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Abb.20  Abgebildet ist das  HE -Bilder in der 10x Vergrößerung (200µm Balken im Bild) der mit 
Medium infizierten Tiere. Das Bild zeigt einen angeschnittenen Brochiolus mit  regelrechtem 
Epithel. Das übrige Lungengewebe zeigt zarte Septen und eine unauffällige Alveolarstruktur.  
 

 

Abb. 21 CD3+ Zellen/0,6 mm2 

 
Abb.21  Dargestellt sind die Mittlewerte der vier-fünf Tiere der CD3+ Zellen pro Gesichtsfeld 
(GF) mit einer Fläche von F=0,651mm2 . Es wurden drei Gesichtsfelder pro Tier ausgezählt und 
davon der Mittelwert gebildet. Die Gruppen B/HPIV3-IP10 (94±25 Zellen/Gf, n=5) und HPIV3 
(93±19 Zellen/Gf, n=4) haben annähernd gleich viele Zellen pro GF. B/HPIV3 (73±15 
Zellen/Gf, n=5) zeigt einen niedrigeren Wert, der jedoch nicht statistisch signifikant niedriger ist. 
Die Zelldichte in den zellulären Infiltraten war zwar bei allen Gruppen etwa gleich hoch, doch 
hatte B/HPIV3 in den nichtentzündlichen Arealen eine geringe Zelldichte. Nicht so für die 
B/HPIV3-IP10 und HPIV3. Dort zeigte sich eine gleichmäßige Zellverteilung mit mäßig bis 
hoher Dichte. Die Mock Gruppe (22±7 Zellen/Gf, n=5) hatte die geringste Zelldichte, die nur zu 
B/HPIV3-IP10 signifikant unterschiedlich war. 
 

Zusammenfassend lassen sich die histologischen Befunde an Tag 5 nach Infektion wie folgt 

beschreiben: Die Immunhistologie zeigte für B/HPIV3-infizierte Tiere eine eher ungleichmäßige 

Zelldichte (73±15 Zellen/Gf). Es gab Foci zellulärer Infiltrate mit verdickten Alveolarsepten und 

vielen CD3+ Zellen, zeigten jedoch keine Signifikanz zur Mock Gruppe (22±7 Zellen/Gf). Diese 

Foci waren aber im Vergleich zu den HPIV3-infizierten Lungen stärker umschrieben. Dann 

wiederrum gab es Areale mit sehr geringer Zelldichte. Die Entzündung schien hier herdförmig zu 

sein. 
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Für HPIV3 (93±19 Zellen/Gf) zeigte sich in der Immunhistologie Lungenparenchym mit 

generalisiert leicht verdickten Alveolarsepten, Hyperplasie von Pneumozyten Typ2 und mäßig 

dichten CD3+ T-Zellinfiltraten, die jedoch  bezogen auf das Gesamtgesichtsfeld dichter als bei 

B/HPIV3 waren. Die fokalen Läsionen waren hier nicht so stark ausgeprägt, eher seltener und 

von ihrer Art eher diffus als umschrieben. Die Entzündung schien hier generalisiert zu sein.  

Die B/HPIV3-IP10 Schnitte zeigten ein regelhaft aufgebautes Lungenparenchym mit zarten 

Alveolarsepten und vielen CD3+ T-Zellen (94±25 Zellen/Gf) im Interstitium, vergleichbar mit 

der HPIV3 Gruppe, jedoch im Unterschied zu HPIV3 signifikant unterschiedlich zur Mock 

Gruppe. Es zeigte sich auch hier abschnittsweise in zwei Tieren ein zelluläres interstitielles 

Infiltrat i. S. einer interstitiellen Pneumonie, das jedoch in seiner Intensität viel geringer war als 

die beiden erstgenannten Gruppen. In der Mock-Gruppe zeigte sich wiederum ein regelhaftes 

Lungenparenchym mit zarten Alveolarsepten und nur äußerst spärlich vorkommenden CD3+ T-

Zellen. 

Die HE Bilder zeigten für die mit B/HPIV3 infizierten Tiere hyperplastisches Epithel im 

Bonchiolus und Zeichen einer Peribronchiolitis mit Gewebs-und Zellvermehrung. Weiterhin 

waren Zeichen einer ablaufenden Entzündung mit fokalen Infiltraten im Lungengewebe zu 

erkennen. Die Alveolen waren verdickt und enthielten Zellen i.S. einer Alveolitis mit zellulären 

Infiltraten und einer interstitellen Pneumonie.  

Die HE Bilder, der mit HPIV3 infizierten Tiere zeigten eine eher diffus, generalisierte 

Inflammation im Gesamtbild ebenfalls mit  hyperplastischem Epithel im Bronchiolus, Zeichen 

einer Peribronchiolitis und mit zellulärem entzündlichem Infiltrat. Auch hier waren Zeichen 

einer Alveolitis und interstitieller Pneumonie zu erkennen. 

Die HE Bilder der mit B/HPIV3-IP10  infizierten Tiere zeigten neben der Mockgruppe am 

wenigsten Veränderungen in der Lungenstruktur. Das unauffällige Epithel und die feinen 

Alveolarstrukturen waren mit der Mockgruppe vergleichbar. 
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6. Diskussion 
Intranasal applizierte attenuierte Lebenimpfstoffe gewinnen zunehmend an Bedeutung als 

potente Impfstrategie gegen Atemwegsinfektionen [54]. Zum einen induzieren sie neben der 

systemischen auch eine lokale mukosale Immunantwort, zum anderen kann durch die mukosale 

Applikation der Nestschutz der Neugeborenen umgangen werden [55]. Ein weiterer Vorteil ist, 

dass bislang bei experimentellen RSV und PIV Lebendimpfstoffen, im Gegensatz zu 

inaktivierten Impfstoffen, keine Immunpathologie beobachtet wurde [56]. Die intranasale 

Lebendimpfung folgt dem natürlichen Infektionsweg und die Replikation des attenuierten 

Lebendimpfstoffs korreliert generell mit der Immunogenität und eventuellen klinischen 

Symptomen [34]. 

Das Ziel dieser Arbeit war zu testen, ob die Immunogenität eines attenuierten intranasal 

applizierten HPIV3 Impfstoffes durch Expression von IP10 gesteigert werden kann. Intranasale 

Impfung von Säuglingen und Kindern mit BPIV3 in einer Dosis von 106 TCID50 wurden ohne 

Krankheitseffekt toleriert. Antikörpertiter gegen BPIV3 wurden induziert [57], jedoch war die 

Kreuzreaktivität zu HPIV3 zu schwach, um einen ausreichenden Schutz zu bieten [58]. 

Daraufhin wurde B/HPIV3 entwickelt, ein Impfvirus bei dem die Glykoproteine des bovinen 

Virus gegen die des humanen Virus ausgetauscht wurden. Die Replikation von B/HPIV3 in 

seronegativen Rhesusaffen war, verglichen mit HPIV3, etwa um den Faktor 10 reduziert. Die 

Expression zusätzlicher Gene aus dem rekombinanten Genom hob diese Attenuierung nicht auf 

[41, 47].  

Im Anschluss an RSV und HPIV Atemwegserkrankungen werden postinfektiöse Veränderungen 

der Lungenfunktion mit einem über mehrere Jahre hinweg hyperreagiblem Bronchialsystem 

beobachtet [59]. Junge Brown Norway (BN) Ratten entwickeln nach Sendai Virus (Murines 

Parainfluenza Virus Typ 1 (MPIV1) Infektion eine Bronchiolitis, auf die ein Remodeling der 

Lunge mit hyperreagiblem Bronchialsystem folgt. F344 Ratten sind vor diesen langandauernden 

Effekten einer MPIV1 Infektion geschützt und erkranken auch akut weniger stark. Cai und 

Castleman beschrieben, dass F344 Ratten ca. 200 mal mehr IP10 exprimieren als BN Ratten und 

vermuteten, dass die durch IP10 verstärkte Th1 Antwort für diesen Schutz verantwortlich sein 

könnte [60]. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, den IP10 Leserahmen 

der Baumwollratte in das Genom des B/HPIV3 Virus zu integrieren.  

Die im Tiermodell (Baumwollratten) getestete Hypothese lautete: Die Expression von IP10 

erhöht die Immunogentität des Impfvirus  und ist nicht für eine pulmonale Immunpathogenese 

verantwortlich. 
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6.1 Generierung der Viren und Analyse derselben 

Nachdem die kodierende Sequenz des IP10 Gens der Baumwollratte in das B/HPIV3-Genom 

kodierende Plasmid kloniert war, konnte von dieser cDNS ausgehend de novo ein rekombinantes 

Virus generiert werden. Das neu geschaffene B/HPIV3-P10 Virus replizierte in vitro ebenso gut 

wie B/HPIV3 und HPIV3, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die Expression nicht 

mit der Replikation von B/HPIV3 interferiert und dass das Chemokin nicht toxisch für LLC-Mk2 

Zellen ist. In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass HPIV3 die Expression von 

zusätzlichen Genen problemlos toleriert und dass auch Zytokine exprimiert werden können, ohne 

dass die in vitro Replikationskompetenz eingeschränkt wird [47, 61]. Diese Toleranz für 

Verlängerungen des Genoms ohne negative Effekte auf die Replikation unterscheidet HPIV3 von 

RSV [62]. Erfreulicherweise zeigte B/HPIV3-IP10 trotz mehrfacher Passagierung keine 

Aminosäurensubstitutionen. Insbesondere in nicht-essenziellen Genen - hier also im IP10 Gen - 

kann es vorkommen, dass als Teil der antiviralen Immunantwort Adenosindeaminasen aktiviert 

werden und dass hypermutierte Sequenzen entstehen, ohne dass das Virus 

replikationsinkompetent wird [61, 63]. 

Im Western Blot zeigten sich zwei Banden für IP10 bei 10 kDa und 12 kDa, wobei die 12 kDa 

Bande nur spärlich ausgeprägt war. Die intensive 10 kDa Bande nach nur kurzer Exposition 

kann, obwohl ohne zelluläre Kontrollgene durchgeführt, zumindest als Hinweis auf eine  robuste 

IP10 Expression durch das Virus gewertet werden. Für das IP10 Genprodukt zeigt das primäre 

Translationsprodukt eine Größe von 12 kDa. Die Signalpeptidase produziert dann ein 10 kDa 

Polypeptid [48]. Dieser Vorgang ist auf Grund der begrenzten Kapazität des endoplasmatischen 

Retikulums für Translationsprodukte sättigbar, sodass bei Überexpression, wie es hier 

anscheinend der Fall war, auch die nicht geschnittenen Formen detektierbar sind. Die starke 

Expression des IP10 Gens war erwartet und erwünscht. Die Transkription von HPIV Genen 

weist einen von promotorproximal nach promotordistal abnehmenden Gradienten auf. Dies wird 

darauf zurückgeführt, dass die virale Transkriptase jedes Gen einzeln transkribiert, am Ende des 

Gens die Transkription einstellt, die intergenische Sequenz überspringt und dann erneut mit der 

Transkription des nächsten Gens beginnt. Da dieser Prozess nicht perfekt ist, kann sich die 

Transkriptase vom Antigenom lösen, sodass es am Ende der intergenischen Sequenz nicht 

wieder zur Initiierung der Transkription kommt. Je weiter promotordistal ein Gen liegt, desto 

größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine Transkriptase nicht mehr mit dem Antigenom 

assoziiert ist [64].  Da das IP10 Gen an erster Stelle, also promotorproximal, liegt wure mit einer 
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starken Expression gerechnet. Virale Fremdantigene, die an gleicher Stelle in das B/HPIV3 

Genom eingefügt wurden, wurden ebenfalls ausgesprochen stark exprimiert  [64]. 

 

6.2 Replikation und Antikörperantwort in der Baumwollratte  

Die Baumwollratte (Sigmodon hispidus) wurde als Modell für den Vergleich der Replikation und 

Immunogenität von HPIV3, B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 gewählt, da Baumwollratten 

semipermissiv für HPIV3 sind und bereits in anderen Arbeitsgruppen als Kleintiermodell für die 

Evaluierung von Parainfluenzaviren genutzt wurden [65-69]. Ein Nachteil des 

Baumwollrattenmodells ist, dass bislang nur wenige immunologische Reagenzien kommerziell 

erhältlich sind, sodass nur eine begrenzte Auswahl von Analysen möglich sind. Es zeigte sich in 

dieser Arbeit eine Restriktion der Virusreplikation um das 200 fache für B/HPIV3 und um das 

285 fache für B/HPIV3-IP10 im Vergleich zum HPIV3. Die in dieser Arbeit beschriebenen 

HPIV3 Virustiter in der Lunge von Sigmodon hispidus entsprechen den von anderen 

Arbeitsgruppen publizierten Titern, d.h. sie liegen in der Größenordnung von 104 infektiösen 

Einheiten pro Gramm Lungengewebe [68]. In anderen Studien wurden Rhesusaffen ebenfalls als 

Tiermodell für die Evaluierung des Attenuierungsphänotyps von B/HPIV3 genutzt, doch zeigt 

sich in diesem Modell lediglich eine Restriktion der Replikation um den Faktor 10 im Vergleich  

zu HPIV3 [41, 47]. Auch in Hamstern zeigt sich für das B/HPIV3 ein ähnlicher 

Attenuierungsphänotyp, d.h. eine Restriktion der Replikation um den Faktor zehn [70]. Keines 

der drei Tiermodelle stellt ein Krankheitsmodell dar, d.h. weder Baumwollratten, noch Hamster, 

noch Rhesusaffen entwickeln Symptome einer PIV3 Atemwegserkrankung (Pharyngitis, 

Laryngotracheitis, Bronchitis, Bronchiolitis oder Pneumonie); die eingeschränkte Replikation 

dient lediglich als Surrogat für die in Kleinkindern erwartete Attenuierung, also das Ausbleiben 

klinischer Symptome in dieser Zielgruppe für einen HPIV3 Impfstoff. 

Der primäre Endpunkt für die Beurteilung der Immunogenität der Impfviren in dieser Studie war 

der Titer von HPIV3 neutralisierenden Antikörpern im Serum an Tag 21 nach Infektion. In 

seronegativen Primaten und in seronegativen Kleinkindern und Säuglingen konnte gezeigt 

werden, dass eine HPIV3-spezifische Serokonversion mit Schutz vor Replikation einer 

Challenge Infektion (HPIV3 im Falle der Affen, eine zweite Dosis Impfvirus im Falle des 

Säuglinge) einhergeht, also als Korrelat eines Immunschutzes gewertet werden kann  [35, 36]. 

B/HPIV3, B/HPIV3-IP10 und HPIV3 induzierten ähnliche Neutralisationstiter, d.h. es konnte 

kein signifikanter Unterschied detektiert werden. Dies ist erstaunlich, da HPIV3 200 bis 300 mal 

besser repliziert als B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 und allgemein davon ausgegangen wird, dass 
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die Immunogenität von attenuierten Lebendimpfstoffen mit der Replikation der Impfviren 

korreliert. In publizierten Studien, in denen HPIV3 und B/HPIV3 in Rhesusaffen verglichen 

wurden, zeigte sich, dass B/HPIV3 etwas weniger immunogen war als HPIV3  [41, 47]. In 

diesen Studien wurden jedoch lediglich Hämagglutinationsinhibitionstiter (HAI Titer) bestimmt 

und es kann davon ausgegangen werden, das HAI Titer nicht perfekt mit Neutralisationstitern 

korrelieren. Antikörpertiter gegen HPIV3 können auch 5 und 6 Wochen nach Infektion noch 

ansteigen, und die Bestimmung an Tag 21 war eventuell weniger differenzierend als eine 

Bestimmung an einem späteren Zeitpunkt. Eine Studie in Primaten konnte hier leider nicht 

durchgeführt werden, sodass die Immunogenität von B/HPIV3-IP10 nicht abschließend bewertet 

werden kann. 

Derzeit wird B/HPIV3 als experimenteller HPIV3 Lebendimpfstoff in seronegativen 

Kleinkindern evaluiert (ClinicalTrials.gov Registernummer NCT00366782). Obwohl diese 

Studien noch nicht abgeschlossen sind, zeigen die Virustiter in den ersten geimpften 

Kleinkindern, dass B/HPIV3 eher um den Faktor 10 als den Faktor 300 attenuiert ist, sodass das 

Tiermodell Rhesusaffe besser der Attenuierung in Kleinkinder zu entsprechen scheint als das 

Modell Baumwollratte (persönliche Kommunikation, Alexander Schmidt, NIH). 

 

6.3 Zelluläre Immunantwort  

Für eine effektive antivirale Immunantwort bei HPIV3 Primärinfektion sind zwei Zelltypen 

essenziell. Zum einen sind dies die antigenpräsentierenden Zellen (insbesondere dendritische 

Zellen) und zum anderen T-Zellen. Bei viralen Infektionen spielen die plasmacytoiden 

dendritischen Zellen (PDZ) eine wichtige Rolle. Sie sind in der Lage eine Th1 bzw. Th2 Antwort 

zu generieren, je nachdem wie sie aktiviert wurden [71]. Virus aktivierte humane  PDZ sorgen 

dafür, dass sich native CD4+ T Zellen in einem IFNα abhängigen Milleu zu Th1 Zellen  

differenzieren [72, 73]. Dabei differenzieren sie selbst durch einen autokrinen Mechanismus und 

stimulieren die T-Zellen zur Produktion von IFNγ. Darüber hinaus werden durch IFNα 

natürliche Killerzellen angelockt.  

Virale Erreger von akuten Atemwegserkrankungen können unterschiedliche Zytokinmuster 

induzieren. Eine Studie, die die  nasopharyngealen Aspirate von Kleinkindern hinsichtlich dieser 

Zytokinmuster untersuchte, konnte zeigen, dass RSV eine vornehmlich Th2 Antwort, 

Influenzaviren eine vornehmlich Th1 Antwort und Adenoviren und Parainfluenzaviren eine Th1 

und Th2 Antwort in der Lunge induzieren [74].  
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Dabei zeigte, wie oben schon erwähnt, die Th1 Antwort in mehreren Studien Virusspezies 

übergreifend einen protektiven Effekt. Das Th1 Millieu sorgt dabei für schnelle Klärung der 

Viren, eine beschleunigte Reifung von dendritischen Zellen und T-Zellen, und einen Influx von 

Immunzellen [49, 60]. IP10 spielt dabei eine bedeutende Rolle, wie in Balb/c Mäusen gezeigt 

werden konnte. So verstärkte sich die RSV induzierte Lungenpathologie durch Neutralisation 

von IP10. Weiterhin zeigte sich in Mäusen nach IP10 Neutralisation eine verzögerte 

Virusklärung von RSV. Erstaunlicherweise konnten in  Lungen von Mäusen nach IP10 

Neutralisation, im Vergleich zu Kontrolltieren, keine Veränderungen im Hinblick auf die IFNγ- 

oder Th2 Zytokininduktion beobachtet werden, es kam jedoch zur Reduktion des IL-12 Proteins 

und der IFNα mRNA im Lungengewebe. Somit führte die IP10 Neutralisation zur Abnahme von 

Th1 spezifischen Zytokinen, jedoch nicht zur Induktion einer Th2 Antwort. Immunzellen, 

dendritische Zellen und CD8+ Zellen wurden weniger effektiv in die Lunge von IP10 

neutralisierten Mäusen rekrutiert [49].  

Um meine Arbeitshypothese zu evaluieren, dass die Überexpression des IP10 die Immunogenität 

des B/HPIV3-IP10 steigert, wurden IFNγ (Th1 Antwort) und IL-4 (Th2 Antwort) mit dem 

ELISA gemessen. Die Überexpression des IP10 hat dabei den Vorteil, dass das Zytokin IP10 in 

größerer  Menge und über einen längeren Zeitraum das Lungenepithel und die lokalen 

Immunzellen stimulieren kann, da gezeigt wurde, dass A549 Lungenepithelzellen, die mit 

Sendaiviren infiziert wurden, eine Spitzenkonzentration von IP10 nach 12h exprimierten  und 

dass IP10 nach 12 Stunden herunterreguliert wurde. Auch zeigte diese Studie, dass die IP10 

Produktion in A549 Lungenepithelzellen nach Sendaivirus Infektion mit steigender Viruslast 

anfangs bei einer MOI von 0,2-1 zunimmt  und bei  MOI von 5-25 wieder auf den Anfangswert 

sinkt [75]. Leider konnte in dieser Arbeit die Konzentration des IP10 Proteins nicht bestimmt 

werden, da für die Baumwollratte noch kein Assay existierte. Im Nachhinein wäre es sicher 

sinnvoll gewesen, die IP10 mRNA mittels einer qPCR zu quantifizieren, doch dies war nicht als 

Teil des Tierversuchs berücksichtigt worden. 

An Tag drei wurden die Zytokine aus dem Blut bestimmt und für sowohl IL-4 als auch IFNγ 

waren nur an der Nachweisgrenze ermittelbar. Grundvorrausetzung einer messbaren Erhöhung 

der Zytokinausschüttung ist eine Rekrutierung und Stimulierung der Immunzellen in einem 

bestimmten Zeitintervall. Das keine Erhöhung der Zytokine ermittelt werden konnte, kann 

mehrere Ursachen haben. So ist es fraglich, ob der gewählte Zeitpunkt drei Tage nach Infektion 

der beste Zeitpunkt für dieses Assay war, da die Virus Spitzen-Titer in der Lunge von  mit 

HPIV3 infizierten Baumwollratten an Tag 3 liegen [67]. Die maximale Rekrutierung 

zytokinsezernierender Zellen und die Zytokinausschüttung in der Lunge und in mediastinalen 
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Lymphknoten (nach Restimulation) von C57BL/J6 Mäusen, die mit Sendaiviren infiziert 

wurden, lag zwischen Tag 7 und 10 nach Infektion. Das ist auch der Zeitraum, zu dem die Viren 

von der Lunge geklärt sind. Zum anderen ist es denkbar, dass die Assaymethode nicht 

empfindlich genug war. Wir haben hier eine ELISA Methode gewählt und hätten uns auch für 

einen ELISPOT entscheiden können. Beide Methoden liefern nicht unbedingt vergleichbare 

Ergebnisse. Dies ist jedoch nicht verwunderlich, da der ELISPOT keine Konzentrationen misst 

und die unterschiedlichen Detektionsmethoden unterschiedliche Aspekte der Zytokinproduktion 

reflektieren [76].  Somit können Zellen positiv im Elispot dargestellt werden, jedoch keine 

Zytokine im ELISA feststellbar sein. Messbare Zytokine in fluiden Medien (Serum, BAL) 

repräsentieren dabei nur den Überschuss nach Eigenverbrauch und Abbau durch die Zellen.  

 

Der langfristige Effekt der Virusstimulation auf das Immunsystem sollte durch 

Zytokinbestimmung nach Restimulation und Proliferation der PBMC  an Tag 21 in dieser Arbeit 

bestimmt werden. Dass der gewählte Zeitpunkt und das zu untersuchende Material messbare 

Ergebnisse unterstützt, zeigt sich in einer Studie, in der in Rhesusaffen die Anzahl an IFNγ 

sezernierender PBMC nach Infektion mit B/HPIV3, das zusätzliche Gene exprimiert, gemessen 

wurde. Es zeigten sich weniger als 20 IFNγ sezernierender PBMC pro 400.000 Zellen an Tag 6 

und an Tag 10 stieg die Zahl auf 40-140 pro 400.000 Zellen. An Tag 21 lag die Zahl der IFNγ 

sezernierender PBMC etwas niedriger jedoch immer noch erhöht bei 18-90 pro 400.000 Zellen 

[47]. Es zeigte sich in dieser Arbeit nur in der HPIV3-Gruppe in dem UV-inaktivierten 

Virusstimulationsansatz ein zu allen Gruppen bis auf B/HPIV3-IP10 und HPIV3 im 

virusstimulierten Ansatz  signifikanter Anstieg im Hinblick auf die IFNγ Ausschüttung und ein 

zu allen Gruppen bis auf B/HPIV3-IP10 und B/HPIV3 im UV-inaktivierten 

Virusstimulationsansatz  signifikanter Anstieg im Hinblick auf die Proliferation der PBMC nach 

Restimulation. Es stellen sich somit bei diesem Ergebnis drei Fragen. Erstens: Warum hat die 

Stimulation mit lebenden Viren keine Proliferation der PBMC induziert? Zweitens: Warum 

waren B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 nicht in der Lage, eine mit HPIV3 vergleichbare 

Immunantwort (IFNγ Ausschüttung in Verbindung mit der PBMC Proliferation) zu induzieren? 

Drittens: Warum war die IL-4 Antwort der PBMC nach Restimulation für alle Gruppen an Tag 

21 nur an der Nachweisgrenze messbar? 

Hinsichtlich der ausbleibenden Proliferation nach Stimulation mit lebenden Viren: Durch die 

starke IFNγ Ausschüttung sind Zellen (Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Pneumozyten 

Typ II und Fibroblasten) im Entzündungsgeschehen in der Lage das Chemokin IP10 zu 

produzieren und aktivierte CD4+ Zellen anzulocken [77]. 
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Aktivierte angelockte CD4+ Zellen produzieren IFNγ, proliferieren und unterhalten somit das 

antivirale Milleu. Jedoch infiziert HPIV3 Immunzellen, inhibiert diese Proliferation und 

verhindert einen langfristigen Schutz. Eine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass nicht aktivierte T-

Zellen nicht infiziert werden und eine Aktivation  der T-Lymphozyten für die Infektion mit 

HPIV3 notwendig ist. Zuvor durch Cyclosporin A inaktivierte T-Lymphozyten konnten auch 

nach Zugabe von IL-2 nicht infiziert werden. Die Fähigkeit infektiöse Viren in T-Lymphozyten 

zu replizieren konnte auch nur in aktivierten T-Lymphozyten beobachtet werden. Weiterhin 

verhinderte HPIV3 die Proliferation von aktivierten T-Lymphozyten und inhibierte zugegebenes 

IL-2 eine Wachstumsstimulation in rezeptorpositiven Zellen zu induzieren. Die nichtinfizierten 

aber stimulierten T-Lymphozyten, denen analog IL-2 und Cyclosporin A zugegeben wurde 

konnten die Wachstumsinhibition durch Cyclosporin A umgehen. Der [3H]-Thymidin-Einbau 

zeigte eine dosisabhängige Inhibition der Inkorporation von aktivierten T-Lymphozyten durch 

das Virus [78]. Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte, dass  die Inhibition des [3H]-Thymidin-

Einbaus in aktivierten T-Lymphozyten nicht durch Metabolite der Arachidonsäuresynthese 

verursacht wird, da man annahm, dass die Metabolite für Proliferationshemmung verantwortlich 

sind.  Die Zugabe von bovinem rekombinantem IL-1β oder IL-2 hoben diese Inhibition ebenfalls 

nicht auf, was mit der oben genannten Studie übereinstimmt. Überstand von infizierten 

Brochiolarmakrophagen (BAM) und gemischten Lymphozytenkulturen konnten keine Inhibition 

des [3H]-Thymidin-Einbaus bewirken. Sie zeigten weiterhin, dass die [3H]-Thymidin 

Inkorporation von PBMC, die direkten Kontakt mit HPIV3 infizierten BAM hatten, supprimiert 

ist. Wenn die PBMC jedoch durch eine semipermeable Membran von den BAM getrennt 

wurden, der [3H]-Thymidin-Einbau wiederhergestellt war und den der Kontrollgruppe sogar 

übertraf. Der Zell-Zell Kontakt ist dabei die Grundvoraussetzung für eine Infektion [79]. Zwei 

weitere Studien verdeutlichen die funktionalen  immunologischen Veränderungen infizierter T-

Lymphozyten, die einen inhibitorischen Effekt auf den [3H]-Thymidin-Einbau haben [80, 81]. 

Diese Studien bestätigen die in dieser Arbeit festgestellte Proliferationshemmung im 

Stimulationsansatz mit lebenden Viren. Auf der anderen Seite zeigt die Antwort der mit HPIV3 

infizierten PBMC im Stimulationsansatz mit UV-inaktivierten Viren, dass viele T-Lymphozyten 

bei Infektion in vivo aktiviert wurden, sodass die Restimulation  mit nichtreplikativen Viren 

einen gesteigerten [3H]-Thymidin-Einbau bewirkte, der im Vergleich zur Mock Gruppe 

signifikant war. 

Mehr aktivierte Lymphozyten produzieren folglich auch mehr IFNγ [47, 76].  Deshalb reflektiert 

die hohe IFNγ Ausschüttung der HPIV3-Gruppe in dem UV-inaktivierten 

Virusstimulationsansatz eine gute Virusstimulation in der Lunge. Grund dafür ist inbesondere in 
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die mit anderen Studien vergleichbare in vivo Replikation von HPIV3, die bei 104 PFU/g 

Lungengewebe lag  [68].  

Hinsichtlich der verminderten Proliferation und IFNγ Ausschüttung nach B/HPIV3 oder 

B/HPIV3-IP10 Infektion: Auf der anderen Seite spiegeln die niedrigen, obwohl jedoch von 

HPIV3 nicht signifikant unterschiedlichen Proliferationswerte nach Stimulation durch UV-

inaktivierte Viren der beiden anderen Gruppen in Zusammenhang mit der von B/HPIV3 und 

B/HPIV3-IP10 zu HPIV3 signifikant niedrigeren  IFNγ Ausschüttungen eine schlechte primäre 

Stimulation aufgrund der eingeschränkten Replikation wieder. B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 sind 

attenuierte Viren. Somit lässt sich bei restringierter Replikation für diese Viren noch nicht 

vorraussagen, wann und wie schnell sie Zellen in der Lunge rekrutieren und aktivieren. Obwohl 

in dieser Arbeit für das B/HPIV3-IP10 Virus in vitro, bei einer den anderen Viren vergleichbaren 

Wachstumskinetik, gezeigt wurde, dass IP10 im B/HPIV3-IP10 Virus überexprimiert wird, hängt 

die Expression in vivo von der Replikation der Viren ab. Da die attenuierten Viren 200 bis 300 

mal schlechter replizierten als HPIV3 ist es möglich, dass keine adäquate Stimulation des 

zellulären Immunsystems erfolgte, obwohl die Induktion vergleichbarer Neutralisationstiter diese 

Aussage zumindest relativieren muss [82].  

Eine andere Studie benutzte 129/J (129) und C57BL/6J (B6) Mäuse, um die zelluläre und 

humorale Immunantwort zu evaluieren. Weiterhin wurden von diesen beiden Spezies durch 

Bestrahlung (950 Rad) und Knochenmarksrekonstitution Chimäre hergestellt, die das Verhältnis 

zwischen dem bestrahlungsresistenten Lungenepithel und dem Knochenmark  untersuchte.  

Es zeigte sich, dass die Lungenpathologie mit der Höhe des Virustiters, der für die 129 Mäuse 10 

fach erhöht war, korrelierte. Der höhere Titer in diesen Tieren korrelierte mit höheren IFNγ 

Konzentrationen. Die CD4+ T-Zellen machten dabei den größten Teil der IFNγ-produzierenden 

Zellen aus. Die Ursache für das bessere Viruswachstum in den 129 Mäusen kann entweder eine 

vererbte Eigenschaft des Lungenepithels (angeborene Immunantwort oder natürliche Resistenz) 

oder eine weniger effektive spezifische Immunantwort im Vergleich zu den B6 Mäusen sein. 

Versuche an Chimären zeigten,  dass das zwischen den Tierspezies unterschiedlich empfindliche 

Lungenepithel der Hauptfaktor für das Viruswachstum ist. Auch zeigte sich, dass die Viruslast 

die IFNγ Sekretion und damit das Ausmaß der CD4+ T-Zell Stimulation beeinflusste, die 

während der primären Antwort in vivo stattfindet. Die humorale Antwort wich aber von dieser 

Beobachtung ab. Sowohl die Art als auch die Höhe der virusspezifischen Immunantwort ist 

offensichtlich im hämatopoetischen und lymphatischen Kompartiment determiniert und ist 

unabhängig von dem Viruswachstum und der IFNγ Sekretion, die mehr durch das Lungenepithel 

determiniert ist [83]. Somit sind die in dieser Arbeit beobachteten zellulären und humoralen 
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Antworten der B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 Gruppen nicht widersprüchlich, da trotz 

Attenuierung ein mit HPIV3 vergleichbarer Antikörpertiter induziert wurde, die IFNγ Sekretion 

der PBMC jedoch weitgehend ausblieb. Es zeigt sich auch ein Trend zu einer niedrigeren 

Proliferationsrate der B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 Gruppen im Vergleich zu HPIV3 im UV-

inaktivierten Virusstimulationsansatz, das das Ausbleiben einer IFNγ Sekretion untermauert. 

Wünschenswert im Hinblick auf das Proliferationsergebniss im UV-inaktivierten 

Virusstimulationsansatz wäre eine größere Tieranzahl gewesen, um die Power beim statistischen 

Testen zu erhöhen. Die allgemeine Vorstellung, dass   die Immunogenität von attenuierten 

Lebendimpfstoffen mit der Replikation der Impfviren korreliert, muss im Hinblick auf die 

spezifische Immunantwort zumindest teilweise differenziert betrachtet werden.  

Hinsichtlich der ausgebliebenen IL-4 Antwort: Die IL-4 Antwort der PBMC nach Restimulation 

an Tag 21 zeigte nur an der Nachweisgrenze ermittelbare Werte in allen Gruppen. Dies ist 

konsistent mit mehreren Studien, die trotz Nachweis von IL-4 in der BAL keine IL-4 Produktion 

an allen Untersuchungstagen von Lymphozyten mediastinaler Lymphknoten nach Restimulation 

mit dem Sendai Virus zeigten [76, 83]. Die IL-4 Produktion in der Lunge ist auch in   

nasopharyngealen Aspiraten von Kleinkindern gezeigt worden, wo Parainfluenzaviren eine Th1 

und Th2 Antwort induzierten [74]. Das immunologische Zytokinprofil scheint dabei in der 

Lunge entweder teils anders reguliert zu sein oder es muss ein sensitiveres Nachweisverfahren 

wie z.B. eine qPCR gewählt werden.  

 

6.4 Histologie der Lungen 

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war die Auswirkung der rekombinanten Viren auf die 

Lungenpathologie an Tag 5 nach Infektion. Dabei sollte die chemotaktische Potenz des IP10 und 

die Pathogenität der Viren untersucht werden. Vergleichbare Pathogenesestudien an F344 Ratten 

hatten gezeigt, dass die Überexpression des IP10 in diesen Ratten ein möglicher Faktor für den 

protektiven Effekt nach Sendaivirusinfektion darstellt [60]. Andere Studien konnten eine 

schnellere Virusklärung in F344 Ratten im Gegensatz zu BN-Ratten feststellen [84]. Weiterhin 

gibt es Studien, die einen Zusammenhang zwischen einer prädominanten Th2 Antwort und 

verstärkten pathologischen Lungenveränderung beschreiben und eine Th1 dominierte Antwort 

als protektiv darstellen [85].  

 

Für die HPIV3-Gruppe waren wie für die B/HPIV3-Gruppe  hyperplastisches Epithel und 

Zeichen einer Alveolitis mit zellulären Infiltraten in den Alveolen zu erkennen. Weiterhin 
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konnten Zeichen einer Peribronchiolitis, fokale entzündliche Infiltrate und Zeichen einer 

interstitellen Pneumonie beobachtet werden. Die HPIV3 Gruppe zeigte im Vergleich zur 

B/HPIV3-Gruppe eine eher diffuse, generalisierte Entzündungsreaktion. Aufgrund der Tierzahl 

zeigte sich für die HPIV3-Gruppe (n=4) keine Signifikanz zur Mock Gruppe i. H. auf die 

Zellzahl der CD3+ Zellen, obwohl die HPIV3 Werte mit den B/HPIV3-IP10 Werten (n=5) 

vergleichbar waren und die Varianz der HPIV3 Gruppe sogar geringer war als die B/HPIV3-

IP10 Gruppe. Vergleichbare Ergebnisse zeigten Studien, die an mit HPIV3 infizierten 

Baumwollratten die histopathologische Dynamik der Erkrankung untersuchten. Dabei wurden 

Lungenschnitte an Tag 1-8, 10, 14 und 21 (Tag 1-7, 10, 14 für die Kontrolltiere) durchgeführt. 

Die Lungenschnitte der Kontrolltiere zeigten an allen Tagen zylindrisches Epithel mit basal 

angefärbten Zellkernen. Die Lamina propria und der interstitielle Raum war frei von zellulären 

Infiltraten, so wie es in dieser Arbeit für die B/HPIV3-IP10 und Mock-Gruppe beobachtet 

wurde. Das Lungengewebe mit HPIV3 infizierten Tieren zeigte innerhalb von zwei Tagen einen 

zytopathischen Effekt und Defekt der epithelialen Architektur. An Tag 5 konnten Infiltrationen 

perivaskulärer und peribronchialer Räume festgestellt werden. Die Infiltration war an Tag 7 nach 

Infektion am stärksten ausgeprägt [65].  

In der Histologie konnte gezeigt werden, dass das IP10 sowohl einen chemotaktischen Effekt auf 

CD3+ Zellen mit als einzigste Gruppe signifikantem Unterschied zur Mock Gruppe als auch 

einen protektiven Charakter in Bezug auf akute pathologische Lungenveränderungen an Tag 5 

nach Infektion hatte. CD3+ Zellen wurden rekrutiert, ohne die Lungenmorphologie zu 

beeiflussen. Erstaunlicherweise zeigte die B/HPIV3-Gruppe eine starke Pathologie, die fokal 

sogar die des Wildtypvirus übertraf. Man hätte aufgrund der restringierten Replikation eine eher 

milde Reaktion erwartet, doch zeigt sich dies hier nur abschnittsweise. Die Antifibrotische und 

protektive Wirkung im Th1 Millieus ist in vielen Studien beschrieben worden und ist hier nur 

durch Überexpression des IP10 im Vergleich zu den beiden anderen Viren zu erklären [86, 87]
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7. Zusammenfassung 
Diese Arbeit beschreibt die erfolgreiche Nutzung des reversen Genetik Systems für das 

Impfvirus B/HPIV3 im Hinblick auf die Einbringung eines immunmodulierenden Gens. Es 

wurde de novo von cDNA eine B/HPIV3 Mutante mit einer zusätzlichen IP10 Geneinheit, 

B/HPIV3-IP10, geschaffen. IP10 ist ein Chemokin, das bei viralen Atemwegsinfektionen eine 

schützende und immunstimulierende Wirkung ausübt. B/HPIV3-IP10 exprimierte erfolgreich das 

Protein und replizierte in vitro ebenso gut wie HPIV3. 

 

B/HPIV3-IP10 wurde anschließend im Tierversuch evaluiert. In Baumwollratten wurde die 

Replikation, die Immunogenität und die Virulenz von B/HPIV3-IP10 im Vergleich zu B/HPIV3 

und HPIV3 untersucht. Es zeigte sich, dass B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 wesentlich schlechter 

replizieren als HPIV3, wie es für attenuierte Impfviren erwartet wurde. Erfreulicherweise 

induzierten B/HPIV3 und B/HPIV3-IP10 trotz ihrer restringierten Replikation mit HPIV3 

vergleichbare HPIV3-neutralisierende Antikörpertiter.  

 

Im Hinblick auf die T-Zell Proliferation und IFNγ Ausschüttung nach Restimulation zeigte 

B/HPIV3-IP10 einen Trend zu gesteigerter Immunogenität im Vergleich zu B/HPIV3. Die in 

einem einzigen Tierversuch gemessenen Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant. 

HPIV3 zeigte im UV-inaktivierten Stimulationsansatz signifikant höhere Werte in der IFNγ 

Ausschüttung, jedoch nicht in der T-Zell Proliferation.  

 

In der Lungenhistologie zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Zahl CD3+ Zellen in den 

Lungen von B/HPIV3-IP10 infizierten Tieren im Vergleich zur Mock Gruppe und ein Trend zu 

einem Anstieg im Vergleich zu B/HPIV3 infizierten Tieren. Insgesamt zeigten die Lungen von 

B/HPIV3-IP10 infizierten Tieren weniger pathologische Veränderungen als die Lungen von  

B/HPIV3 oder HPIV3 infizierten Tieren.   

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass B/HPIV3-IP10 gut in vitro repliziert, in 

Baumwollratten jedoch deutlich attenuiert, aber dennoch mindestens so immunogen wie 

B/HPIV3 ist. Es gibt erste Anzeichen dafür, dass B/HPIV3-IP10 eventuell immunogener und 

weniger pathogen ist als B/HPIV3. 
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8. Anhang 

8.1 Primer 

Alle Primer sind in 5` --- 3` Richtung angegeben. 

 

IP10-for 

ggagcctgcaggATGAACCCGAGTGCTGTCCTCGTTTTCTGC 

 

IP10-rew 

GgagcctgcaggTACAGCACTGAGGTGATCGGCTTCTCTCTGG 

 

Seq.-for 

TCTGCctcatcttgctgagc 

  

Seq.-rew 

gatggccgctgactctgg 

 

 

VR4 f an Position 18470 im Genom        GTACGCTTCGCACCTCGA 

 

VR6 rew an Position 316 im Genom       GCTCTTTGCGCATGCTGC 

 

Für B/HPIV- IP10 Sequenzierung, nach der Rescue 

 

Seq PCR forward  acaagagaagagactggtttggga 

 

Seq.80 f acttaggattaaagaactttaccgaaagg 

 

Seq 175 rew  tgcccgggaataacagccc 

 

Seq PCR reward    tgtcatctgttattgatggtccaag
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