig, Przybylski et al. 2002). Im Einklang mit den Daten von
Kushner et al. konnten wir in bei unseren alteren Probanden vor Impfung signifikant
niedrigere RTE-Frequenzen finden (Kushner, Weil et al. 2010). Kohler et al. zeigten, dass
RTEs uUber ein breiteres TCR-Repertoire verfiigen als homoostatisch proliferierte CD31"*°
CD4" T Zellen. Obwohl direkte TREC oder TCR-Repertoireanalysen fir unsere Studie
nicht durchgefuhrt wurden, gestatten unsere Daten die Annahme, dass altere Menschen
eine geringere TCR-Repertoire-Vielfalt aufweisen als jungere. Da die Gelbfieberimpfung

ein Modell der antiviralen Erstantwort darstellt miissen die rekrutierten CD4" T Zellen



DISKUSSION 79

vorrangig aus der Population der naiven CD4" T Zellen hervorgehen. Ein breites
Ausgangsrepertoire, reprasentiert durch eine grofiere RTE-Frequenz vor Impfung, erhoht
also die Wahrscheinlichkeit, dass Zellen mit passender TCR-Spezifitat zeitnah aktiviert
werden kénnen. In der Tat ergaben sich positive Korrelationen zwischen der individuellen
Ausgangs-RTE-Frequenz und der Hohe der zugehorigen YFV-17D-spezifischen CD4"
Antwort wahrend der Expansionsphase nach Impfung (Tag 4 & 7).

Eine geschlechtsgetrennte Betrachtung an Tag 0 zeigte signifikante Differenzen der RTE-
Frequenz zwischen mannlichen und weiblichen Probanden innerhalb der hoheren
Altersgruppe, wohingegen in der juingeren Gruppe keine Unterschiede zu verzeichnen
waren. Pido-Lopez und Kollegen untersuchten RTE Frequenzen anhand von TRECs und
beobachteten ebenfalls neben einem altersassoziierten Rickgang von RTEs eine mit dem
Alter zunehmende Differenz zwischen Mannern und Frauen (Pido-Lopez, Imami et al.
2001). Insbesondere im Zusammenhang mit den von uns beobachteten Unterschieden
zwischen den Geschlechtergruppen in der Entwicklung einer messbaren Viramie konnte
die abweichende CD4" RTE-PopulationsgroRe einen weiteren Erklarungsbestandteil der
erhdohten Inzidenz von SAEs bei alteren und mannlichen Impflingen bieten (Lindsey,
Schroeder et al. 2008).

6.5 Naive und Gedachtnis-T-Zell-Subpopulationen

Um ein tieferes Verstandnis der induzierten CD4" T-Zellmigration und -proliferation zu
erlangen, betrachteten wir im Folgenden die vier anhand der Expression von CCR7 und
CD45RA zu unterscheidenden Subpopulationen und ihr Verhalten nach Impfung: Naiv,
Effektor-Gedachtnis, zentrale Gedachtnis- und Tgwra CD4" T Zellen. Diese wurden von
Sallusto et al. als Lymphozytensubsets mit einzigartigen Aktivierungs- und
Migrationseigenschaften definiert (Sallusto, Lenig et al. 1999). Dass sie sich im Rahmen
einer antiviralen Erstantwort kinetisch unterschiedlich verhalten, konnten wir in unserer
Studie zum ersten Mal im Menschen nachverfolgen. Am deutlichsten betroffen vom
anfanglichen Riickgang aus dem peripheren Blut bis Tag 7 zeigten sich naive CD4™ T
Zellen (CCR7'/CD45RA"). In geringerem Umfang, jedoch ebenfalls signifikant abnehmend
gegenuber dem Ausgangsniveaus, reduzierte sich die Zahl zentraler Gedachtnis T Zellen
(CCR7'/CD45RA"). Da CCR7 als Rezeptor fiir die Migration (Homing) in lymphatische
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Organe fungiert, legt dieses Resultat nahe, dass in der Frihphase nach Impfung eine
umfassende Rekrutierung von peripheren Lymphozyten in sekundare lymphatische Organe
stattfindet und so auch der Abfall der Gesamt-CD4"-Zellzahl an Tag 7 zu erklaren ist
(Muller and Lipp 2003). Im Gegensatz hierzu zeigten die CCR7-negativen Populationen
der Effektor-Gedachtniszellen (CD45RA’) und Temra (CD45RAY) keinen Abfall ihrer
Zellfrequenzen in der ersten Woche und blieben konstant auf ihrem Ausgangsniveau. Bis
Tag 14 stiegen die Effektor-Gedachtniszellen dann signifikant an, was wir der
einsetzenden Neubildung Gelbfieber-spezifischer CD4" Effektor-Zellen zuordneten.

Die unterschiedlich verlaufende Rekrutierung der einzelnen Subsets sowie die dynamische
Kinetik der CD4" Gesamtzellzahl, legen die Frage nahe, inwiefern peripheres Blut
grundsatzlich dazu geeignet ist, antigenspezifische Immunantworten akkurat
nachzuverfolgen, wenn unter Umstanden bervorzugt jene Zellen aus der Zirkulation
verschwinden, die nach Impfung aktiviert wurden. Diese Fragestellung kann jedoch bei
begrenzter Zuganglichkeit sekundarer lymphatischer Organe des Menschen nicht direkt

beantwortet werden.

6.6 Die ex-vivo-ldentifikation antigenspezifischer CD4" T Zellen

Die ex vivo ldentifikation von YFV-17D-spezifischen aktivierten CD4" T-Zellen erfolgte
analog zu der von Akondy et al. fir CD8" T Zellen gewahlten Kombination des
Aktivierungsmarkers CD38 sowie des Proliferationsmarkers Ki-67, den Blom et al. auch fur
die Analyse von CD4" T Zellen verwendeten (Akondy, Monson et al. 2009; Blom, Braun et
al. 2013).

Wir fanden bei allen Probanden ab Tag 10 nach Impfung einen signifikanten Anstieg der
Ki-67* CD38" CD4" T Zellen. Die Anzahl dieser Zellen lag hierbei im Median bei 20/uL und
somit 10-fach erhdht gegenuber dem Ausgangswert von Tag 0. Dies entspricht ca. 2%
aller zirkulierenden CD4" T Zellen und unterstreicht so abermals das Ausmal der
induzierten Aktivierung. Das Zellzahl-Maximum aktivierter Zellen wurde im Median an Tag
14 erreicht. Diese Latenzzeit ist durchaus vergleichbar mit anderen humanen antiviralen
Erstantworten wie zum Beispiel nach Pockenimpfung (Jing, Chong et al. 2007).
Interessanterweise zeigt die altersgetrennte Auswertung, dass altere Probanden im

Durchschnitt den Hohepunkt des Verlaufes erst um einen Studientag verzogert an Tag 17
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erreichen, dieser dann jedoch auf etwas hoheren Niveau liegt als bei jungeren Probanden.
Dies konnte als leicht eingeschrankte Kompetenz im Aufbau der T-Helferzellantwort
gewertet werden. Ahnliches wurde bereits im Rahmen der Influenzaimpfung beschrieben
(Deng, Jing et al. 2004). Die Korrelationsanalyse zur protektiven Antikorperantwort (NTs)
zeigte, dass eine hohere T-Helferzellaktivierung in der Expansionsphase der Antwort in
einem positiven Verhaltnis zur Hohe am Studienendpunkt nachweisbaren NTs steht.
Daten, die von Lee et al. im Mausmodell zur Immunantwort nach Influenzainfektion
erhoben wurden, legen nahe, dass CD4" T Zellen diesen Prozess in hohem Malke
unterstitzen (Lee, Rangel-Moreno et al. 2005).

Die ex-vivo Methode identifizierte 10-mal mehr Zellen als YFV-17D-spezifisch als anhand
der Expression von CD40L nach Impfstoffstimulation. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass nicht in allen antigenspezifischen CD4" T Zellen nach 6-stlindiger Stimulation
bereits CD40L in messbarer Quantitat vorliegen kann, da sich diese zum Beispiel gerade in
Teilung befinden oder anerg sind. Ein alternativer Erklarungsansatz besteht in der
Annahme, dass ein Teil der ex vivo identifizierten Zellen nicht YFV-17D spezifisch sind,
sondern im Rahmen der systemischen Aktivierung quasi mitreagieren. Dieses als
Bystanderaktivierung bezeichnete Phanomen ist eine interessante Hypothese zur
Erklarung der langfristigen Aufrechterhaltung eines breiten Pools an Gedachtniszellen
ohne Kontakt mit dem eigentlichen Pathogen, wurde jedoch in dieser Arbeit nicht weiter
verfolgt (Bangs, Baban et al. 2009).

Kohler und Kollegen beobachteten nach Gelbfieberimpfung eine parallel einsetzende
Zunahme von CD4" T Zellen anderer Antigenspezifitdt (hier Tetanus-Toxoid-spezifisch),
bestimmt anhand ihres Anteils an Zytokinproduzenten. Diese waren jedoch im Gegensatz
zu den Gelbfieber-spezifischen Zellen an keinem der Zeitpunkte positiv fur Ki-67, sodass
dies eher als Ausschwemmen nicht Antigen-spezifischer Zellen gewertet wurde, die durch

die aktut verlaufende Immunreaktion aus den lymphatischen Organen verdrangt wurden.

6.7 In vitro Stimulation
Um die Funktionalitat der im Zuge der Impfantwort gebildeten CD4" T Zellen beurteilen zu
kénnen, flihrten wir eine in vitro-Kurzzeitstimulation durch. Dies erfolgte im Vollblut mit

komplettem Gelbfieberimpfstoff, um eine maoglichst natlrliche Zellkomposition sowie einen
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physiologischen Prozess der Antigenprasentation eines kompletten Virus‘ zu erzielen. So
waren wir in der Lage mithilfe einer mehrdimensionalen, durchflusszytometrischen
Analyse, die durch die Stimulation aktivierten CD4" T Zellen zu identifizieren und ihre
Zytokinproduktion zu erfassen. Die YFV-17D-spezifischen CD4" T Zellen bestimmten wir
anhand ihrer Expression des Oberflachenmolekils CD40L, das von Frentsch et al. als
spezifisch fur CD4" T Zellen nach TCR-Stimulation beschrieben wurde (Frentsch, Arbach
et al. 2005). Die Betrachtung aller CD40L" CD4" T Zellen ergab einen ab Tag 10 signifikant
ansteigenden Verlauf mit Hohepunkt an Tag 14 bei einer Frequenz von nahezu 1 Zelle/uL.
Der Zeitpunkt des Maximums stimmte Uberein mit der in unserem ex vivo-Panel ermittelten
Kinetik. CD40L ist das zentrale Interaktionsmolekul zwischen T Helferzellen und B Zellen
sowie zu professionellen APCs. Es bestand allerdings keine signifikante Korrelation
zwischen der H6he oder dem Zeitpunkt des Maximums an detektierten CD40L™ CD4" T
Zellen und der einsetzenden Produktion neutralisierender Antikorper. Dies kdnnte in
unserer begrenzten Zahl von Probanden begrindet sein, die statistisch robuste
Korrelationsanalysen erschwert. Andererseits beschrieben Kohler et al. eine positive
Korrelation zwischen YFV-17D spezifischen CD4" T Zellen und der Antikdrperbildung
lediglich fur Tag 1, also deutlich vor unserem ersten Analysetag nach Impfung (Tag 4). Der
Uberwiegende Anteil der von den CD40L" Zellen produzierten Zytokine entfiel wie fir eine
antivirale Antwort zu erwarten auf die Thy Zytokine IFNy und TNFa sowie auf das stark
proliferationsfordernde L2 (Gaucher, Therrien et al. 2008). Insbesondere innerhalb der
ersten 10 Tage nach Impfung lieRen sich jedoch zudem auch die Produktion von IL4 als
auch im geringen MaRe von RANKL und IL17 durch CD40L" CD4" T Zellen nachweisen,
was fur die Breite der induzierten T-Zellantwort spricht. Dies konnte als Resultat der hohen
Immunogenitat des YFV-17D Impfung mit umfassender Aktivierung der angeborenen
Abwehr ist gewertet werden, wie sie von Querec und Kollegen beschrieben wurde (Querec,
Bennouna et al. 2006).

Insgesamt sahen wir uns bei der Auswertung der Zytokinantwort mit einer relativ hohen
interindividuellen Variabilitat der Verlaufe und niedrigen Zellfrequenzen konfrontiert. Um die
Impfstoff-spezifische Antwort von unspezifischer Hintergrundaktivierung abgrenzen zu
konnen, fuhrten wir eine ,Hintergrundsubtraktion® durch, bei der die in

Stimulationsansatzen ohne Impfstoffzugabe ermittelten Frequenzen zytokinbildender



DISKUSSION 83

Zellen jeweils subtrahiert wurden. Dies ist ein gangiges Verfahren in der Analyse
antigenspezifischer Antworten nach in vitro Stimulation (Roederer, Nozzi et al. 2011). Eine
hohe systemische Hintergrundaktivierung kann folglich die im Fokus stehende
antigenspezifische Antwort unkenntlich machen. Dies stellte hier jedoch bei gleichbleibend
niedrigen Frequenzen aktivierter Zellen in den Kontrollproben und gut abgrenzbaren
Populationen in den YFV-17D-stimulierten Ansatzen keine Schwierigkeit bei der
Auswertung dar.

Im Gegensatz zu den Resultaten von Gillis et al., die altersabhangige Veranderungen in
der Zytokinproduktion (Abnahme von IL2, Zunahme von u.a. TNFa) im hoheren
Lebensalter zeigten (Gillis, Kozak et al. 1981), konnten wir keine signifikanten,
altersabhangigen Differenzen in den zwei-dimensionalen Verlaufen (CD40L vs Zytokin)
erkennen, was am ehesten auf hohen Variabilitdt der Einzelverlaufe und der begrenzten
Probandenzahl zuriickzufiihren ist. Dass YFV-17D spezifischer CD4" T Zellen nach
Kurzzeitstimulation bis Tag 28 konstant nachgewiesen werden konnten, kann als erster
Anhaltspunkt flr die Entstehung von langlebigen Gedachtniszellen Uber das Einsetzen der

Kontraktionsphase hinaus gewertet werden.

6.8 Die Gelbfieber-spezifische CD4" T-Zellantwort und neutralisierende

Antikorper im Langzeitverlauf
Um untersuchen zu kénnen, inwiefern sich die Fahigkeit zur Ausbildung eines robusten
immunologischen Gedachtnisses mit zunehmendem Alter verandert, luden wir alle
Studienprobanden zu einem Folgetermin ein, der frihestens 20 und spatestens 35 Monate
nach Impfung stattfand und an dem 21 der anfanglich 25 Personen teilnahmen. Fur die
Gelbfieberimpfung liegen bislang keine Daten zur CD4" T Zellantwort ber den Zeitraum
von einem Jahr nach Impfung hinaus vor. Bestanden an Tag 28 nach Impfung nur
marginale Unterschiede zwischen den Altersgruppen hinsichtlich ihrer Zytokinantwort und
CDA40L-Expression, so zeigten sich am Folgetermin deutlichere Differenzen. Insbesondere
die Frequenz der IFNy-produzierenden CD40L* CD4" T Zellen war bei dlteren Teilnehmern
drastisch vermindert bzw. gar nicht mehr als Population nach Impfstoffstimulation

detektierbar. Bei jungen Probanden blieb sie hingegen im Durchschnitt gegentber dem
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Ende der Hauptstudie grolenstabil. Auch bei IL2-bildenden Zellen fielen die am
Folgetermin bestimmten Frequenzen in beiden Altersgruppen gegenuber Tag 28 signifikant
ab. Diese Population war ebenfalls bei alteren Probanden tendenziell kleiner. Die
langfristige Erhaltung der Gelbfieber-spezifischen Immunantwort scheint also auf Ebene
der T-Helferzellen mit zunehmendem Alter beeintrachtigt. In einer Studie zur Impfung
gegen das Varizella-Zoster-Virus im hoheren Lebensalter ist ein altersabhangiger Verlust
von CD4" Gedéachtniszellen nach initial erfolgreicher Primarantwort beschrieben worden,
der im Verlauf eine Reaktivierung des Virus begunstigt (Levin 2012). Mogliche
Erklarungsansatze bestehen sowohl in der Veranderung des T-Zell-Repertoires durch
chronische Virusinfektionen wie CMV als auch in intrinsichen Zelldefekten, wie einer
verminderten DNA-Reparatur-Kapazitat oder auch der negativen Beeinflussung von
Signalwegen, die zu einer Abnahme der Expression von CD40L nach Aktivierung fuhrt (Li,
Yu et al. 2012). Inwiefern dieser Verlust von antigenspezifischen CD4" T Zellen jedoch die
Protektion gegenuber einer naturlichen Infektion beeinflusst und ob unter Umstanden fur
altere Personen kurze Impfintervalle zu empfehlen waren, muss im Zusammenhang mit
weiteren immunologischen Parametern wie neutralisierenden Antikorpertitern oder
zytotoxischen T Zellen betrachtet werden. Fur YFV-17D neutralisierende Antikorper
ergaben sich am Folgetermin unserer Studie keine Unterschiede zwischen den
Altersgruppen in Hinblick auf absolute Titerhdhe sowie deren Konstanz im Vergleich zu
Tag 28, sodass wir von einer hohen Langzeitstabilitat der Antikdrperantwort ungeachtet
des Probandenalters ausgehen, wie sie unter anderem von Poland und Kollegen

beschrieben wurde (Poland, Calisher et al. 1981).

6.9 Polyfunktionalitat der T-Helferzellantwort

Um die Qualitat einer CD4" T Zell-Antwort nach Impfung beurteilen zu kénnen, wird haufig
auf die Frequenz der IFNy-produzierenden CD4" T Zellen zuriickgegriffen, fiir welche eine
Rolle in der Kontrolle und Beseitigung bakterieller und viraler Infektionen gezeigt werden
konnte (Darrah, Patel et al. 2007). Aus den von uns ermittelten zweidimensionalen
Zytokinverlaufen nach Impfung wurde allerdings ersichtlich, dass ein bedeutender Teil der
CD40L exprimierenden T Zellpopulation weitere Zytokine wie TNFa, IL2 oder auch IL4

produziert, deren Funktion in der Bekampfung von Infektionen ebenfalls beschrieben ist.
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Ebenfalls wurde fur im Kontext bakterieller Infektionen beobachtet, dass T Zellen, die
simultan IFNy und TNFa produzierten, zu einer verbesserten Infektionskontrolle beitrugen.
Es konnte hier auBerdem gezeigt werden, dass hoherfunktionale CD4" T Zellen bis zu 10-
fach mehr IFNy pro Zelle produzierten und so im hdheren Malde protektiv wirken als
monofunktionale Zellen (Kannanganat, Ibegbu et al. 2007). In Anlehnung an die von Seder
et al. als bedeutend fur die Qualitat einer T Helferzellantwort eingestufte Polyfunktionalitat
von CD4" T Zellen erstellten wir also ein mehrdimensionale Zytokinprofil der YFV-17D
spezifischen CD4" T Zellen (Seder, Darrah et al. 2008). Den hochsten Anteil
polyfunktionaler Zellen beobachteten wir in der Expansionsphase am Tag 10 nach Impfung
mit mehr als 50% der Zellen, die zwei und mehr Zytokine produzierten. Der grofte Anteil
entfiel hierbei auf TNFa-IL2-Koproduzenten, was der Differenzierungsphase von naiven
CD4" T Zellen hin zu Tcum Zellen des von Seder et al vorgeschlagenen Modells entspricht.
Bis Tag 28 nahm der Anteil der IL2 ko-produzierenden Zellen unter den aktivierten Zellen
ab, was im Modell mit der zunehmenden Ausdifferenzierung in Richtung von Effektor-
Gedéchtniszellen (Tewm) korrespondiert. Altere Probanden verfligten zu diesem Zeitpunkt
tendenziell Uber weniger polyfunktionale Zelle als jungere. In Studien zum Vergleich
verschiedener Virusinfektionen konnte gezeigt werden, dass akut verlaufende, vom
Immunsystem kontrollierte Infektionen wie EBV, Influenza oder nicht progrediente HIV-
Infektionen mit einem hoheren Anteil polyfunktionaler Zellen (hier: TNFa, IL2, IFNy)
einhergingen als chronische CMV- oder progrediente HIV-Infektionen (Kannanganat,
Ibegbu et al. 2007; Tilton, Luskin et al. 2007). Ob die Existenz dieser Zellen jedoch
Voraussetzung fur eine Viruskontrolle ist oder aber Ausdruck derer, bleibt unklar (Jansen,
De Cuyper et al. 2006). Alle unsere Probanden wiesen nach Tag 10 keine im Serum
messbare Viramie auf, kontrollierten also die Modellinfektion erfolgreich. Auch zum
Folgetermin nach 20-35 Monaten konnten hdherfunktionale antigenspezifische CD4™ T
Zellen, detektiert werden, was fur die Stabilitat der induzierten Immunantwort spricht. Eine
Studie zur Impfung mit dem Vaccinia-Virus (VV) konnte auch 50 Jahre eine kleine VV-
spezifische mehrfunktionale CD4" T Zellpopulation nachweisen (Hammarlund, Lewis et al.
2003). Eine erneute Untersuchung unserer Probandenkohorte im Verlauf koénnte hier

weitere Einblicke in die Gelbfieber-spezifischen Impfantwort im Langzeitverlauf gewahren.
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6.10 Fazit und Ausblick

In verschiedenen aufeinander aufbauenden Analyseschritten wurde die CD4™ T Zellantwort
nach Gelbfieberimpfung in zwei altersgetrennten Probandenkohorten detailliert
charakterisiert. Die vorangestellte Betrachtung der Kinetik aller im Blut zirkulierenden CD4"
Zellen und ihrem Verschwinden aus der Periphere lieferte einen Einblick in das Ausmal}
des immunologischen Aktivierungsprozesses nach Lebendimpfung. Es bleibt zu
untersuchen, ob dieses Phanomen auch in der Frihphase nach natlrlich erworbenen
Infektionen vorliegt und wohin genau die Zellen im menschlichen Organismus
zwischenzeitlich migrieren. Zudem sollte geklart werden, ob das Ausmal} des Abfalls und
die Hohe des anschlieRenden Maximums Ruckschlisse Uber die Immunkompetenz des
Individuums sowie die Art des Pathogens bzw. die Effizienz der Impfung erlauben.
Inwiefern ein derartiger Abfall der zirkulierenden T Helferzellen eine temporare Erhéhung
der Anfalligkeit fur eine Sekundarinfektion darstellt, bleibt ebenfalls zu klaren.

In der hier vorliegenden Studie wurde untersucht, inwiefern das Differenzierungsstadium
der T Helferzelle das Rekrutierungsprofil nach Impfung beeinflusst. Zellen, die den CCR7-
Rezeptoren exprimierten, welcher das Homing in lymphatische Organe fordert, waren in
einem hoheren Malle vom anfanglichen Zell-Ruckgang betroffen, als Zellen, die diesen
Rezeptor nicht auspragten und fur die auch keine primare Funktion in diesen Organen
beschrieben ist. Zusammengenommen festigte dies unsere Annahme, dass der Riuckgang
der Gesamthelferzellzahl in der ersten Woche am ehesten eine Migration der
rekrutierbaren naiven und Tcm Zellen in lymphatische Organe oder andere Korpergewebe
darstellt und sich im peripheren Blut lediglich ein Abbild der an anderer Stelle ablaufenden
Prozesse der Antigenprasentation sowie Lymphozytenaktivierung und —proliferation zeigt.
Als Ausgangspunkt der weiteren Analyse der antigenspezifischen CD4" T-Zellantwort,
wurde die fur die Ausbildung neuer T Zellen essentielle Thymusaktivitat vor Impfung fur
alle Probanden bestimmt. Da darauf geachtet wurde, dass keine vorbestehenden
Antikorper gegen Gelbfieber oder verwandte Flaviviren bei unseren Spendern vorlagen,
konnten wir davon ausgehen, eine Uberwiegend von naiven T Zellen getragene
Primarantwort zu beobachten. Zum ersten Mal konnten wir flr eine humane Immunantwort
zeigen, dass die Frequenz von RTEs vor Impfung sowohl positiv mit der Grolde der

spateren antigenspezifischen CD4" T-Zellantwort als auch mit der Hohe der
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neutralisierenden Antikorper zum Endpunkt der Hauptstudie korrelierte. Da die Abnahme
der Thymusaktivitat zum physiologischen Alterungsprozess gehdrt, bleibt zu untersuchen,
inwiefern eine Beeintrachtigung der CD4" T Zell-Erstantwort bei noch &lteren Personen
oder Individuen nach Thymektomie vorliegt und gegebenenfalls
Kompensationsmechanismen greifen. Aul3erdem zeigte sich, dass im hdheren Lebensalter
eine signifikante Differenz in der RTE-Frequenz zwischen mannlichen und weiblichen
Probanden besteht. Zusammengenommen mit den zuvor beschriebenen Korrelationen zu
Effektorzell-T-Zellantwort sowie der Hohe der neutralisierenden Antikorper zu Studienende
und den bei Frauen seltener auftretenden YFV-17D-Serumviramie wirft dies die Frage auf,
ob Manner im hoheren Lebensalter im gesteigerten Mall vom vielschichtigen Prozess der
Immunoseneszenz betroffen sind.

Das von uns erhobene Zytokinprofil der YFV-17D-spezifischnen CD4" T Zellen unterstreicht
mit seiner robusten GroRe sowie des hohen Anteils polyfunktionaler Zellen sowohl in der
Primarantwort als auch im Langzeitverlauf die bereits bekannte hohe Immunogenitat der
Gelbfieberimpfung. Kritisch zu betrachten bleibt der signifikant hdhere Verlust von Zytokin-
bildenden Zellen, insbesondere von IFNy-Produzenten. Ob eine Gefahrdung des
Impferfolges hieraus resultiert, sollte im Zusammenhang mit weiteren Parametern der
Protektion wie neutralisierenden Antikdrpern oder zytotoxischen T Zellen im
Langzeitverlauf untersucht werden.

Im Hinblick auf die Serumviramie ist anzunehmen, dass die erfolgreiche Kontrolle der
Modellinfektion entscheidend von Abwehrmechanismen beeinflusst wird, die dem
angeborenen Immunsystem zugehorig sind, was Gegenstand einer Folgestudie sein
konnte.

Letztendlich ware eine systembiologische Integration der Studienergebnisse denkbar,
anhand derer die komplexen Veranderungen des alternden Immunsystems besser
nachvollzogen werden konnen. Um altersabhangige Veranderungen der Immunantwort auf
die hoch immunogene Gelbfieberimpfung noch deutlicher herauszuarbeiten, bleibt zu
diskutieren, flr eine zukunftige Studie ein hoheres Alter der alteren Probandenkohorte
anzustreben, unter Berlcksichtigung des steigenden Risikos einer Impfkomplikation sowie

des Einflusses von vorliegenden chronischen Erkrankungen.
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