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EINLEITUNG

2 Einleitung

2.1 Das Gelbfiebervirus

2.1.1 Geschichte, Ubertragung und Verbreitung

Das Gelbfiebervirus (GFV) ist das Referenzvirus der Flaviviren, von dem sich auch der
Name Gelb lat. flavus ableitet. Neben den Flaviviren gehéren die Gattungen Pestivirus und
Hepacivirus zu der Familie der Flaviviridae. Die meisten der 53 bekannten Flaviviren werden
durch Micken oder Zecken Ubertragen und daher zu den Arboviren (,arthropod-borne* —
durch Arthropoden ubertragen) gezahlt [1]. Zu den humanpathogenen Flaviviren gehodren
z.B. das Dengue-, West-Nil-, Frihsommer-Meningoenzepalitis- und Japanische

Enzephalitisvirus.

Das GFV ist wahrscheinlich vor etwa 3.000 Jahren [2] in Zentralafrika [3] aus einem
Vorganger entstanden und hat sich dann mit seinen Vektoren den Handelswegen folgend
tber Ost- und Westafrika bis nach Europa sowie nach Sud- und Nordamerika ausgebreitet.
Besonders vom 17. bis zum 19. Jahrhundert kam es haufig zu grof3en Gelbfieber-Epidemien
mit zahllosen Opfern [4]. Erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden Miucken als
Ubertrager des Gelbfiebers (GF) identifiziert und der Infektionszyklus analysiert [5].
Der Zyklus beginnt mit der Infektion der weiblichen Micken durch eine Blutmahlzeit an
einem viramischen Patienten oder einem Affen. Zunéchst vermehrt sich das Virus in den
Epithelzellen im Verdauungstrakt und breitet sich daraufhin bis in die Speicheldriisen aus,
was dazu fuhrt, dass die Miicke das Virus bei der nachsten Blutmahlzeit auf den neuen Wirt
Ubertragen kann. Die Dauer zwischen Aufnahme des Virus und der Ausscheidung Uber die
Speicheldrisen wird als extrinsische Inkubationszeit bezeichnet. In Abhangigkeit von der
Umgebungstemperatur liegt sie bei 4 bis 18 Tagen. Zusatzlich kdnnen auch die Eier einer
infizierten Miicke das Virus in sich tragen, sodass die néchste Mickengeneration bereits
infiziert ist. Diese transovarielle Ubertragung findet jedoch nur zu einem sehr geringen

Prozentsatz statt [6, 7].

Mit dem Wissen uber die Verbreitung des Virus konnten speziell in Sidamerika Malinahmen
ergriffen werden, die eine weitere Verbreitung der Vektoren einddmmten [8-10]. Zunachst
wurden hauptséachlich Brutstatten trockengelegt, spater kam mit dem grof3flachigen Einsatz
von Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) eine effektive MalRnhahme gegen adulte Micken
hinzu [11].
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Heute ist bekannt, dass es drei verschiedene Ubertragungszyklen auf den Menschen gibt,
wie in der folgenden Abbildung 2.1 dargestellt. Im Dschungelzyklus tbertragen Haemagogus
ssp. in Studamerika bzw. Aedes africanus in Afrika das Virus zwischen Primaten. In Stidafrika
sind hauptséchlich Brillaffen (Alloutta ssp.) davon betroffen, die im Gegensatz zu den in
Afrika beteiligten Primaten (Colobus abyssinicus, Cercopithecus ssp. und Galago
senegalensis) eine symptomatische Erkrankung durchmachen und héufig daran sterben [4].
Die standige Zirkulation des Virus zwischen den Primaten bildet ein Reservoir fir das Virus,
welches eine vollstandige Ausrottung unméglich macht. Die Ubertragung auf den Menschen
erfolgt jedoch nur sporadisch, da die Mucken den Menschen nicht als Wirt betrachten und
ihn nur sehr selten infizieren. In den afrikanischen Feuchtsavannen hat sich der sogenannte
intermediare oder Savannenzyklus ausgebildet. Das GFV wird dabei von Aedes-Micken
ebenfalls zwischen Primaten Ubertragen. Die beteiligten Vektoren unterscheiden sich jedoch
von denen im Dschungelzyklus in der Art, dass sie auch den Menschen als Wirt nutzen. Es
kommt daher viel haufiger zu Ubertragungen auf den Menschen. Der gefahrlichste
Ubertragungsweg ist der urbane Zyklus (siehe Abbildung 2.1), bei dem es unabh&ngig von
tierischen Wirten zu einer kontinuierlichen Ubertragung des Virus zwischen Menschen durch
Aedes aegypti kommt. Diese Mickenart ist hervorragend an ein Leben in der unmittelbaren
Umgebung des Menschen angepasst, indem ihr z.B. bereits kurzzeitige Wasser-
ansammlungen in Blumentopfen oder weggeworfenen Dosen geniigen, um sich zu

vermehren [12].

Im Jahre 1927 wurde das Virus zeitgleich von amerikanischen (Asibi-Stamm) und
franzésischen Forschern (,french viscerotropic virus®) isoliert und 1936 wurde von
Theiler et al. ein attenuiertes Virus als Impfstoff gegen die Wildtypinfektion entwickelt
[13, 14]. Der Impfstoff (siehe auch 2.1.5) wird seitdem zur Eindammung von Epidemien

sowie zur Grundimmunisierung der Bevolkerung eingesetzt.

Bis etwa 1970 wurde das GFV durch die Kontrolle der Micken und den Einsatz des
Impfstoffes in Sidamerika fast vollig ausgerottet und in Afrika weit zurickgedrangt. In

Nordamerika und Europa war der Erreger zu dieser Zeit kein medizinisches Problem mehr.

Der massive Rickgang der Mickenkontrolle seit dieser Zeit fuhrte jedoch dazu, dass
Ae. aegypti in Studamerika und dem Suden Nordamerikas sowie in gro3en Teilen Afrikas

wieder anzutreffen ist und mit dem Vektor auch das GFV [15].
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Abbildung 2.1: Ubertragungswege des Gelbfiebervirus [Quelle: Niedrig und Béthe, 2008 [16]].

Dargestellt sind die drei in Afrika und Siidamerika auftretenden Ubertragungszyklen des GFV auf den Menschen
sowie die dabei hauptséachlich auftretenden Vektoren.

Heute ist das GFV in Stidamerika, wie in der folgenden Abbildung 2.2 dargestellt, beginnend
etwa sudlich des Panamakanals bis an die Nordgrenze Argentiniens bzw. den Slden
Brasiliens endemisch. In Afrika beginnt die Ausbreitung stidlich der Sahara und erstreckt sich
bis an die Sldgrenzen Angolas, der Demokratischen Republik Kongo sowie Tansanias
(Abbildung 2.2). Insgesamt wurden sieben verschiedene Genotypen identifiziert, die sich
jeweils durch einen Sequenzunterschied von mehr als 9 % definieren. Funf dieser
GFV-Genotypen wurden in Afrika (Genotypen: Westafrika | und Il, Angola, Ost und
Zentralafrika sowie Ostafrika) und zwei in Stidamerika (Sudamerika | und Il) gefunden.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht jahrlich von 200.000 Gelbfiebervirus-
Infektionen und 30.000 Todesopfern aus [17], wobei die Dunkelziffer 10- bis 500-fach héher
geschatzt wird [18, 19] und seit Jahren immer weiter steigt. In Afrika, wo etwa 90 % der
gemeldeten Falle auftreten [20], leben schatzungsweise 610 Millionen Menschen in
Gelbfieberrisikogebieten, davon 219 Millionen unter urbanen Bedingungen [21]. Eine
besondere Gefahr stellt die mdogliche Etablierung eines urbanen Zyklus in den
Millionenstadten dar. Auf Grund der schlechten Versorgungslage und der standigen
Migrationsbewegungen ware das GFV dort nicht mehr einzuddmmen und wirde zu
standigen Epidemien fuihren. Die Ausbriche wirden, verglichen mit den heute auftretenden

relativ begrenzten Ausbrichen in entlegeneren Gebieten, ein Vielfaches an Menschen
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betreffen. Das Ausmald dieses Risikos zeigt sich bei der Betrachtung des Dengue-Virus
(DENV), dass diese Urbanisierung bereits erfolgreich vollzogen hat. Durch die weltweite
Verbreitung, die perfekte Anpassung an Ae. aegypti sowie die Etablierung von urbanen
Zyklen verursacht das DENV jahrlich geschatzte 50 bis 100 Millionen Neuinfektionen
weltweit, darunter 25.000 Todesféalle [22, 23]. Das DENV fihrt somit zu deutlich mehr
Neuinfektionen pro Jahr als beispielsweise die saisonale Influenza mit 3-5 Millionen [24]
oder als das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) mit 2,7 Millionen (im Jahr 2008)
Infektionen [25].

] 50 1500 3,000 Kilomete:
T

Abbildung 2.2: Ausbreitung des Gelbfiebervirus in Studamerika und Afrika [Quelle: veréndert nach
WHO, 2008 [26]].

Dargestellt sind die als Endemiegebiete fiir das GFV angesehenen Regionen in Sidamerika und Afrika
(Stand 2008).

Diese Entwicklungen fihrten in den letzten Jahrzehnten zu einer zunehmenden
Sensibilisierung fir das GFV. Betroffene Lander beginnen wieder mit der Vektorkontrolle und
grof3angelegten Massenimpfungen in Verbindung mit einer frihzeitigen Impfung von
Kindern. Die WHO hat 2007 eine Initiative mit dem Ziel gestartet, in einem Zeitraum von
10 Jahren etwa 48 Millionen Menschen in afrikanischen Hochrisikogebieten zu impfen, um
zumindest das Auftreten von urbanem Gelbfieber zu verhindern (siehe auch Kapitel 5.1 auf
Seite 69) [27].

Derzeit betrifft die Gelbfieberproblematik Europa nur im Zusammenhang mit Fernreisen, bei
denen durch die zur Verfligung stehende Impfung ein Risiko ausgeschlossen werden kann.

Durch die Klimaerwarmung haben sich jedoch bereits die ersten Aedes-Mucken in
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Siudeuropa etabliert [28] und werden immer wieder in andere europaische Lander wie z.B.
die Niederlande [29], Frankreich [30] oder Spanien [31] importiert. Halt dieser Trend an, ist
es nicht auszuschliel3en, dass sich mit den Micken auch tropische Krankheitserreger wie
das GFV dort etablieren [32].

Bestétigt wird diese Gefahr durch einen Chikungunya-Virus Ausbruch 2007 in Nordost-
Italien. Vermutet wurde in diesem Fall, dass ein Rickreisender aus Indien zum Zeitpunkt der
Ankunft in einem kleinen Dorf hochviramisch war, da er zwei Tage spater Symptome
entwickelte. Es kam zur Ubertragung des Virus auf die lokale Miickenpopulation
(hauptsachlich Ae. albopictus), was zu einer kleinen Epidemie fiihrte. Innerhalb von drei
Monaten infizierten sich weitere 205 Menschen mit dem Chikungunya-Virus, bis
umfangreiche Kontrollmanahmen, wie der Einsatz von Insektiziden, die Ausbreitung

stoppten konnte [33].

2.1.2 Aufbau und Molekularbiologie

Das GFV ist ein membranumhilltes RNA-Virus mit einem Durchmesser von etwa 50 nm. In
der folgenden Abbildung 2.3 A ist die schematische Darstellung eines Flavivirus gezeigt. Das
Genom, 10.862 Basen grof3, liegt einzelstrangig in Plusstrangorientierung vor. Die
m’G(5)ppp(5 )Am? 5'-Capstruktur [34] und die Sekundarstrukturen in den nicht-translatierten
3’- und 5’-Bereichen sind essentiell fir die Replikation und Translation [1].

Umbhiillt wird das Genom von einer spharischen Kapsel des basischen Kapsid-Proteins
(C-Proteins). In die Lipiddoppelmembran des Partikels sind zwei virale Oberflachenproteine,
das Matrix- und das Envelope-Protein, eingelagert. Das Envelope-Protein (E-Protein) ist ein
glykosyliertes, membrangebundenes Protein mit einer GréRe von etwa 53 kDa [1], welches
sich zu 90 Dimeren pro Viruspartikel assoziiert [35, 36]. Es ist zudem das wichtigste
Oberflachenantigen, gegen das im Verlauf der Infektion oder Impfung neutralisierende

Antikorper gebildet werden.

Das nicht glykosylierte Matrix-Protein (M-Protein) ist etwa 7-9 kDa grof3. Es entsteht durch
die Spaltung des Vorlauferproteins PrM (26 kDa [1]) durch die zellulare Furin-Protease. Das
PrM-Protein bindet im unreifen Viruspartikel das E-Protein und dient mdglicherweise als
Chaperon fiur dessen korrekte Faltung [37]. Durch die PrM-E-Assoziation wird zudem die
Dimerisierung der E-Proteine verhindert. Mit der Spaltung des PrM-Proteins wird diese
Bindung zerstort und es bilden sich E-Proteindimere, die fiir die Fusion des reifen
Viruspartikels mit der Endosomenmembran der infizierten Zelle notwendig sind [38]. Die

Reihenfolge der Proteine innerhalb des Genoms ist in Abbildung 2.3 B gezeigt.
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau (A) sowie Genomstruktur (B) eines Gelbfiebervirus [Quelle:
Modrow, 2010 [39]].

A) Dargestellt ist ein Viruspartikel mit dem RNA-Genom, Kapsid und Virushiille. In die Lipiddoppelmembran sind
die dimeren E-Proteine sowie die M-Proteine eingelagert. B) Das 5’-Ende des GFV-Genoms ist mit einer Cap-
Struktur zur Initierung der Translation versehen. Nach dem 118 Basen umfassenden 5’-nicht-translatierten
Bereich schlie3t sich ein einziger Leserahmen an, der 10.233 Basen bzw. 3.411 Aminosduren umfasst. Das
Polyprotein wird durch die mit Pfeilen angezeigten Proteasen in die drei Strukturproteine (C: Kapsid-Protein,
PM: PrM-Vorlauferprotein des Matrix-Proteins, E: Envelope-Protein) sowie die sieben nicht Strukturproteine (NS1-
NS5) gespalten. Am 3’-Ende des Genoms schlief3t sich wiederum eine nicht-translatierte Sequenz von 510 Basen
an.

Die GFV dringen hauptsachlich Uber rezeptorvermittelte Endozytose in die Zielzellen ein,
wobei vermutlich eine Reihe von zellularen Rezeptoren fiir die Wechselwirkung mit dem

E-Protein verantwortlich sind.

Nach erfolgter Endozytose werden die Endosomen durch Protonenpumpen angesauert
(siehe Abbildung 2.4), was die Umlagerung der 90 dimeren E-Proteine zu insgesamt
60 trimeren Strukturen zur Folge hat [40-42]. Bei dieser Umstrukturierung werden die zuvor
verborgenen Fusionspeptide der E-Proteine freigelegt und dringen in die endosomale
Membran ein. Durch weitere Umlagerungen der E-Proteine kommt es letztendlich zu einer
Verschmelzung der viralen mit der endosomalen Membranen und zur Freisetzung des
Genoms durch den Zerfall des Kapsids in das Zytosol [36]. Das virale Genom bindet tber die
Cap-Struktur an zellulare Ribosomen wobei ein einziges Polyprotein von dem 10.233 Basen

groBen Leserahmen translatiert wird. Das N-terminale Ende des C-Proteins besitzt eine
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Signalsequenz, die das Ribosom zur Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
dirigiert wo das PrM- und E-Protein in das Lumen des ER translatiert und in der Membran
cotranslational verankert werden. Dabei kommt es auch zur Verbindung beider
Strukturproteine, um eine vorzeitige Membran-Fusionsaktivitét des E-Proteins wéhrend der
Sekretion zu unterbinden [43, 44].

Eine zellulare Signalase spaltet die einzelnen Strukturproteine wie in Abbildung 2.3 B
dargestellt. Das C-Protein bleibt weiterhin mit der ER-Membran assoziiert, obwohl es keinen
Membrananker besitzt. Einige der Nicht-Strukturproteine besitzen ebenfalls Transmembran-
domanen, sodass eine raumliche Nahe der Ablaufe zur ER-Membran gegeben ist. Sobald
die Serinprotease NS3 sowie deren Cofaktor NS2b gebildet wurden, kommt es zur
autokatalytischen cis- und trans-Spaltung aller Nicht-Strukturproteine bis auf die der
Spaltstelle NS1/NS2a, deren verantwortliches Enzym nicht bekannt ist. Die Replikation des
Genoms erfolgt asymmetrisch durch einen Replikasekomplex, der zumindest zeitweise aus
den Proteinen NS1/NS4a/NS5 sowie NS3 als Helikase gebildet wird [45].
NS5 katalysiert als RNA-abhangige RNA-Polymerase zunéchst die Synthese von
Negativstrang-Matrizen, die bereits drei Stunden nach der Infektion nachweisbar sind [46].
Von diesen Matrizen werden neue PositivstrAnge erzeugt, die gleichzeitig mit der
Cap-Struktur versehen werden. Die Plusstrdnge werden etwa in einem zehnfachen
Uberschuss im Vergleich zu den Negativstrangen synthetisiert [47]. NS1 erscheint wahrend
einer Infektion neben der Beteiligung an der Replikation sowohl als Dimer auf der
Zelloberflache als auch als Hexamer in einer ldslichen Form im Blut. Gegen dieses Protein
bildet der Kérper protektive Antikdrper, die durch Bindung an zellassoziiertes NS1 zu einer
komplementvermittelten Zerstdrung der infizierten Zelle fihren kénnen [48]. Die biologische

Bedeutung des Auftretens der NS1-Proteine auRerhalb der Zelle ist nicht bekannt.

Die Interaktion der RNA-Genome mit den C-Proteinen, die als Dimere an der ER-Membran
angelagert sind, bewirken strukturelle Anderungen die zur Entstehung von
Nukleokapsidvorlaufern an der ER-Membran fuhren, wie in Abbildung 2.4 gezeigt [49]. Diese
Strukturen stilpen sich in das ER-Lumen und werden dabei von der ER-Membran mit
PrM/E-Proteinen umschlossen. Es gibt Hinweise darauf, dass an diesem Prozess das

NS2a-Protein beteiligt ist, wobei die genaue Funktion nicht bekannt ist [50].

Die unreifen Virionen werden der zellularen Glykosylierung im Golgi-Apparat unterzogen,
was den Schluss zuldsst, dass die Ausschleusung Uber einen normalen sekretorischen Weg
verlauft. Kurz vor der Freisetzung der Viren kommt es zur Spaltung des PrM-Proteins durch
die zellulare Furin-Protease, was die Dimerbildung der E-Proteine erlaubt und die

Entstehung von infektiosen Partikeln abschlie3t. Diese werden durch die Fusion der
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sekretorischen Transportvesikel mit der Plasmamembran aus der Zelle ausgeschleust [51].
Der Replikationsmechanismus ist insgesamt sehr schnell, was dazu flihrt, dass die maximale
Konzentration an Virionen in infizierten Zellen bereits etwa 24 Stunden nach der Infektion
erreicht wird [52].

Die Funktion des NS4b-Proteins in diesem Prozess ist weitgehend unbekannt. Es konnte bis
jetzt nur gezeigt werden, dass das hydrophobe Protein mit viraler doppelstréangiger RNA
sowie NS3 colokalisiert [53, 54].
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Abbildung 2.4: Verlauf einer GFV-Infektion [Quelle: Modrow, 2010 [39]].

Das GFV adsorbiert tiber unbekannte Rezeptoren an die Zielzelle und wird Uber rezeptorvermittelte Endozytose
aufgenommen. Durch die Ansduerung der Endosomen kommt es zu Umlagerungen der Virus-Envelope-Proteine,
die eine Fusion der viralen mit der endosomalen Membran bewirkt. Das Kapsid wird dabei in das Zytosol
entlassen und zerfallt, sodass die virale RNA freigesetzt wird. Uber die Cap-Struktur wird die Translation des
Polyproteins initiiert, wobei ein Signalpeptid die Einlagerung der Membranproteine in die ER-Membran vermittelt.
Das Polyprotein wird durch eine virale Protease sowie zellulare Enzyme gespalten. Die entstandenen Nicht-
Strukturproteine katalysieren die Produktion von negativstrangiger RNA, die wiederum als Matrize fur die
Herstellung neuer GFV-Genome dienen. Die neu synthetisierten Genome werden zum Teil zur Herstellung neuer
Proteine und zum Einbau in neue Viruspartikel verwendet. Die Genome lagern sich an die Strukturproteine an
und Viruspartikel budden in das ER-Lumen. Die entstandenen Partikel werden Uber den sekretorischen Weg
ausgeschleust. Wahrend des Transportes Uber den Golgi-Apparat kommt es zur Glykosylierung der E-Proteine
sowie zur Spaltung der PrM-Proteine, wodurch vollstandig entwickelte, infektiose Partikel entstehen, die aus der
Zelle ausgeschleust werden.
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2.1.3 Nachweisverfahren

Fur den Nachweis des GFV stehen sowohl direkte als auch indirekte Verfahren zur
Verfugung. Die direkten Verfahren weisen das GFV direkt nach, sind also auf die
Anwesenheit von Viruspartikeln im Blut angewiesen. Die indirekten Verfahren machen sich
die Spezifitat des Immunsystems zu Nutze, indem GFV-spezifische Antikdrper
nachgewiesen werden, die nur in Folge einer Infektion mit dem Virus oder einer Impfung

auftreten.

Das GFV zirkuliert etwa zwischen dem zweiten und siebten Tag nach einer Infektion oder
Impfung im Blut der Patienten (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78) [55-57] und ist damit in
diesem Zeitraum einem direkten Nachweis zuganglich.

Zu den direkten Verfahren zahlt die Virusanzucht, bei der die Viren auf infizierbare Zellen
gegeben werden, um sich zu vermehren. Abhangig von der Zellart kann es zu einem
sogenannten zytopathischen Effekt kommen, der mikroskopisch sichtbare Verdnderungen
der Zellen bewirkt, die ein Hinweis auf eine Virusreplikation sind [58]. Eine Abwandlung
dieser Methode stellt die Virustitration dar, die eine Bestimmung des Virustiters erlaubt
(siehe 4.2.3.1 auf Seite 52).

Eine weitere direkte Methode stellt der Nachweis viraler Proteine dar, die sich mittels eines
Western Blots oder eines ELISAs [59] nachweisen lassen. Beide Verfahren beruhen auf der
Detektion der GFV-Proteine durch spezifische Antikérper. Der Nachweis dieser
GFV-spezifischen Antikorper erfolgt Uber eine Fluoreszenzmarkierung der Antikérper oder

Uber gekoppelte Enzyme, die eine sichtbare chemische Reaktion katalysieren.

Die PCR-basierten Prozeduren ermdglichen ebenfalls einen direkten Nachweis der Viren.
Dazu wird das RNA-Genom aus den Viren extrahiert, in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben und mittels PCR-basierten Techniken hochspezifisch amplifiziert, bei Bedarf
auch quantifiziert oder sequenziert. Auf Grund der hohen Sensitivitat und Spezifitdt sowie der
kurzen Bearbeitungszeit zahlen die PCR-Techniken zu den Standardmethoden der
Virusdiagnostik [60].

Der indirekte Nachweis Uber die gebildeten Antikdrper erméglicht eine erregerspezifische
Detektion wenn das Virus bereits aus dem Blut eliminiert wurde. Antikdrper lassen sich
frihestens ab dem sechsten Tag nach der Infektion bzw. Impfung nachweisen (siehe
Tabellen 5.7 und 5.9 auf den Seiten 81 bzw. 84) [55, 57, 61]. Bei dem indirekten
Immunfluoreszenztest (IIFT, siehe Kapitel 4.2.4.1 auf Seite 55) wird das zu untersuchende
Serum auf fixierte, infizierte Zellen gegeben, sodass GFV-spezifische Antikérper an den

Zellen binden kénnen. Diese Antikorper werden wiederum durch einen zweiten, spezifisch

13



EINLEITUNG

gegen IgM- oder IgG-Antikdrper gerichteten sekundéren Antikérper detektiert, der eine
Fluoreszenzmarkierung tragt und somit mikroskopisch nachweisbar ist [62].

Eine sehr wichtige Methode fir den indirekten Nachweis ist der Plague-Reduktions-
Neutralisationstest (PRNT, siehe 4.2.4.2 auf Seite 56), da er die fur die Schutzwirkung der
Impfung entscheidenden neutralisierenden Antikdrper nachweisen kann [63]. Bei diesem
Test wird das zu untersuchende Serum seriell verdinnt und mit einer konstanten Menge an
Viren auf Zellen gegeben. Durch die im Serum enthaltenen neutralisierenden Antikdrper (AK)
wird die Anzahl der infektibsen Partikel reduziert, was einen Rickschluss auf die Menge an
Antikérpern im Serum zulasst. Ein Neutralisationstiter von 1:10 in dem eingesetzten Test
wird als erfolgreiche Serokonversion und als ausreichender Schutz vor einer Infektion
angesehen [64-66]. Der PRNT hat sich zusatzlich als der sensitivere Test im Vergleich zum

IIFT herausgestellt, erfordert jedoch auch vier Tage Zeit [67].

2.1.4 Krankheitsverlauf

Das GFV verursacht ein hamorrhagisches Fieber, das zu den tddlichsten viralen
Erkrankungen zahlt [68].

Die Auspragung der Erkrankung reicht von inapparenten bis hin zu letalen hdmorrhagischen
Verlaufen, wobei geschatzt wird, dass bei einem epidemischen Ausbruch in
Endemiegebieten 20-40 % der Population infiziert werden und etwa jeder siebte Infizierte
auch Symptome entwickelt [69]. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass damit zu rechnen
ist, dass in diesen Gebieten eine recht hohe Zahl an Infizierten bereits Antikoérper gegen das
GFV aus vorherigen Kontakten hatte und somit nicht erneut erkranken. Eine Aussage uber
die Wirkung einer Epidemie in einer naiven Population lasst sich aus diesen Zahlen nicht

ableiten.

Nach der Ubertragung des Virus durch den Stich einer infizierten Miicke beginnt eine
dreiphasige Erkrankung. Nach drei bis sechs Tagen treten abrupt erste Symptome wie
Fieber, Schittelfrost, Kopfschmerzen, Muskelschmerzen, Ubelkeit und Schwindel auf. Zwei
bis drei Tage nach der Infektion ist die hdchste Viruskonzentration mit bis zu 10’ PFU/mL im
Blut nachweisbar [70]. In dieser Phase der Infektion kdnnen sich Micken durch eine
Blutmahlzeit an dem Patienten infizieren, wozu etwa 10* PFU/mL Blut ausreichend sind [71].
Wahrend dieser Zeit tritt eine Leukozytopenie und zwei bis drei Tage vor der Auspragung

eines lkterus ein Anstieg der Transaminasen im Serum der Patienten auf.

Diese erste Phase dauert etwa drei bis finf Tage, worauf sich die zweite Phase anschliel3en
kann, die mit einem Rickgang des Fiebers und den allgemeinen Symptomen bis zu

24 Stunden einhergeht. In diesem Zeitraum wird das Virus durch das Immunsystem aus dem
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Blut der Patienten beseitigt. Etwa 85 % der Patienten erholen sich anschliel3end ohne in die
dritte, toxische Phase der Erkrankung einzutreten.

Bei den ubrigen Patienten kommt es zu einer drastischen Verschlechterung des Zustandes,
der durch das Auftreten von Fieber, Erbrechen, abdominalen Schmerzen, Ikterus,
Nierenversagen sowie Blutungen gekennzeichnet ist. Die massive Schéadigung der Leber
lasst sich durch die Erhdéhung der Bilirubin- sowie der Transaminasenkonzentration im
Serum nachweisen. Durch die Ausscheidung von Immunkomplexen kommt es zu einem
Anstieg der Proteinkonzentration im Urin, wobei mit zunehmender Nierenschadigung die
Urinmenge abnimmt und die Creatininkonzentration im Blut ansteigt. Die verminderte
Produktion von Gerinnungsfaktoren in der Leber sowie eine disseminierte intravasale
Koagulopatie filhren zu verstarkten Blutungen sowie Multiorganversagen. Etwa 20-50 %
dieser Patienten sterben innerhalb von sieben bis zehn Tagen nach der Infektion an
Blutdruckabfall, Schock, Blutungen und Multiorganversagen. Patienten, die diese dritte

Phase Uberleben genesen in der Regel ohne dauerhafte Folgen [57].

Die Gesamtsterberate bei einer Gelbfieberinfektion variiert sehr stark. Fir Einheimische in
Westafrika liegt sie bei Auftreten eines Ikterus um 20 %. In einer retrospektiven Analyse von
neun nicht geimpften Reisenden aus den USA und Europa, die sich infiziert hatten lag die
Rate bei 89 % [21]. Dies unterstreicht die Bedeutung der Impfpravention fur Reisende in

Endemiegebiete.

Die medizinische Intervention bei einer GF-Erkrankung beschrénkt sich auch heute noch auf
intensivmedizinische Unterstutzung und Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen. Eine GFV-
spezifische Therapie ist derzeit nicht verfigbar. Verschiedene Ansatze wie die Gabe von
Immunmodulatoren oder Ribavirin wurden getestet, jedoch waren die Ergebnisse nicht
eindeutig genug, um als generelle Therapieempfehlung gelten zu kénnen [72]. Auf Grund der
zunehmenden Fallzahlen ist die Notwendigkeit fur die Entwicklung einer spezifischen
Therapie trotz des wirksamen Impfstoffes weiterhin gegeben, da zum einen eine
flichendeckende Impfung in den sich ausdehnenden Endemiegebieten kaum durchfiihrbar
ist und andererseits die Produktionskapazitdt des Impfstoffs bereits jetzt an ihre Grenzen
stof3t (siehe nachster Abschnitt 2.1.5).
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2.1.5 Gelbfieberimpfung und Impfzwischenfalle

Im Jahre 1936 entwickelten Max Theiler, Wray Lloyd und Hugh Smith durch die
Passagierung des Asibi-Wildtypstammes auf verschiedenen Maus- und Hilhnerembryozellen
zufallig zwei attenuierte Impfstamme [13], wofir Theiler 1951 den Medizin Nobelpreis erhielt.
In der 195. Passage trennten sich die beiden entwickelten Impfstamme, die als 17DD und
17D-204 (kurz 17D) bezeichnet werden. Der 17DD-Stamm wird heutzutage nur noch in
Brasilien hergestellt, alle anderen eingesetzten Impfstamme gehen auf 17D-204 zurick.
Spatere Versuche dieses Experiment zu wiederholen scheiterten, sodass der damals
entwickelte Impfstoff auch heute weiterhin weltweit erfolgreich zur Einddmmung der
Infektionen mit dem GFV Wildtypstamm eingesetzt wird [73]. Es konnte gezeigt werden,
dass der Impfstoff gegen alle sieben existierenden Genotypen des Wildtypvirus wirksam ist
[61]. Sequenzvergleiche zwischen den beiden Impfstammvarianten 17D und 17DD sowie
Asibi zeigten insgesamt 20 konservierte Aminosdureaustausche sowie vier zusatzliche
Nukleotidaustausche in dem 3’-nicht-translatierten Bereich in den Impfstammen [74-76].
Auf Grund der Attenuierung des 17D-Impfstammes ist die Virusreplikation im Vergleich zu
einer Wildtypinfektion deutlich verlangsamt, was dazu fuhrt, dass deutlich niedrigere
Virustiter im Blut auftreten (17D <10? PFU/mL, Asibi <10’ PFU/mL).

Der parallel zum 17D-Impfstoff entwickelte ,french neurotropic vaccine“-Stamm (FNV), der
aus dem ,french viscerotropic virus“ hervorgegangen ist, wurde 1971 vom Markt genommen,
weil sich herausgestellt hat, dass es zu vermehrten neurologischen Nebenwirkungen
kam [4].

Seit der Entdeckung des 17D-Impfstammes wurden schatzungsweise 540 Millionen Dosen
verabreicht [77]. Der Impfstoff wird seither auf befruchteten Huhnereiern gezichtet, was
dazu fuhrt, dass die aktuelle Jahresproduktion von etwa 30 bis 60 Millionen Dosen nicht
kurzfristig erhoht werden kann [61, 71]. Dies hat bereits in der Vergangenheit zu Engpéassen
gefuhrt, die sich durch die zunehmende Ausbreitung des Virus sowie die steigenden
weltweiten Reiseaktivitaten auch in Zukunft verstarken werden. Um diesem Problem zu
begegnen, gibt es Bestrebungen, den Impfstoff in Zukunft in einem Zellkultursystem
anzuzichten [78]. AuBerdem gibt es Untersuchungen, die eine Umstellung der
Verabreichungsform von subkutan auf intradermal testen, da dies im Vergleich nur ein

Funftel der Impfdosis erfordert [79].

Die Wirksamkeit des Impfstoffes ist exzellent. Deutlich mehr als 90 % der Erstimpflinge

bauen nach 14 Tagen einen protektiven Antikorpertiter auf [21]. Die antikdrperbasierte
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Schutzwirkung konnte durch die passive Immunisierung und anschlieende Infektion von
Primaten gezeigt werden [80]. Obwohl die WHO eine Auffrischimpfung nach 10 Jahren
empfiehlt [81], deuten Untersuchungen darauf hin, dass bei etwa 80 % der Geimpften auch
noch 30 Jahre nach der Impfung ein ausreichender Titer vorhanden ist [65, 67]. Die
Vertraglichkeit des Impfstoffes ist ebenfalls gut. Leichte Nebenwirkungen wie Schwellungen,
Rotungen oder leichtes Fieber treten bei etwa 25 % der Erstimpflinge auf. Allergische
Reaktionen, die hauptséachlich durch Hihnereiweill und Gelatine ausgeldst werden, missen

in einer von 131.000 Impfungen erwartet werden [82].

Die schweren Nebenwirkungen werden seit 2001 klinisch in neurotrope (,yellow fever
vaccine-accociated neurotropic disease“ YEL-AND) und viscerotrope Zwischenfalle (,yellow
fever vaccine-accociated viscerotropic disease“ YEL-AVD) eingeteilt [61, 83]. Bis 2009
wurden weltweit 51 YEL-AVD [61] und 28 YEL-AND [84] verzeichnet.

YEL-AND zeichnen sich symptomatisch durch Fieber, Kopfschmerzen, neurologische
Symptome, Enzephalitis, Meningoenzephalitis sowie Bewusstseinsveranderungen aus [61].
Diagnostisch relevante Anzeichen sind eine Erhéhung der Proteine
(>1,5-fach) oder der Leukozyten (>5/mm?®) in der Riickenmarksfliissigkeit (CSF) [61]. Ein
sicherer Nachweis eines YEL-AND bei entsprechender Symptomatik ist der Nachweis von
GFV-spezifischen IgM Antikorpern, Impfvirus oder viraler RNA im CSF [61, 85, 86]. Mit
Ausnahme von einem Fall wurden alle neurologischen Zwischenfalle bei Erstimpfungen mit
einer Inkubationszeit von 2 bis 23 Tagen registriert [14]. Fir Erwachsene Erstimpflinge liegt
das Risiko einer solchen Nebenwirkung bei 1:150.000-250.000 [82], bei Kindern unter einem
Jahr deutlich héher [87, 88]. Die Letalitat bei dieser Symptomatik liegt unter 5 %.

Viscerotrope Impfzwischenfélle  (YEL-AVD) sind durch Fieber, Muskel- und
Gelenkschmerzen, Hepatitis, mittelschweres fokales Organversagen bis hin zu
Multiorganversagen mit Hamorrhagien gekennzeichnet. Die Symptome ahneln somit denen
einer Infektion mit dem GFV Wildtypstamm. Diagnostisch relevante Veranderungen sind
erhohte Leberenzyme und Thrombocytopenie [61]. Die Inkubationszeit liegt bei etwa zwei bis
funf Tagen, die Letalitat mit tber 60 % deutlich Gber der fir neurologische Impfzwischenfélle.
Die Haufigkeit der YEL-AVD wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:200.000-300.000
beobachtet [82]. Um genauere Daten uber das Auftreten von Impfzwischenféllen zu
gewinnen, ist es notwendig, in Massenimpfkampagnen eine funktionierende

Erfassungsroutine zu integrieren [89, 90].

Die Wirksamkeit des 17D-Impfstoffes moéchte man sich auch fir andere Impfstoffe zu nutze
machen. Es konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist die Oberflachenproteine des

17D-Impfstoffes gegen die entsprechenden Proteine andere Flaviviren auszutauschen. Die
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entstehenden Chimé&ren-Impfstoffe I6sen eine Immunreaktion gegen die neu eingefugten
Oberflachenproteine aus. Aus diesem Grund ist das Verstédndnis der Immunreaktion sowie
der Ursachen fur das Auftreten von Impfzwischenféllen von besonderer Bedeutung, um die
Sicherheit neuer Impfstoffe zu gewahrleisten. Diese als ChimeriVax™ bezeichnete Technik
wurde eingesetzt, um Impfstoffe gegen das Dengue-, West-Nil- und Japanische
Enzephalitisvirus herzustellen, die sich in verschiedenen Stufen der klinischen Erprobung
befinden [91].

2.1.6 Immunreaktion auf das GFV

Neutralisierende Antikdrper werden als die Hauptvermittler der Schutzwirkung einer Impfung
angesehen, da sie in der Lage sind eindringende Viren schnell abzufangen [55, 61]. Gezeigt
wurde dies durch die passive Immunisierung von Primaten, die eine anschlieRende Infektion
mit dem GFV ohne Erkrankung Uberstanden [80]. Fiur die Eliminierung einer Infektion ist
zusatzlich eine ausgepragte zelluldre Immunantwort notwendig, die speziell Uber
cytotoxische CD8" T-Zellen eine Vernichtung infizierter Zellen bewirkt [92]. Seit einigen
Jahren wird ein Zusammenhang zwischen der angeborenen Immunantwort und der
Ausrichtung sowie der Starke der adaptiven Immunantwort bestatigt [93-95], sodass beide
Systeme als eng verzahntes Ganzes angesehen werden miuissen. Wichtige Mediatoren
zwischen den einzelnen Immunzellen sind die Zytokine. Sie sind Proteine oder Glykoproteine
und werden von Leukozyten produziert. Uber spezifische Rezeptoren losen sie Wirkungen in
anderen Zellen aus. Eine Unterklasse der Zytokine sind die sogenannten Chemokine, deren
Name sich aus ihrer Funktion als chemotaktisches, also Zellen anlockendes, Zytokin
herleitet [96].

In der folgenden Tabelle 2.1 sind die in der Impfstudie untersuchten Zytokine mit ihrer
Hauptfunktion dargestellt.

18



EINLEITUNG

Tabelle 2.1: Aufstellung der untersuchten Zytokine in der Impfstudie.
Aufgefihrt sind die gangigen Abkirzungen, der vollstindige Name sowie die Hauptfunktionen der untersuchten
Zytokine.

Zytokin Name Hauptfunktion
. Chemokin fiir eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten, Ty2-
Eotaxin
Zellen
Eotaxin-2 Chemokin fiir eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten, Ty2-
Zellen
G-CSF gre_muloc_yte colony Stimuliert das Knochenmark zur Produktion von
stimulating factor Granulozyten/Stammzellen
GM-CSF granulocyte-ma_crophage Wachstumsfaktor fiir Leukozyten, besonders Granulozyten/Monozyten
colony stimulating factor
soluble intercellular adhesion Negativer Regulator der Zelladhé&sion iber ICAM-1/LFA-1, Induktion der
sICAM-1 . . . .
molecule 1 Expression von proinflammatorischen Zytokinen
Typ Il Interferon, Aktivierung von Makrophagen, NK- und T-Zellen,
IFNy Interferon gamma reguliert B-Zell Aktivierung, hemmt T,2-Ausrichtung
1-309 Chemokin fir Monozyten
L1 Interleukin-1 Mediator der akuten Entziindungsreaktion, Fieber, leitet DZ in
o o Lymphknoten
. Mediator der akuten Entziindungsreaktion, Fieber, leitet DZ in
IL-1B Interleukin-1f Lymphknoten
IL-2 Interleukin-2 Wachtumsfaktor fur Antigen stimulierte T-Zellen — klonale Expansion
IL-3 Interleukin-3 Haematopoese — Reifung B-Zellen und Monozyten
IL-4 Interleukin-4 Fordert die Proliferation und Differenzierung von aktivierten B-Zellen,

Antikdrperklassenwechsel zu IgE

Bewirkt in Hepatozyten die Ausschiittung von Akut-Phase-Proteinen,
IL-6 Interleukin-6 verursacht Fieber, Wachstums- und Differenzierungsfaktor fir T- und B-
Zellen, leitet DZ in Lymphknoten

IL-6 sR Interleukin-6 soluble receptor Negativer Regulator fur IL-6

Differenzierung und Proliferation von lymphoiden Vorlauferzellen,

IL-7 Interleukin-7 Entwicklung und Homdostase

IL-8 Interleukin-8 Chemokin fur neutrophile Granulozyten

Inhibiert aktivierte Makrophagen, hemmt IL-12 Produktion von aktivierten
IL-10 Interleukin-10 Makrophagen, hemmt T-Zellaktivierung durch reduzierte Expression
costimulatorischer Faktoren auf Makrophagen

IL-11 Interleukin-11 Bewirkt in Hepatozyten die Ausschiittung von Akut-Phase-Proteinen

Wichtigstes proinflammatorisches Zytokin gegen intrazellulare Erreger,
IL-12p40 Interleukin-12p40 stimuliert IFNy Produktion Gber T- und NK-Zellaktivierung,
Differenzierung zu Ty1-Helferzellen

Wichtigstes proinflammatorisches Zytokin gegen intrazellulare Erreger,
IL-12p70 Interleukin-12p70 stimuliert IFNy Produktion Gber T- und NK-Zellaktivierung,
Differenzierung zu Tyl-Helferzellen

IL-13 Interleukin-13 Wachstum und Differenzierung von B-Zellen, hemmt Ty1-Ausrichtung
IL-15 Interleukin-15 Induziert NK-Zellproduktion, aktiviert Makrophagen

IL-16 Interleukin-16 Chemokin fur CD4" T-Zellen

IL-17 Interleukin-17 Regulation der Angiogenese

interferon-inducible

IP-10 Chemokin fir Effektor T-Zellen

protein-10
monocyte chemoattractant .
MCP-1 protein-1 Chemokin fir Leukozyten
MCP-2 monocyte chemoattractant Chemokin fur Leukozyten

protein-2
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Zytokin Name Hauptfunktion
macrophage/monocyte Stimuliert haematopoetische Stammzellen zur Differenzierung in
M-CSF ; ;
colony stimulating factor Makrophagen
MIG monokine induced by Chemokin fur Effektor T-Zellen

gamma-Interferon

macrophage inflammatory

MIP-1o Chemokin fur Leukozyten

protein 1o

MIP-1B macrophage !nﬂammatory Chemokin fur T-Zellen, DZ, Monozyten, NK-Zellen
protein 1B

MIP-18 macrophage inflammatory Chemokin fur Leukozyten

protein 18

regulated upon activation
RANTES normal T-cell expressed, and Chemokin fir Leukozyten
presumably secreted

transforming growth factor-

TGFp1 betal Hemmt die Proliferation und Aktivierung von Leukozyten
TNE tumor necrosis factor- Mediator der akuten Entziindungsreaktion, Fieber, leitet DZ in
o o Lymphknoten
. Mediator der akuten Entziindungsreaktion, Fieber, leitet DZ in
TNFB tumor necrosis factor-p Lymphknoten
STNF-RI soluble TNF receptor | Regulation des TNF-Systems
STNF-RII soluble TNF receptor Il Regulation des TNF-Systems
PDGF-BB platelet-derlveBngrowth factor- Reguliert Angiogenese
TIMP-2 tissue inhibitor of Hemmt Metalloproteasen

metalloproteinases-2

Thl/2-Zellen — CD4" T-Helferzellen mit Ty1/2 Auspragung, NK-Zellen — natiirliche Killerzellen, DZ — dendritische
Zellen

Durch die Impfung gelangt das GFV in das Gewebe des Menschen. Es konnte gezeigt
werden, dass Endothelzellen [97] infizierbar sind und somit flr eine erste Vermehrung der
Viren dienen kdnnen. Sie schitten als Reaktion auf eine Infektion unter anderem das Zytokin
RANTES aus und locken damit verschiedene Immunzellen wie z.B. naturliche Killerzellen
und dendritische Zellen (DZ) zum Infektionsort [98], um die Virusverbreitung einzudammen.
Makrophagen, Monozyten [99] und sehr wahrscheinlich dendritische Zellen [100-103] sind
ebenfalls infizierbar und dienen im Fortgang der Infektion als Transportmdglichkeit der Viren
in die Lymphknoten, wo sie auf eine gro3e Menge an infizierbaren Zellen treffen. Die
verstarkte Replikation fiihrt zu einer Viramie im Blut, in deren Verlauf weitere Immunzellen

und verschiedene Organen [104] infiziert werden.

Im Bereich der Erstinfektion sorgen Makrophagen, angelockte neutrophile Granulozyten
sowie natirliche Killerzellen (NK-Zellen) fir eine erste Einddmmung der Infektion.
Makrophagen und Granulozyten kdnnen freie Erreger aufnehmen und verdauen [105],
NK-Zellen in gewissem Umfang infizierte Zellen zerstbren. Sie besitzen konservierte

Rezeptoren mit denen sie Zellen auf ihren ,Gesundheitszustand® tGberprifen kénnen. Ist eine
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Zelle mutiert oder infiziert, so kann dies zu Konzentrationsverdnderungen ihrer Oberflachen-
proteine fihren und eine Aktivierung der Killerzellen bewirken [106]. Abh&angig von der
Subpopulation reagieren die NK-Zellen unterschiedlich auf die Aktivierung durch unnormale
Zellkontakte. CD56°""CD16 Zellen schiitten IFNy und TNFo aus, um die Immunreaktion zu
verstarken. CD56°™CD16" NK-Zellen agieren zytolytisch mit der Ausschiittung von Perforin

und Granzym, was zur Zerstérung der Zelle fuhrt [106].

Entscheidend fur die Erkennung der Pathogene am Infektionsort sind dendritische Zellen, die
Uberall im Korper verteilt sind und ihre Umgebung standig auf Krankheitserreger
untersuchen. Sie sind mit verschiedenen Rezeptorklassen ausgestattet, die eine
unspezifische Erkennung von Pathogenen erlauben und spielen damit eine Schliisselrolle in
der Immunantwort. Eine dieser Rezeptorklassen sind die sogenannten ,Toll-like“ Rezeptoren
(TLR), von denen elf Varianten in Saugetieren bekannt sind [94, 100, 107, 108]. Die TLRs
erkennen unterschiedliche, mit Pathogenen assoziierte Strukturen, wie z.B. unmethylierte
DNA aus Bakterien und Viren (TLR9) [109, 110] oder Zymosan aus Hefezellen (TLR2) [111].
Es konnte gezeigt werden, dass GFV 17D unreife dendritische Zellen (DZ) tuber die TLRs 7
und 8 aktiviert, die das einzelstrangige RNA-Genom [112-114] erkennen. Beide Rezeptoren
treten auch in Endosomenmembranen auf, sodass das Virus-Genom nach der Lyse in den
Endosomen fiur die Rezeptoren zuganglich wird [115]. Aktivierte myeloide dendritische Zellen
(mDZ) prozessieren die aufgenommenen Pathogene fir die Prasentation auf MHC II-
Molekilen (,major histocompatibility complex®) und sind zusétzlich mit costimulatorischen
Rezeptoren ausgestattet, die eine sehr effektive Stimulation der adaptiven Immunantwort
erlauben. Sie wandern lUber Lymphgefalie in die ndchstgelegenen Lymphknoten, um dort in
Kontakt mit naiven T-Zellen zu kommen. Plasmazytoide dendritische Zellen (pDZ) sind
weniger gute antigenpréasentierende Zellen, sie schitten nach der Aufnahme von
Krankheitserregern gro3e Mengen an IFNa aus und aktivieren dariiber antivirale
Mechanismen in den umliegenden Zellen, um die Vermehrung der Viren zu behindern. Zu
den Effekten gehort z.B. die Expression von Endonukleasen zum Abbau viraler Genome
sowie von Kinasen, die hemmend auf die gesamte Proteinbiosynthese der Zelle einwirken.
Eine weitere wichtige Funktion des IFNa ist die Hochregulierung der Expression von MHC |-
Molekulen auf den Zellen, die eine bessere Prasentation der Zellinhalte und damit ggf. auch

der vorhandenen viralen Proteine ermdglichen.

In den Lymphknoten prasentieren hauptsédchlich die mDZ Peptidfragmente der
aufgenommenen Viren tber MHC II-Komplexe und sind somit in der Lage vorbeiwandernde

CD4" oder CD8" T-Zellen mit dem passenden T-Zellrezeptor zu aktivieren. Werden naive
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CD4" T-Helferzellen von den mDZ aktiviert, kénnen sie sich nach der Proliferation in zwei
verschiedene Richtungen entwickeln. Tyl-Helferzellen sezernieren primar IFNy, IL-2 und
TNFa und polarisieren die Immunantwort in Richtung der Abwehr intrazellularer Erreger.
Th2-Helferzellen bewirken eher eine Fokussierung auf extrazellulare Erreger und sezernieren
Zytokine wie IL-4/-5/-6/-10/-13 [116]. Fur die jeweilige Differenzierungsrichtung sind
wiederum die in der Umgebung der T-Helferzellen vorhandenen Zytokine verantwortlich.
IL-12 und IFNy bewirken eine Ty1 Ausrichtung, IL-4 und IL-6 eine T42 Praferenz. Es konnte
gezeigt werden, dass in Abhangigkeit der aktivierten TLRs und der Subpopulation der
dendritischen  Zellen unterschiedliche Zytokinexpressionsmuster aktiviert werden
[94, 107, 108]. Die DZ sind daher fir die Ausrichtung der adaptiven Immunantwort essentiell.
Die Aktivierung Uber die TLR8/9, wie sie fur das GFV gezeigt wurde, bewirkt in mDZ eine
IL-12 Ausschuttung [110, 117] und in pDZ die Expression von IFNa [118, 119]. Anhand der
TLR-Aktivierung sollte somit eine Tyl-Antwort ausgebildet werden. Untersuchungen zeigen
jedoch eine gemischte Tyl/Ty2-Antwort [56, 120, 121], die eventuell auf nicht virale,
ebenfalls immunogene Bestandteile des Impfstoffes zurtickzuflihren ist und damit zu einer
breiteren Aktivierung des Immunsystems beitragen kdnnten [100]. Im GF-Impfstoff wurden
beispielsweise Proteine von Vogel Retroviren, Ovalbumin sowie Hihner-DNA
gefunden [122].

Die aktivierten und ausdifferenzierten reifen CD4" T-Helferzellen sind in den Lymphknoten
fur die Aktivierung der B-Zellen verantwortlich. Die Plasmablasten, naive B-Zellen, zirkulieren
durch den Koérper und nehmen das passenden Antigen bei Kontakt auf. Gelangen diese
Zellen in den Lymphknoten an eine aktivierte CD4" T-Helferzelle mit dem gleichen Antigen,
so wird die B-Zelle aktiviert, was zunachst die Proliferation und anschlielend die
Differenzierung in Plasmazellen bewirkt, deren Aufgabe die Antikdrperproduktion ist. Im
Fortgang der Infektion kommt es bei den B-Zellen noch zu Veranderungen der
Antigenbindungsaffinitdét sowie zu einem Wechsel der produzierten Antikorperklasse, von
anfangs IgM- zu hauptsachlich 1IgG-Antikorpern bei viralen Infektionen. Mit dem Auftreten der
Antikorper im Blut, ab etwa dem siebten Tag nach der Infektion, werden die Viren

abgefangen und die Viramie wird unterdrickt.

Ebenso wie die CD4" T-Helferzellen, zirkulieren auch die naiven CD8" T-Zellen unablassig
durch den Kdrper und passieren dabei die Lymphknoten mit den aktivierten mDZ. Kommt es
zu einer Interaktion zwischen dem T-Zellrezeptor einer naiven CD8" T-Zelle mit dem an ein
MHC lI-Molekil gekoppelten Antigen so wird die T-Zelle aktiviert. Sie proliferiert und

entwickelt sich zu einer Effektorzelle.
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Die in den Lymphknoten aktivierten, reifen T-Zellen verlassen zum Teil den Lymphknoten
und werden durch spezifische Chemokine zum Infektionsort dirigiert, um dort
Effektorfunktionen auszufiihren. Reife CD4" T,1-Zellen, die sich am Infektionsort befinden,
sind durch die Sezernierung der Zytokine TNFa und IFNy in der Lage, Makrophagen zu
aktivieren und dadurch ihre Fahigkeit zu erhéhen, phagozytierte Partikel zu vernichten. Des
Weiteren werden B-Zellen zur Produktion von opsonisierenden Antikorpern, hauptséachlich
der Klassen IgG1 und IgG3, angeregt. Ty2-Zellen regen die Produktion von neutralisierenden
Antikdrpern an, was extrazellulare Erreger effektiv bekampft.

Die reifen CD8" T-Zellen erkennen infizierte Zellen Uber die auf MHC I-Molekilen

prasentierten Peptide und zerstdren diese, um die Virusvermehrung zu unterbinden.

Durch die Eliminierung der Viren aus dem Blut und die Zerstdrung infizierter Zellen ist die
akute Infektion abgewehrt. Einige der aktivierten T- und B-Zellen entwickeln sich zu
Gedachtniszellen und stellen damit sehr langlebige Zellpopulationen dar, die die Aufgabe
haben bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger eine deutlich schnellere und von
Anfang an hoch spezifische Immunantwort auszuldsen. Beim GFV bietet der Antikorpertiter
auch Jahrzehnten nach der Impfung bei etwa 80 % der Geimpften einen ausreichenden
Schutz [65, 67].

2.2 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine flr die Molekularbiologie bahnbrechende Entdeckung,
da sie die gezielte, sequenzspezifische Unterdriickung von Genexpressionen ermoglicht.
Fire et al. entdeckten, dass die Einschleusung von doppelstrangiger RNA (dsRNA) in
Caenorhabditis elegans gezielt Gene unterdriicken kann [123], wofiir sie 2006 den
Nobelpreis erhielten. Es stellte sich heraus, dass dieser Mechanismus einen evolutionar
konservierten Abwehrmechanismus vieler Spezies gegen invasive Nukleinsduren wie
Transposons, Viren und andere Pathogene darstellt [124, 125]. Die gezielte
Genunterdriickung in Saugetierzellen gelang erstmals 2001 [126]. Entscheidend flr diesen
Durchbruch war der Einsatz sehr kurzer, etwa 21 Nukleotide langer dsRNAs, die auch als
small interfering RNA (SiRNA) bezeichnet werden. Sie sind in der Lage Uber einen zellularen
Proteinkomplex sequenzspezifisch RNAs zu zerstéren. Es stellte sich heraus, dass der
gleiche Mechanismus in Zellen zur post-transkriptionalen Genregulation vorkommt. Die von
der Zelle exprimierten microRNA (miRNA) werden dabei von dem gleichen Proteinkomplex
gebunden, der die kleinen RNA-Fragmente als Erkennungssequenz fir die zu spaltende
RNA-Molekdle nutzt.
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2.2.1 Funktionsweise der RNA-Interferenz

Die Vorlaufer microRNAs (pri-miRNA) entstehen aus zellularen RNA-Transkripten, die sich
durch die Bildung von Haarnadel-Strukturen auszeichnen, wie in der folgenden Abbildung
2.5 gezeigt. Die Transkription wird entweder durch spezifische Promotoren oder durch die
Promotoren der Gene, in denen die pri-miRNAs lokalisiert sind, reguliert. Die Transkription
erfolgt durch die RNA-Polymerasen Il oder Ill. Im Nucleus wird die pri-miRNA durch einen
Proteinkomplex aus Drosha und DGCR8 gebunden und die pre-miRNA durch Spaltung
erzeugt (siehe Abbildung 2.5). Nach der Ausschleusung aus dem Zellkern wird die pre-
MiRNA von einem dsRNA-bindenden Protein (TRBP) erkannt und in Verbindung mit der
RNase Dicer in ein 21-23 bp kleines dsRNA-Fragment mit einem zwei Nukleotide langen
3’-Uberhang geschnitten [127]. Die erzeugten miRNAs werden von dem sogenannten ,RISC
loading complex“ (RLC) gebunden, der aus den Proteinen Dicer und R2D2 besteht. Der RLC
vermittelt die Beladung des RISC-Multiprotein-Komplexes (,RNA-induced silencing
complex”) der sich um das Argonaute-Protein formt. Einer der beiden RNA-Strange wird
durch den Komplex abgebaut, die Auswahl dieses Stranges erfolgt Uber die
thermodynamischen Eigenschaften der beiden Einzelstrange. Die Berlcksichtigung dieser
Tatsache erméglicht es bei dem Design von siRNAs gezielt den richtigen Einzelstrang in den
RISC zu laden, wobei auch der thermodynamisch ungiinstigere Strang in eine geringere Zahl
von RISC geladen wird. Der beladene Komplex bindet an komplementare RNA-Molekile. Es
kommt daraufhin entweder zur Spaltung des RNA-Molekils mit anschlieBender Degradation
der Fragmente oder zu einer Inhibition der Translation Uiber die Blockierung der mRNA ohne
Spaltung [128, 129]. Ist die Zielsequenz innerhalb einer MRNA lokalisiert, so kommt es durch
die Reduktion der mRNA-Konzentration in der Zelle ebenfalls zu einer reduzierten

Proteinexpression.

Der Unterschied zwischen dem siRNA-Weg und dem endogenen miRNA-Weg besteht nur in
dem Ursprung der RNA-Molekile. Die beteiligten Komponenten sind fur beide Mechanismen

identisch.
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Abbildung 2.5: Mechanismus der RNA-Interferenz [Quelle: veréandert nach Hajeri und Singh, 2009 [130]].
Dargestellt ist der Ablauf der miRNA oder siRNA gesteuerten Unterdriickung einer Genfunktion. Gentranskripte
oder Transkripte von exogenen viralen Vektoren oder Plasmiden (a) werden im Zellkern Uber
Haarnadelstrukturen erkannt und durch Drosha geschnitten. Im Zytoplasma erfolgt die Erzeugung der
21-23 Nukleotide langen mi- oder siRNA durch das Enzym Dicer aus pre-miRNA oder ,short hairpin® RNA, die in
Form von dsRNA oder shRNA auch kinstlich in die Zellen transfiziert werden kann (b). Die mi- oder siRNAs
werden in den ,RNA induced silencing complex® (RISC) aufgenommen indem ein RNA-Strang abgebaut wird,
was zu einem aktivierten RISC fuhrt. Auf dieser Ebene kdnnen ebenfalls die siRNAs in die Zelle transfiziert
werden, um in den RISC aufgenommen zu werden (c). Der aktive Komplex fihrt durch Bindung oder Spaltung der
komplementaren Sequenz in RNA Molekilen zur Unterdriickung der entsprechenden Genfunktion.
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2.2.2 Therapeutische Potential von RNAI

RNA-Interferenz (RNAI) ist in der Wissenschaft eine sehr erfolgreiche Methode zur
Unterdriickung von Genfunktionen. Sie stellt somit einen potentiellen therapeutischen Ansatz
fur Erkrankungen dar, die durch eine zu starke Expression eines bestimmten Gens
hervorgerufen werden, wie es z.B. bei Viruserkrankungen, Krebs oder Entzindungs-
krankheiten der Fall ist. In Zellkulturstudien wurden sehr gute Ergebnisse mit RNA-
Interferenz gegen Oncogene oder gegen virale Gene von HI-, Influenza- und Polioviren
erreicht [131-134]. Prinzipiell kann ein Effekt tber die Verabreichung von siRNAs, shRNAs
oder dsRNAs (Abbildung 2.5 b und c) erreicht werden, jedoch sind diese im Kdrper nicht
stabil. Dieses Problem kann durch chemische Modifikationen umgangen werden, die eine
Resistenz gegen RNasen vermitteln [135]. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der
zielgenauen Verabreichung der siRNAs in bestimmte Zellen. Um dies zu erreichen, stehen
verschiedene Verfahren zur Verfigung, die jedoch bei der Anwendung im Menschen nicht
risikolos sind (siehe auch Seite 143).

Bereits erfolgreich eingesetzt wird RNAi bei der Therapie von altersbedingter
Makuladegeneration. Die siRNA wird dabei direkt in den Glaskdrper des Auges gespritzt.
Durch die fehlende Durchblutung ist eine ausreichend lange Verweildauer des Praparats im
Auge moglich, sodass die Einschleusung in die Netzhaut erfolgt. Ziel der siRNA ist die
MRNA des VEGFR-1 (,vascular endothelial growth factor receptor-1“), ein Rezeptor der auf
Zytokine reagiert, die eine BlutgefdBneubildung anregen. Durch die Unterdriickung der
Expression des Rezeptors konnte eine Verbesserung bei den Patienten festgestellt
werden [136].

Die hemmende Wirkung der siRNA gegen die Replikation von Flaviviren wurde bereits in
einigen Studien gezeigt. Kumar et al. belegte in Mausen sowohl tber einen lentiviralen
Expressionsvektor als auch Uber die Verabreichung von synthetischer siRNA eine positive
Wirkung bei einer West-Nil- und Japanischen Enzephalitis-Virusinfektion [137]. Die
Hemmung der GFV-Replikation konnte in M&usen mit einem plasmidbasierten System in
vitro und in vivo gezeigt werden [138]. Besonders im Hinblick auf die zunehmende
Verbreitung der Aedes-Miicken verfolgen Travanti et al. einen sehr interessanten Ansatz. Sie
untersuchten die Mdglichkeit Miicken genetisch so zu verandern, dass sie konstitutiv SIRNA

gegen das Dengue-Virus exprimieren und somit eine Ubertragung unterbunden wird [139].

Die RNAI stellt somit neben dem wissenschaftlichen Einsatz auch eine vielversprechende

Maoglichkeit zur Intervention bei einer Virusinfektion dar.
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3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll ein umfassender Einblick in die Immunreaktion gesunder
Impflinge nach einer Gelbfieberimpfung gewonnen werden. Die Analyse schlie3t die
Charakterisierung der Virusreplikation, der Bildung spezifischer Antikdrper sowie der
Zellkommunikation innerhalb des Immunsystems Uber die ausgeschitteten Zytokine ein. In
enger Kooperation mit dem Deutschen Rheuma-Forschungszentrum Berlin (AG Andreas

Thiel) werden umfangreiche Untersuchungen zur zellularen Immunantwort durchgefihrt.

Zusatzlich zu den Untersuchungen an gesunden Probanden werden Verdachtsféalle schwerer
Impfzwischenfalle aus drei Impfkampagnen der WHO in afrikanischen Landern analysiert.
Ziel dabei ist es, weitere Informationen lber den Schweregrad sowie mogliche Ursachen
dieser Félle zu gewinnen. Die gewonnenen Daten aus diesen beiden Forschungs-
schwerpunkten sollen als Basis fur die Untersuchung der Ursachen von schweren

Impfzwischenféllen in spateren Projekten dienen.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit ist die in vitro Untersuchung der Wirkung von
GFV-spezifischen siRNAs auf die Virusreplikation. Die in silico identifizierten SiRNA-
Zielsequenzen sollen in einem Zellkultursystem auf eine virusreplikationshemmende Wirkung
untersucht werden. Wichtiger Bestandteil der Untersuchung ist dabei die Wirkung auf den

GFV Asibi-Wildtypstamm, da dies fiir einen Ansatz als antivirale Therapie maRgeblich ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

41.1.1 Gerate

Analysenwaage (BP 310 p)
Auftragsschablone fiir Antikérper im IIFT/IFT
Autoklaven:

* Automat 21/2

« Varioklav®

Brutschranke:
« fir Bakterienkultur (mit Schittler)

« fur Zellkultur

Chemolumineszenzreader Chemi-Smart 3000

Farbekivette
FACS LSRII

Gefrierschranke:
«-20°C

+-80°C

Geldokumentationsgeréat
Gelelektrophoresesysteme
Glaswaren (Kolben, Flaschen etc.)
Heizplatte/Magnetrihrer:

* IKA® RH basic 2

* IKA KM02

Inkubator
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Sartorius, Goéttingen
EUROIMMUN, Lubeck

Webeco, Bad Schwartau
H+P Labortechnik,
Oberschleifheim

New Brunswick Scientific,
Edison, USA

Heraeus, Hanau

Sanyo, Osaka, Japan
Vilber Lourmat,
Eberhardzell

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Bosch, Stuttgart
Liebherr, Biberach a.d. Rif3
Heraeus, Hanau

PEQLAB, Erlangen
Biozym, Oldendorf
Schott Glas, Mainz

lka Werk, Staufen
lka Werk, Staufen

Heraeus, Hanau
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Kihlschranke

Mikroskope:

* Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200)
* Invertmikroskop Telaval 3

* EUROStarll

* AE21

Neubauer-Z&hlkammer

Photometer (Bio-Photometer)
pH-Meter 766 Calimatic

Pinzetten (diverse)
Pipetten (bis 10 pL, 100 pL, 1.000 yL)
Pipettierhilfe (Accujet®)

Sequencer 3130x| Genetic Analyzer

Spannungsgerate

Spatel (diverse)
Sterilarbeitsbanke:
* antair BSK

* BioGard Hood

» HeraSave

Stickstoffprobenlagerungstank

Temperierbad

Thermoblock (Thermomixer comfort)
Thermocycler:

* Biometra T Gradient

* Biometra T Personal

» Biometra T Professional Basic Gradient
* Stratagene MX3000P / MX3005P

Tiefkiihlbox fur TagMan®-Platten mit Aluminium-Block
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Bosch, Stuttgart
Philipp Kirsch, Offenburg

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena
EUROIMMUN, Libeck
Motic, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Knick Elektronische
Messgerate, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Applied Biosystems,
Carlsbad, Kalifornien, USA
Biometra, Géttingen
Bio-Rad, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

Kendro, Langenselbold
Baker Company,
Sanford, USA

Heraeus, Hanau

Union Carbide, Houston,
USA

Recker Laborbedarf,
Berlin

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Goéttingen
Biometra, Géttingen
Biometra, Géttingen
Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA

Nunc, Wiesbaden
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UV-Tisch (Transilluminator TC-312A)

Vortex®

Zentrifugen:
+1-13
*+1-15K

+3-K30 C

* Centrifuge 5415R
* Heraeus Megafuge 1.0 R

« Heraeus Multifuge® 3S/3S-R

* Sigma 2K15 Kihlzentrifuge

* Tischzentrifuge Biofuge pico

41.1.2

Blutabnahmezubehor:

Verbrauchsmaterialien

* Natriumheparin-Réhrchen 170 1.U. 10 mL

» Serum-Ro6hrchen CAT 6 mL

* Flugelkanulen

» Adapter

Deckel fiir TagMan®-Platten (8er-Streifen)

Deckglaser fur OT

Einwegkuivetten

Einwegkuvetten (UV durchlassig)

Einwegspritzen

Kryogefal3e (1,8 mL mit Innengewinde)

Lochplatten (24er)
Lochplatten (6er)
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Spectroline, Westbury, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Laborzentrifugen,
Osterode am Harz
Sigma Laborzentrifugen,
Osterode am Harz
Sigma Laborzentrifugen,
Osterode am Harz
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

B. Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Abgene, Epsom, UK
Waldemar Knittel
Glasbearbeitung,
Braunschweig
EUROIMMUN, Liubeck
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden
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Objekttrager
Parafilm

Petrischalen

Pipettenspitzen mit Aerosolschutz

(10 pL, 100 pL, 1.000 pL)

Pipettenspitzen ohne Aerosolschutz

(10 pL, 100 pL, 1.000 pL)

PCR-Platten: 96er; 0,2 mL (fir TagMan®-PCR)
PCR-Reaktionsgefalle:

*0,2mL; 0,5mL

* 0,2 mL; 8er-Streifen
Polystyrol-Gefalie
Quadripermschalen
Reaktionsgefalie:
«0,5mL;1,5mL; 2,0 mL
*15mL; 50 mL

* 12 mL Rundboden Cellstar

* 5 mL Rundboden

Seropipetten (1 mL; 5 mL; 10 mL; 25 mL, 50 mL)

Sterilfilter (0,22 und 0,45 pm)

TruCount-R6hrchen
Zellkulturflaschen mit/ohne Filterdeckel

(25 cm?; 75 cm?; 175 cm?)

Zellschaber
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Carl Roth, Karlsruhe
American National Can,
Greenwich, USA
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Biozym, Oldenburg

Eppendorf, Hamburg

Abgene, Epsom, UK

Biozym, Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
Nunc, Wiesbaden
Biozym, Oldenburg
Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Greiner Bio-One,

Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

TPP, Trasadingen, CH
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4.1.2 Chemikalien

3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
6-Carboxy-X-Rhodamin (ROX)

Aceton

Agar

Agarose (NuSieve®3:1)

Ampicillin

Bacto Trypton

Bacto Hefeextrakt

B-Mercaptoethanol
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bovines Serum Albumin-Lésung (100x)

Brefeldin A (5 mg/mL in 70 % Ethanol)
Bromphenolblau (Tetrabromphenolsulfonphtalein)
Calciumchlorid

Carboxymethylcellulose (CMC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Desoxyribonukleosidtriphosphate-Mix (dANTP-Mix)
Dithiothreitol (DTT)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Essigsaure

Ethanol

Ethanol endotoxinfrei
Ethidiumbromid

Foétales Kéalberserum (FKS)
Formaldehyd

FUGENE®

GeneJuice®

Glukose
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Sigma-Aldrich, Minchen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Minchen
Bacto Laboratories,
Liverpool, UK

Bacto Laboratories,
Liverpool, UK
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
New England Biolabs®
Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
BDH Chemicals Ltd., Poole,
England

Merck, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Linz, A
Carl Roth, Karlsruhe
Roche, Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe



MATERIAL UND METHODEN

Glycerin

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

A-DNA

L-Glutamin

Lipofectamin™ 2000

Magnesiumchloridlésung (50 mM)

Manganchlorid

Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Ribonukleosidtriphosphate-Mix (NTP-Mix)
Penicillin/Streptomycin-Mix

Poly-L-Lysin Lésung (0,01 %)
Rubidiumchlorid

Staphyloccocus Enterotoxin B (SEB)
Select Agar

Wasser (molekularbiologischer Standard)

4.1.3 Enzyme und Inhibitoren

Platinum® Taq DNA-Polymerase (5 U/pL)
Pstl Restriktionsenzym (20 U/pL)

Trypsin
RNase Out (RNase-Inhibitor) (40U/uL)

M-MLV RT (200 U/pL)
SuperScript™ Il Reverse Transkriptase (200 U/pL)
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Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
PAA Laboratories, Linz, A
Invitrogen, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
PAA Laboratories, Linz, A
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe
New England Biolabs®,
Ipswich, USA

PAA Laboratories, Linz, A
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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4.1.4 Puffer und Lésungen

Diluent

DNA-Probenpuffer (6x)

FACS Lysing Solution
FACS Permeabilizing Solution

First Strand Buffer
Lysing Buffer

Naphthalin Schwarz

PCR-Puffer (10x)
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

PBS/BSA-Puffer
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8 g NaCl

0,4 g KCI

0,06 g NaH,PO;
0,06 g KH,PO,3

1 g Glukose

0,375 g NaHCO;
auf pH 7 einstellen
Zugabe von 0,2 %
EDTA

6 mL Glycerin
40 mg Bromphenolblau
geldst in 5 mL TBE (1xX)

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

1 g Amidoschwarz

13,6 g Natriumacetat

60 mL Eisessig

auf 1.000 mL Wasser

auffullen

Invitrogen, Karlsruhe
140 mM NaCl

2 mM KClI

10 mM Na,HPO,

2 mM KH,PO,

PBS mit 5 g/L BSA
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PBS/BSA/EDTA-Puffer

Puffer fir Restriktionsenzyme

TBE-Puffer (5x)
TFB |

TFBII:

415 Medien

4151 Zellkulturmedien

D-MEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium)

Leibovitz Medium (L 15)

Opti-Mem® | Reduced Serum Medium

4.15.2 Andere Medien

Carboxymethylcellulose Medium (CMC)
IMMU-MOUNT
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PBS/BSA-Puffer mit 2 mM
EDTA

New England Biolabs®,
Ipswich, USA
Eppendorf, Hamburg
30 mM KAc

50 mM MnCl,

100 mM RbCI

10 mM CacCl,

15 % Glycerin

pH 5,8 (mit Essigsaure
einstellen)

steril filtrieren

10 mM MOPS

75 mM CacCl,

10 mM RbCI

15 % Glycerin

pH 7,0 (mit KOH einstellen)

steril filtrieren

GIBCO Invitrogen,
Karlsruhe
GIBCO Invitrogen,
Karlsruhe
GIBCO Invitrogen,

Karlsruhe

1,6 % CMC in L 15 (w/v)
Thermo Shandon,
Pittsburgh, USA
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LB-Flissigmedium

LB-Platten

SOC

10 g/L Bacto Trypton

5 g/L Bacto Hefeextrakt

10 g/L NaCl

pH 7,5 (mit Natronlauge
einstellen)

autoklavieren

ggf. Zugabe von Ampicillin
auf 100 pg/mL

LB-Medium + 15 g/L Select
Agar,;

autoklavieren

ggf. Zugabe von Ampicillin
auf 100 pg/mL

Invitrogen, Karlsruhe

4.1.6 Oligonukleotide und Nukleinsdurestandards

41.6.1

Primer, Oligonukleotide und Sonden

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Primer und Sonden.
Die Sonden sind am 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (F*) und am 3’-Ende mit 5-Carboxytetramethylrhodamin
(5-TAMRA, X) markiert.

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5" —3") Tirfwhpne:?alzr Hersteller

sense Agg TCC AgT TgA TCg Cgg C 61,1 °C IE‘;:IZ)I’%?]Z'

GFV-NS3 antisense gAg CgA CAg CCC CgA TTT CT 62,5 °C vittogen.
Sonde (TMFV) F*-Tgg TCA AngTC C):(CTAT%A CAA AAC CgA 71.9°C TIB '\égrhEIOL'

sense Tgg AAC CCA CAg TCA TTg ATg A 60,1°C 'E‘Qrtlf;%ﬁgy

Tubulin-Gen (TUB) antisense TgA TCT CCT TgC CAA Tgg TgT A 60,1 °C 'Q‘Qrtlfsor%ﬁg
Sonde F*-AgA TgC TgC Cg'A;/; Tg'AA CXT ATg CCC 69,9 °C TIB l\é(e:)rhﬁlog

T7 antisense TAA TAC gAC TCA CTA TAg gg 54,3 °C 'E\Qrtlfsc;%ﬁreh

SP6 sense ATT TAg gTg ACA CTA TAg 469 °C 'E\Qrtlf;%igy

random Primer |2\§:|;<Jr%f]r;,
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4.1.6.2 Nukleinsaurestandards

Tracklt™ 100 bp DNA Ladder
Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder

4.1.7 Plasmide

pYFVNS3amp

4.1.8 AntikOrper

Tabelle 4.2: Aufstellung der verwendeten Antikérper.

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Promotion H.G. Bae [140]

Antikdrper gekoppelter Fluorophor Quelle
Priméare Antikdrper
aBeriglobin - Aventis Behring
aCD3 Alexa 405 DRFZ
aCD4 AmCyan BD Pharmingen
aCD4 Pacific Orange DRFZ
aCD4 PE DRFZ
aCD4 PerCP BD Pharmingen
aCD8 APC-Cy7 BD Pharmingen
aCD8 PerCP BD Pharmingen
aCD11c PE Miltenyi Biotech
aCD14 Cy5 DRFzZ
aCD14 PE DRFZ
aCD14 PerCP BD Pharmingen
aCD16 APC-Cy7 BD Pharmingen
aCD19 PerCP-Cy5.5 BD Pharmingen
aCD19 PE BD Pharmingen
aCD28 - BD Pharmingen
aCD38 FITC BD Pharmingen
aCD45 FITC BD Pharmingen
aCD45 APC-Cy7 BD Pharmingen
aCD56 PE-Cy7 BD Pharmingen
aCD62L APC BD Pharmingen
aCD127 (IL-7Ra) PE eBioscience
aCD154 (CD40L) PE-Cy5 BD Pharmingen
aGFV MAK6330 - RKI
aGFV MAK6538 - RKI
aHLA-DR FITC BD Pharmingen
Isotype control PE BD Pharmingen

Sekundére Antikorper

aMaus-IgG (Ziege) FITC Caltag Laboratories

aMensch-lgG/IgM (Ziege) FITC EUROIMMUN
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4.1.9 Verwendete Kits

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

EndoFree Plasmid Maxi

IIFT Flaviviren-Profil 2

[IFT FSME-Viren

[IFT Gelbfieber-Viren

Invisorb Spin Plasmid Mini Two Kit

QlAamp® Viral RNA Mini Kit

QlAshredder

RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3

RNeasy® Mini Kit
siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning System (Human)-hMGFP
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrat

4.1.10 Zelllinien, Bakterien- und Virusstamme

4.1.10.1 Zelllinien

Tabelle 4.3: Verwendete Zelllinien und Kulturbedingungen.

Applied Biosystems,
Carlsbad, Kalifornien, USA
Qiagen, Hilden
EUROIMMUN AG, Lubeck
EUROIMMUN AG, Lubeck
EUROIMMUN AG, Lubeck
Invitek, Berlin

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
RayBiotech, Inc., Norcross
GA , USA

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim
Thermo Fisher Scientific,
Bonn

. Kultur- Temperatur und x

Bezeichnung Ursprung ATCC- Referenz medium Begasung Zusatze

37 10 % FKS
Vero B4 Affennierenzellen CCL-81 D-MEM 1 % Pen/Strep

5% CO;

1 % L-Glutamin

37 °C 10 % FKS
Vero E6 Affennierenzellen CRL-1586 D-MEM 1 % Pen/Strep

5% CO;

1 % L-Glutamin

) 37 °C 5 % FKS
PS-Zellen Schweine- - L15 1% Pen/Strep

nierenzellen

1 % L-Glutamin

i 37°C 10 % FKS

Hela humane_ Eplth_elzellen CCL-2 D-MEM 0 '
(Cervixcarcinom) 5% CO, 1 % L-Glutamin
humane embryonale

Nierenzellen 37°C 5 % FKS

Hek293T (Expression des SV40 D-MEM 5% CO, 1 % L-Glutamin
groRen T-Antigens)
37°C 5 % FKS
Hek293 Graham  humane embryonale CRL-1573 D-MEM oS

Nierenzellen 5% CO; 1 % L-Glutamin

Pen/Strep — Penicillin/Streptomycin-Antibiotika Mix; FKS — fotales Kalberserum, ATCC — ,American Type Culture

Collection*®
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4.1.10.2 Bakterienstamme

E. coli MC 1061
ATCC #53338

Genotyp: F- hsdR2 hsdM+ hsdS+ mcrA mcrB1l araD139 A(ara-leu)7696 A(laclPOZY)X74

galE15 galU galK16 rpsL thi lambda-

Invitrogen Top10

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)

7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

4.1.10.3 Virusstadmme
Gelbfiebervirus 17D

Gelbfiebervirus 17D

Gelbfiebervirus Asibi

FSME-Virus K23 [141]

4.1.11 Software

Adobe® Photoshop® CS3 Extended Version 10
FlowJo Software Version 8.6.-8.8.6.
Lasergene 8:

e SegMan Pro

e SeqBuilder
MS Office 2003
MxPro 4.10 QPCR Software

Prism 5 fur Windows

RayBio® Analysis tool Version 3.1

40

RKI-Impfstamm Charge
354/1

STAMARIL® Impfstoff,
Sanofi Pasteur MSD GmbH,
Leimen
RKI-Stammsammlung
(Ghana, 1927)

RKI-Stammsammlung

Adobe Systems Inc.
Minchen

Tree Star, Inc., Ashland,
OR USA

DNASTAR Inc., Madison,
USA

Microsoft Deutschland
GmbH, UnterschleilRheim
Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA
GraphPad Software,

La Jolla, CA, USA
RayBiotech, Inc., Norcross
GA, USA
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SDS 1.9.1 (ABI Prism® Sequence Detector) Applied Biosystems,
Carlsbad, Kalifornien, USA

siRNA Target Designer Firma Promega [142]

SPSS 16.0 fur Windows SPSS Inc., Chicago, IL,
USA
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4.2 Methoden

4.2.1 Mikrobiologische Methoden

4211 Anzucht von Escherichia coli-Bakterien

Fur die Kultivierung von Bakterien wurden je nach Verwendungszweck entweder
Flissigmedium (LB-Medium) oder LB-Platten (LB-Medium plus 15g/L Select Agar)
eingesetzt. Zur Selektion von Bakterien mit Ampicillinresistenz wurde dem Kulturmedium
Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/mL zugegeben. Die Anzucht erfolgte jeweils

Uber Nacht (UN) bei 37 °C im Bakterienschiittler (Flissigmedium) oder im Brutschrank.

4.2.1.2 Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen

Um Bakterien langfristig zu konservieren wurden Dauerkulturen angelegt.
Dazu wurden 850 pL einer frischen UN-Kultur mit 150 pyL sterilem Glycerin in Kryogefaf3en

gemischt und sofort bei -80 °C eingefroren.

4.2.1.3 Kleine Plasmidpraparation — Miniprep

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Invisorb Spin Plasmid Mini Two
Kit der Fa. Invitek verwendet und nach den Angaben des Herstellers (Stand 07/2008)
angewendet. Aus einer UN-Kultur wurden 0,5-2 mL fir die Praparation verwendet.

Bis zur Verwendung wurde die Plasmidldsung bei 4 °C oder -20 °C gelagert.

4.2.1.4 Grol3e Plasmidpraparation — Maxiprep (endotoxinfrei)

GroRRere Mengen an Plasmiden wurden mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma
Qiagen gewonnen. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers
(Stand 11/2005).

Die in 500 pL TE-Puffer aufgenommene Plasmid-DNA wurde UV-spektrometrisch analysiert

(4.2.2.3) und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.1.5 Herstellung calciumchlorid-kompetenter Bakterien

Fur die effektive Transformation (4.2.1.6) mussten zundchst kompetente Bakterien
hergestellt werden, also ihre Empfanglichkeit fir die Aufnahme von Fremd-DNA erhoht
werden.

Eine 250 mL Kultur der Bakterien wurde bis zu einer ODggo VOn eins (siehe 4.2.1.7) kultiviert.
AnschlieRend wurden die Zellen auf Eis abgekihlt und bei 6.000 xg fur 5 min (4 °C)
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pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 40 mL eiskaltem TFB | Puffer resuspendiert, 10 min
auf Eis inkubiert und anschlieend erneut pelletiert. Die Bakterien wurden in 8 mL TFB Il
Puffer aufgenommen, in vorgekuhlten 1,5 mL Reaktionsgefaf3en zu je 50 pL aliquotiert und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bis zur Verwendung bei
-80 °C gelagert.

4.2.1.6 Hitzeschocktransformation calciumchlorid-kompetenter Bakterien

Bei der Hitzeschocktransformation wird die Bakterienmembran durch kurzfristiges Erhitzen
permeabilisiert, um Fremd-DNA in die Bakterien einzuschleusen. Die CaCl,-kompetenten
Bakterien (4.2.1.5) wurden auf Eis aufgetaut und auf das 10-fache Volumen mit kaltem CacCl,
(0,1 M) aufgefullt. 100 pL dieser Bakteriensuspension wurden zu der zu transformierenden
DNA-L6sung gegeben und fir 20 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock zur Aufnahme der
DNA erfolgte bei 44 °C fir 45s in einem Thermoblock (Fa. Eppendorf), woraufhin die
Ansatze sofort wieder auf Eis abgekihlt wurden. Nach Zugabe von 200 pL LB-Medium ohne
Antibiotikum oder SOC-Medium wurden die Anséatze fir etwa 30 min bei 37 °C vorinkubiert.
50-200 pL des Transformationsansatzes wurden auf vorgewarmte ampicillinhaltige Agar-
Platten (100 pg/mL) ausgestrichen und UN im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

4.2.1.7 Messung der optischen Dichte einer Bakteriensuspension bei 600 nm

Zur Bestimmung der Bakteriendichte in einer LB-Flissigkultur wurde die durch das
Wachstum bedingte Tribung des Mediums bei 600 nm (ODgy) bestimmt. Die Grundlage
bildet das Lambert-Beersche Gesetz, welches die Extinktion als Funktion der Konzentration
des Absorbens darstellt, wie in Formel 4.1 gezeigt. Dazu wurden 100 pL der
Bakteriensuspension in einer Einwegklvette in einem Eppendorf Bio-Photometer

vermessen.
— *n*x
E,=¢,*c*d

Formel 4.1: Lambert-Beersches Gesetz.
Die Extinktion E bei der Wellenldnge A ist gleich dem Produkt aus dem Extinktionskoeffizienten ¢ bei der
Wellenlange A, der Schichtdicke d und der Konzentration des Absorbens c.
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4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1 Virus-RNA-Isolierung aus zellfreien Losungen

Die Isolierung viraler RNA erfolgte durch das QlAamp® Viral RNA Mini Kit der Fa. Qiagen
nach Angaben des Herstellers (Stand 12/2005).

Die RNA wurde in 60 pL Elutionspuffer aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20 oder
-80 °C gelagert.

4.2.2.2 RNA-Isolierung aus Zellen

Zur Gewinnung der gesamten RNA aus Zellen wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
entsprechend der Herstellerangaben (Stand 10/1999) verwendet.

Die RNA wurde in 40 pL RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur Verwendung bei -20 oder
-80 °C gelagert.

4.2.2.3 UV-Absorptionsmessung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit einer Nukleinsaure-Lésung wurde die Probe
je nach erwarteter Konzentration mit Wasser in einem Volumen von 50 pyL verdinnt und
UV-spektrometrisch bei 260 nm und 280 nm in einer UV-Einwegkuvette gemessen. Dazu
wurde ein Eppendorf Bio-Photometer verwendet. Die Konzentration der Probe ergibt sich

nach folgenden Formelin:

clug/mL]= A, *502g / mL*Verdiinnung

Formel 4.2: Berechnung der Konzentration einer wassrigen DNA-LOsung aus der Absorption bei 260 nm.
Diese Formel gilt fir doppelstréngige DNA. Azso entspricht der gemessenen Absorption, der Faktor ,Verdinnung“
berlicksichtigt die Verdinnung vor der Messung. Fir einzelstrangige DNA ist anstatt 50 pg/mL ein Faktor von
33 pg/mL einzusetzen.

clg /mL]= Ay, *404g / mL*Verdinnnung

Formel 4.3: Berechnung der Konzentration einer wassrigen RNA-L6sung aus der Absorption bei 260 nm.
Diese Formel gilt fur einzelstrangige RNA. Azso entspricht der gemessenen Absorption, der Faktor ,Verdinnung®
bertcksichtigt die Verdiinnung vor der Messung.

Die Reinheit der Losung in Bezug auf Proteinverunreinigungen wird Uber den Quotienten
AzsolAzgo ausgedrickt. Ein Wert von 1,7-2,0 [143] spiegelt dabei nahezu reine DNA wider.
Fur RNA liegt der Wert bei 1,9-2,1.
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4.2.2.4 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen wurde zum Nachweis des erfolgreichen
Einbaus eines Fragments in einen Vektor verwendet, sodass die Fragmente nicht weiter
verwendet wurden. Aus diesem Grund konnte eine geringere Menge an Restriktionsenzym

eingesetzt werden. Die Tabelle 4.4 stellt den analytischen Standardansatz dar.

Tabelle 4.4: Analytischer Restriktionsverdau.

Reagenz Volumen [pL]
dest. Wasser ad 10,0
Puffer (10 x; NEB) 1,0
ggf. BSA (100 x) 0,1
DNA (~ 0,2 pg) X
Enzym (~2 U) 0,2

Die Ansatze wurden bei der fir die eingesetzten Enzyme optimalen Temperatur inkubiert,
wobei die Angaben des Herstellers (New England Biolabs®) befolgt wurden. Zur Analyse des

Fragmentmusters wurde im Anschluss eine Gelelektrophorese (4.2.2.5) durchgefiihrt.

4.2.25 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GréRe wurde eine
Gelelektrophorese bei einer Spannung von 80-100 V durchgefiihrt. Angesetzt wurden 0,8-
1 %ige Agarosegele (w/v) in 1 x TBE-Puffer (Fa. Eppendorf), wobei fir ein 50 mL-Gel 2,5 uL
Ethidiumbromid (c = 10 ug/uL) zugegeben wurden. Vor dem Auftragen wurde jede Probe
entsprechend dem Volumen mit 6 x DNA-Probenpuffer versehen.

Die Banden wurden in einem digitalen Geldokumentationsgerét der Fa. PEQLAB (Erlangen)

analysiert.

4.2.2.6 Reverse Transkription

Um RNA fir die gangigen molekularbiologischen Methoden einsetzbar zu machen, muss
diese zunéchst in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu nutzt man
RNA-abhangige DNA-Polymerasen (reverse Transkriptase) die an zugegebene spezifisch
oder unspezifisch bindende DNA-Primer ansetzen und entlang des RNA-Strangs einen

komplementaren DNA-Strang erzeugen.

4.2.2.6.1 Reverse Transkription fir diagnostische Ansatze

Zur Herstellung von cDNA aus RNA in diagnostischen Ansatzen wurde die
SuperScript™ Ill reverse Transkriptase (Fa. Invitrogen) verwendet. Zunéchst wurden 10 pL
der RNA-LGsung fur 10 Minuten bei 65 °C inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA
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aufzuschmelzen. Die RNA wurde anschief3end sofort auf Eis gelagert und mit 10 puL des

Reaktionsmixes (Tabelle 4.5) gemischt.

Tabelle 4.5: Ansatz der diagnostischen reversen Transkription.

Reagenz Volumen [pL]
dest. Wasser 2,75
First Strand Buffer (5 x) 2,0
random Primer (3 pg/uL) 0,5
dNTP (10 mM) 1,25
DTT (0,1 M) 2,0
SuperScript™ 11l (200 U/uL) 0,5

RNase OUT (40 U/uL) 1

Die Transkription erfolgte bei 42 °C fir eine Stunde. Zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase sowie zur Trennung der Hybridstrdnge wurde der Ansatz fir 5 Minuten auf
93 °C erhitzt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C oder -80 °C.

4.2.2.6.2 Reverse Transkription fur experimentelle Ansatze

In nicht diagnostischen Fragestellungen wurde ein Ansatz zur Herstellung von cDNA auf
Basis der ,Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase“ (M-MLV RT) verwendet.

Zunachst wurde der in Tabelle 4.6 aufgeflihrte Mastermix zusammengegeben.

Tabelle 4.6: Ansatz der reversen Transkription fir experimentelle Ansétze.

Reagenz Volumen [uL]
dest. Wasser 3,75
First Strand Buffer (5 x) 2,0
random Primer (0,1 pg/pL) 0,5
dNTP (10 mM) 1,25
DTT (0,1 M) 2,0
M-MLV RT (200 U/uL) 0,5

10 pL RNA-L6sung wurden fur 10 Minuten bei 65 °C inkubiert, um Sekundarstrukturen der
RNA aufzuschmelzen. Anschlieend wurden 10 uL des Mastermixes zu der auf Eis
abgekihlten RNA-LOsung gegeben. Der gesamte Ansatz wurde fur 1 Stunde bei 42 °C
inkubiert und anschlieRend zur Inaktivierung 5 Minuten auf 93 °C erhitzt. Die Lagerung der
cDNA erfolgte bei -20 °C oder -80 °C.
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4.2.2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)-basierte Techniken

Die PCR ist eine molekularbiologische Methode zur spezifischen Amplifikation bestimmter
DNA-Bereiche. Der zu amplifizierende Bereich wird durch zwei sequenzspezifische
DNA-Oligonukleotide (Primer) definiert, die die Zielsequenz einrahmen. Durch zyklische
Wiederholung der Schritte: thermische Trennung der DNA-Doppelstrange, Bindung der
Primer an die DNA-Einzelstrange und Vervollstandigung der DNA-Doppelstrange durch eine
DNA-abhdngige DNA-Polymerase beginnend an den Primern wird die Zielsequenz

exponentiell vermehrt.

4.2.27.1 Nachweis von Gelbfiebergenoméquivalenten mittels Zwei-Schritt
TagMan®-RT-PCR

In der Zwei-Schritt TagMan®-RT-PCR wird die reverse Transkription von der Amplifikation
der erzeugten cDNA getrennt. Der erste Schritt, die reverse Transkription, wurde wie unter
4.2.2.6 beschrieben durchgefuhrt. Die Quantifizierungs-PCR wurde nach den Angaben in
Tabelle 4.7 auf einem Stratagene MX3000P oder MX3005P durchgefiihrt. Zum Nachweis der
Genomagquivalente (GA) wurde eine etablierte PCR verwendet, die einen 105 bp langen
Bereich innerhalb des NS3-Gens detektiert [60]. Zur absoluten Quantifizierung von Proben
ist es notwendig, eine definierte Standardreihe (Herstellung siehe 4.2.2.7.2) mit bekannter
Kopienzahl eines Referenzplasmides parallel zu messen und die Ergebnisse der

unbekannten Proben darauf zu beziehen.

Tabelle 4.7: Ansatzvolumina und PCR-Programm fiur die GFV-Zwei-Schritt TaqMan®-RT-PCR.

Reagenz Volumen [pL] Dauer T[°C] Zyklen
dest. Wasser ad 50 3 min 94
10 x Puffer 5,0 30s 94
MgCl, (50 mM) 4,0 1 min 60 ®
NS3 sense (10 pM) 1,0
NS3 antisense (10 uM) 1,0
dNTP (10 mM) 1,0
TMFV-Sonde (10 pM) 0,5
ROX (50 x) 0,5
Platinum® Tagq (5 U/pL) 0,5
cDNA 2,0 oder 5,0

Die TagMan®PCR wurde auch eingesetzt, um die viralen Genoméquivalente im Serum zu
bestimmen. Zur Umrechnung der im Ansatz nachgewiesenen Genoméaquivalente in GA pro

Milliliter Serum wurde ein  Umrechnungsfaktor von 171 verwendet, der die
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Verdiunnungseffekte der vorgeschalteten Aufarbeitungsschritte berticksichtigt. Die Herleitung
des Faktors ist in Tabelle 4.8 dargestellt.

Tabelle 4.8: Berechnung des Korrekturfaktors zur Umrechnung der GA/Ansatz in der TaqMan®-PCR in
GA/mL Serum.

Ausgangsvolumen Bearbeitungsschritt Endvolumen Korrektorfaktor
1000 pL Serum fiir die Bestimmung der GA wurden 140 pL eingesetzt 140 pL Serum 7,14
140 pL Serum VRNA-Extraktion 60 pL RNA
10 pL aus 60 pL RNA cDNA-Synthese 20 pL cDNA 6
®
5 pL aus 20 pL cDNA TaqMan®-PCR Bestimmung der GA pro Ansatz 50 ul’_A'rI]':;qtl\Z/Ian ) 4
~ 171

4.2.2.7.2 Herstellung einer DNA-Standardverdunnungsreihe

Zur absoluten Quantifizierung der GFV-Genomaquivalente wurde eine Standardreihe des
pYFVNS3amp-Plasmids [140] als serielle 1:10 Verdinnungsreihe zwischen 10° und 10*
Plasmiden pro Ansatz hergestellt. Da jeweils ein Probenvolumen von 5 pL fiir die TagMan®-
RT-PCR vorgesehen war, wurde die erste Verdinnungsstufe mit einer Konzentration von
0,2*10° Kopien pro Mikroliter eingestellt. Ab der Verdiinnungsstufe 10° Molekiile je Ansatz
wurde 1 ng/uL A-DNA zugegeben, um die unspezifische Bindung der Plasmide an die

Plastikgefalie zu minimieren.

Das verwendete pYFVNS3amp-Plasmid enthédlt die Zielsequenz der Primer fir die
GFV-TagMan®-RT-PCR, sodass es als Referenz fiir die Quantifizierung der PCR nutzbar ist
[140]. Die Masse eines Plasmids, welches 4012 Nukleotide umfasst, wurde mittels Formel

4.4 berechnet. Jedes Molekill hat demnach eine Masse von 4,396*10° ng.

Nukleotide * 660 g
mol * Nukleotid

6,023*10%Molekiile / mol

— Molekiilmasse[g]

Formel 4.4: Berechnung der Molekilmasse aus der Nukleotidzahl.

660 g/mol*Nukleotid stellt die mittlere Masse eines Nukleotids in einem Mol doppelstrdngiger DNA dar, fir eine
einzelstrangige RNA-LOsung ist analog ein Faktor von 340 einzusetzen. Voraussetzung ist, dass alle
vorkommenden Nukleotide statistisch gleich haufig auftreten. 6,023*10% ist die Avogadrokonstante.

Aus der durch die Absorptionsmessung bestimmten Konzentration der DNA-LGsung (4.2.2.3)
und der Molekilmasse ist gemafd Formel 4.5 die Anzahl der Plasmide pro Mikroliter Losung
zu bestimmen. Bezogen auf die Zielmenge von 0,2*10° Molekilen konnte mit Hilfe von

Formel 4.6 die notwendige Verdiinnung errechnet werden.
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cng/u] Molekiilzahl [Molekiile / L]
m[ng / Molekiil |

Formel 4.5: Bestimmung der Molekiilzahl pro Mikroliter aus der Konzentration und der Molekiilmasse.
c stellt die mittels UV-Absorptionsmessung ermittelte Konzentration der Nukleinsdure in Nanogramm pro
Mikroliter dar. m bezeichnet die Molekilmasse.

c(ist)

=Verdlnnungsfaktor
c(soll)

Formel 4.6: Berechnung des Verdiinnungsfaktors.
Der Verdiinnungsfaktor berechnet sich als Quotient aus der ist-Konzentration und der soll-Konzentration.

Diese Ausgangslosung wurde anschlieend seriell 1:10 bis zu einer Endkonzentration von
0,2*10' Molekiile/uL verdiinnt. Die hergestellte Standardreihe wurde anschlieBend in der

TagMan®-PCR getestet und eingesetzt.

4.2.2.7.3 Nachweis des Tubulin-Referenzgens

Zur Normierung der viralen Genomagquivalente auf die Zellzahl wurde die zellulare mRNA fir
das Tubulin-Gen herangezogen, wie in der Verdéffentlichung von Radoni¢ et al. beschrieben
[144]. Die aus den Zellen gewonnene Gesamt-RNA (4.2.2.2) wurde in cDNA umgeschrieben
(4.2.2.6.2). AnschlieRend wurde die Tubulin-cDNA mittels der PCR nach Tabelle 4.9
quantifiziert. Die PCR lief auf einem Stratagene MX3000P oder MX3005P.

Tabelle 4.9: TaqMan®-RT-PCR zum Tubulin-mRNA-Nachweis.

Reagenz Volumen [puL] Dauer T[°C] Zyklen
dest. Wasser ad 25 10 min 95
10 x Puffer 2,5 20s 95
MgCl, (50 mM) 2,25 30s 68 *®

TUB sense Primer (10 uM) 0,5
TUB antisense Primer (10 pM) 0,5
dNTP (10 mM) 0,5
TUB-Sonde (10 puM) 0,3
ROX (50 x) 0,25
Platinum® Taq (5 U/pL) 0,1
cDNA 2,0
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4.2.2.7.4 Sequenzierung

Zur Bestimmung einer Basensequenz wurde eine Sequenzierreaktion auf der Grundlage der
Kettenabbruchsequenzierung nach Sanger verwendet. Dazu wurden die Komponenten nach
Tabelle 4.10 zusammengegeben und die Sequenzierreaktion durchgefiihrt. Die Reagenzien
wurden aus dem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit der Firma Applied
Biosystems verwendet. Aufarbeitung der Proben sowie die Sequenzierung selbst wurde von
der RKI internen Sequenzierabteilung auf einem 3130xl Genetic Analyzer durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Sequenzierung wurden mit den in silico erzeugten Sequenzen mittels der

Lasergene8 SegMan Pro Software verglichen.

Tabelle 4.10: Zusammensetzung der Sequenzierreaktion sowie Sequenzierprogramm.

Reagenz Volumen [uL] Dauer T[°C] Zyklen
dest. Wasser ad 10,00 1 min 96
BigDye® Puffer (5x) 1,5 30s 96
Big Dye® Reaktionsmix 1 15s 60 25
SP6 oder T7 Primer (10 uM) 0,50 4 min 60
DNA 150-300 ng

4.2.2.8 Herstellung von siRNA-Plasmiden

Zur Expression von spezifischen siRNAs in Zellen wurden Plasmide mit den entsprechenden
Sequenzen erzeugt. Die siRNA-Plasmide wurden mit dem siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning
System (Human)-hMGFP der Firma Promega hergestellt. Dazu wurden die Zielsequenzen in
Form von teilkomplementaren DNA-Fragmenten in einen Vektor kloniert und somit unter die
Kontrolle eines humanen U6-Promoters gestellt. Dieser Promoter wird durch die zellulare
RNA Polymerase Il erkannt und fuhrt zu einer konstitutiven Expression der ,hairpin-RNA*,
welche durch die zellularen Dicer in siRNA umgewandelt wird (siehe 2.2.1). Der Vektor
exprimiert zusatzlich eine synthetische Variante des ,Green Fluorescent Proteins® unter der
Kontrolle eines starken Cytomegalievirus-Promoters und ermoglicht somit eine einfache

fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der Transfektionseffizienz.

4.2.2.8.1 Auswahl der Zielsequenzen

Die Zielsequenzen der siRNAs innerhalb des Gelbfiebergenoms wurden mit der siRNA

Target Designer Software der Firma Promega ausgewahlt [142].

Alle eingesetzten siRNAs entsprachen dem Typ la, fir den die folgenden Hauptkriterien
galten. Weitere berlcksichtigte Kriterien sind auf der Internetseite des Herstellers
einsehbar [142].
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e das 5-Ende des sense-Stranges ist ein G oder C
e das 5-Ende des antisense-Stranges ist ein A oder U (T in der DNA-Sequenz)
e funf der sieben letzten Basen des antisense-Stranges sind ein A oder U

e es existieren keine Sequenzen mit mehr als neun G’s oder C’s in Folge

Die vorgeschlagenen Sequenzen wurden auf Sequenzhomologien im Menschen und in der
Maus untersucht und bei einem positiven Ergebnis verworfen. Die verbleibenden Sequenzen
wurden auf eine potenzielle Wirkung in verschiedenen Gelbfieberstammen gepriift. Die funf
vielversprechendsten Sequenzen wurden entsprechend der Vorgaben der Software in Form
von Oligonukleotiden bestellt, die die Zielsequenz als ,hairpin-Struktur sowie

Insertionssequenzen fir die Herstellung der siRNA-Plasmide (4.2.2.8.2) aufwiesen.

4.2.2.8.2 Herstellung von GFV-spezifischen siRNA-Plasmiden

Die Oligonukleotide (Invitrogen) wurden zundchst mit nukleasefreiem Wasser auf eine

Konzentration von 1 pug/uL eingestellt und die Hybridisierung entsprechend Tabelle 4.11

durchgefihrt.
Tabelle 4.11: Hybridisierung der Oligonukleotide.

Reagenz Volumen [pL] Dauer T[°C]
Oligonukleotid A (1 pg/pL) 2 3 min 90
Oligonukleotid B (1 pg/pL) 2 15 min 37

Oligo Annealing Buffer 46

Vor der Ligation mit dem linearisierten psiSTRIKE™ hMGFP Vektor wurden die
hybridisierten Oligonukleotide 1:10 verdinnt, um eine Endkonzentration von 4 ng/uL je
Oligonukleotid zu erhalten. Die Ligation wurde gemafd Tabelle 4.12 angesetzt und fur
5 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 4.12: Ligationsansatz der psiSTRIKE™ hMGFP Vektoren.

Reagenz Volumen [pL]
2x Rapid Ligation Buffer 5
psiSTRIKE™ hMGFP Vector (50 ng/uL) 1
vereinte Oligonukleotide (je 4 ng/pL) 1
nukleasefreies Water 2
T4 DNA-Ligase (3 U/uL) 0,5

Die ligierten psiSTRIKE™ Vektoren wurden, wie in Kapitel 4.2.1.6 beschrieben, in
E.coli MC1061 Bakterien transformiert und darin amplifiziert. Die Plasmide der einzelnen
Ansatze wurden gemafld Abschnitt 4.2.1.3 aus den Bakterien gewonnen und durch

Restriktionsverdau mit dem Enzym Pstl (4.2.2.4) auf erfolgte Insertion untersucht. Der
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Vektor ohne Insert besal® eine Schnittstelle und ergab nach Restriktion den linearisierten
Vektor mit einer GroRe von 5.070 bp. Nach erfolgter Insertion der siRNA-Sequenz
entstanden durch den Verdau zwei Banden mit 4.010 bzw. 1.113 bp Gr6Re. Plasmide mit
Insert wurden anschlieend mit den Primern SP6 und T7 sequenziert (4.2.2.7.4), um
Mutationen auszuschlieBen. Zur Transfektion eingesetzte psiSTRIKE™ Vektoren wurden
unter endotoxinfreien Bedingungen in groliem Mal3stab, wie in Kapitel 4.2.1.4 beschrieben,

hergestellt.
4.2.3 Virologische Methoden

4.2.3.1 Virustitration mittels Plaque-Test

Der Plaque-Test dient der Bestimmung der Anzahl an infektiosen Virus-Partikeln in einer
Losung wie z.B. Zellkulturiberstand oder Serum. Die zu untersuchende Losung wird in
verschiedenen Verdinnungsstufen auf infizierbare Zellen gegeben. Durch die Zugabe eines
viskosen CMC-Mediums wird die Virusausbreitung jeweils auf die Nachbarzellen einer primér
infizierten Zelle begrenzt, da die Brownsche Molekularbewegung unterbunden wird. Somit
geht jede Plaque im Zellrasen auf ein infektioses Partikel zurtick. Durch Auszahlung der
entstanden Plagues lasst sich somit, unter Bertcksichtigung der Verdinnungsstufe, die

Anzahl der urspriinglich vorhandenen infektiosen Partikel berechnen.

4.2.3.1.1 Virustitration im 24-Loch Format

Die eingesetzten PS-Zellen wurden von den Zellkulturflaschen mittels Trypsin abgeldst, fir
10 Minuten bei 1.100 x g zentrifugiert und auf eine Zellzahl von 6*10° Zellen/mL eingestellt.
In jede Kavitat der Lochplatte wurden 200 uL der Zellldsung gegeben. Von der Virusldsung
wurden sechs Verdunnungsstufen seriell 1:10 hergestellt, wobei die Startverdiinnung je nach
erwarteter Viruskonzentration variiert wurde. Je 200 pL dieser sechs erzeugten Proben
wurden jeweils in eine Reihe bzw. zwei Reihen (bei einer Doppelbestimmung), der
24-Lochplatte gegeben und anschlieBend geschwenkt. Die Ansatze wurden 4 h im
Brutschrank ohne CO, Begasung inkubiert. Anschlielend wurde in jede Kavitat 400 pL
L 15-CMC-Uberschichtungsmedium gegeben, worauf sich eine 4-tagige Inkubation bei 37 °C
ohne CO, anschloss. Nach dieser Zeit wurde das Medium entfernt, die Zellen 20 min in
3,7 % Formaldehyd fixiert und mindestens 30 min mit Naphthalin Schwarz gefarbt. Zur
Bestimmung der infektibsen Partikel wurde ein Verfahren gewéhlt (siehe Formel 4.7), bei
dem geringere Verdunnungsstufen mit groReren Plaguezahlen hoéher gewichtet werden als
hohere Verdinnungen mit geringerer Plaquezahl [145]. Dies minimiert die statistische

Anfalligkeit geringer Plaquezahlen je Kavitat.
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> Plagues
DV (Viruslésungen)

pfu/mL =

Formel 4.7: Berechnung der infektiésen Einheiten pro Milliliter.

Die Summe der Plaques in allen auswertbaren Verdinnungsstufen wird durch die Summe der Volumina an
Viruslésungen dividiert. In diesen Volumina wurden die Verdiinnugsstufen bereits in der Form berlcksichtigt,
dass z.B. das Virusvolumen der 1:10-Verdinnung nicht mit 200 uL sondern mit 20 uL angesetzt wurde.

4.2.3.1.2 Virustitration im 6-Loch Format

Um die haufig auftretenden Zellschaden in der 1:10 Verdinnung im 24-Loch Format zu
vermeiden, wurde ein Ansatz gewahlt, der ein groRReres Probenvolumen ermdglicht und

somit schadigende Faktoren stark verdinnt.

Die Zellen wurden, wie in Kapitel 4.2.3.1.1 beschrieben, vorbereitet, auf eine Konzentration
von 3,4*10° Zellen/mL eingestellt und jeweils 1.700 uL in 8 Kavitaten von 6-Lochplatten
gegeben. Die zu untersuchende Viruslésung wurde 1:20 auf ein Endvolumen von 2.000 pL
verdinnt und jeweils 250 uL davon in jede Kavitat gegeben. Die Ansatze wurden 4 h im
Brutschrank (37 °C, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit, kein CO,) inkubiert. AnschlieBend wurden
jeder Kavitat 1.950 uL L 15-CMC-Uberschichtungsmedium zugegeben, worauf sich eine
4-tagige Inkubation im Brutschrank anschloss. Nach dieser Zeit wurde das Medium entfernt,
die Zellen 20 min in 3,7 % Formaldehyd fixiert und mindestens 30 min mit Naphthalin
Schwarz gefarbt. Die Berechnung der infektiésen Einheiten pro Milliliter Serum wurde gemaf

der eingeftihrten Formel 4.7 durchgefiihrt.

4.2.3.2 Herstellung hochtitriger Viruslésungen

Fur die Herstellung von grof3en Virusmengen wurden Vero B4-oder Vero E6-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von etwa 90 % abgel6dst und 10 Minuten
bei 1.100 x g zentrifugiert. Ein Viertel der Zellen wurde in 40 mL D-MEM aufgenommen und
mit der entsprechenden Viruslésung infiziert, wobei sich das Volumen nach der gewiinschten
Infektionsdosis zwischen 0,01 und 1,0 richtete. Nachdem die Ldsungen vollstandig
durchmischt waren, wurden zwei Objekttrager in Quadripermschalen mit je 5 mL L&sung
beschichtet, der Rest wurde in eine Zellkulturflasche gegeben. Parallel dazu wurden zwei OT

mit nicht infizierten Zellen eingesat.

Die ersten OT wurden nach vier Tagen fixiert und einer Immunfluoreszenzfarbung
(siehe 4.2.3.3) unterzogen, um den Infektionsstatus der Zellen zu bestimmen. Abh&ngig von
dem Ergebnis wurde die Infektion weitergefiihrt oder die Viren geerntet. Bei der Virusernte
wurde der Zellkulturiiberstand der infizierten Zellen, sowie der Negativkontrolliberstand in

50 mL Reaktionsgefalle dberfuhrt und 15 Minuten bei 4.000 xg zentrifugiert, um
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Zellfragmente zu sedimentieren. Die Viruslosung wurde in geeigneten Gefal3en bei -80 °C
eingefroren und parallel einer Virustitration (4.2.3.1.1) unterzogen.

4.2.3.3 Fluoreszenznachweis infizierter Zellen

Das folgende Protokoll wurde zum Nachweis einer erfolgreichen Infektion von Zellen mit dem
GFV eingesetzt. Die monoklonalen Mausantikérper (MAK 6538 und MAK 6330) markieren
virale E-Proteine auf der Zelloberflache infizierter Zellen. Ein sekundarer AK (aMaus-lIgG)
ermoglicht Uber einen gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff die indirekte Detektion des viralen
Proteins [146].

Die mit den infizierten Zellen bestickten Objekttrager (siehe 4.2.3.2) wurden 10 min in
Aceton fixiert. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager auf Auftragsschablonen gelegt.
Diese Auftragsschablonen wurden zuvor mit je 25 pL der primaren Antikdrper MAK 6538 und
6330 wie folgt bestlickt:

Tabelle 4.13: Belegungsschema der Auftragsschablonen.
MAK 6538 1:100 1:500 1:1.000 - PBS

MAK 6330 1:100 1:500 1:1.000 - PBS

Die Positionen ohne priméaren Antikbrper bzw. PBS dienen als Negativkontrollen fiir die
Farbung. Die AK-Ldosungen wurden fir 1 h bei Raumtemperatur auf dem OT belassen.
Darauf folgten drei funfminutige Waschschritte der Objekttrdger mit PBS in Féarbekulvetten.
Nachdem der OT getrocknet war, wurde er wiederum auf die Auftragsschablone aufgelegt.
Diesmal war jede Position mit 25 pL einer 1:100 Verdunnung des sekundaren Antikorpers
(FITC-gekoppelter aMaus-IgG) bestiickt, der wiederum 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
auf dem OT verblieb. Um Uberschissigen, sekundédren AK zu entfernen, wurde die
Waschprozedur wiederholt. Nachdem der OT getrocknet war, wurden einige Tropfen
Eindeckmedium (IMMU-MOUNT) und ein Deckgldschen auf den OT aufgebracht. Die so
vorbereiteten Objekttrager wurden entsprechend dem Fluoreszenzfarbstoff des sekundéren

Antikorpers unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 520 nm dokumentiert.

4.2.3.4 Infektion von Zellen

Im Rahmen der siRNA-Versuche wurden verschiedene Zelllinien (siehe Abschnitt 5.4.4 auf
Seite 111) in 24-Lochplatten wie folgt mit Infektionsdosen von 0,01 bis 10 infiziert: Zunachst
wurde das Kulturmedium von den Zellen entfernt und 200 pL der Virusldsung auf die Zellen
gegeben. Nach 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C (in Abhéngigkeit der Zelllinie mit 5 %
oder ohne CO, und 95 % rel. Luftfeuchtigkeit) wurde die Viruslésung wieder entfernt. Die

Zellen wurden zweimal mit jeweils 400 uL PBS gewaschen und anschlieRend mit 400 pL
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Kulturmedium Uberschichtet und entsprechend der eingesetzten Zelllinie im Brutschrank
inkubiert.

4.2.3.5 Virusisolierung aus Zellen

Um infektidse Viren aus Zellen zu isolieren ist es erforderlich die Zellen zu zerstéren, ohne

dass die Viren im Zellinneren dabei ebenfalls zerstort oder inaktiviert werden.

Von den mit Virus infizierten Zellen wurde das Zellkulturmedium der 24-Lochplatten entfernt
und die Zellen zweimal mit 400 pL PBS gewaschen. Anschlie3end wurden 100 pL PBS auf
die Zellen gegeben, die mit einem Zellschaber vom Untergrund abgel6st und in ein 1,5 mL
Reaktionsgefald tberfuhrt wurden.

Die Zellen wurden bei -80 °C fur 10 Minuten eingefroren und anschlielend bei 37 °C wieder
aufgetaut. Diese Abfolge wurde insgesamt zweimal durchgefiuhrt, um die Zellen
aufzuschlieRen. Durch Zentrifugation bei 4.000xg fur 5 Minuten wurden nicht
aufgeschlossene Zellen sowie Zellfragmente sedimentiert. Der Uberstand wurde mittels
Virustitration (4.2.3.1.1) untersucht.

4.2.4 Serologische Techniken

4.2.4.1 Indirekte Inmunfluoreszenztests (IIFT)

424.1.1 Gelbfiebervirus-Immunfluoreszenztest

Zur Bestimmung der gelbfieberspezifischen IgM- bzw. 1gG-Antikérper im Serum wurde der
kommerziell erhaltliche IIFT der Firma EUROIMMUN AG eingesetzt. Die Testdurchfiihrung
und Auswertung erfolgte gemaf den Angaben des Herstellers (Stand 01/2004).

4.2.4.1.2 Frihsommer-Meningoenzephalitisvirus-Immunfluoreszenztest

Fur den Nachweis FSMEV-spezifischer IgM- und IgG-Antikorper wurde der kommerziell
erhéltliche IIFT der Firma EUROIMMUN AG eingesetzt. Die experimentelle Durchfiihrung
erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Stand 01/2004).

4.2.4.1.3 Flaviviren-Profil 2-Immunfluoreszenztest

Der von der Firma EUROIMMUN AG vertriebene Test ermdglicht es, ein Serum gleichzeitig
auf die Anwesenheit von spezifischen Antikbrpern gegen acht verschiedene Flaviviren zu
untersuchen. Getestet wird auf Antikdrper gegen das FSME-, West-Nil-, Gelbfieber-,
Japanische Enzephalitis-Virus sowie gegen die Dengue Viren 1-4. Der Test wurde nach den
Angaben des Herstellers (Stand 01/2004) durchgefinhrt.
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4.2.4.2 Plaque-Reduktions-Neutralisationstest (PRNT)

Zur Bestimmung neutralisierender Antikorper im Serum wurden Verdinnungen des
Testserums mit einer konstanten Menge an infektiosen Partikeln gemischt und nach
Inkubation auf Zellen die Reduktion der gebildeten Plaques im Zellrasen in Abhangigkeit von

der Serumverdinnung ausgewertet.

4.2.4.2.1 Nachweis neutralisierender GFV-Antikorper

Zum Nachweis neutralisierender, gelbfieberspezifischer Antikorper wurde das Testserum
zunachst 1:5 und nachfolgend seriell 1:2 bis zu einer Endverdiinnung von 1:160 mit
L 15 Medium verdinnt.

50 uL der gefriergetrockneten Viruslésung aus der Referenzcharge 345/1 des GFV 17D-
Impfstammes wurde 1:5.000 (200 PFU/mL) ebenfalls in L 15 Medium verdinnt. Zu jeweils
500 pL jeder Serumverdiinnung wurden 500 pL Viruslésung gegeben, fir eine Stunde bei

37 °C inkubiert und anschlie3end auf Eis gelagert.

Die eingesetzten PS-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 6*10° Zellen/mL eingestellt
(siehe 4.2.6.2) und jeweils 200 pL in jede Kavitat einer 24-Lochplatte gegeben. Pro Kavitat
wurden 200 pL der Serum-Virus-Losung zu den Zellen gegeben und durch Schwenken
gemischt, wobei insgesamt eine 4-fach Bestimmung des Serums durchgefiihrt wurde. Nach
4 Stunden Inkubation im Brutschrank (37 °C, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit ohne CO,) wurden
jeder Kavitat 400 pL L 15-CMC-Uberschichtungsmedium zugegeben. Nach 4 Tagen
Inkubation im Brutschrank wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen fiir 20 Minuten
mit 3,7 % Formaldehyd fixiert. Anschlielend wurden die Zellen durch eine mindestens
30-minutige Inkubation mit Naphthalin Schwarz gefarbt. Die Plaques wurden ausgezéhlt und
die 90 %ige Plaquereduktion nach Reed und Muench [147] berechnet.

4.2.4.2.2 Nachweis neutralisierender FSMEV-Antikorper

Fur den Nachweis von neutralisierenden FSMEV-spezifischen Antikérpern wurden die
eingesetzten PS-Zellen zundchst auf eine Zellzahl von 6*10° Zellen/mL eingestellt
(siehe 4.2.6.2) und jeweils 300 pL in jede Kavitat einer 24-Lochplatte gegeben. Die Zellen
wurden 3-4 Stunden im Brutschrank (37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit, kein CO,) inkubiert.

Das Testserum wurde zunéchst 1:5 und nachfolgend seriell 1:2 bis zu einer Endverdiinnung
von 1:160 mit L 15 Medium verdunnt.

Zur Herstellung der PRNT-Viruslésung wurden Virusaliquots des FSME-Konsiliarlabors
verwendet. Ein Aliquot mit 6,7*10° PFU/mL K603-FSME-Virus wurde schrittweise in

L-15 Medium auf eine Endkonzentration von 170 PFU/mL verdinnt. Zu jeweils 300 L jeder
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Serumverdinnung wurden 300 pL Viruslésung gegeben und fir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert.

Pro Kavitat wurden 200 pL der Serum-Virus-Losung zu den Zellen gegeben und durch
Schwenken gemischt, wobei insgesamt eine zweifach Bestimmung des Serums durchgefuhrt
wurde. Nach 30 Minuten Inkubation im Brutschrank (37 °C, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit ohne
CO,) wurden jeder Kavitat 500 L L 15-CMC-Uberschichtungsmedium zugegeben. Nach
4 Tagen Inkubation im Brutschrank wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen fir
30 Minuten mit 3,7 % Formaldehyd fixiert. Anschlielend wurden die Zellen durch eine
mindestens 30-minltige Inkubation mit Naphthalin Schwarz gefarbt. Die Plaques wurden

ausgezahlt und die 90 %ige Plaguereduktion nach Reed und Muench [147] berechnet.
4.2.5 Immunologische Techniken

4.25.1 Zytokinbestimmung in Seren

Zur Bestimmung vorhandener Zytokine in humanen Seren wurde der membranbasierte
semiquantitative RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3 der Firma RayBiotech, Inc.
eingesetzt, dessen grundséatzliche Funktionsweise in der nachfolgenden Abbildung 4.2
dargestellt ist.

Auf der Membran sind Antikdrper gegen 40 verschiedene Zytokine in Doppelbestimmung
fixiert (siehe Abbildung 4.1), die bei Inkubation mit einem Serum die entsprechenden
Zytokine immobilisieren. Nach Entfernung des Serums wird die Membran mit einem
Antikdrpermix inkubiert, der wiederum alle zytokinspezifischen Antikérper enthélt diesmal
jedoch in l6slicher, biotinylierter Form. Diese Detektionsantikbrper binden ebenfalls
hochspezifisch an die immobilisierten Zytokine und markieren diese zur Detektion. Nach
Zugabe von HRP-gekoppeltem Streptavidin sowie eines Chemolumineszenzsubstrates
(siehe 4.2.5.1.2) ist nur an Positionen mit gebundenem Zytokin eine Lichtreaktion messbar,
die durch einen digitalen Chemolumineszenzreader detektiert wird. Eine Normalisierung der
Messergebnisse, zum Vergleich von verschiedenen Membranen erfolgt Uber eine

Positivkontrolle, die aus direkt auf der Membran fixiertem Biotin besteht.
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A B C D E F G H 1 J K L

1 POS POS NEG NEG | EOTAXINJ EOTAXIN-2 GCSF GM-CSF ICAM-1 IFN-y 1-309 IL-1a

2 POS POS NEG NEG | EOTAXINJ EOTAXIN-2 GCSF GM-CSF ICAM-1 IFN-y 1-309 IL-1e

3 IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-6sR IL-7 IL-8 IL-10 IL-11 IL-12 p40 | IL-12 p70
4 IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-6sR IL-7 IL-8 IL-10 IL-11 IL-12 p40 | IL-12 p70
5 IL-13 IL-15 IL-16 IL-17 IP-10 MCP-1 MCP-2 M-CSF MIG MIP-1a MIP-1g MIP-13
6 IL-13 IL-15 IL-16 IL-17 1P-10 MCP-1 MCP-2 M-CSF MIG MIP-1a MIP-1p MIP-15
7 RANTES | TGF-§1 TNF-a TNF- | s TNFRI} s TNF RIl | PDGF-BB TIMP-2 BLANK BLANK NEG POS

8 RANTES | TGF-§1 TNF- TNF-§ | sTNFRI] s TNFRIl | PDGF-BB TIMP-2 BLANK BLANK NEG POS

Abbildung 4.1: Beladungsschema des Human Inflammation Antibody Array 3 [Quelle: RayBiotech, Inc.
[2148]].

Dargestellt ist das Belegungsschema der verwendeten Zytokinmembranen. Die Detektionsantikérper sind fir
jedes Zytokin als Doppelbestimmung auf der Membran aufgebracht.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Zytokinnachweises [Quelle: verandert
nach RayBiotech, Inc. [148]].

Die Membranen sind mit spezifischen Antikdrpern gegen die 40 nachzuweisenden Zytokine bestlickt. Wahrend
der Inkubation mit dem zu untersuchenden Serum werden die vorhandenen Zytokine von diesen Antikdrpern
gebunden. Nach dem Entfernen des Serums wird die Membran mit biotinylierten, ebenfalls gegen die Zytokine
gerichteten sekundéren Antikdrpern inkubiert. Nachdem nicht gebundene sekundére Antikorper entfernt wurden
wird Streptavidin-gekoppelte Meerrettichperoxidase (HRP) auf die Membran gegeben. Durch die starke
Streptavidin-Biotin-Bindung werden die gebundenen sekundaren AK mit HRP gekoppelt. Uber die Zugabe von
einem HRP-Substrat wird an den Bindungsstellen der sekundaren Antikérper Chemolumineszenz erzeugt, die
Uber ein Detektionsgerat quantifiziert und ausgewertet wird.
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4.2.5.1.1 Inkubation der Zytokinmembranen

Die Inkubation der Membranen wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt
(Stand 05/2007). Alle Inkubationsschritte erfolgten stets unter leichtem Schwenken.

425.1.2 Detektion der Chemolumineszenz

Abweichend von den Angaben des Herstellers wurde zur Detektion SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrat der Firma Pierce Biotechnology verwendet. Dazu wurden jeweils
250 pL Luminol/Enhancer Solution und 250 pL Stable Peroxide Solution gemischt und fir
5min bei Raumtemperatur auf eine Membran gegeben. Um eine Austrocknung zu
vermeiden, wurde die Membran zwischen zwei Plastikfolien gelegt, Gberschissiges Substrat
wurde entfernt und die Chemolumineszenzintensitat an einem Chemi-Smart 3000 Gerat der

Firma Vilber Lourmat gemessen.

4.25.1.3 Normalisierung und Auswertung

Die Normalisierung der einzelnen Membranen erfolgte Uber die bereits beschriebene
Positivkontrolle, die aus direkt auf der Membran fixiertem Biotin besteht. Die Berechnungen
wurden mit der Auswertungssoftware des Herstellers, RayBio® Analysis tool Version 3.1
(RayBiotech, Inc), durchgefiihrt. Nachdem alle Messwerte eines Probanden eingelesen
waren, wurden die Chemolumineszenzsignale der einzelnen Membranen rechnerisch so
verandert, dass die jeweiligen Positivkontrollen der Membranen den gleichen Wert besal3en.
Durch diese Umformung der Messdaten wurde die direkte Vergleichbarkeit zwischen den

Membranen hergestellt.

Zusatzlich zu den Darstellungen der Ergebnisse der Auswertungssoftware wurde sie
dahingehend verandert, dass sie ebenfalls eine auf die Positivkontrolle bezogene
prozentuale Expression der einzelnen Zytokine im Serum ausgibt. Diese prozentualen Werte

wurden fur die Analysen verwendet.

4.2.5.2 Analyse der zellularen Immunreaktion

Die Untersuchungsdaten zu den zellularen Immunreaktionen nach einer Gelbfieberimpfung
wurden von Frau Nicole Bethke im Rahmen ihrer Promotion am Deutschen Rheuma-
Forschungszentrum Berlin (AG Andreas Thiel) gewonnen. Fir den Vergleich mit den in der

vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten wurden die Daten zur Verfligung gestellt.

Die unter Abschnitt 4.2.5.2 aufgefiihrten methodischen Beschreibungen wurden aus der

Arbeit von Frau Bethke Ubernommen.
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Die Daten wurden mittels der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) erhoben. Dazu wurden
die Zellen durch fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikérper sowohl auf der Zelloberflache
als auch innerhalb der Zellen spezifisch markiert. Um eine unspezifische Bindung der
monoklonalen Antikbrper an Fc-Rezeptoren auf den Immunzellen zu verhindern, wurden alle

Farbungen unter Anwesenheit von Beriglobin-Antikdrpern (2 mg/mL) durchgefuhrt.

4.25.2.1 Absolute Zellzahlbestimmung aus Vollblut

Um die absolute Zellzahl der Immunzellen im Vollblut zu bestimmen, wurden TruCount-
Reaktionsgefalle (Becton Dickinson GmbH) eingesetzt, welche eine festgelegte Anzahl von

fluoreszenzmarkierten Partikeln enthielten.

Fur die Analyse wurden 50 pL Heparin-Vollblut mit 20 pL eines gegen CD4, CD45, CD8,
CD56 oder CD14 gerichteten, fluoreszenzmarkierten Antikdrpers fir 15 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden 450 pL der 1:10 in dest. Wasser
verdinnten FACS Lysing Solution (Becton Dickinson GmbH) fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur zu den Zellen gegeben, um diese gleichzeitig zu lysieren und zu fixieren.
Die Zellen wurden dann durchflusszytometrisch analysiert und die absolute Zellzahl nach

Formel 4.8 berechnet.

Anzahl gemessene Zellen x _Gesamtanzahl Partikel
Anzahl gemessene Partikel Testvolumen

= Absolute Zellzahl pro mL

Formel 4.8: Berechnung der absoluten Zellzahl durch das TruCount-System.

Die Anzahl der angeféarbten Zellen einer FACS-Analyse werden durch die Anzahl der in der gleichen Analyse
gemessenen fluoreszierenden Partikel dividiert. Dieser Quotient wird mit dem Quotienten aus der Gesamtzahl an
fluoreszierenden Partikeln im Analyseréhrchen und dem Testvolumen (50 pL) multipliziert.

4.25.2.2 Immunfarbung lebender Zellen

Neben der absoluten Zellzahlbestimmung wurden einige Immunzellklassen mit einer
Lebendzellfarbung untersucht.

100 pL Vollblut wurden mit 2 mL Lysing Buffer (Becton Dickinson GmbH) nach den Angaben
des Herstellers lysiert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen und das Zellpellet in
100 pL in PBS verdunnter Antikérperldsung aufgenommen und fir 10 Minuten bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS/BSA/EDTA-Puffer gewaschen und bei 300 x g
10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pL PBS/BSA/EDTA-Puffer resuspendiert
und sofort analysiert. Direkt vor der FACS-Messung wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) in einer Endkonzentration von 400 nM zugegeben, um tote Zellen anzufarben und
damit von der Messung ausschlieRen zu kdnnen. Die folgenden Antikérperkombinationen

wurden fir die einzelnen Zellklassen verwendet:
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CD19" B-Zellen: a«CD19, aCD27

CD8" T-Zellen: aCD8, aCD3, aCD38

NK Zellen: aCD3 Alexa 405, aCD56 PE-Cy7, aCD16 APC-Cy7

dendritische Zellen: DAPI, aCD45, aCD14, aCD56, aCD19, aCD11c, aHLA-DR

4.25.2.3 Antigen-Stimulierung im Vollblut

Durch die Stimulierung der Immunzellen mit Antigen werden spezifische Immunzellen
aktiviert und lassen sich anhand von exprimierten Aktivierungsmarkern detektieren. Auf
diese Weise ist es moglich, festzustellen, welchen Anteil an der Gesamtzahl einer Zellklasse

die fur dieses Antigen spezifischen Zellen ausmachen.

2 mL Vollblut wurden in 12 mL Rundboden-GefalRen mit 1 pg/mL aCD28-Antikérpern und
17D-Virus (10.000 PFU/mL) stimuliert. Als Negativkontrolle diente die Stimulierung nur mit
1 pg/mL aCD28-Antikdrper. Als Positivkontrolle wurde Staphyloccocus Enterotoxin B (SEB)
in einer Konzentration von 1,5 ug/mL in Verbindung mit 1 ug/mL aCD28-Antikérpern
eingesetzt. SEB bewirkt eine spezifische Quervernetzung von MHC Klasse II-Molekulen mit

speziellen T-Zellrezeptoren (VB-Familie) und bewirkt somit eine Aktivierung der T-Zellen.

Nachdem die Reagenzien gemischt waren, wurden die Réhrchen in einem 45° Winkel in den
Inkubator bei 37 °C fiir insgesamt 6 Stunden gestellt. Nach 2 Stunden wurde Brefeldin A
(10 pg/mL) hinzugegeben, welches den Golgi-Apparat inhibiert und somit zu einer
Proteinakkumulation im Endoplasmatischen Retikulum (ER) fuhrt. Nach weiteren 4 Stunden
wurden die Rohrchen entnommen, nochmals gemischt und dann in 2x1 mL aufgeteilt, um
nach identischer Stimulierung parallel zwei verschiedene Antikdrperkombinationen messen
zu konnen. Die Stimulierung wurde durch die Zugabe von 500 pyL kalter 20 mM
Ethylendiamintetraessigsaurelosung (EDTA) in jeden Ansatz und einer Inkubation bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten gestoppt. Um die Zellen zu waschen, wurden 5 mL kalter
PBS/BSA-Puffer zugegeben und die Zellen bei 300 x g fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.

Fur intrazellulare Farbungen mussten die Zellen vor der Farbung zunéchst fixiert und
permeabilisiert werden. Die Fixierung geschah durch Resuspendierung des Pellets in 9 mL
1:10 in dest. Wasser verdunnter FACS Lysing Solution (Becton Dickinson GmbH) und
Inkubation fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen und Zentrifugieren
wurde das Zellpellet in 500 pL 1:10 verdinnter FACS Permeabilizing Solution (Becton
Dickinson GmbH) resuspendiert und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Erneut

wurden die Zellen gewaschen und pelletiert.

Fur die Farbung der Zellen (intra- und extrazellular) wurden die Pellets in 100 pL

PBS/BSA/EDTA-Puffer mit den entsprechenden Antikbrpern aufgenommen und fur
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30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die nach der Stimulierung aufgeteilten

Stimulierungsanséatze wurden mit folgenden Antikdrperkombinationen inkubiert:

Kombination I: aCD4 AmCyan, aCD4 Pacific orange, aCD14 PE, aCD40L PE-Cy5, alFN-y
Pacific Blue, aTNF-a Alexa700, alL-2 FITC and alL-4 APC.

Kombination II: aCD4 AmCyan, aCD4 Pacific orange, aCD14 PE, aCD40L PE-Cy5, alFNy
Pacific Blue, aTNFa Alexa700, a-IL-2 APC and aKi-67 FITC.

Nach dem Farben wurden die Zellen mit PBS/BSA-Puffer gewaschen und bei 300 x g flr
10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 uL PBS/BSA-Puffer aufgenommen
und an einem LSRII-FACS (Becton Dickinson GmbH) analysiert. Die Auswertung der Daten
wurde mit der FlowJo Software von TreeStar durchgefiihrt. Die Positionierung der

Analysefenster wurde anhand der Negativ- und Positivkontrolle festgelegt.
4.2.6 Zellkultur

4.2.6.1 Kultivierung adhéarenter Zellen

Fur Experimente mit eukaryotischen Zellen wurden diese in beschichteten Kulturflaschen
passagiert. In Abschnitt 4.1.10.1 wurden die jeweiligen Kulturmedien und Zusatze fir die
verwendeten Zelllinien aufgefuhrt. Bei einer Konfluenz von 90-100 % wurde das Medium
abgenommen, mit Diluent gewaschen und der Zellrasen mit Trypsin benetzt. Uberschiissiges
Trypsin wurde von den Zellen entfernt. Die Zellen wurden bei 37 °C inkubiert, bis sie sich
deutlich sichtbar vom Untergrund ablosten. Die abgelésten Zellen wurden in Medium
aufgenommen, durch auf- und abpipettieren vereinzelt und in neue Kulturflaschen eingesat.
Die Kultivierung erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 95 % relativer

Luftfeuchtigkeit und je nach Zelllinie mit oder ohne 5 % CO..

4.2.6.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10-20 yL der in LOsung gebrachten Zellen
(siehe 4.2.6.1) in eine Neubauer-Zéahlkammer gegeben. Ausgezahlt wurden jeweils 4 x 16
Quadrate. Das arithmetische Mittel der 4 gro3en Quadrate ergab, unter Bertcksichtigung
ggf. durchgefiihrter Vorverdinnungen, mit dem Faktor 10* multipliziert die Zellzahl pro

Milliliter Ausgangslosung, wie in der Formel 4.9 dargestellt.
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Zellzahl aII‘er Quadrate x 10*
L|.
Formel 4.9: Berechnung der Zellkonzentration aus dem Ergebnis der Zellzéhlung.
Zur Berechnung der Zellzahl pro Milliliter wird die Anzahl der Zellen, die in 4 x 16 Quadraten gezahlt wurden,

durch 4 dividiert und anschlieend mit dem Vorverdiinnungsfaktor multipliziert. Dieses Ergebnis ergibt mit 10*
multipliziert die gesuchte Zellzahl pro Milliliter.

Zellen pro mL = Vorverdinnung x

4.2.6.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Bei einer Konfluenz von nahezu 100 % wurden die abgelosten Zellen (siehe 4.2.6.1),
10 Minuten bei 1.100 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die Zellen in 90 %
FKS und 10 % DMSO (v/v) aufgenommen und in Aliquots bei -80 °C eingefroren. Nach
einigen Wochen wurden die Kryogefél3e in einen Stickstoffprobenlagerungstank umgelagert.

Aufzutauende Zellen wurden unter heiRem Wasser schnell auf Raumtemperatur gebracht,
um die Zellschadigung durch Eiskristallbildung zu minimieren. Die Suspension wurde in
10 mL Kulturmedium gegeben und 10 min bei 1.100 x g zentrifugiert, um das zelltoxische
Dimethylsulfoxid (DMSO) zu entfernen. Der Uberstand wurde abgegossen, die Zellen in

Medium aufgenommen und in Kulturflaschen umgesetzt.

4.2.6.4 Transfektion von Zellen

Die Transfektion von Zellen wurde zur Einbringung von siRNA-Plasmiden in eukaryotische
Zellen verwendet, wobei zur Optimierung der Transfektionseffizienz verschiedene
Transfektionsreagenzien getestet wurden. Grundsétzlich beruhen diese Verfahren darauf,
dass sich Vesikel ausbilden, die die hinzugegebene DNA binden. Die DNA-Vesikel-
Komplexe werden von den Zellen aufgenommen und die DNA wird zum Teil im Zellinneren

freigegeben, sodass die genetische Information abgelesen werden kann.

Um die Adhéasion der Zellen an der Plastikoberflache der Kulturplatten zu erhéhen, wurden
diese vor dem Einséen der Zellen zunachst mit poly-L-Lysin behandelt. Dazu wurden jeweils
100-200 pL poly-L-Lysinlésung (0,01 %) der Firma Sigma in jede Kavitat der 24-Lochplatte
gegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurde das poly-L-Lysin
entfernt und zur Wiederverwendung aufgehoben. Jede Kavitdt wurde mit 400 uL PBS

gewaschen und anschlieRend fiir mindestens 20 Minuten getrocknet.
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4.2.6.4.1 Transfektion mittels Lipofectamin™ 2000

Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) wurde mit kleinen Veranderungen wie vom Hersteller
empfohlen eingesetzt (Stand 07/2006).

Die Konfluenz der eingesetzten Zellen (siehe Tabelle 5.23) lag zum Zeitpunkt der
Transfektion bei etwa 50 %, wobei stets antibiotikafreies Medium zur Kultivierung verwendet
wurde. Die Lo6sungen wurden entweder in zusatzfreiem Zellkulturmedium oder in
Opti-Mem® | Reduced Serum Medium angesetzt, wobei die DNA-Menge im Bereich von

0,25-4 pg und die Lipofectamin-Menge von 0,5-6 uL variiert wurde.

Fur einen Versuchsansatz im 24-Loch-Format wurde die DNA in 50 uL Transfektionsmedium
in einem Polystyrol-Reaktionsgefald aufgenommen und vorsichtig gemischt. Das
Lipofectamin wurde ebenfalls in einem PS-Gefald in 50 uL Transfektionsmedium
aufgenommen, gemischt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Ausbildung der
Komplexe wurden beide Losungen zusammengegeben, kurz gevortext und fir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Kulturmedium der Zellen wurde abgenommen und die
100 pL Lipofectamin:DNA-Komplex wurden zu den Zellen gegeben. Um das Austrocknen der
Zellen wahrend der 4-6 Stunden dauernden Inkubation zu verhindern, wurden je Kavitat
weitere 100 pL des Transfektionsmedium hinzugegeben. Nach der Inkubation wurde das
Transfektionsmedium entfernt und durch 400 pL  Zellkulturmedium ersetzt. Die
Transfektionseffizienz  wurde durch fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der

GFP-Expression beurteilt, welches auf den Plasmiden codiert wurde.

4.2.6.4.2 Transfektion mittels FUGENE® HD Reagenz

Das FUGENE® HD Transfection Reagent der Firma Roche wurde nach den Angaben des
Herstellers eingesetzt (Stand 11/2007).

Die Hek293T-Zellen wurden jeweils 24 Stunden vor der Transfektion so ausgesét, dass eine
Konfluenz von etwa 80 % zum Zeitpunkt der Transfektion erreicht wurde. Die
Transfektionsreagenzien wurden vor dem Zusammengeben auf Raumtemperatur
angewarmt. Zur Minimierung storender Effekte wurden alle LOsungen in serumfreiem

Zellkulturmedium ohne Zusétze von Antibiotika angesetzt.

Die Mischungsverhéltnisse von FUGENE®-Reagenz (uL) zur DNA (ug) wurden in einem
breiten Spektrum (siehe Tabelle 5.24) variiert, um die Effizienz zu optimieren. Fir einen
24-Loch-Ansatz wurde die DNA in 100 pL Medium in einem 1,5 mL Reaktionsgefald
vorgelegt und das entsprechende Volumen an Transfektionsreagenz dazugegeben.
Anschlielend wurde die Losung gemischt und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die gebildeten FUGENE®:DNA-Komplexe wurden tropfenweise zu dem Kulturmedium der
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Zellen gegeben und durch Schwenken gemischt. Die Transfektionseffizienz wurde durch
fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der GFP-Expression beurteilt, welches auf den

Plasmiden codiert wurde.

4.2.6.4.3 Transfektion mittels GeneJuice®

Die getesteten Hek293T-Zellen wurden in einer Konzentration von 2*10° Zellen/mL mit je
500 uL Losung pro Kavitat einer 24-Lochplatte eingesat. Nach 48 h Inkubation im
Brutschrank (37 °C, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,) wurde die gewiinschte Konfluenz
von 80 % erreicht und die Zellen transfiziert. Die DNA-Menge wurde in einem Bereich von
0,5-1,5 pg und die GeneJuice®-Menge von 0,75-3 pL variiert (siehe Tabelle 5.25).

Pro Kavitat einer 24-Lochplatte wurden 20 pL Opti-Mem® Medium vorgelegt, die gewiinschte
Menge an Geneluice® tropfenweise hinzugeben und gevortext. Nach einer 5-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die DNA zugegeben und die Losung durch pipettieren
gemischt. Wahrend einer weiteren Inkubation fur 5-15 Minuten konnten sich die Komplexe
ausbilden, anschlie3end wurde die Losung tropfenweise zu den vorgelegten Zellen gegeben.
Die Transfektionseffizienz wurde durch fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der

GFP-Expression beurteilt.

4.2.7 Gelbfieber-Impfstudie

4.2.7.1 Studienziel

In Zusammenarbeit mit dem Deutschen Rheuma-Forschungszentrum Berlin (DRFZ) soll die
Immunantwort gesunder Personen nach Verabreichung des GF-Impfstoffes 17D untersucht
werden. Im Rahmen dieser Untersuchung soll die Virusvermehrung, die Entstehung der
antikdrperbasierten Immunitdt sowie die Expressionsmuster verschiedener Immun-
modulatoren Uber einen Zeitraum von 4 Wochen analysiert werden. Des Weiteren soll die
Frequenzen verschiedener T-, B-, NK- und DZ-Zellpopulationen sowie die Entstehung einer

gelbfieberspezifischen T- und B-Zellantwort untersucht werden.

4.2.7.2 Aufbau der Studie

Insgesamt sollen 20 gesunde Personen (m/w) eine Erstimpfung mit dem Gelbfieberimpfstoff
STAMARIL® (Sanofi Pasteur MSD GmbH) erhalten. Einmalig vor Impfung (Tag 0) und an
den Tagen 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 und 28 sowie freiwillig an Tag 60 nach Impfung soll den
Probanden jeweils 10 mL Heparin-Vollblut und 10 mL Blut zur Serumgewinnung peripher

abgenommen werden.
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Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin
(Geschéftstelle Charitéplatz 1, 10117 Berlin) geprift und genehmigt.

42.7.3 Probandenauswahl

Die Probanden (m/w) wurden nach folgenden Kriterien ausgewahlt:
o der/die Proband(in) war gesund und zaéhlte nicht zu den Risikopatienten einer
GF-Impfung
e die GF-Impfung erfolgte aus beruflichen oder privaten Griunden auf Wunsch des
Probanden

e es handelte sich um eine Erstimmunisierung

Die Probanden wurden schriftich und muindlich Uber den Ablauf der Studie und den
wissenschaftlichen Hintergrund informiert. Zum Eintritt in die Studie lag die schriftliche

Einverstandniserklarung jedes Probanden vor.

4.2.7.4 Impfungen

Die Impfungen wurden mit dem kommerziell erhéltlichen Gelbfieberimpfstoff STAMARIL®
(Sanofi Pasteur MSD GmbH) durch einen zugelassenen Impfarzt an einer anerkannten
Gelbfieberimpfstelle durchgefihrt:

Dr. Kai Schumann

IAS Institut fir Arbeits- und Sozialhygiene Stiftung

Robert-Koch-Platz 4-8, 10115 Berlin

4.2.7.5 Probengewinnung, -verarbeitung und -lagerung

Die peripheren Blutabnahmen wurden durch die Studienarztin durchgefinhrt:
Frau Nicole Bethke,

Klinische Immunologie

Deutsches Rheuma-Forschungszentrum Berlin

Charitéplatz 1,10117 Berlin

Die Blutentnahmen wurden mit dem Vacutainer System der Firma Becton Dickinson GmbH
durchgefinhrt.

Die eingesetzten Serum-Rohrchen (Becton Dickinson GmbH, Vacutainer CAT 6 mL) waren
mit speziellen Gerinnungsaktivatoren beschichtet, sodass die Gerinnung in wenigen Minuten
abgeschlossen war. Die Rohrchen wurden mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur
stehend gelagert, um die Blutgerinnung vollstdndig ablaufen zu lassen. AnschlieRend
wurden sie bei 1.600xg fur 15 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde steril mit
Zellkulturpipetten abgenommen und in drei Kryogefalie aufgeteilt.
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Das gewonnene Serum wurde bis zur Verwendung fur folgende Methoden bei -80 °C
gelagert:

e Nachweis der infektiosen GFV-Partikel (4.2.3.1.2)

e Nachweis der GFV-Genoméaquivalente (4.2.2.7.1)

¢ Nachweis der GFV-spezifischen IgM- und IgG-Antikorper (4.2.4.1.1)

¢ Nachweis der GFV-spezifischen neutralisierenden Antikorper (4.2.4.2.1)

¢ Analyse der Expressionsmuster von 40 Zytokinen im Serum (4.2.5.1)

Zur Gewinnung von Vollblut wurden RoAhrchen mit gerinnungshemmenden Eigenschaften
(Becton Dickinson GmbH, Vacutainer Natriumheparin 170 1.U. 10 mL) eingesetzt. Das Blut
wurde von Frau Nicole Bethke am gleichen Tag fir folgende Untersuchungen verwendet:
e Auftreten der antigenspezifischen Immunzellen (4.2.5.2.3)
e Bestimmung der Frequenzen verschiedener Immunzellpopulationen (4.2.5.2.1 und
4.2.5.2.2)

4.2.8 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen fir folgende Tests wurden mit der Software SPSS 16.0 der Firma
SPSS Inc. durchgefinhrt:

¢ Wilcoxon-Analyse fur abhangige Stichproben

¢ Mann-Whitney-U-Test flr unabhangige Stichproben

e T-Test fir unabhéngige, intervallskalierte Stichproben

e Levene-Test zur Uberpriifung der Varianzgleichheit der Vergleichgruppen im T-Test

Zur ldentifizierung von AusreiRern wurde der Grubbs-Test angewandt, der fur die Ermittlung

von Ausreil3ern die Streuung aller Werte der Stichprobe berticksichtigt.

Im ersten Schritt wurde die Differenz (d) aus dem Priufmerkmalergebnis (x;) und Mittelwert
der Stichprobe berechnet (Formel 4.10 I). AnschlieRend wurde die Prufgrof3e (PG) errechnet.
Sie entsprach dem Absolutwert des Quotienten aus maximaler Differenz und
Standardabweichung der Stichprobe (Formel 4.10 II). Diese PriufgroRe wurde mit
VergleichsgroRen (VG) nach Grubbs fur ein Signifikanzniveau von 95 % (siehe folgende
Tabelle 4.14) verglichen. Ist PG groRer-gleich VG so ist dieser Wert als Ausreil3er nach
Grubbs definiert.
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| :d, = x;, — Mittelwert

Il:PG = abs(dﬂJ
S

Formel 4.10: Formeln zur Berechnung des Grubbs-Tests.

Formel | stellt die Berechnung der Differenz d; aus dem Priifmerkmalergebnis x; und dem Mittelwert dar. Formel Il
zeigt die Berechnung der PriifgroRe PG aus der maximalen Differenz innerhalb der Stichprobe und der
Standardabweichung s.

Tabelle 4.14: Werte der VergleichsgroRe VG des Grubbs-Tests fir ein Signifikanzniveau von 95 %.

StichprobengréRe (n) o VG fUr ein Stichprobengrée (n) o VG _fUr ein
Signifikanzniveau von 95 % Signifikanzniveau von 95 %
3 1,153 12 2,285
4 1,463 13 2,331
5 1,672 14 2,371
6 1,822 15 2,409
7 1,938 16 2,443
8 2,032 17 2,475
9 2,110 18 2,504
10 2,176 19 2,532
11 2,234 20 2,557
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse von GFV-assoziierten Impfzwischenfallen

5.1.1 Hintergrund der Impfkampagne

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat 2007 eine Initiative mit dem Ziel gestartet, die
massive Verbreitung des Gelbfiebervirus zu bremsen und das zunehmende Risiko von
urbanem Gelbfieber einzudammen (siehe auch Abschnitt 2.1.1 auf Seite 5). Dazu sollen
unter anderem in 12 afrikanischen Hochrisikolandern (Benin, Burkina Faso, Elfenbeinkiste,
Ghana, Guinea, Kamerun, Liberia, Mali, Nigeria, Senegal, Sierra Leone und Togo) [27] im
Laufe von 10 Jahren schatzungsweise 48 Millionen Menschen geimpft werden. Ein
Teilaspekt der Kampagne ist die flachendeckende Uberwachung von impfbedingten
Nebenwirkungen, um detailliertere Informationen zu deren Ha&ufigkeit und Schwere zu

gewinnen.

5.1.2 Impfkampagne in Togo 2007

Im August 2007 startete eine WHO-Impfkampagne fir etwa 3,6 Millionen Menschen
in Togo [89, 149].

Insgesamt wurden von 16 Patienten Proben aus dem Zeitraum der Akutinfektion sowie
zusatzliche Rekonvaleszenzproben von funf Patienten an das Robert Koch-Institut (RKI)
gesandt (siehe folgende Tabelle 5.1 auf Seite 71). Die Altersspanne der Patienten reichte
von 10 Monaten bis 77 Jahre (Median: 9 Jahre), neun Patienten waren mannlich sieben

weiblich.

Bei acht Patienten zeigte sich eine neurologische Symptomatik, zwei wiesen einen lkterus
auf. Die ubermittelten Daten zweier Patienten wiesen sehr unspezifische Symptome (Fieber

bzw. Kopfschmerzen) auf und bei vier Patienten manifestierten sich Auffalligkeiten der Haut.

Somit ergab sich fur das Auftreten eines neurotropen Verdachtsfalles (YEL-AND; neun Félle)
eine Wahrscheinlichkeit von 1:400.000 und fiur das Auftreten eines viscerotropen
Verdachtsfalles (YEL-AVD; drei Falle) von rund 1:1.200.000. Fir den Verdacht eines
schweren Impfzwischenfalls mit Hautsymptomatik (vier Féalle) ergab sich eine
Wabhrscheinlichkeit von 1:900.000.

Unter den Akutseren konnten bei sieben Patienten gelbfieberspezifische IgM-Antikorper mit
Titern zwischen 1:10 und 1:500 (Median: 1:100) nachgewiesen werden. Unter diesen sieben

Proben war ein Patient mit neurologischen Symptomen (KA, Titer 1:10). Spezifische IgG-
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Antikorper konnten in acht Akutproben im Bereich von 1:100 bis 1:500 (Median: 1:500)

nachgewiesen werden.

Von funf Patienten wurde zwischen dem 111. und 117. Tag nach Impfung erneut Serum
gewonnen und auf neutralisierende Antikérper untersucht. Bei allen lie3en sich diese

Antikdrper nachweisen, wobei die Titer zwischen 1:11 und 1:44 (Median: 1:22) lagen.
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Tabelle 5.1: Grund- und Analysedaten der schweren Verdachtsfalle nach GF-Impfung aus Togo 2007.

Erste Probenentnahme Zweite Probenentnahme
Alter Datum der Beginn der .
ID [Jahren] Geschlecht Impfung Syrr[ltpr)]ti(])me Leitsymptome Probe_nentnahme IIFT Probenentnahme [tni] BRNT
[tni/Datum] IgM IgG
KAA 9 m 15.09.07 4 Enzephalitis, Allergie 9 neg neg 115 1:21
DA 5 m 14.09.07 2 Enzephalitis 13 neg 1:500 117 1:11
KD 5 m Enzephalitis 20.09.07 neg neg
EK 9 w Enzephalitis 22.09.07 neg neg
AE 77 w Enzephalitis 26.09.07 neg neg
HA 15 m Enzephalitis 27.09.07 neg neg
KA 54 m Meningitis 20.09.07 1:10 1:100
AG 25 w 20.09.07 0 periphere Gesichtslahmung 8 1:100 1:500 111 1:22
GF 14 m Kopfschmerzen 24.09.07 neg 1:500
AM 3,5 w Ikterus, Fieber 24.09.07 1:500 neg
AD 6 w 14.09.07 5 Le't'fﬁifrgr@%téfﬂh . 10 1:100 1:500 116 1:22
BN 3 m Fieber 22.09.07 1:100 neg
CA 0,8 w Odeme an den Armen 25.09.07 neg 1:100
MT 68 w Odeme an den Extremitéten 27.09.07 neg neg
NG 14 m Odeme an den Armen 27.09.07 1:100 1:500
ED 23 m 19.09.07 1 Steven-Johnson Syndrom 9 1:10 1:500 111 1:44

tni — Tage nach Impfung, IIFT — indirekter Immunfluoreszenztest, PRNT — Neutralisationstest
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5.1.3 Impfkampagne in Mali 2008

Im Jahr 2008 wurden in Mali 5,87 Millionen Menschen gegen Gelbfieber geimpft [89]. Von
insgesamt sieben schweren Verdachtsfallen wurden Proben an das RKI gesandt
(Tabelle 5.2). Sechs Proben stammen von mannlichen Patienten, eine von einer weiblichen,

wobei die Altersspanne zwischen 4 und 72 Jahren lag (Median: 18 Jahre).

Bei drei Patienten lag ein Ikterus mit einem Symptombeginn zwischen einem und finf Tagen
nach Impfung vor. Diese drei Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Probenentnahme eine
akute Hepatitis B-Infektion auf. Zwei Patienten wurden wegen neurologischen Symptomen
(Krampfe bzw. Gesichtslahmung) behandelt, welche funf bzw. zwdélf Tage nach Impfung
begannen. Ein 72 jahriger Patient (#062) fiel durch Tachykardie und Durchfall auf, die bereits
30 Minuten nach der Impfung auftraten. Die einzige weibliche Patientin wurde wegen einer

hamorrhagischen Symptomatik behandelt.

Bezogen auf die Impfung von 5,87 Millionen Menschen ergab sich eine Wahrscheinlichkeit
fir das Auftreten eines neurotropen Verdachtsfalles (zwei Falle) von 1:2.935.000 und fir
einen viscerotropen Verdachtsfall (drei Falle) rund 1:1.956.000. Nicht bertcksichtigt wurde
Patient #062, da sowohl die Symptome als auch das zeitliche Auftreten nicht zu den beiden

Kategorien passten.

Die Proben wurden auf das Vorhandensein von GFV-Genoméaquivalenten Uber die
TagMan®-PCR (4.2.2.7.1) sowie spezifischer Antikérper im IIFT und PRN-Test (4.2.4.1.1 und
4.2.4.2.1) untersucht. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 5.2 zusammengefasst. In
keiner Serumprobe lieBen sich Genomdaquivalente des GFV nachweisen. Die beiden
neurologischen Falle wiesen weder Genomdaquivalente noch Antikdrper in der

Ruckenmarksflissigkeit auf.

IgM-Antikorper gegen das GFV liel3en sich in zwei Patienten nachweisen. Abgesehen von
einer Probe konnten in allen Serumproben GFV-spezifische 1gG-Antikorper mit Titern
zwischen 1:100 und >1:1.000 nachgewiesen werden. Wegen massiver Pilz- und
Bakterienkontaminationen der Proben war die Untersuchung auf neutralisierende Antikorper
nur in vier der zehn Proben madglich. Die drei positiven Serumproben wiesen PRNT-Titer von

1:24 bzw. 1:11 auf, das untersuchte CSF war negativ.

Eine Virusanzucht fir weitere Untersuchungen gelang aus den Proben nicht. Mdglicherweise

wurden die Viren wahrend des Transportes durch zu hohe Temperaturen inaktiviert.
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Die Expertenkommission zur Untersuchung der Impfzwischenfalle in dieser Impfkampagne
stufte letztendlich nur den Patienten mit der ID #063 als neurotropen Impfzwischenfall ein,
alle anderen wurden auf Grund der gesamten Datenlage als nicht mit der Impfung in

Verbindung stehende Erkrankungen identifiziert.
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Tabelle 5.2: Daten der Impfzwischenféalle nach GF-Impfung aus Mali 2008.

Alter Datum Beginn der Prgr?fn- Akute GFV-IFT
ID Jah Geschlecht der Symptome Leitsymptome h HBV GFV-PCR PRNT
[Jahre] Impfung [tni] n?tnri?e Infektion IgM IgG

002" 19 m 14.04.08 5 Krampfe 8 - neg® neg® 1:100° wn$
063" 4 m 15.04.08 12 Gesichtslahmung 15 neg neg® 1:100° 1:100° 1:11°

001 A1* 7 pos neg neg neg =+

e 10 m 14.04.08 1 Ikterus

001 B1* 20 - neg 1:320 1:320 1:24

064" 7 m 14.04.08 5 Ikterus, Fieber, Schlafrigkeit 13 pos neg neg >1:1.000 ki

065" 18 m 17.04.08 2 Ikterus 13 pos neg neg 1:1.000 *x

4 Blutungen (Nase, Zahnfleisch, ) . *

019 33 w 15.04.08 5 Verdauungstrakt) 9 neg neg 1:320

062" 72 m 18.04.08 30 min Durchfall, Tachykardie 9 - neg neg 1:320 1:24

" negative Virusanzucht, > CSF negativ getestet, ** nicht auswertbar wegen Kontaminationen, tni — Tage nach Impfung, IIFT — indirekter Immunfluoreszenztest,
PRNT — Neutralisationstest
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5.1.4 Impfkampagne in Sierra Leone 2009

Im November 2009 wurden in den Landern Benin, Liberia und Sierra Leone zusammen rund
13,2 Millionen Menschen geimpft, davon 3,98 Millionen in Sierra Leone [89]. Aus diesem
Land wurden Proben von drei schweren Verdachtsféllen eingesandt, von denen zwei letal

verlaufen sind (siehe Tabelle 5.3).

Die Proben wurden auf das Vorhandensein viraler Genomdaquivalente (4.2.2.7.1) sowie
GFV-spezifischer Antikorper (4.2.4.1.1) untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5.4
zusammengestellt. Bei allen drei Patienten handelte es sich um Frauen im Alter von 25, 28
bzw. 45 Jahren. Eine Patientin (KON) wurde mit abdominalen Beschwerden eingeliefert,
zwei litten an neurologischen Symptomen. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines
YEL-AVD-Verdachts betrug 1: 3,98 Millionen und eines YEL-AND rund 1:1,32 Millionen.

In keiner der eingeschickten Proben lieen sich mittels PCR Genomaquivalente detektieren.
Ebenfalls wurden keine GFV-spezifischen IgM-Antikérper in den Proben gefunden.
IgG-Antikdrper gegen das GFV lieRen sich in allen Serum- bzw. Plasmaproben mit Titern
von 1:32 his 1:3.200 (Median: 1:100) nachweisen. Besonders auffallig ist dabei der sehr
hohe IgG-Titer der Patientin KEN, die bereits sechs Tage nach Impfung Werte von 1:3.200
im Serum und Plasma aufwies. Bei ihr konnten zusatzlich IgG-Antikdrper im CSF mit einem

Titer von 1:32 festgestellt werden.

Tabelle 5.3: Grunddaten der schweren Impfzwischenfalle aus Sierra Leone 2009.

Alter Datum der Beginn der .
ID [Jahren] Geschlecht Impfung Symptome [tni] Leitsymptome
. Fieber, abdominale Schmerzen,
KON 25 w 06.06.09 Hospitalisierung: 8 ) .
Exitus (10 tni)
MOY 28 w 02.06.09 5 Enzephalitis
2 Enzephalitis, Fieber, voriibergehende
KEN 45 w 02.06.09 Lahmung, Krampfe,

Hospitalisierung 4 Bewusstseinsveranderung, Exitus (14 tni)

tni — Tage nach Impfung
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Tabelle 5.4: Analysedaten der schweren Impfzwischenfélle aus Sierra Leone 2009.

Proben- GFV-IIFT
ID Probenmaterial entnahme GFV-PCR
[tni] IgM 1gG
Plasma 8 neg 0 1:100
KON Leber 10 neg
Gehirn, Riickenmark 10 neg
Serum 10 neg 0 1:320
Plasma 10 neg 0 1:100
MOY Urin 10 neg
CSF 10 neg 0 0
Rekonvaleszenzserum neg 0 1:100
Serum 6 neg 0 1:3.200
Plasma 6 neg 0 1:3.200
KEN CSF 6 neg 0 1:32
Leber 14 neg
Gehirn, Riickenmark 14 neg

tni — Tage nach Impfung, IIFT — indirekter Immunfluoreszenztest, PRNT — Neutralisationstest

5.2 Ergebnisse der Impfstudie

Die durchgefiihrte Impfstudie diente der Gewinnung eines umfassenden Uberblicks tber die
immunologischen Ablaufe nach einer erstmaligen Gelbfieberimpfung. Den Probanden wurde
kommerziell erhéltlicher STAMARIL® Impfstoff der Firma Sanofi Pasteur MSD GmbH
verabreicht. Einmalig vor der Impfung (Tag 0) und an den Tagen 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 und 28
sowie freiwillig an Tag 60 wurde jeweils Blut zur Untersuchung abgenommen. Aus den
gewonnenen Proben wurden die Virusreplikation, spezifische Antikérper, die
Zytokinexpression sowie zellulare Immunparameter erfasst. Die Untersuchungen zur
zellularen  Immunantwort wurden in  Kooperation mit dem Deutschen Rheuma-

Forschungszentrum im Rahmen der Promotion von Frau Nicole Bethke durchgefihrt.

Die Bezeichnung ,Proband“ wird im folgenden Text sowohl fir weibliche als auch fur

mannliche Studienteilnehmer verwendet.

5.2.1 Darstellung des Probandenkollektivs

Angelegt wurde die Studie fir 20 Erstimpflinge. Ziel bei der Auswahl der Probanden war eine
madglichst ausgewogene Verteilung in Bezug auf Alter und Geschlecht zu erreichen. In der
folgenden Tabelle 5.5 ist eine Ubersicht iber das Studienkollektiv dargestellt. Aus dem
Ursprungskollektiv, welches in die Studie eingetreten war, mussten im Verlauf zwei
Probanden von der Analyse ausgeschlossen werden. Ein Proband (#04) hatte erst im

Nachhinein bekanntgegeben, dass er bereits gegen Gelbfieber geimpft war und somit nicht
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in die Studie passte. Der zweite Proband (#08) wies bereits vor der Immunisierung
GFV-spezifische T-Zellen auf, die mdglicherweise auf kreuzreaktive Zellen einer friiheren

Dengue-Infektion zuriickzufiihren sind.

Die verbleibenden 18 Probanden im Alter von 22 bis 53 Jahren (Median: 29) wurden in der
Studie analysiert. Die geschlechtliche Gleichverteilung lie sich nicht umsetzen, da nur finf
Probanden (28 %) mannlich und 13 (72 %) weiblich waren. Insgesamt vier Probanden
(22 %) wiesen zum Zeitpunkt der Gelbfieberimpfung eine bestehende Frihsommer-
Meningoenzephalitis-Impfung (FSME-Impfung) auf. Die Zeitspanne zwischen FSME-Impfung
und Studienbeginn betrug bei: #13 6 Jahre, #16 9 Jahre, #02 10 Jahre und #18 20 Jahre,

wobei #18 nur eine Immunisierung erhalten hatte.

Tabelle 5.5: Untersuchungskollektiv der Impfstudie.

Ursprungskollektiv Analysekollektiv
Anzahl Probanden 20 18
22-53 22-53
Alter [Jahren]

Median 30 29

weiblich 15 13

Geschlecht )

mannlich 5 5

FSME-Vorimpfung Anzahl 4 4

5.2.2 Verlauf der Viramie

Um die Virusvermehrung im Probanden beurteilen zu kdnnen, wurden im Serum sowohl die
viralen Genoméquivalente (GA) mittels TagMan®-PCR (4.2.2.7.1) als auch die vermehrungs-
fahigen Viren mittels Plaque-Test (4.2.3.1.2) bestimmt.

5.2.2.1 Nachweis viraler Genomaquivalente im Serum

Die TagMan®PCR (4.2.2.7.1) wurde zur Detektion von Virusgenomaquivalenten im Serum
der Probanden eingesetzt. Zur Umrechnung der bestimmten Genomdaquivalente pro
PCR-Ansatz in GA pro Milliliter Serum wurde der Korrekturfaktor gemaRR Tabelle 4.8 auf

Seite 48 verwendet.

Acht der 18 Probanden (44 %) wurden PCR-positiv getestet. In Tabelle 5.6 werden die
Ergebnisse mit den entsprechenden Genomaquivalenten pro Milliliter (GA/mL) Serum
dargestellt. Die Zeitspanne in der eine Virdmie gemessen werden konnte, erstreckt sich von
Tag zwei bis Tag sieben, wobei an den Tagen funf und sechs keine Proben enthommen
wurden. Die gemessenen Konzentrationen lagen im Bereich von 252 bis 5233 GA/mL
Serum. Zwei der acht PCR-positiven Probanden waren zuvor gegen FSME geimpft worden,
#18 20 Jahre und #13 6 Jahre zuvor. In diesen beiden Probanden konnten die hdchsten
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Genomaquivalentkonzentrationen je Milliliter Serum (#18 5233 und #13 5167 GA/mL)
nachgewiesen werden. Funf der acht (63 %) PCR-positiven Probanden hatten eine nach-

weisbare Viramie an Tag vier.

Aus diesen gewonnenen Daten wurde das Analysekollektiv in die Gruppen PCR-positiv
sowie PCR-negativ unterteilt. Die Gruppen wurden auf Unterschiede bezlglich der im
Folgenden aufgefiihrten Parameter untersucht.

Tabelle 5.6: Ergebnisse der TaqMan®-PCR-AnaIyse zum Nachweis von GFV-Genomaquivalenten.
Die angegebenen Werte entsprechen GA/mL im Serum des jeweiligen Probanden an den angegebenen
Abnahmetagen.

Proband Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7
#09 343 neg neg neg
#19 neg 701 neg neg
#20 neg neg 252 neg
#11 neg neg 2113 neg
#18* neg neg 5233 neg
#13* neg neg 5167 neg
#07 neg neg 339 1803
#15 neg neg neg 420

#01, #02, #03, #05, #06, #10, #12,

#14, #16, #17 neg neg neg neg

* Probanden mit FSME- Immunisierung

5.2.2.2 Nachweis infektidser Viruspartikel im Serum

Im Gegensatz zum Nachweis mittels PCR lassen sich mit dem Plaque-Test (4.2.3.1.2)

ausschlieBlich replikationsfahige Viren nachweisen.

Bei keinem Probanden lieRen sich an den Blutabnahmetagen infektibse Viren im Serum

nachweisen.

5.2.3 Verlauf der humoralen Immunantwort

5.2.3.1 Nachweis GFV-spezifischer Antikdrper

Mit den eingesetzten Immunfluoreszenztests (4.2.4.1.1) wurden gelbfieberspezifische
Antikorper der Klassen IgM und IgG aus dem Probandenserum nachgewiesen. Die folgende
Abbildung 5.1 zeigt exemplarisch das Ergebnis des IgG Nachweises eines Probanden an
den Tagen 0 und 28. Die Bilder A+B der Abbildung zeigen Zellen, die mit dem
Referenzserum von Tag null inkubiert wurden. In Abbildungsteil A ist das Testfeld mit
GFV-infizierten Zellen dargestellt, in B die Negativkontrolle mit nicht infizierten Zellen. Es
zeigt sich in beiden Darstellungen nur eine sehr schwache unspezifische Hintergrundfarbung

der Zellen. Die beiden Bilder C+D stellen die Ergebnisse des Serums von Tag 28 dar. Auf
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der rechten Seite wiederum die Negativkontrolle (D), die die schwache Hintergrundféarbung
zeigt. Im Abbildungsteil C sind die fluoreszenzmarkierten infizierten Zellen deutlich zu
erkennen, die die gelbfieberspezifischen Antikdrper im Probandenserum anzeigen.

A

Abbildung 5.1: IgG-Immunfluoreszenztest der Untersuchungstage 0 und 28.

Dargestellt sind die fluoreszenzmirkroskopischen Aufnahmen der IIFTs des Probanden #18 an den Tagen 0 und
28. Die Bilder wurden mit einer 20-fachen VergréRerung bei einer Wellenldnge von 520 nm aufgenommen.
A: Serum Tag null/Analysefeld, B: Serum Tag null/Negativkontrollfeld, C: Serum Tag 28/Analysefeld, D: Serum
Tag 28/Negativkontrollfeld.

In der nachfolgenden Tabelle 5.7 auf Seite 81 sind die Ergebnisse der Untersuchung auf
IgM- (obere Zeile) und IgG-Antikorper (untere Zeile) fur alle Probanden gezeigt. Dargestellt
sind die Antikorpertiter jedes Probanden des Analysekollektivs im Zeitverlauf der Studie.
Zusétzlich wurde fir jeden Untersuchungstag der Median aller Probanden berechnet. Grau
hinterlegt wurden hierbei diejenigen Tage an denen bei dem entsprechenden Probanden

eine Viramie mittels PCR nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle 5.6).

Grundsatzlich konnte bei allen Probanden an Tag 14 eine antikdrperbasierte Immunantwort
nachgewiesen werden. Fir IgM-Antikérper lag der Bereich zwischen 1:32 und 1:320 (Median
1:100) und fur IgG-Antikdrper bei 1:10 bis 1:1.000 (Median 1:100).
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Ein Proband (#16) wies bereits vor der Impfung einen IgM-Titer von 1:32 auf, der bis
Tag zehn etwa konstant blieb und dann auf 1:100 anstieg. Er erhielt neun Jahre vor der
Gelbfieberimpfung eine FSME-Immunisierung. Ebenfalls nach vorangegangener FSME-
Immunisierung (sechs Jahre zuvor) wies der Proband #13 vor der GF-Immunisierung einen
lgG-Titer von 1:32 auf, der bis zu Tag sieben anhielt und daraufhin auf bis zu 1:3.200
anstieg. Bei funf Probanden (#02, #05, #13, #16 und #18) lieBen sich bereits an Tag zehn
IgG-Antikdrper nachweisen, was 28 % der Probanden entsprach. Vier dieser finf Probanden

wurden vorher gegen FSME immunisiert.

Bei insgesamt 14 Probanden (78 %) lieBen sich beide Antikdrperklassen am selben

Untersuchungstag erstmalig nachweisen, davon 13 an Tag 14 und einer an Tag 10.

In drei Fallen lie3en sich IgG-Antikérper vor IgM-AK nachweisen (#02, #13 und #18) in nur
einem Fall IgM vor IgG (#16). Bei diesen vier Fallen handelt es sich um die vier FSME-

Vorgeimpften.

Einen statistisch signifikanten Einfluss der Nachweisbarkeit der GA auf die Titerhdhe im IIFT
lie sich nicht nachweisen. Ebenso konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede

gezeigt werden.

Zwei Probanden (#12 und #20) wurden in Tabelle 5.7 gesondert aufgefuhrt, da sie eine stark
abweichende Zytokinexpression aufwiesen und daher zusatzlich separat analysiert wurden

(siehe 5.2.5). In Bezug auf die IIFT-Ergebnisse zeigten sie jedoch keine Auffalligkeiten.
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Tabelle 5.7: Ergebnisse der IgM- und IgG-Immunfluoreszenztests.

Fir jeden Probanden sind die IgM- (obere Zeile) und IgG-Antikérpertiter (untere Zeile) dargestellt. Grau
hinterlegte Felder markieren diejenigen Tage an denen bei den Probanden eine Viramie durch die PCR
nachgewiesen werden konnte (vergl. Tabelle 5.6). Abgetrennt wurden zwei Probanden, die eine besonders
massive Zytokinreaktion gezeigt haben (#12, #20), sowie alle Probanden, die eine FSME-Impfung vor der Studie
erhalten hatten. Zuséatzlich ist fur jede Antikorperklasse der Median Uber alle Probanden fir jeden Studientag
angegeben.

Proband Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 28 Tag 60
0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100 -
#05
0 0 0 0 0 0 1:10 1:32 1:320 -
0 0 0 0 0 0 0 1:320 1:320 1:320
#15
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:320
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:100
#17
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:1.000 1:1.000
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100
#09
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:1.000
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:100
#10
0 0 0 0 0 0 0 1:10 1:100 1:1000
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100
#03
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:1.000
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:100
#11
0 0 0 0 0 0 0 1:10 1:320 1:320
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 -
#19
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 -
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100
#01
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 -
#14
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:100 -
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 -
#07
0 0 0 0 0 0 0 1:10 1:320 -
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:100 -
#06
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 -
#20 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 -
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 -
#12 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:100
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 1:320
1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:10 1:10 1:100 1:100 1:100
#16*
0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 1:1.000 1:1.000
0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:32
#13*
1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:100 1:1.000 1:3.200 1:3.200
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:100 1:100
#18*
0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 1:1.000 1:1.000
0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:100 1:32
#02*
0 0 0 0 0 0 1:10 1:100 1:320 1:320
Median IgM 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100 1:100
Median IgG 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:1.000

* Probanden mit FSME- Immunisierung
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Zur Abklarung ob sich die vorherige FSME-Impfung auf die Bestimmung der Antikorpertiter
im GFV-IIFT auswirkt, wurden die Nullseren der vier Probanden einem Flaviviren-Profil 2-
Immunfluoreszenztest unterzogen, der Antikbrper gegen acht verschiedene Flaviviren
nachweist. Tabelle 5.8 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung. Das Nullserum des
Probanden #13 enthielt kreuzreaktive 1gG-Antikorper, die einem Titer von 1:32 gegen das
FSME-Virus und 1:10 gegen das Gelbfieber-, West-Nil-, Dengue 1- sowie Dengue 2-Virus
entsprechen. Im Nullserum des Probanden #16 lieRen sich anti-GFV-IgM-Antikérper mit
einem Titer von 1:10 sowie ein IgG-Titer von 1:10 gegen das FSME-Virus nachweisen. Das
Serum des Probanden #18 enthielt keine Flavivirus-spezifischen Antikérper. In dem
Nullserum des Probanden #02 konnten IgM-Antikdrper gegen das West-Nil-Virus mit einem

Titer von 1:10 detektiert werden.

Tabelle 5.8: Ergebnis des Flaviviren-Profil 2-IIFT der Nullseren der Probanden #02, #13, #16 und #18.
Dargestellt sind die bestimmten Titer der Nullseren gegen die einzelnen Viren der Flavivirus-Familie. FSMEV =
Frihsommer-Meningoenzephalitisvirus, GFV = Gelbfiebervirus, WNV = West-Nil-Virus, JEV = Japanische
Enzephalitisvirus, DENV1-4 = Dengue Virus 1-4.

Titer gegen das...

Proband AK-Klasse
FSMEV GFV WNV JEV DENV1 DENV2 DENV3 DENV4

IgM 0 0 1:10 0 0 0 0 0
#02

[e[€] 0 0 0 0 0 0 0 0

IgM 0 0 0 0 0 0 0 0
#13

19G 1:32 1:10 1:10 0 1:10 1:10 0 0

IgM 0 1:10 0 0 0 0 0 0
#16

19G 1:10 0 0 0 0 0 0 0

IgM 0 0 0 0 0 0 0 0
#18

19G 0 0 0 0 0 0 0 0

5.2.3.2 Bestimmung der neutralisierenden Antikérper gegen das GFV

Im Gegensatz zum Antikérpernachweis mittels des Immunfluoreszenztests, der eine
Unterscheidung von IgM- und 1gG-Antikorpern zuldsst, wird mit dem Neutralisationstest
(4.2.4.2.1) eine bestimmte Funktion der Antikérper unabhangig von der Klasse detektiert. Es
werden nur Antikorper nachgewiesen, die die Fahigkeit besitzen durch Bindung an das Virus
eine Infektion von Zellen zu verhindern. Die gemessenen Plaque-Reduktions-
Neutralisationstest-Titer (PRNT-Titer) stellen somit die Schutzwirkung des Serums vor einer
Infektion dar. Ein Titer von 1:10 wird dabei als ausreichender Schutz vor einer Infektion

angesehen [150].

In der folgenden Abbildung 5.2 sind die Neutralisationstests des Probanden #18 mit Serum
von Tag 0 und 28 gezeigt. Von links nach rechts wurde das Serum jeweils 1:2 verdinnt

eingesetzt, wobei die jeweilige Verdinnungsstufe in der Abbildung angegeben ist. In
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Abbildungsteil A wurde das Referenzserum vor der Impfung eingesetzt. In der 1:10
Verdinnung sind Zellschadigungen durch die héhere Serumkonzentration zu erkennen. In
der 1:20 Verdunnung ist eine leichte Reduktion der Plaquezahl sichtbar, ab der 1:40
Verdinnung blieb die Plaguezahl konstant. Im Abbildungsteil B ist der Neutralisationstest flr
das Serum an Tag 28 gezeigt. In der hochsten Serumkonzentration sind wiederum
Zellschaden zu erkennen. Deutlich sichtbar im Vergleich zu Test A, ist die drastische
Reduktion der Plaques bis in hohe Serumverdiinnung hinein. Die Berechnung der 90 %igen

Reduktion des Virus ergab fir dieses Beispiel einen PRNT-Titer von 1:55.

A Serum Tag Null B Serum Tag 28
71 l:0 i 1407 1:80 1:160 1:320 ~1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

Abbildung 5.2: Neutralisationstests des Probanden #18 an den Tagen 0 und 28.

Dargestellt sind die beiden Neutralisationstests des Probanden #18 fur die Tage 0 (Abbildungsteil A) und 28
(Abbildungsteil B). Von links nach rechts wurden die Serumverdiinnungen von 1:10 bis 1:320 entsprechend
4.2.4.2.1 mit einer konstanten Menge an Virus gemischt und aufgetragen.

Untersucht wurden jeweils die Nullseren als Referenz sowie die Proben ab Tag sieben. In
der Tabelle 5.9 werden die Einzelwerte jedes Probanden dargestellt.

Es zeigt sich, dass die Probanden #01 und #16 (11 %) bereits an Tag sieben einen PRNT-
Titer von 1:11 aufwiesen. 14 Probanden (78 %) entwickelten zwischen Tag sieben und zehn
einen detektierbaren Titer. Bei #10 und #19 entwickelten sich die Antikorper zwischen
Tag 10 und 14. Der Vergleich der Medianwerte zeigt, dass zwischen Tag 14 (1:57) und Tag
28 (1:58) kaum Veranderungen im Titer stattfanden.

Da an Tag 14 alle Probanden einen Titer aufwiesen, dessen Median sich in der Folge nicht
mehr verédndert, wurden diese Daten verwendet, um das Analysekollektiv in die beiden
Gruppen PRNT-hoch mit Titern >1:58 (#02, #06, #07, #10, #12, #13, #16, #17 und #20)
sowie PRNT-niedrig mit Titern <1:58 (#01, #03, #05, #09, #11, #14, #15, #18 und #19) zu
unterteilen. Die Gruppierung dient der Untersuchung weiterer Immunparameter im Hinblick
auf die Hohe der sich ausbildenden neutralisierenden Antikorpertiter.
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Nur ein Proband (#16) der vier FSME-Preimmunisierten wies ein friheres Auftreten der
neutralisierenden Antikdrper auf. Drei dieser Probanden (#02, #13 und #16) wiesen jedoch
an Tag 28 verhaltnismafig hohe Titer auf.

Die beiden Probanden mit abweichenden Zytokinmustern zeigten keine eindeutige Tendenz.
Einer (#12) wies mit Titern um 1:80 recht hohe Werte auf, der andere (#20) lag mit 1:54 bis
1:63 im Bereich des Medians.

Die Nachweisbarkeit der Viramie sowie das Geschlecht der Probanden hatten keinen

signifikanten Einfluss auf die Titerhdhe an den Untersuchungstagen.

Tabelle 5.9: Ergebnisse der GFV-Antikdrperneutralisationtests.

Angegeben sind die gemessenen Neutralisationstiter jedes Probanden, sowie der Median und Mittelwert des
Kollektivs fur jeden Untersuchungstag. Abgetrennt wurden zwei Probanden, die eine besonders massive
Zytokinreaktion gezeigt haben (#12, #20), sowie alle Probanden, die eine FSME-Impfung vor der Studie erhalten
hatten.

Proband Tag O Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 28 Tag 60
#01 0 1:11 1:37 1:47 1:49 1:45
#17 0 0 1:39 1:87 1:81 1:54
#06 0 0 1:17 1:82 1:97
#07 0 0 1:41 1:81 1:73
#03 0 0 1:33 1:53 1:51 1:43
#14 0 0 1:26 1:51 1:59
#15 0 0 1:22 1:47 1:80 1:81
#11 0 0 1:21 1:43 1:42 1:42
#05 0 0 1:19 1:40 1:45
#09 0 0 1:23 1:37 1:42
#10 0 0 0 1:73 1:52 1:43
#19 0 0 0 1:48 1:56
#12 0 1:50 1:82 1:82 1:80
#20 0 1:44 1:63 1:54
#16* 0 1:11 1:49 1:80 1:102 1:91
#02* 0 0 1:25 1:64 1:88 1:95
#13* 0 0 1:34 1:59 1:70
#18* 0 0 1:42 1:55 1:56

Median 0 0 1:30 1:57 1:58 1:65

Mittelwert 0 11 1:29 1:61 1:66 1:65

* Probanden mit FSME- Immunisierung

5.2.3.3 Bestimmung der neutralisierenden Antikdrper gegen das FSME-Virus

Bei den Probanden, die eine FSME-Impfung vor der Impfstudie erhalten hatten, wurden die
FSME-Virus-spezifischen neutralisierenden Antikérper nach 4.2.4.2.2 bestimmt. In der
Tabelle 5.10 sind die FSME-Virus-Antikorpertiter an den Tagen 0 und 14 dieser Probanden

dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass bei den Probanden #02 und #18 weder vor noch
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nach der Impfung neutralisierende FSME-Virus-Antikérper nachweisbar waren. Der Proband
#13 wies vor der Impfung einen Titer von 1:93 und 14 Tage spéater einen Titer von 1:47 auf.
Der Proband #16 wies vor der Impfung keinen Titer, an Tag 14 einen Titer von 1:13 auf.

Tabelle 5.10: Ergebnisse des FSMEV-Antikdrperneutralisationstests.
Angegeben sind die gemessenen Titer an neutralisierenden Antikérpern
der Probanden mit vorheriger FSME-Impfung.

Proband Tag O Tag 14
#02 0 0
#13 1:93 1:47
#16 0 1:13
#18 0 0

5.2.3.4 Untersuchung der Zytokinexpression im Serum der Probanden

Die Untersuchung der im Serum vorhandenen Zytokine wurde gezielt sehr breit angelegt, um
die vielfaltigen Kommunikationswege zwischen den einzelnen Immunzellen im Hinblick auf
die Lebendimpfung mit dem Gelbfiebervirus zu analysieren. An jedem Blutabnahmetag
wurden daher die Zytokinkonzentrationen im Serum von 40 verschiedenen Zytokinen fur
jeden Probanden semiquantitativ bestimmt (4.2.5.1). Die Normalisierung erfolgte Uber eine

auf den Membranen aufgebrachte Positivkontrolle.

In der folgenden Abbildung 5.3 ist die Chemolumineszenzaufnahme einer Membran
dargestellt. Jeweils als Doppelbestimmung sind die Detektionspunkte der einzelnen Zytokine
sichtbar. Die Intensitat der Chemolumineszenz ist der Menge an gebundenem Zytokin
proportional und wird Gber einen Chemolumineszenzreader optisch quantifiziert. Beispielhaft

sind einige der nachgewiesenen Zytokine eingetragen.

85



ERGEBNISSE

ICAM-1

|j| IL-6 sR

|:|1\’1CP-1 |:|1\HP-15
|:| sSTNF RI |:l |—_r| |:|TIMP-2 Pos

RANTES sTNFRII PDGF-BB

Abbildung 5.3: Chemolumineszenzsignale eines Zytokinarrays.

Dargestellt ist der Zytokinarray des Probanden #06 von Tag 14 nach Impfung. Die Membran wurde mit dem
Probandenserum inkubiert, um die Zytokine zu binden. Durch spezifische Antikbrper kommt es Uber eine
Streptavidin-Biotin-Bindung zur Rekrutierung einer Peroxidase, die nach Zugabe der entsprechenden Substrate
eine Chemolumineszenzentwicklung katalysiert. Die Signalintensitat wird an einem Chemolumineszenzreader
ausgelesen und quantifiziert (siehe 4.2.5.1).

Bei der Analyse der Daten zeigte sich, dass zwei Probanden (#12, #20) ein stark
abweichendes Expressionsmuster und -level der Zytokine aufwiesen. Um zu entscheiden, ob
es sich bei den Messwerten statistisch um Ausreil3er handelt, wurde der Grubbs-Test (4.2.8)
auf die Daten angewandt. Fir 20 Zytokine waren Daten von mindestens zehn Probanden
vorhanden, sodass der Test durchgefiihrt werden konnte. Ein Zytokin-Datensatz wurde als
Ausrei3er definiert, wenn der Test an mindestens drei Messtagen den entsprechenden
Probanden als Ausreil3er identifiziert hatte. Der Proband #20 wurde in 18 Féllen (90 %) und
#12 in 19 Féllen (95 %) als Ausreil3er eingestuft. Aus diesem Grund wurden die Daten dieser
beiden Probanden nicht in die Medianbestimmung und die Kollektivanalyse der
Zytokinmuster eingeschlossen. lhre Zytokindaten wurden gesondert in Abschnitt 5.2.5

untersucht.

Fur jedes einzelne Zytokin wurde fur jeden Blutabnahmetag der Median aller 16 Probanden
ermittelt und ist in Tabelle 5.11 angegeben, wobei es sich um prozentuale Angaben bezogen

auf die Positivkontrolle handelt. Median-Messwerte unter 1 % sind hellgrau dargestellt.

25 Zytokine (62 %) zeigten keine oder nur eine sehr geringe (<1 %) Nachweisbarkeit. Die
restlichen 15 Zytokine (38 %) waren im Serum der Probanden mit Messwerten tber 1 % der

Positivkontrolle nachweisbar. Tabelle 5.11 zeigt, dass insgesamt drei von neun Zytokinen
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(IFNy, 1L-12p40 und IL-12p70), die einer Tyl-Immunantwort zugeordnet werden kdnnen,
nachgewiesen wurden. Von den sechs T,2 assoziierten Zytokinen liel3 sich im Median
keines nachweisen. Des Weiteren lieRen sich sechs Chemokine (IL-8, 1-309, MCP-1,
MIP-1B3, MIP-15, sowie RANTES) detektieren. Ebenfalls nachweisbar waren drei l6sliche
Rezeptoren (sICAM-1, IL-6 sR und sTNF-RII), ein Wachstumsfaktor (PDGF-BB), ein Inhibitor

von Matrixproteasen (TIMP-2) sowie ein klassisches inflammatorisches Zytokin (IL-1a).

Tabelle 5.11: Medianwerte aller Zytokine des Analysekollektivs.
Die Werte entsprechen dem Median der Zytokinmesswerte der 16 untersuchten Probanden in Prozent, bezogen
auf die Positivkontrolle. Hellgrau dargestellte Werte liegen unter 1 % des Messsignals.

Zytokin Tag 0 Tagl Tag2 Tag3 Tag 4 Tag7 Tagl0 Tagl1l4 Tag 28
IL-2, IP-10™, MIG"®, TNFp*
IL-3"%, GM-CSF"?, IL-4°, IL-67, 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IL-107, IL-137,
Eotaxin®, Eotaxin-2°, MCP-2°,
MIP-1oS 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IL-1B, IL-7, IL-11, IL-15, IL-16, 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IL-17
TGFB1, TNFa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G-CSF, M-CSF 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STNF-RI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IFNy! 0 0 1 0 1 0 1 1 1
IL-12p40* 3 3 3 2 2 2 3 3 3
IL-12p70" 4 5 7 5 5 5 8 5 4
IL-1a 6 7 8 7 7 5 9 6 6
PDGF-BB 23 21 18 22 18 17 15 17 22
TIMP-2 46 41 41 40 38 40 38 38 52
SICAM-1 36 35 34 31 30 31 32 30 42
IL-8¢ 1 0 0 0 0 0 0 0 1
1-309¢ 2 3 2 2 2 2 3 2 2
MCP-1¢ 2 4 3 3 5 5 3 3 5
MIP-1p°¢ 4 5 4 4 4 4 5 4 5
MIP-15° 33 31 29 26 25 28 28 27 29
RANTES® 24 23 24 24 23 22 24 22 35
IL-6 SR 36 34 33 31 31 30 34 32 44
STNF-RII 10 9 9 9 8 12 11 8 8

2 bezeichnet Zytokine die eine Tyl/TH2-Immunantwort charakterisieren, © bezeichnet Chemokine

Die Veranderungen der Expression nachweisbarer Zytokine wurden auf ihre Signifikanz hin
untersucht. Dazu wurden die Mediane des Tages null mit den Medianen der darauf
folgenden Tage jeweils einzeln mittels der Wilcoxon-Analyse verglichen. Dieser Test
untersucht durch ein Rangsummenverfahren, ob die beiden abhéngigen Gruppenstichproben
Unterschiede in der Messwertverteilung aufweisen. Die daraus resultierende Aussage ist,

dass sich die Zytokinexpression des Kollektivs an einem bestimmten Tag signifikant von
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Tag null unterscheidet. Die Ergebnisse in Form der p-Werte sind in Tabelle 5.12 dargestellt.
Hierbei bezeichnen hellgraue Werte eine Tendenz mit 0,1>p>0,05 und schwarze Zahlen
mindestens eine Signifikanz von p<0,05. Die Pfeile geben an, ob sich der Wert in Bezug auf
Tag null erhdht (1) oder erniedrigt (|) hat. Ein Zytokin (PDGF-BB) zeigte an allen Tagen
mindestens tendenzielle Veranderungen, IL-6 sR an sieben Tagen, TIMP-2 an sechs Tagen,
sICAM-1 und sTNF-RII an finf Tagen. Sieben weitere Zytokine (IFNy, IL-12p70, IL-1a, 1-309,
MCP-1, MIP-18 und RANTES) zeigten an weniger als vier Tagen mindestens tendenzielle

Veranderungen im Zeitverlauf.

Sechs Zytokine (IFNy, IL-12p70, IL-1a, 1-309, MCP-1 und RANTES) zeigten im Verlauf der
Untersuchung einen Anstieg im Vergleich zu Tag null und vier (PDGF-BB, TIMP-2, sICAM-1
und MIP-18) einen Konzentrationsabfall. Bei zwei Zytokinen (IL-6 sR und sTNF-RII) zeigte
sich sowohl eine Erhdhung als auch eine Erniedrigung. Da die Konzentration vom IL-6 SR
nur an Tag 28 einen Anstieg zeigte, wurde dieses Zytokin jedoch als Konzentrations-

abnahme im Studienverlauf gewertet.

Tabelle 5.12: Signifikanzanalyse der nachweisbaren Zytokine.

Dargestellt sind die p-Werte der Wilcoxon-Analyse aller im Median nachweisbaren Zytokine. Untersucht wurde
die Signifikanz der Messwertunterschiede jedes Tages mit den Referenzwerten an Tag null. Schwarze Zahlen
bezeichnen signifikante Verdnderungen mit p<0,05, hellgraue Zahlen eine Tendenz mit 0,1>p>0,05. Die Pfeile an
den einzelnen p-Werten geben an, ob es sich um eine Erniedrigung (|) oder eine Erhéhung (1) in Bezug zu Tag
null handelt. Neben der Bezeichnung der einzelnen Zytokine sind die Veranderungen uber den Studienzeitraum
dargestellt. 1 bezeichnet eine htéhere Expression nach der Impfung, | eine niedrigere. Ist keine eindeutige
Richtung zu erkennen ist dies durch 1| gekennzeichnet.

Zytokin Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 28
IFNy* 1 - - - 0,021 1 - 0,016 1 0,064 1 0,041 1
IL-12p70" 1 - 0,023 1 - - - 0,003 1 - -
IL-1a 1 - 0,047 1 - - - 0,008 1 - -
PDGF-BB | 0,010 | 0,047 | 0,013 | 0,030 | 0,005 | 0,005 | 0,020 | 0,098 |
TIMP-2 | 0,030 | - 0,026 | 0,063 | 0,001 | 0,004 | 0,030 | -
SICAM-1 | - 0,019 | 0,020 | - 0,034 | 0,069 | 0,031 | -
1-309° 1 - - - - - 0,015 1 - -
MCP-1€ 1 - - - - 0,003 1 - - 0,006 1
MIP-15° | - - 0,049 | 0,034 | - - 0,070 | -
RANTES® 1 - - - - - - - 0,010 1
IL-6 SR | . 0,005 | 0,002 | 0,044 | 0,003 | 0,063 | 0,026 | 0,098 1
STNF-RII |1 0,049 | 0,005 | 0,039 | - 0,070 1 - 0,063 | -

2 bezeichnet Zytokine die eine Ty1/TH2-Immunantwort charakterisieren, “ bezeichnet Chemokine

Die Abbildung 5.4 auf Seite 90 stellt die zeitlichen Expressionsverlaufe der Zytokine
PDGF-BB (A), TIMP-2 (B), IL-6 sR (C), sICAM-1 (D), sTNF-RII (E) und IFNy (F) aus den
Daten der Tabelle 5.11 dar. Die Messwerte sind als prozentuales Expressionslevel in Bezug

zur Positivkontrolle dargestellt. Die Boxen umschlieRen die Messdaten zwischen dem 25.
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und 75. Perzentil, der Querstrich markiert den Median. Die Fehlerbalken zeigen die

jeweiligen absoluten Maximal- bzw. Minimalwerte an.

In der Abbildung 5.4 A sind die Ergebnisse des Zytokins PDGF-BB dargestellt. Im Vergleich
zu den Messwerten an Tag null (23 % Messsignal) zeigt sich ein signifikanter Riickgang des
Expressionslevels beginnend am ersten Tag nach der Impfung. Das Minimum wurde an
Tag zehn mit 17 % (p<0,01) erreicht, woraufhin sich die Werte dem Level vor der Impfung

annaherten, es bis zum 28. Tag (22 %) allerdings nicht wieder vollstandig erreichten.

Ahnlich wie bei PDGF-BB zeigte TIMP-2 (Abbildungsteil B) im Vergleich zu der
Referenzprobe von Tag null (45 %) eine signifikante Abnahme der Expression. Die Werte
sanken an den Tagen 4 und 14 auf ein Minimum von 38 %, wobei der Wert an Tag vier nicht
signifikant war. Die Expressionsreduktion hielt bis zum 14. Tag nach der Impfung an. An Tag

28 wurde eine nicht signifikante Steigerung des Wertes auf 52 % gemessen.

Auch fir das Expressionslevel vom IL-6 sR zeigte sich ein dhnliches Bild, wie in Abbildung
5.4 C dargestellt. Ausgehend von einem Wert von 35 % an Tag null kam es an den
folgenden Untersuchungstagen zu einer Reduktion der Expression, die bis auf die Tage eins
und zehn signifikant war. Das Minimum wurde an Tag sieben mit einem Messwert von 30 %
(p<0,01) erreicht. Das niedrigere Expressionslevel zeigte sich bis zu Tag 14 nach Impfung.
Am letzten Untersuchungstag wurde ein Medianwert (44 %) oberhalb des Ausgangswertes
an Tag null erreicht, der jedoch nicht signifikant war.

Fur das Zytokin sICAM-1 wurde nach der Impfung eine Abnahme gemessen
(Abbildungsteil D). Ausgehend von einem Expressionslevel von 36 % an Tag null, wurde
bereits einen Tag nach der Impfung eine Abnahme sichtbar, die an den Tagen 3 bis 7 und 14
ein Minimum von etwa 30 % erreichte. An Tag 28 nach der Impfung kam es zu einem

Anstieg bis auf 42 %, der jedoch nicht signifikant war.

Der Verlauf der Expression des sTNF-RII ist in Teilabbildung E dargestellt. Vor der Impfung
wurde fur dieses Zytokin eine relative Expression von 10 % gemessen, die an den Tagen
eins bis drei auf etwa 8,5 % (p<0,05) absank. Am vierten Tag fiel der Wert weiter auf etwa
8%. An den beiden darauf folgenden Messtagen wurde Werte oberhalb des
Ausgangshiveaus mit 12 bzw. 10,5 % gemessen. Daraufhin fielen die Messwerte an den

Tagen 14 und 28 wiederum auf etwa 8 % ab.

Die Messwerte fur Interferon gamma missen als grenzwertig angesehen werden, wie
Abbildung 5.4 F zeigt, jedoch konnte im Verlauf der Studie eine sehr leichte Expression
gezeigt werden. Bis zum zweiten Tag stieg die Expression nicht signifikant auf etwa 0,75 %

an. An Tag drei konnte wiederum im Median keine Expression festgestellt werden. Ab dem
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vierten Tag nach der Impfung schwankte der Wert um etwa 0,6 %, wobei fur die Tage 4, 10
und 28 die Signifikanz der Werte belegt werden konnte (p<0,05).
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Abbildung 5.4: Zeitlicher Verlauf der Messwerte der Zytokine PDGF-BB, TIMP-2, IL-6 SR, sICAM-1,
STNF-RII und IFNy im Serum der Probanden.

Fir die Zytokine PDGF-BB (A), TIMP-2 (B), IL-6 sR (C), sICAM-1 (D), sTNF-RII (E) und IFNy (F) sind die
jeweiligen prozentualen Expressionslevel in Bezug zur Positivkontrolle dargestellt. Die Messwerte der Probanden
werden als Box-Whisker Plot dargestellt. Die Box umschlief3t die Messdaten zwischen dem 25. und 75. Perzentil,
der Querstrich stellt den Median dar. Die Fehlerbalken bezeichnen die &aufRlersten Messergebnisse. Die
Signifikanzen zwischen Tag null und jedem nachfolgenden Untersuchungstag wurden mittels Wilcoxon-Analyse
getestet, * pezeichnet signifikante Verdnderungen mit p<0,05, ** signifikante Veranderungen mit p<0,01 und

bezeichnet tendenzielle Verédnderungen mit 0,1>p>0,05.

Neben den Analysen der Veréanderung der Zytokinexpression uber die Zeit wurden

aul’erdem die Musterunterschiede zwischen verschiedenen Probandengruppen analysiert.
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Die Gruppierung in PCR-positive und -negative Probanden basiert auf den Ergebnissen der
GFV-PCR (Tabelle 5.6 auf Seite 78). Untersucht wurde hierbei, ob es an den einzelnen
Untersuchungstagen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen gab. Die
Signifikanzprifung wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt, der durch ein
Rangsummenverfahren die beiden unabhangigen Gruppenstichproben auf Unterschiede in

der Messwertverteilung untersucht.

In der Tabelle 5.13 sind die Ergebnisse in Form der p-Werte aller Zytokine dargestellt, die an
mindestens einem Tag einen Unterschied aufwiesen. Schwarze Zahlen markieren
signifikante Unterschiede (p<0,05) und hellgraue Zahlen tendenzielle Unterschiede
(0,1>p>0,05). In der PCR-positiv Gruppe wurde nur MCP-1 an einem Tag in einer héheren
Konzentration gemessen. IL-8 (ein Tag), 1-309 (ein Tag), MIP-15 (zwei Tage) und RANTES
(zwei Tage) wurden in der PCR-positiv Gruppe weniger stark exprimiert als in der

Vergleichsgruppe.

Tabelle 5.13: Signifikanzanalyse der Zytokinexpressionsunterschiede zwischen den Probandengruppen
PCR-positiv und PCR-negativ.

GemaR der Ergebnisse der GFV-PCR (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78) wurden die Gruppen PCR-negativ und
PCR-positiv gebildet. Durch den U-Test wurden die Expressionsmusterunterschiede dieser beiden Gruppen fiir
jeden Untersuchungstag auf Signifikanz untersucht. Dargestellt sind alle Zytokine, die mindestens an einem Tag
einen tendenziellen Unterschied aufweisen. Schwarze Zahlen bezeichnen signifikante Veranderungen mit
p<0,05, hellgraue Zahlen eine Tendenz mit 0,1>p>0,05. Die Pfeile geben an, ob die PCR-positive Gruppe im
Vergleich einen hoheren (1) oder niedrigeren (]) Wert als die PCR-negative Gruppe aufwies. Neben der
Bezeichnung der einzelnen Zytokine sind die Verédnderungen uber den Studienzeitraum dargestellt. 1 bezeichnet
eine hohere Expression in der PCR-positiv Gruppe, | eine niedrigere.

Zytokin Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 28
IL-8° | - - - - - - - - 0,031 |
1-309° | - - - - - 0,031 |
MCP-1° 1 - - - - - 0,042 1
MIP-18° | 0,031 | 0,012 |
RANTES® | - - - - - 0,055 | 0,012}

Y% bezeichnet Zytokine die eine Tyl/Ty2-Immunantwort charakterisieren, “ bezeichnet Chemokine

Eine weitere Einteilung in die Gruppen PRNT-hoch (Titer >1:58) und PRNT-niedrig
(Titer < 1:58) wurde anhand der Ergebnisse des Neutralisationstiters an Tag 14 (Tabelle 5.9)

durchgefinhrt.

In der Tabelle 5.14 sind samtliche Zytokine angegeben, bei denen zumindest an einem Tag
eine Tendenz feststellbar war. Schwarze Zahlen markieren signifikante Unterschiede
(p<0,05), hellgraue Zahlen tendenzielle Unterschiede (0,1>p>0,05). Die Zytokine IL-6 SR
sowie IFNy wiesen an drei Tagen einen Unterschied auf, wobei beide Zytokine in der PRNT-
hoch Gruppe starker exprimiert wurden. PDGF-BB und MIP-1p zeigten an zwei Tagen, 1-309
und MCP-1 an einem Tag einen Unterschied. Die Zytokine PDGF-BB und MCP-1 wurden in
der PRNT-hoch Gruppe weniger stark exprimiert, MIP-1 und MCP-1 dagegen hdher.
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Tabelle 5.14: Signifikanzanalyse der Zytokinexpressionsunterschiede zwischen den Probandengruppen
PRNT-hoch und PRNT-niedrig an Tag 14.

Basierend auf den Ergebnissen des PRN-Test an Tag 14 (siehe Tabelle 5.9 auf Seite 84) wurden die Probanden
in die Gruppen PRNT-hoch und PRNT-niedrig eingeteilt. Durch den U-Test wurden die Expressionsmuster-
unterschiede dieser beiden Gruppen fir jeden Untersuchungstag auf Signifikanz untersucht. Dargestellt sind alle
Zytokine, die mindestens an einem Tag einen tendenziellen Unterschied aufweisen. Schwarze Zahlen
bezeichnen signifikante Veranderungen mit p<0,05, hellgraue Zahlen eine Tendenz mit 0,1>p>0,05. Die Pfeile
geben an, ob die PRNT-hoch Gruppe im Vergleich einen héheren (1) oder niedrigeren (|) Wert als die PRNT-
niedrig Gruppe auswies. Neben der Bezeichnung der einzelnen Zytokine sind die Veranderungen Uber den
Studienzeitraum dargestellt. 1 bezeichnet eine hohere Expression in der PRNT-hoch Gruppe, | eine niedrigere.

Zytokin Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 28
IFNy" 1 0,023 1 - - - 0,0711 | 0,0551 - - -
PDGF-BB | - - 0,094 | | 0,091 - - - - -
1-309° 1 - - - - 0,042 1 - - - -
MCP-1° | - - 0,094 | - - - - -
MIP-1p° 1 - - - 0,0551 | 0,016 1 - - - -
IL-6 SR 1 - - - - 0,0911 | 0,0551 - 0,031 1 -

Y2 pezeichnet Zytokine die eine Ty1/Ty2-Immunantwort charakterisieren, © bezeichnet Chemokine

5.2.4 Vergleich der Daten mit der zelluldren Immunreaktion

Ziel der Studie war es einen mdglichst umfassenden Uberblick tiber die immunologischen
Reaktionen nach einer GF-Impfung zu erhalten. Im folgenden Abschnitt werden die bereits
beschriebenen Daten mit den zellularen Immunparametern kombiniert, die im Rahmen der

Promotion von Frau Nicole Bethke erhoben wurden.

5.2.4.1 Untersuchung zellularer Parameter in Abhangigkeit der Viramie

Die Untersuchung der Viramie zeigte, dass in dieser Studie Virusgenoméagquivalente von Tag
zwei bis Tag sieben nachweisbar waren (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78). Die Mdglichkeiten
der immunologischen Reaktion sind daher hauptsachlich auf die angeborene Immunitat
beschrankt. Die Zellkonzentrationen der einzelnen Zellarten wurden dahingehend
untersucht, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Probanden mit messbarer Virdmie
und denjenigen ohne Virdmie bestand. Fir myeloide dendritische Zellen (mDZ) und
naturliche Killerzellen (NK-Zellen) konnten solche Zusammenhénge gefunden werden. Im
Folgenden werden zunachst die Veranderungen der Zellkonzentrationen im Serum fir das
gesamte Kollektiv dargestellt. Die Konzentrationsverdnderungen zwischen den einzelnen

Untersuchungstagen wurden mit dem Wilcoxon-Test auf Signifikanz untersucht.

Die myeloiden dendritischen Zellen erfiillen eine Kernfunktion bei der Initiierung einer
Immunreaktion. Sie sind speziell fir die Prasentation von Antigenen mit MHC I- und MHC II-
Molekilen sowie mit diversen costimulatorischen Rezeptoren ausgestattet und kénnen

andere Immunzellen erfolgreich aktivieren [151].
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Die Abbildung 5.5 zeigt den zeitlichen Verlauf der mDZ-Zellzahl pro Mikroliter Blut der
Probanden. Vor der Impfung wurde ein Median von 1,1 Zellen/uL nachgewiesen. Ab Tag
zwei wurde ein stetiger Anstieg der Zellzahl verzeichnet, wobei an Tag sieben ein
hochsignifikantes (p<0,01) Maximum mit 2,2 Zellen/uL nachgewiesen wurde. Bis zu Tag 14
fiel die Zellzahl wieder ab und erreichte an diesem Tag einen signifikant niedrigeren Wert mit
0,86 Zellen/pL (p<0,05). Bis zu Tag 28 normalisierten sich die Werte wieder im Bereich des

Ausgangswertes.
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Abbildung 5.5: Zeitlicher Verlauf der Konzentration myeloider dendritischer Zellen im Blut der Probanden.
Fir jeden Studientag ist die gemessene Zellzahl pro Mikroliter Blut der myeloiden dendritischen Zellen als
Box-Whisker-Plot dargestellt. Die Box umschlie3t die Messdaten zwischen dem 25. und 75. Perzentil, der
Querstrich stellt den Median dar. Die Fehlerbalken bezeichnen die &uRersten Messergebnisse. * bezeichnet
signifikante Daten mit p<0,05, ** mit p<0,01 in der Wilcoxon-Analyse.

Die zweite Zellklasse mit signifikanten Unterschieden waren die natdrlichen Killerzellen, die
infizierte Zellen erkennen und abtdten kdnnen, ohne vorher durch antigenprasentierende
Zellen aktiviert worden zu sein. Sie leisten dabei einen entscheidenden Beitrag zur schnellen
Einddmmung einer Infektion bis die adaptive Immunantwort ausgebildet ist. In dieser Studie
wurden zwei Arten von NK-Zellen untersucht, die verschiedene Funktionen besitzen.
Diejenigen Zellen, die den Oberflachenmarker CD56 besonders stark exprimieren und kein
CD16 besitzen (CD56""™CD16), zeichnen sich durch eine besonders effektive
Ausschittung von Zytokinen, insbesondere IFNy, aus. Zellen die eher cytolytisch wirken,
exprimieren CD56 in geringerem Mal3e, weisen dafur aber CD16 auf und werden daher als
CD56°"CD16" bezeichnet.

In der folgenden Abbildung 5.6 A sind die Ergebnisse fiir die CD56°""CD16™-Zellen und in
Abbildungsteil B die Ergebnisse fir die CD56%"CD16%-Zellen dargestellt. Die
CD56"9"Zellen wiesen ein genau entgegengesetztes Verhalten zu den mDZs (Abbildung
5.5) auf. In Abbildung 5.6 A ist gezeigt, dass es beginnend an Tag vier zu einem Abfall der
Zellkonzentration von etwa 7 Zellen/uL an Tag null auf etwa 4 Zellen/uL an Tag sieben

(p<0,01) kam. Anschlie3end stieg die Zellzahl wieder an und erreichte an den folgenden
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Messtagen einen Wert von etwa 6 Zellen/uL. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den CD56%™
cytolytischen Zellen (Abbildung 5.6 B) ausgehend von etwa 140 Zellen/uL an Tag null bereits
ab Tag zwei ein Abfall der Zellzahl. Abgesehen von den Tagen zwei und zehn handelt es
sich an allen anderen Tagen um eine signifikante Reduktion. Ein minimaler Wert wurde an
den Tagen 3 und 14 mit ca. 90 Zellen/pL (p<0,05) erreicht. Bis zum Ende der Studie konnte
kein Rickgang zu den Ausgangswerten festgestellt werden.
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Abbildung 5.6: Zeitliche Verlaufe der Konzentration von zytokinausschittenden (CD56""*"CD16)- und
cytolytischen (CD56"™CD16%)-NK-Zellen im Blut.

Dargestellt sind jeweils die Zellzahlen pro Mikroliter Blut in Abh&ngigkeit der Untersuchungstage. Die Box
umschliet die Messdaten zwischen dem 25. und 75. Perzentil, der Querstrich bezeichnet den Median. Die
Fehlerbalken stellen die &uRersten Messergebnisse dar. Abbildung A zeigt die Ergebnisse fir die CD56™"CD16
-NK-Zellen, Abbildung B die Ergebnisse fiir die CD56“™CD16*-NK-Zellen. * bezeichnet signifikante Daten mit
p<0,05, ** mit p<0,01 in der Wilcoxon-Analyse.

Die Untersuchung auf signifikante Unterschiede der Zellzahl in Abhangigkeit einer
nachweisbaren Viramie ergab die in der im Folgenden gezeigten Abbildung 5.7 dargestellten
Resultate. Die Messwerte sind in Zellen pro Mikroliter Blut als Box-Whisker-Plot mit den
entsprechenden Signifikanzwerten dargestellt. Abbildungsteil A zeigt die Ergebnisse fir die
cytolytischen NK-Zellen (CD56%™CD16"). Uber den gesamten Untersuchungszeitraum zeigte
sich, dass die Mediane der PCR-positiven Gruppe tber denen der PCR-negativen Gruppe
lagen. An den Tagen 0, 4, 7 und 14 war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
signifikant. Die PCR-positive Gruppe zeigte an Tag null einen Median von etwa
210 Zellen/pL, der bis zum vierten Tag auf 130 Zellen/uL abnahm. Am siebten Tag kam es
zu einem Anstieg auf 170 Zellen/pL und im Anschluss daran wieder zu einem Absinken des
Medians auf 100 Zellen/uL an Tag 28. Ein ahnliches Bild ergab sich bei den dendritischen
Zellen in Abbildung 5.7 B, deren Konzentration im Gegensatz zu den anderen Zellklassen
nicht als absolute Zellzahl bestimmt wurde sondern als Intensitdtsmessung des FACS-
Fluoreszenzsignals, welches Proportional zu der Zellzahl ist. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum wurden in den PCR-positiven Probanden hdéhere mDZ-Konzen-

trationen gemessen als in der Gruppe PCR-negativ. An den Tagen null, eins und zwei
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handelte es sich um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der
PCR-positiven Gruppe wurde an den Untersuchungstagen null, eins, zwei, vier und sieben
Werte um 12.600 Fluoreszenzeinheiten (FE) gemessen. Am dritten Tag kam es zu einem
leichten Abfall der Konzentration auf 12.000 FE. Am zehnten Tag kam es zu einem kurzen
Anstieg der Intensitat auf 16.400 FE, auf den eine Abnahme auf 11.000 bzw. 11.500 FE an
den Tagen 14 bzw. 28 folgte. Der Median der PCR-negativen Gruppe lag an Tag null bei
5.900 FE und stieg bis zu Tag vier auf 9.400 FE an. Am siebten und zehnten Tag wurde
dieses hohe Niveau anndhernd gehalten und fiel daraufhin auf Werte von 5.000 bzw. 6.000

an den Tagen 14 und 28 ab.
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Abbildung 5.7: Vergleich der cytolytischen NK- und mDZ-Zellkonzentrationen im Blut in Abh&ngigkeit der
Nachweisbarkeit der Viramie.

Dargestellt sind jeweils die gemessenen Zellzahlen pro Mikroliter Blut in Abhéngigkeit der Untersuchungstage
sowie der Probandengruppierung in PCR-negativ und PCR-positiv. Die Box umschlie3t die Messdaten zwischen
dem 25. und 75. Perzentil, der Querstrich bezeichnet den Median. Die Fehlerbalken stellen die &ufRersten
Messergebnisse dar. Abbildung A zeigt die Ergebnisse fir die CD56%"CD16"-NK-Zellen, Abbildung B die
Ergebnisse fiir die myeloiden dendritischen Zellen. Die Signifikanzniveaus des Mann-Whitney-U-Tests sind Uber
den Daten angegeben.

5.2.4.2 Untersuchung zellularer Parameter in Abhé&ngigkeit der Hohe des

Neutralisationstiters an Tag 14

Das erstmalige Auftreten der gelbfieberspezifischen Antikdrper konnte im IIFT
(siehe Tabelle 5.7 auf Seite 81) auf die Tage 10 bzw. 14 festgelegt werden sofern nicht
bereits vor der Impfung spezifische Antikdrper vorhanden waren. Im Neutralisationstest lag
die erstmalige Nachweisbarkeit der Antikorper zwischen Tag 7 und 14 (Tabelle 5.9 auf
Seite 84). Vor dem Hintergrund der Einteilung in Probanden mit hohem und niedrigem
PRNT-Titer an Tag 14 (siehe Seite 83) wurden die unterschiedlichen Zellarten auf

signifikante Unterschiede untersucht.

Dabei konnte festgestellt werden, dass wiederum bei den NK-Zellen klare Unterschiede

zwischen den Gruppen bestanden. In der folgenden Abbildung 5.8 sind die Ergebnisse fir
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die cytolytischen (CD56"™CD16") sowie zytokinexprimierenden (CD56"""CD167) Subtypen
der NK-Zellen dargestellt. In Abbildungsteil A ist ersichtlich, dass die Konzentration der
zytokinausschiittenden CD56""9" NK-Zellen in der PRNT-hoch Studiengruppe iber den
gesamten Untersuchungszeitraum einen niedrigeren Median aufwiesen als die PRNT-niedrig
Gruppe. An den Tagen drei, vier und sieben konnte ein Signifikanzniveau von p<0,05
nachgewiesen werden. Der Median der PRNT-hoch Gruppe lag am ersten
Untersuchungstag bei 5,3 Zellen/uL und fiel an den Tagen eins bis vier auf etwa
3,6 Zellen/uL ab. An Tag sieben fiel die Konzentration weiter auf 2,4 Zellen/uL ab.
AnschlieBend kam es an Tag zehn zu einem kurzfristigen Anstieg auf 5 Zellen/uL, gefolgt

von einem Absinken auf ein Niveau von etwa 4,3 Zellen/pL an den letzten beiden Tagen.

Fur die PRNT-niedrig Gruppe wurde vor der Impfung ein Median von 8,5 Zellen/uL
gemessen, der an Tag eins auf etwa 10 Zellen/uL anstieg. An Tag zwei wurde das
Ausgangshiveau wieder erreicht und an den nachfolgenden Tagen kam es zu einer
Abnahme des Expressionslevels auf 5 Zellen/uL an Tag sieben. Daraufhin kam es zu einem
starken Anstieg auf 9,5 Zellen/yuL an Tag zehn, wobei das Niveau an Tag 14 bereits wieder
auf etwa 7 Zellen/pL abfiel. Am letzten Untersuchungstag stieg die Expression wieder auf
9 Zellen/pL an.

Das gleiche Bild zeigte sich auch bei den cytolytischen CD56%™ Zellen (Abbildungsteil B).
Vor der Impfung wiesen beide Gruppen einen gleichhohen Median auf. Im Verlauf der Studie
zeigte sich, dass die PRNT-hoch Gruppe einen niedrigeren Median an cytolytischen CD56%"
Zellen aufwies. Der Unterschied zwischen den Gruppen konnte an den Tagen eins, drei, vier
und sieben als signifikant bestétigt werden. Ausgehend von etwa 140 Zellen/uL an Tag null
sank der Median der PRNT-hoch Gruppe auf etwa 80 Zellen/uL an Tag eins. Am zweiten
Tag stieg der Median leicht auf 90 Zellen/uL, woraufhin er an den darauf folgenden Tagen
bis zum zehnten Tag wieder auf 80 Zellen/uL absank. An den beiden letzten
Untersuchungstagen fiel die Zellkonzentration weiter auf etwa 50 Zellen/puL. Der Median der
PRNT-niedrig Gruppe stieg an Tag eins auf 160 Zellen/pL. Daraufhin sank er wieder auf das
Ausgangshiveau von etwa 140 Zellen/uL, welches bis zum zehnten Tag bestehen blieb. An
den beiden letzten Untersuchungstagen sank die Zellkonzentration auf etwa 100 Zellen/uL
ab.
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Abbildung 5.8: Vergleich der Konzentrationen von NK-Zellen in Abhé&ngigkeit des neutralisierenden
Antikdrpertiters an Tag 14.

Dargestellt sind jeweils die gemessenen Zellzahlen pro Mikroliter Blut in Abh&ngigkeit der Untersuchungstage
sowie der Probandengruppierung in PRNT-hoch und PRNT-niedrig. Die Box umschlie3t die Messdaten zwischen
dem 25. und 75. Perzentil, der Querstrich bezeichnet den Median. Die Fehlerbalken stellen die aufRersten
Messergebnisse dar. Abbildung A zeigt die Ergebnisse fiur die CD56°""CD16-NK-Zellen, Abbildung B die
Ergebnisse fiir die CD56°"CD16*-NK-Zellen. Die Signifikanzniveaus des Mann-Whitney-U-Tests sind tiber den
Daten angegeben.

5.2.4.3 Untersuchung der GFV-spezifischen CD4"- und CD8" T-Zellen sowie

der Plasmablasten

Verschiedene hochspezialisierte T-Zellen spielen bei der Abwehr einer viralen Infektion an
mehreren wichtigen Positionen eine entscheidende Rolle. Die cytotoxischen CD8" T-Zellen
sind auf die Einddmmung der viralen Replikation durch die Vernichtung infizierter Zellen
spezialisiert. Zur Aktivierung der CD8" T-Zellen, sowie der B-Zellen sind wiederum
GFV-spezifische CD4" T-Zellen notwendig, die sich im Verlauf der adaptiven Immunantwort

als Reaktion auf die Virusinfektion ausbilden.

Um die Anzahl der GFV-spezifischen CD4" T-Zellen zu bestimmen, wurde das Vollblut der
Probanden in vitro mit GFV stimuliert (siehe 4.2.5.2.3) und die Expression des
Aktivierungsmarkers CD40L (alternative Bezeichnung: CD154) [152] in der FACS-Analyse
bestimmt. Die folgende Abbildung 5.9 A zeigt den zeitlichen Verlauf der Konzentration
(Zellen/pL) der stimulierten GFV-spezifischen CD4" T-Zellen. Bei allen Probanden konnten
im Verlauf der Studie spezifische CD4" T-Zellen nachgewiesen werden. An Tag zwei konnte
eine leichte, nicht signifikante Erh6hung der Zellzahl von 0,19 auf 0,29 Zellen/uL festgestellt
werden. An den Tagen drei (0,16 Zellen/uL) und vier (0,17 Zellen/pL) kehrte die
Konzentration auf das Anfangsniveau zuriick. Ab Tag zehn konnte ein signifikanter Anstieg
der Zellen mit 0,53 Zellen/uL (p<0,01) im Blut nachgewiesen werden, der seinen hdchsten
Wert an Tag 14 mit 0,57 Zellen/uL (p<0,01) erreichte. Bis zu Tag 28 ging die Konzentration
wieder zurlick, blieb jedoch im Vergleich zum Niveau vor der Impfung weiterhin mit

0,42 Zellen/pL signifikant erhoht (p<0,01).
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Abbildung 5.9: Zeitlicher Verlauf der Konzentration GFV-spezifischer CD4" (A) sowie CD8" T-Zellen (B) im
Blut der Probanden.

Dargestellt ist die absolute Zellzahl der GFV-spezifischen CD4'CD40L" T-Helferzellen (Abbildungsteil A) sowie
der GFV-spezifischen CD8'CD38" cytotoxischen T-Zellen (Abbildungsteil B) pro Mikroliter Vollblut. Die
Messwerte der Probanden werden als Box-Whisker Plot dargestellt. Die Box umschlief3t die Messdaten zwischen
dem 25. und 75. Perzentil, der Querstrich entspricht dem Median. Die Fehlerbalken bezeichnen die aufRersten
Messergebnisse. * bezeichnet signifikante Daten mit p<0,05, ** mit p<0,01 in der Wilcoxon-Analyse.

Neben den GFV-spezifischen CD4" T-Zellen, die fir die Aktivierung der adaptiven Immunitat
eine entscheidende Rolle spielen, ist die Aktivierung der GFV-spezifischen cytotoxischen
CD8" T-Zellen fiur die direkte Vernichtung infizierter Zellen unerlasslich. Analog zur
Stimulierung der CD4" T-Zellen wurden auch die CD8" T-Zellen in vitro mit GFV stimuliert
(siehe 4.2.5.2.3) und die spezifische Aktivierung der Zellen Uber die Expression des
Aktivierungsmarkers CD38 [153] gemessen. Diese Untersuchung wurde erst im Laufe der
Studie zu den Analysen hinzugenommen, sodass nur die Probanden #01, #02, #03, #05,
#06, #07, #13, #16, #17 und #18 auf das Auftreten der GFV-spezifischen CD8" T-Zellen
untersucht wurden. In der Abbildung 5.9 B ist die Zellzahl der aktivierten cytotoxischen
T-Zellen (CD8"CD38") im zeitlichen Verlauf dargestellt. Es zeigte sich ein ahnlicher Verlauf
wie fur die spezifischen T-Helferzellen in Abbildung 5.9 A. An den Tagen eins, zwei und drei
konnte eine nicht signifikante Erhéhung der Zellzahl (21, 24 bzw. 18 Zellen/uL) im Vergleich
zum Ausgangsniveau von 16 Zellen/uL gemessen werden. An den Tagen vier und sieben
wurde wieder das Anfangsniveau erreicht. Ab dem zehnten Tag nach Impfung konnte bei
den Probanden ein signifikanter Anstieg mit einem Signifikanzniveau von mindestens p<0,05

und Zellkonzentrationen von 36, 47 bzw. 26 Zellen/pL nachgewiesen werden.

Neben den T-Zellen spielt die humorale Immunantwort eine entscheidende Rolle bei der
Abwehr von Infektionskrankheiten. Im Rahmen der Ausbildung einer adaptiven
Immunantwort kommt es zur Proliferation von Plasmablasten. Diese Zellen wandeln sich
daraufhin in Plasmazellen um, deren Hauptaufgabe die Sezernierung von Antikdrpern ist. In

der folgenden Abbildung 5.10 ist der Konzentrationsverlauf der Plasmablasten in den
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Probanden dargestellt. Bis auf Tag zwei, an dem ein leichtes Absinken der
Plasmablastenzahl registriert wurde (4,8 Zellen/uL), blieb die Zellzahl bis zu Tag vier
konstant bei etwa 5,5 Zellen/uL, woraufhin sie dann an Tag sieben leicht, aber signifikant
(p<0,05) auf 4,5 Zellen/uL zuriickging. An den Tagen 10 und 14 konnte eine deutliche
Erhohung auf 8,5 bzw. 12 Zellen/uL festgestellt werden (p<0,05 bzw. <0,01), was zeitlich
dem Erreichen des maximalen Titers an neutralisierenden Antikorpern (Tabelle 5.9 auf
Seite 84) entspricht. Bis zum 28. Tag nach Impfung blieb die Plasmablastenkonzentration mit
6,6 Zellen/uL leicht erhont.
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Abbildung 5.10: Zeitlicher Verlauf der Konzentration von Plasmablasten im Blut der Probanden.
Dargestellt ist die Anzahl der CD19°“*CD27""™ Plasmablasten pro Mikroliter Blut in Abhangigkeit der
Untersuchungstage. Die Box umschlie3t die Messdaten zwischen dem 25. und 75. Perzentil, der Querstrich
entspricht dem Median. Die Fehlerbalken stellen die &ul3ersten Messergebnisse dar. * bezeichnet signifikante
Daten mit p<0,05, ** eine Signifikanz mit p<0,01 in der Wilcoxon-Analyse.

5.2.5 Betrachtung zweier Probanden (#20 und #12) mit

abweichender Zytokinexpression

Zwei Probanden zeichneten sich bei den Untersuchungen durch extreme
Zytokinexpressionsmuster aus. Sie wurden in dem Analysekollektiv belassen, jedoch in

Bezug auf die Zytokinexpression gesondert analysiert.

In Tabelle 5.15 sind die Ergebnisse des Probanden #20 zusammengefasst. Bei ihm liel3 sich
an Tag vier eine schwache Viramie mit 252 GA/mL nachweisen. Im IIFT lieRen sich beide
AK-Klassen frihestens an Tag 14 nachweisen. Der IgM-Titer stieg von 1:100 auf 1:320 an
Tag 28, wohingegen der IgG-Titer in diesem Zeitraum bei 1:100 konstant blieb.
Neutralisierende Antikorper waren ab Tag zehn (Titer 1:44) nachweisbar und bewegten sich

daraufhin in einem Bereich von 1:54 bis 1:63.
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Tabelle 5.15: Analyseergebnisse des Probanden #20.

Tage nach Immunisierung

Untersuchung

0 1 2 3 4 7 10 14 28
GFV-PCR - - neg neg 252 neg neg
IIFT-IgM 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320
IIFT-IgG 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:100
PRNT 0 - - - - 0 1:44 1:63 1:54

IIFT — indirekter Imnmunfluoreszenztest, PRNT — Neutralisationstest

Die Untersuchung der zellularen Parameter fur den Probanden #20 ergab die in der
Abbildung 5.11 dargestellten Daten. Gezeigt sind jeweils die Konzentrationen in Zellen pro
Mikroliter Vollblut.

Die Plasmablasten wurden vor der Impfung in einer Konzentration von 6 Zellen/uL
gemessen. Bis zu Tag drei fiel sie auf 4 Zellen/uL ab und stieg anschlieend an den Tagen
vier und sieben wieder auf das Ausgangsniveau an. Ab Tag zehn wurde ein deutlicher
Anstieg mit einem Maximum von 18 Zellen/uL an Tag 14 gemessen. Bis zu Tag 28 fiel die

Plasmablastenkonzentration wieder auf den Ursprungswert von 6 Zellen/uL ab.

Fir die cytolytischen CD56%™ NK-Zellen wurde vor der Impfung eine Konzentration von etwa
200 Zellen/uL gemessen, die bis zu Tag drei auf etwa 84 Zellen/uL abfiel. Nach einem
Anstieg bis zu Tag sieben (165 Zellen/uL) kam es erneut zu einer Abnahme der
Konzentration auf 120 Zellen/uL an Tag 14. Am letzten Messtag konnte ein leichter Anstieg
auf 145 Zellen/pL nachgewiesen werden.

Die Konzentration der zytokinausschiittenden CD56°"" NK-Zellen sank bereits am ersten
Tag nach Impfung von etwa 5 Zellen/uL (Tag null) auf ihr Minimum von etwa 2 Zellen/pL an
Tag sieben. Bis zu Tag 14 stieg die Konzentration auf etwa 7 Zellen/uL an und fiel zu Tag 28

hin wieder auf das Ausgangsniveau zurick.

Die myeloiden dendritischen Zellen wurden vor der Impfung in einer Konzentration von etwa
einer Zelle/uL nachgewiesen. Bis zu Tag sieben gab es einen leichten Anstieg auf fast vier
Zellen/pL. Daraufhin normalisierten sich die Werte bis zum 14. Tag wieder und stiegen an

Tag 28 nochmals leicht auf 1,7 Zellen/pL an.

Die GFV-spezifischen CD4" T-Zellen wiesen bis zum vierten Tag Werte um 0,2 Zellen/uL
auf. Bis zu Tag zehn kam es zu einem Anstieg auf eine Zellkonzentration von 2,3 Zellen/pL
im Blut. Daraufhin nahm die Konzentration wieder ab und erreichte an Tag 28 eine

Konzentration von 0,5 Zellen/pL.

100



ERGEBNISSE

250-
200+
150 —
100+

absolute Zellzahl
[Zellen/pL]
— N
i g

Py
o
1

A\

—a
—

01 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 27 28 29

Tage nach Impfung

Abbildung 5.11: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration von Plasmablasten, myeloiden dendritischen
Zellen, GFV-spezifischen CD4" T-Zellen, CD56"" und CD56°™ NK-Zellen des Probanden #20.

Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro Mikroliter Vollblut fur die folgenden Zellpopulationen:

(e) Plasmablasten, (m) myeloide dendritische Zellen, (A) CD56°"™ NK-Zellen, (¢) CD56"™ NK-Zellen und
(V) GFV-spezifische CD4" T-Zellen.

Die Ergebnisse der Zytokinanalyse sind als prozentuale Expressionslevel, bezogen auf die
Positivkontrolle, in der Tabelle 5.16 dargestellt. Die Expressionslevel des Probanden #20
wurden mit den Medianen den Analysekollektivs (siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87) verglichen.
Grin hinterlegte Felder zeigen eine mindestens 20 % hohere Expression des entsprechende
Zytokins, rote Hinterlegung eine um mindestens 20 % niedrigere Expression bei dem
Probanden #20. Bis zu Tag vier nach der Impfung wurden alle Zytokine au3er IL-18, IL-2/-3/
-11/-13/-15/-16 und IL-17 deutlich exprimiert. An Tag sieben fielen die Expressionslevel
massiv ab und erreichten fur alle Zytokine aufRer elf Zytokine die Werte des Medians des
Analysekollektivs. An Tag zehn stiegen die Expressionslevel von 32 Zytokinen wieder
deutlich an. An Tag 14 ging das Expressionslevel fiur alle Zytokine aufler STNF-RI,
PDGF-BB, TIMP-2, IL-6 sR und sTNF-RIl wieder zuriick und erreicht das Niveau der

gemessenen Mediane innerhalb des Studienkollektivs (siehe Tabelle 5.11).
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Tabelle 5.16: Zytokinexpressionsmuster des Probanden #20.

Die Werte sind in Prozent, bezogen auf die Positivkontrolle des Testsystems angegeben. Hellgrau dargestellte
Werte liegen unter 1 % Messsignal. Farblich hervorgehoben sind Unterschiede des Expressionsmusters im
Vergleich zu den Werten des Analysekollektivs (siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87). Griin bezeichnet eine
mindestens 20 % héhere Expression bei dem Probanden #20, rot eine um mindestens 20 % niedrigere.

Zytokin Tag0 Tagl Tag2 Tag3 Tag 4 Tag7 Tagl1l0 Tagl1l4 Tag 28

-2 0 0 0 0

IP-10*°
MIG* €
TNFp?

IL-3%2
GM-CSF*?
IL-4%
IL-6
IL-10°
IL-13°

Eotaxin®
Eotaxin-2°
MCP-2°¢

MIP-1a.°
IL-1B
IL-7
IL-11
IL-15
IL-16
IL-17
TGFp1
TNFa
G-CSF
M-CSF
STNF-RI

o-

O O O o o o o

O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o

O O O O O O O O O O O O 0o o o o o o o o o o o

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

IFNy!
IL-12p40*
IL-12p70*

IL-1ow
PDGF-BB

TIMP-2
sICAM-1

IL-8¢

1-309¢

MCP-1°¢
MIP-1p°¢
MIP-15°
RANTES®
IL-6 SR
STNF-RII
Y2 pezeichnet Zytokine die eine Tyl/Thu2-Immunantwort charakterisieren, ~ bezeichnet Chemokine.
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Die Zusammenfassung der Daten des zweiten Probanden mit abweichendem Zytokinmuster
(#12) sind in Tabelle 5.17 dargestellt. Eine Viramie liel3 sich bei ihm nicht feststellen.
Gelbfieberspezifische Antikorper liel3en sich mit dem IIFT frihestens an Tag 14 nachweisen.
Die IgM-Antikorper stiegen von 1:100 auf 1:320 an Tag 28 und fielen daraufhin wieder auf
1:100 ab. 1gG-Antikorper lieRen sich initial mit einem Titer von 1:32 nachweisen, der
daraufhin auf 1:320 anstieg. Im Neutralisationstest war ab Tag zehn ein Titer von 1:50

nachweisbar, der daraufhin bei etwa 1:81 stabil blieb.

Tabelle 5.17: Analyseergebnisse des Probanden #12.

Tage nach Immunisierung

Untersuchung

0 1 2 3 4 7 10 14 28 60
GFV-PCR - - neg neg neg neg neg
IIFT-IgM 0 0 0 0 0 0 0 1:100 1:320 1:100
IIFT-19G 0 0 0 0 0 0 0 1:32 1:320 1:320
PRNT 0 - - - - 0 1:50 1:82 1:82 1:80

IIFT — indirekter Immunfluoreszenztest, PRNT — Neutralisationstest

Die Abbildung 5.12 zeigt die Auswertung der zelluldaren Immunparameter flr den Probanden
#12. Die Konzentrationen sind in Zellen pro Mikroliter Blut fur die einzelnen Zellarten

dargestellt.

Die Plasmablasten zeigten zwei Einbriiche der Zellzahl von etwa 7 Zellen/uL auf 4 Zellen/uL
an Tag zwei sowie 3 Zellen/uL an Tag sieben. AnschlieBend stieg das Niveau auf etwa
11 Zellen/uL. An Tag 28 kam es schlief3lich wieder zu einem Absinken auf 5 Zellen/pL.

Die CD56°™ NK-Zellen fielen kontinuierlich bis Tag sieben von 52 Zellen/uL auf 32 Zellen/pL
ab. An Tag zehn kam es zu einem kurzen Anstieg auf etwa 100 Zellen/pL. An den folgenden
beiden Untersuchungstagen sank die Konzentration wieder auf Werte im Bereich von
40 Zellen/pL.

Fir die CD56""" NK-Zellen wurde von Tag null bis zu Tag zwei sowie ab dem Tag 14 ein
Wert von etwas Uber 2 Zellen/uL gemessen. An den Tagen drei bis sieben fiel der Wert auf

unter 2 Zellen/pL.

Fur die myeloiden dendritischen Zellen konnte ein sehr stabiler Verlauf von etwa einer
Zelle/uL festgestellt werden, der nur durch einen Anstieg an Tag sieben auf ca. 3 Zellen/puL

unterbrochen wurde.

Die GFV-spezifischen CD4" T-Helferzellen lieRen sich mit einer konstanten Konzentration
von 0,25 Zellen/pL nachweisen. An den Tagen 3 und 14 kam es zu einem leichten Anstieg

der Zellkonzentration im Blut auf 0,42 bzw. 0,54 Zellen/pL.
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Abbildung 5.12: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration von Plasmablasten, myeloiden dendritischen
Zellen, GFV-spezifischen CD4" T-Zellen, CD56"" und CD56°™ NK-Zellen des Probanden #12.

Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro Mikroliter Vollblut fiir die folgenden Zellpopulationen:
(8) Plasmablasten, (w) myeloide dendritische Zellen, (A) CD56°"™ NK-Zellen, (¢) CD56"™ NK-Zellen und
(V) GFV-spezifische CD4" T-Zellen.

Das Zytokinexpressionsmuster ist in Tabelle 5.18 dargestellt, wobei die Werte die
prozentuale Expression bezogen auf die Positivkontrolle wiedergeben. Der Vergleich der
Expressionslevel mit dem Analysekollektiv ist farblich markiert. Eine griine Hinterlegung
bezeichnet eine >20 % hohere Expression bei dem Probanden #12, eine rote Hinterlegung
eine >20 % niedrigere Expression. Auffallig bei diesem Probanden sind besonders die Tage
7 und 28. Am siebten Tag nach Impfung waren 33 Zytokine nachweisbar exprimiert, an Tag
28 waren es 37 Zytokine. An den anderen Tagen zeigt sich ein sehr uneinheitliches
Expressionsmuster der Zytokine. Im Vergleich zum Median der gesamten Studie (Tabelle
5.11 auf Seite 87) ist deutlich erkennbar, dass sehr viele Zytokine, wie z.B. MIG, TNFj, IL-
10, MIP-1a, IL-11, TGFBl, M-CSF, GM-CSF, PDGF-BB, TIMP-2, IL-8,
MIP-18, MIP-15, RANTES, IL-6 sR und sTNF-RII deutlich starker exprimiert wurden als im

Analysekollektiv (grin markiert).
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Tabelle 5.18: Zytokinexpressionsmuster des Probanden #12.

Die Werte sind in Prozent, bezogen auf die Positivkontrolle des Testsystems, angegeben. Hellgrau dargestellte
Werte liegen unter 1 % Messsignal. Farblich hervorgehoben sind Unterschiede des Expressionsmusters im
Vergleich zu den Werten des Analysekollektivs (siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87). Griin bezeichnet eine
mindestens 20 % héhere Expression bei dem Probanden #20, rot eine um mindestens 20 % niedrigere.

Zytokin Tag0 Tagl Tag2 Tag3 Tag 4 Tag7 Tagl1l0 Tag 14 Tag 28

IL-2* 0 0 0 0 0 0
IP-10~¢ 0
MIG €
TNFp?
IL-3%2
GM-CSF*?
IL-4%
IL-6
IL-10°
IL-13°

Eotaxin®
Eotaxin-2°
MCpP-2¢
MIP-1a.°

IL-1B
IL-7
IL-11

IL-15
IL-16
IL-17

TGFp1

TNFo

G-CSF

O O O o o o

O O O O o o o o o

M-CSF
STNF-RI

O O O O O o o o

IFNy!
IL-12p40*
IL-12p70*

IL-1a
PDGF-BB

TIMP-2
SICAM-1
IL-8°
1-309°
MCP-1¢
MIP-1p°¢
MIP-15°
RANTES®
IL-6 SR
STNF-RII

Y2 pezeichnet Zytokine die eine Tyl/Thu2-Immunantwort charakterisieren, ~ bezeichnet Chemokine.
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5.3 Analyse afrikanischer Wildtypinfektionen

Die in der Studie gewonnenen Daten Uber das Zytokinexpressionsmuster von gesunden
Erstimpflingen sollte mit Patienten verglichen werden, die an einer akuten Gelbfieberinfektion
leiden. Zu diesem Zweck wurden insgesamt zehn Serumproben aus drei verschiedenen
Gelbfieberausbrichen in Guinea (2001, 2004 und 2005) untersucht. Im Nachhinein stellte
sich heraus, dass die Hintergrunddaten sehr lickenhaft waren, sodass eine klare Aussage
Uber den Zeitraum zwischen Infektion und Probenentnahme nur in einem Fall (#3744)

madglich war.

Eine Ubersicht Uber die verfiigbaren Daten ist in Tabelle 5.19 gezeigt. Sechs Proben
stammten von Frauen, vier von Mannern. Das Alter der Patienten reichte von 16 bis 45
Jahren (Median 31 Jahre). In der Vortestung auf gelbfieberspezifische Antikdrper waren
sieben Patienten positiv fiir IgM-Antikorper, wobei zwei Patienten gleichzeitig auch positiv fur
IgG-Antikdrper waren. Drei weitere Patienten waren nur flr IgG-Antikdrper positiv. Von
insgesamt vier Patienten gab es Informationen Uber die Symptomatik (lkterus und Fieber),
die in allen Féllen zu einer Gelbfieberinfektion passen kdnnten, jedoch nicht sehr spezifisch

waren.

Tabelle 5.19: Patientendaten der Wildtypinfektionen.

Serologische

ID [J'g:]tfgn] Geschlecht Symptome Symptombeginn e:IgZE:q_e Vortestung

IgM IgG

3759 18 w Fieber, Ikterus 25.12.2005 pos

3744 45 m Fieber, Ikterus 04.10.2005 15.10.2005 pos

3686 29 w 28.11.2004 pos

3755 35 w 17.12.2005 pos

3754 33 m 17.12.2005 pos

3637 16 w 14.05.2001 pos pos

3635 20 w 04.06.2001 pos pos

3654 27 w F"Ebrf)'ré 'Ckrt]irnus' pos

3655 45 m FieEbr%'ré '(':‘rtlirnus 09.08.2001 pos

3636 38 m 12.06.2001 pos

In Tabelle 5.20 sind die Ergebnisse der Zytokinanalysen dargestellt. Bei einigen Patienten

kam es zu Signalen in den Negativkontrollen, die in der Tabelle mit ® gekennzeichnet sind.

Das unspezifische Signal der Negativkontrolle wurde von allen anderen Messwerten

abgezogen. Auf Grund der fehlenden zeitlichen Zuordnung der Proben wurden die

Zytokinexpressionslevel mit den Werten des Analysekollektivs an Tag zehn verglichen, da zu

diesem Zeitpunkt eine hohe Aktivitat des Immunsystems in den Probanden nachgewiesen
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wurde und auRerdem mit Symptomen im Falle eines Impfzwischenfalles zu rechnen ist. Eine
grine Hinterlegung der Daten bezeichnet eine >20 % hohere Expression bei dem
afrikanischen Patienten, eine rote Hinterlegung eine >20 % niedrigere Expression. Insgesamt
zeigte sich, dass die Expression der Zytokine sich tiber das gesamte Spektrum deutlich von
dem Expressionsmuster der Studie unterschied. Die Expression der Zytokine bei den
Patienten ist sowohl bei den Zytokinen, die im Median des Kollektivs nicht exprimiert wurden
(IL-2 bis sSTNF-RI) als auch in den messbaren Zytokinen des Kollektivs (IFNy bis sSTNF-RII)
deutlich héher. Ausnahmen davon bilden IL-7, TIMP-2 und IL-6 SR, die &hnlich stark oder bei

einigen Patienten sogar etwas schwacher exprimiert wurden.
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Tabelle 5.20: Zytokinexpressionsmuster der Wildtypinfektionen.

Die Werte sind in Prozent, bezogen auf die Positivkontrolle des Testsystems, angegeben. Hellgrau dargestellte
Werte liegen unter 1% Messsignal. Farblich hervorgehoben sind Unterschiede im Expressionsmuster im
Vergleich zu den Werten des Impfkollektives (Tabelle 5.11 auf Seite 87). Grin bezeichnet eine >20 % hdohere
Expression bei den Patienten, rot eine um >20 % niedrigere. “? bezeichnet Zytokine die eine Tyl/Th2-

Immunantwort charakterisieren, © bezeichnet Chemokine, ° Daten wurden um den Wert der Negativkontrolle
korrigiert.

Zytokin 3759° 3744° 3686° 3755 3754° 3637° 3635° 3654 3655 3636

L2 o o 0 0|

IP-10*¢ 0
MIG" €
TNFp?
IL-3"2
GM-CSF*?
IL-4
IL-6
IL-107
IL-13°

Eotaxin®

Eotaxin-2°
Mcp-2°
MIP-1a°

IL-1B
IL-7
IL-11
IL-15
IL-16
IL-17
TGFB1
TNFo
G-CSF
M-CSF
STNF-RI
IFNy*
IL-12p40*
IL-12p70*
IL-1a

PDGF-BB
TIMP-2

SICAM-1

IL-8¢
1-309°

McCP-1°

MIP-1p°¢

MIP-18°

RANTES®
IL-6 SR 28 33

STNF-RII T u
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5.4 Entwicklung einer antiviralen Strategie mittels siRNA-

basierter Replikationshemmung

Durch die Einschleusung von siRNA in eukaryotische Zellen lassen sich gezielt bestimmte
RNA-Sequenzen spalten und somit unlesbar machen. Dieser Ansatz soll in vitro als
Moglichkeit zur Unterdriickung der Virusreplikation untersucht werden. In dem gewahlten
System werden die Zellen mit Plasmiden transfiziert, von denen die siRNA in Form von
»hairpin-Molekilen* konstitutiv exprimiert wird. Diese Vorstufe der siRNA wird durch zellulare
Enzyme umgewandelt und dient anschlieRend als komplementare Erkennungssequenz fir

die Spaltung von RNA-Molekiilen, in diesem Fall von RNA-Virusgenomen (siehe 2.2).

5.4.1 Auswahl der gegen das GFV gerichteten siRNA-Sequenzen

Das gesamte 17D-Virusgenom wurde mittels der von der Firma Promega online zur
Verfligung gestellten Software ,siRNA Target Designer® [142] auf erfolgversprechende
siRNA-Sequenzen untersucht. Diese Sequenzvorschlage wurden daraufhin getestet, ob sie
ebenfalls gegen Gene des Menschen oder der Maus gerichtet sind, was einen
Ausschlussgrund fiir die Weiterverwendung darstellte. Die verbleibenden Sequenzen wurden
daraufhin untersucht, ob sie auch in anderen Gelbfiebervirusstammen vorhanden sind, um
ein moglichst breites Wirkungsspektrum zu ermdglichen. Die finf Sequenzen mit den besten
Ergebnissen (siehe Tabelle 5.21) wurden letztendlich fir die Versuche ausgewahlt. Als
Negativkontrolle (siRNA sc) wurde eine siRNA-Sequenz erzeugt, die keine Homologien in

dem GFV-, Maus- oder Menschengenom aufwies.

Tabelle 5.21: Ubersicht {iber die verwendeten siRNA-Sequenzen.

Bereich im GFV-Stamme mit der
Bezeichnung Sequenz (5—3’) 17D-Genom Virus-Zielprotein el
[bp] Zielsequenz

17D, 17D-213, 17DD, 17DD-
SIRNA#1 GCGTGCAAGCGCACTTATT 1246-1264 E-Protein Brasil, Asibi, French neurotropic/
viscerotropic virus, Trinidad 79a

17D, 17DD-Brasil, Asibi, French
viscerotropic virus

17D, 17D-213, 17DD, 17DD-
Brasil, Asibi, French neurotropic/
viscerotropic virus, Gambia 2001,
Ivory Coast 82/99, Trinidad 79a

17D, 17D-213, 17DD-Brasil,
Asibi, French neurotropic/
viscerotropic virus, Gambia 2001,
Ivory Coast 99, Trinidad 79a

17D, 17D-213, 17DD, 17DD,
17DD-Brasil, Asibi, French
SiIRNA#5 GAACCGGACTCCACACATT 10508-10526 3'-NTR neurotropic/ viscerotropic virus,
Gambia 2001, Ivory Coast 82/99,
Trinidad 79a

siRNA sc GCGGTAGCGCCCATATTAT - - -

SIRNA#2 GAATACCGACATTAAGACT 1431-1449 E-Protein

SIRNA#3 GTACATGGACGCAGTCTTT 2955-2973 NS1

SiRNA#4 GCTGGTCGGGCAAGTAACT 3633-3651 NS2a
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5.4.2 Herstellung der Expressionsplasmide

Die ausgewahlten Sequenzen wurden, wie in Kapitel 4.2.2.8.2 beschrieben, in die
Expressionsplasmide inseriert. Zur Kontrolle auf eventuelle Mutationen wurden die erzeugten
Plasmide in den inserierten Bereichen sequenziert (4.2.2.7.4). Alle fiur die Versuche

eingesetzten Plasmide wiesen keine Mutationen auf (Daten nicht gezeigt).

SiRNA#4 konnte trotz mehrfachen Versuches nicht hergestellt werden. Die Sequenzen
brachen stets zu frih ab, sodass keine Aussage Uber die Zielsequenz gemacht werden
konnte. Sie wurde daher in den Untersuchungen nicht eingesetzt. Durch die erfolgreiche
Insertion in das Expressionsplasmid wurden die siRNA-Sequenzen unter die Kontrolle eines
humanen U6-Promoters gestellt. U6 ,small nuclear* RNA (U6-snRNA) ist in Zellen am
Splicing der mRNA-Molekile beteiligt und wird daher durch den Promoter konstitutiv
transkribiert [154].

5.4.3 Bestimmung der initialen Infektionsdosis

Die Untersuchung der siRNA-Wirkung erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 24 bis 72
Stunden nach Infektion. Daher musste bereits nach 24 Stunden ohne Anwesenheit der
siRNAs eine ausreichend hohe Viruslast in den Zellen und dem Uberstand entstanden sein,
um ein deutlich nachweisbares Signal zu erzeugen. Um zu testen welche Infektionsdosis
(MOI) dafur notwendig ist, wurden Hek293T-Zellen entsprechend der Versuchsplanung
ausgesat und mit verschiedenen Virusmengen (MOI 0,01 bis 10) infiziert (siehe 4.2.3.4).
Nach 24 Stunden wurden die Zellen und der Zellkulturiiberstand geerntet und auf die Anzahl
der in der TagMan®-PCR nachweisbaren GA untersucht (siehe 4.2.2.7.1). In Tabelle 5.22
sind die Ergebnisse dargestellt. In den Zellen nimmt die Anzahl der GA/Ansatz mit
steigender MOI von 1015 auf 8,7*10° zu. Unter den gleichen Bedingungen steigt die Anzahl
der GA/Ansatz im Zellkulturiiberstand von 101 auf 9,3*10* an. Anhand dieser Daten wurde
fur die nachfolgenden Versuche eine Infektionsdosis von eins verwendet, da sie sowohl
Spielraum nach unten fur die Reduktionswirkung der siRNAs zuldsst als auch den Nachweis

der weiteren Replikation der Viren an den folgenden Tagen zul&sst.

Tabelle 5.22: Ergebnis der Infektionsversuche mit Infektionsdosen zwischen 0,01 und 10.
Dargestellt sind die Schwellenwertzyklen (Cr) der TaqMan®-PCR und die daraus berechneten GA/Ansatz fir
Zellen und Uberstande, die mit verschiedenen Infektionsdosen (MOI) infiziert wurden.

MOl Cr (Uberstand) (Sﬁé /r*:;";‘fg) Cr (Zellen) GA/Ansatz (Zellen)
0,01 32,20 101 28,85 1015

0,1 28,97 955 24,98 1,8*10*

1 25,87 9828 22,03 1,8+10°

10 22,84 9,3*10* 19,77 8,7*10°
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5.4.4 Optimierung der Transfektionseffizienz

Die Reduktion der Virusreplikation ist von der erfolgreichen Transfektion der siRNA-
Expressionsplasmide abhangig. Zu diesem Zweck wurden drei verschiedene chemische
Transfektionsreagenzien getestet. Bei Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) und FUGENE® HD
(Roche) handelt es sich um Kombinationen aus kationischen Lipiden und nicht geladenen
Lipiden. Die ersteren komplexieren durch ihre Ladung die zu transfizierende DNA. Die
Beimischung von ungeladenen Lipiden erleichtert das Verschmelzen der DNA-Lipid-
Komplexe mit den Zellmembranen. Das Reagenz GenelJuice® (Novagen®) basiert auf nicht
toxischen zellularen Proteinen und neuartigen Polyaminen deren Kombination die Bindung
der DNA und das Verschmelzen mit der Zellmembran ermdéglicht. Lipofectamin™ 2000 der
Firma Invitrogen (siehe 4.2.6.4.1) wurde in einem Volumenbereich von 0,25 bis 6 pL je
Ansatz mit Plasmidmengen von 0,5 bis 2pug in verschiedenen Zellarten getestet
(siehe Tabelle 5.23). Es zeigte sich, dass nur Hek293T-Zellen in ausreichendem Malie
transfizierbar waren. Bei der optimalen Konzentration von 5 pL Lipofectamin™ 2000 mit
einem oder zwei Mikrogramm Plasmid wurde eine Transfektionseffizienz von etwa 30 %
erreicht, welche durch mikroskopische Auszdhlung der transfizierten und damit

GFP-exprimierenden Zellen bestimmt wurde.

Tabelle 5.23: Transfektionseffizienzen mit Lipofectamin™ 2000.

Gezeigt sind die Transfektionseffizienzen, die durch die Transfektion verschiedener Zelllinien erreicht wurden. Die
Transfektionen wurden mit den jeweils angegebenen Volumina Lipofectamin™ 2000 sowie den angegebenen
Mengen an Plasmid durchgefiihrt.

Lipofectamin™ 2000 [uL]

Zellart Plasmid
(ug] 0,25 05 1 2 3 4 5 6
+ ++ 4 ++
Hek293T
+ 4+ 4 ++
Hek293 L
Graham
HelLa 1 - - - - + +
05
PS

1
Effizienzen: - < 10 %, + = 10 %, ++ =20 %, +++ =30 %

Das von Roche hergestellt FUGENE® HD (siehe 4.2.6.4.2) wurde in Anséatzen zu 5, 7 und
9 pL mit 2 oder 3 Mikrogramm Plasmid eingesetzt. Von diesen Komplexen wurden jeweils 40
oder 60 pL auf die Zellen gegeben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.24 zusammengefasst.

Die optimalen Kombinationen erreichten eine Transfektionseffizienz von etwa 20 %.
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Tabelle 5.24: Transfektionseffizienzen mit FUGENE® HD.

Gezeigt sind die Transfektionseffizienzen, die durch die Transfektion mit den jeweils angegebenen Volumina
FUGENE® HD sowie den angegebenen Mengen an Plasmid erreicht wurden. Von den jeweiligen
Komplexgemischen wurden die angezeigten Volumina auf die Hek293T-Zellen gegeben.

FUGENE® HD [uL] / Volumen Komplex [pL]

Zellart Plasmid [pg]
5/40 5 /60 7140 7160 9 /40 9/60
2 + ++
Hek293T
3 - - + ++ ++ +

Effizienzen: - <10 %, + =10 %, ++ =20 %

Als drittes Reagenz wurde GeneJuice® der Firma Novagen® eingesetzt (siehe 4.2.6.4.3). Es
wurden Kombinationen von 0,75 bis 3 uL Reagenz mit 0,5 bis 1,5 ug Plasmid ausgetestet,
wie in Tabelle 5.25 gezeigt. Mit dieser Transfektionsreagenz konnten maximal 10 % Effizienz

erreicht werden.

Tabelle 5.25: Transfektionseffizienzen mit GeneJuice®.

Gezeigt sind die Transfektionseffizienzen, die durch die Transfektion mit den jeweils
angegebenen Volumina GeneJuice® sowie den angegebenen Mengen an Plasmid in
Hek293T-Zellen erreicht wurden.

GeneJuice® [pL]

Zellart Plasmid [ug]
0,75 15 3
0,5 + +
Hek293T 1 - + +
15 - + +

Effizienzen: - <10 %, + =10 %

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die Versuche zur Wirkung der siRNAs mit Hek293T

Zellen durchgefihrt, die mit 5 yL Lipofectamin™ 2000 und 1 pg Plasmid transfiziert wurden.

5.4.5 Wirksamkeitsuntersuchung der siRNAs

Die Replikationshemmung der siRNAs wurde im Vergleich mit der Replikation in der
Negativkontrolle, die mit der nicht-GFV-spezifischen siRNA transfiziert wurde, durch zwei
Verfahren bestimmt. Zum einen wurden die Virusgenomaquivalente mittels TagMan®-PCR
nachgewiesen (4.2.2.7.1). Zum anderen wurden die neu produzierten infektiosen Partikel

sowohl in den Zellen als auch im Uberstand durch den Plaque-Test (4.2.3.1.1) bestimmt.

Um unterschiedliche Zellzahlen in den einzelnen Ansétzen zu bericksichtigen, wurden alle
Werte Uber das Tubulin-Gen (siehe Abschnitt 4.2.2.7.3) auf die Zellzahl je Ansatz

normalisiert [144].
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5.4.5.1 Inhibition der Replikation des 17D-Gelbfieberimpfstammes durch die
SiRNAs

Zunachst wurde fur die Experimente der Gelbfieberimpfstamm 17D verwendet, weil dieser

das Arbeiten unter S2-Bedingungen erlaubt.

Um die Replikationshemmung nachzuweisen wurden in jedem Experiment die Werte fur die
Negativkontrolle (unspezifische siRNA) als 100 % definiert und die Daten der anderen
siRNAs darauf bezogen. In der folgenden Abbildung 5.13 sind die Ergebnisse der PCR-
Quantifizierung zusammengefasst dargestellt. Fir jeden Untersuchungszeitpunkt wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichungen fir die Genomaquivalente berechnet. Mittels des
T-Tests wurde jeweils gepriift, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Negativkontrolle
und dem jeweiligen Messwert fur die siRNA bestand. Bei diesem Test wird die Differenz
zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen daraufhin untersucht, ob die Unterschiede
zuféllig aus der Streuung der Daten heraus entstanden sind oder ob ein bedeutsamer
Unterschied besteht. Die Signifikanzaussagen sind in der folgenden Abbildung 5.13 wie folgt
markiert: * bedeutet p<0,05, ** bedeutet p<0,01. Eine Grundvoraussetzung fur die
Aussagekraft des T-Tests ist die Homogenitat der Varianz der beiden Vergleichsgruppen.
Parallel zu den T-Testen wurde daher der Levene-Test durchgefihrt, der diese
Varianzhomogenitat Gberprift. Es kommt daher in Einzelfallen dazu, dass beispielsweise die
Mittelwerte zweier siRNAs den gleichen (im T-Test signifikanten) Unterschied zu der
Negativkontrolle aufweisen, jedoch eine der beiden auf Grund der fehlenden
Varianzhomogenitat und damit der fehlenden Aussagekraft des T-Tests als nicht signifikant

eingestuft werden muss.

Auf der Genomebene zeigt die siRNA#1 eine sehr einheitliche Reduktion der
Virusgenomaquivalente. Uber den gesamten Versuchszeitraum waren sowohl in den Zellen
wie auch im Uberstand der mit SIRNA#1 transfizierten Zellen eine hochsignifikante Reduktion

auf 30-40 % nachweisbar.

Ein ahnliches Verhalten zeigte siRNA#3. Auch hier konnte bereits nach 24 Stunden eine
Reduktion der Genoméagquivalente nachgewiesen werden, diese lag im Uberstand bei 45 %
(p<0,01) und in den Zellen bei 65 % (p<0,05) und damit etwas hoher als siRNA#1. An den
darauffolgenden Tagen wurde die Anzahl der Genomaquivalente auf Bereiche um 20-30 %

(p<0,01) der Negativkontrolle gesenkt.

SIRNA#5 zeigt 24 Stunden nach Infektion nur in den Zellen eine signifikante Reduktion der
Genomagquivalente auf 40% (p<0,01). Am zweiten Tag nhach Infektion sank das
Nachweislevel sowohl fiir Zellen wie auch fiir den Uberstand auf etwa 30 % (p<0,01) und

stieg 72 Stunden nach Infektion wieder auf 50 % an, blieb jedoch signifikant. SIRNA#2 zeigte
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ein deutlich abweichendes Muster. Sowohl 24 als auch 48 Stunden nach Infektion konnte
keine Reduktion der Genoméaquivalente festgestellt werden. Am zweiten Tag wurde eine
signifikante Erhohung der Genoméaquivalente in den Zellen auf 226 % (p<0,05)
nachgewiesen. Nach 72 Stunden konnte eine Reduktion in den Zellen und dem Uberstand
auf Bereiche um 50 % gezeigt werden.

In der folgenden Abbildung 5.14 sind die nachweisbaren infektiosen Partikel unter der
Anwesenheit der verschiedenen siRNAs dargestellt. Die Anzahl der infektidsen Partikel in
den Negativkontrollen wurde mit 100 % angesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen.
Eine statistische Analyse war in diesem Fall nicht moglich, da lediglich eine

Doppelbestimmung durchgefihrt wurde.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Bestimmung der GA (Abbildung 5.13) konnte fiir die
siRNAs#1, #3 und #5 keine Reduktion der Replikation nach 24 Stunden festgestellt werden.
Die Werte fir den Uberstand und die Zellen blieben auf dem Niveau der Negativkontrolle.
Fur siRNA#1 konnte an den folgenden beiden Tagen eine deutliche Reduktion auf 25 bzw.
40 % nachgewiesen werden. Fiur siRNA#3 wurde eine kontinuierliche Abnahme der Werte
auf etwa 45 % nach 48 Stunden und 20 % nach 72 Stunden gemessen. Die Replikation des
Virus wurde unter Anwesenheit von siRNA#5 nach 48 Stunden auf etwa 50 % gesenkt. Nach
72 Stunden blieb der Messwert fur die Zellen weiterhin bei 50 %, der fur den
Zellkulturiberstand stieg auf etwa 100 % an.

SiRNA#2 zeigte, wie auch bei der PCR-Analyse, eine starke Abweichung der Wirkung.
24 Stunden nach der Infektion wurden sowohl fur die Zellen als auch fir den Uberstand
Werte um 245 % nachgewiesen. Am zweiten Tag nach Infektion sanken die Werte,
erreichten jedoch keine Reduktion im Vergleich zu der Negativkontrolle. Erst am dritten Tag

wurde eine Reduktion auf etwa 44 % nachgewiesen.

Bis auf die Tatsache, dass im Plaque-Test keine Reduktion am ersten Tag nachweisbar war,
decken sich die Werte beider Versuche sehr gut. Die siRNAs #1 und #3 zeigten nach
48 bzw. 72 Stunden eine deutlich reduzierte Replikation. SIRNA#5 zeigte den gleichen
Effekt, jedoch nicht so stark ausgepragt wie die beiden vorgenannten. SIRNA#2 wich von
den ubrigen siRNAs in der Weise ab, dass sie erst nach 72 Stunden eine leichte Reduktion
bewirkt, in der Zeit davor jedoch teilweise sogar eine Verbesserung der Replikation

verursachte.
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Abbildung 5.13: Relative 17D-Virusreplikation auf Genoméaquivalentebene.

Dargestellt werden die Mittelwerte der prozentualen Verhéltnisse der nachgewiesenen Genomaéaquivalente
zwischen den einzelnen Anséatzen und der Negativkontrolle. Die Mittelwerte der Negativkontrollen wurden als
100 % definiert, alle anderen Werte wurden darauf bezogen. Fir jede siRNA wurden jeweils die Werte der Zellen
sowie des Uberstandes fiir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion bestimmt. Angegeben sind
aulBerdem die Zielbereiche der siRNAs innerhalb des GFV-Genoms. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Daten dar. * bezeichnet signifikante Daten mit p<0,05, ** mit p<0,01 im T-Test.
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Abbildung 5.14: Nachweis der infektiosen 17D-Viruspartikel im Plaque-Test.

Dargestellt werden die Mittelwerte der prozentualen Verhaltnisse der nachgewiesenen Virustiter zwischen den
einzelnen Ansatzen und der Negativkontrolle. Die Mittelwerte der Negativkontrollen wurden als 100 % definiert,
alle anderen Werte wurden darauf bezogen. Fir jede siRNA wurden jeweils die Werte der Zellen sowie des
Uberstandes fiir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion bestimmt. Angegeben sind auRerdem die
Zielbereiche der siRNAs innerhalb des GFV-Genoms. Die Fehlerbalken stellen die Mittelabweichung der Daten
dar.
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5.45.2 Wirkung der siRNAs auf den GFV Asibi-Wildtypstamm

Um die Wirkung der siRNAs in vitro auch gegen eine Infektion mit dem Asibi-Wildtypstamm
zu zeigen, wurden die gleichen Experimente wie unter 5.4.5.1 beschrieben erneut

durchgefihrt.

Die Abbildung 5.15 zeigt die Ergebnisse der Reduktionswirkung auf Ebene der
Genomagquivalente. Gezeigt werden die relativen Mittelwerte der einzelnen siRNAs fur Zellen
und Uberstand jeweils bezogen auf die Negativkontrolle, die als 100 % definiert wurde. Die
Signifikanzaussagen wurden Uber den T-Test berechnet und sind mit * (p<0,05) bzw.

** (p<0,01) gekennzeichnet.

Die Anwesenheit der siRNA#1 in den Zellen senkte den Anteil an Genomaéaquivalenten
signifikant auf etwa 30-40 % Uber den gesamten Messzeitraum, abgesehen von dem
Messwert der Zellen nach 24 Stunden bei dem keine signifikante Reduktion nachgewiesen

wurde.

Fiur siRNA#3 wurden nach 24 Stunden Werte um 50 % nachgewiesen, wobei nur der Wert
fur den Uberstand auch als signifikant bestatigt wurde. Danach fielen die Werte auf etwa
10 % (p<0,01) der Negativkontrolle. Der p-Wert fir den Uberstand-Messwert nach
72 Stunden zeigte auf Grund einer nicht homogenen Varianz der Gruppe (Levene-Test:

p<0,05) keine Signifikanz.

SIRNA#5 zeigte nach 24 und 72 Stunden eine Reduktion der Werte auf etwa 20-25 %
(p<0,01), wobei wiederum der Messwert fir den Uberstand nach 72 Stunden auf Grund der
fehlenden Varianzhomogenitat der Gruppe nicht signifikant war. 48 Stunden nach der

Infektion lagen die Werte mit etwa 48 % (p<0,01) hdher als an den beiden anderen Tagen.

Wie bereits bei den Ergebnissen fir den 17D-Impfstamm gezeigt, wich die Wirkung der
siRNA#2 auch beim Wildtypstamm von den anderen ab. Es wurden deutlich unterschiedliche
Messwerte fiir Zellen und Uberstand an den Messzeitpunkten bestimmt. In den Zellen wurde
nach 24 und 48 Stunden keine Reduktion festgestellt. Nach 72 Stunden liel3 sich jedoch ein
signifikanter Wert von 42 % (p<0,05) belegen. Fiir die Uberstande wurden nach 24 bzw.
48 Stunden Messwerte um 65 % nachgewiesen, wobei nur der 24 Stunden Messwert

signifikant war. Nach 72 Stunden stieg der Messwert auf 95 % an.

Die Analyse der produzierten infektiosen Partikel (Abbildung 5.16) ergab folgende Resultate.
SIRNA#1 senkte die Replikation wahrend des Untersuchungszeitraums auf etwa 25 % der
Negativkontrolle, wobei der Wert des Zellkulturiiberstandes nach 24 Stunden von allen

anderen Werten stark mit 69 % abwich.
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Die Anwesenheit der siRNA#3 reduzierte die Werte nach 24 Stunden in den Zellen auf 42 %
und im Uberstand auf 84 %. Nach 48 und 72 Stunden wurde die Replikation auf etwa 6 %
sowohl fir die Zellen als auch den Uberstand gesenkt.

SIRNA#5 senkte bereits nach 24 Stunden die Replikation auf etwa 31 %. Dieser Wert blieb
fur den Zellkulturiberstand auch nach 48 Stunden erhalten, der Anteil der infektibsen
Partikel in den Zellen stieg auf 86 % an. Nach 72 Stunden fielen die Messwerte fur Zellen
und Uberstand auf 11 %.

Die Virusreplikation in den Zellen unter dem Einfluss von siRNA#2 wurde nach 72 Stunden
erstmals auf einen Wert von 64 % gesenkt. Die Reduktion im Uberstand begann nach
48 Stunden mit 32 % und fiel nach 72 Stunden weiter auf 7 %.

Insgesamt betrachtet zeigte sich im Vergleich zu den Messwerten des 17D-Stammes, dass
die Wirkungen der einzelnen siRNAs auf die beiden Stamme vergleichbar sind. Die siRNAs
#1 und #3 zeigten eine sehr gute Replikationshemmung, siRNA#5 wirkte ebenfalls deutlich,
wenn auch nicht so stark. SiIRNA#2 zeigt auch bei diesen Experimenten deutliche

Wirkungsunterschiede innerhalb des untersuchten Zeitraumes.

160
Q 140
o
E
c 120
o=
o
Y o 100
2 5
=
$S 80
28 7
= 5
25 60+ T EZ3 7z
@ D 5% Fe
cz ek T 22
2 40 et ?5 7
o 5 | b Z
© s
T 20 H i
- . f/’
428 &
24h | 48h | 72h 24h | 48h | 72h 24h | 48h | 72h 24h | 48h |72h 24h | 48h | 72h
SIRNA#1 SIRNA#2 SIRNA#3 SiIRNA#5 Negativkontrolle
E-Protein E-Protein NS1 3“NTR
Stunden nach Infektion
|Ze||en & Uberstand |

Abbildung 5.15: Relative Asibi-Virusreplikation auf Genomaquivalentebene.

Dargestellt werden die Mittelwerte der prozentualen Verhdltnisse der nachgewiesenen Genomaéagquivalente
zwischen den einzelnen Ansatzen und der Negativkontrolle. Die Mittelwerte der Negativkontrollen wurden als
100 % definiert, alle anderen Werte wurden darauf bezogen. Fur jede siRNA wurden jeweils die Werte der Zellen
sowie des Uberstandes fiir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion bestimmt. Angegeben sind
aulBerdem die Zielbereiche der siRNAs innerhalb des GFV-Genoms. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Daten dar. * bezeichnet signifikante Daten mit p<0,05, ** mit p<0,01 im T-Test.
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Abbildung 5.16: Nachweis der infektidsen Asibi-Viruspartikel im Plague-Test.

Dargestellt werden die Mittelwerte der prozentualen Verhéltnisse der nachgewiesenen Virustiter zwischen den
einzelnen Anséatzen und der Negativkontrolle. Die Mittelwerte der Negativkontrollen wurden als 100 % definiert,
alle anderen Werte wurden darauf bezogen. Fiur jede siRNA wurden jeweils die Werte der Zellen sowie des
Uberstandes fiir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion bestimmt. Angegeben sind auRerdem die
Zielbereiche der siRNAs innerhalb des GFV-Genoms. Die Fehlerbalken stellen die Mittelabweichung der Daten
dar.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Immunantwort nach erstmaliger GF-Impfung untersucht.
Entscheidend dabei war das Ziel, einen moglichst umfassenden Uberblick tber die
humoralen und gleichzeitig die zellularen Ablaufe zu erhalten. Des Weiteren wurde durch die
umfangreiche Analyse der Zytokine die Kommunikation innerhalb der immunologischen
Reaktionen beobachtet. Ein Grund fur die Notwendigkeit dieser Untersuchungen sind die
immer wieder auftretenden schweren Impfzwischenfalle, deren Ursachen groftenteils
unbekannt sind. Aus drei Massenimpfkampagnen in Togo, Mali und Sierra Leone wurden
Proben der aufgetretenen Verdachtsfalle von Impfzwischenféllen untersucht. Sowohl bei
Impfzwischenfallen als auch bei Wildtypinfektionen besteht das Problem, dass sie nur
symptomatisch behandelt werden konnen, da eine virusspezifische Therapie fehlt. Auf
Zellkulturebene wurden daher Experimente durchgefiihrt, die eine inhibitorische Wirkung von
gelbfieberspezifischen siRNAs auf die Replikation des Impfvirus und des Asibi-Wildtypvirus

zeigen sollen.

6.1 Analyse von schweren GF-Impfzwischenféllen

Von drei GF-Massenimpfungen wurden Proben der Verdachtsfille von schweren
Impfzwischenfallen an das Robert Koch-Institut (RKI) zur Untersuchung gesandt, wobei sich
schnell ein grundsatzliches Problem der Daten- und Probentbermittlung zeigte: Die
Probenverpackung und -beschriftung war haufig unzureichend, was zu einer mdglichen
Kreuzkontamination der Proben gefiihrt haben kdnnte. Ebenfalls problematisch war, dass die
KiuhimaRnahmen fur langere Transporte nicht geeignet waren und die Proben in allen Fallen
ungekuhlt eintrafen. Haufig wurden nur sehr unvollstandige Daten zum Hintergrund der

Erkrankung mitgeschickt, sodass eine umfassende Beurteilung nicht mdglich war.

Alle Angaben Uber Antikérper-Titer im folgenden Text beziehen sich stets auf den Nachweis

von gelbfieberspezifischen Antikdrpern, auch wenn dies nicht explizit angegeben ist.

Von den 16 Proben aus Togo (siehe Abschnitt 5.1.2 auf Seite 69) wurden neun
symptomatisch  (Enzephalitis, Meningitis, Gesichtslahmung, Kopfschmerzen) als
neurologische Verdachtsfalle (YEL-AND) eingestuft, wobei eine eindeutige Identifizierung
durch einen Antikdrpernachweis in der Rickenmarksflissigkeit (CSF) nicht mdglich war, well
das entsprechende Probenmaterial nicht zur Verfiigung gestellt wurde. Drei Patienten
wurden mit viscerotropen Symptomen (lkterus, Fieber) als YEL-AVD-Verdachtsfalle

eingestuft. Vier weitere schwere Verdachtsfalle wiesen als Leitsymptome Odeme oder eine
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Hauterkrankung (Steven-Johnson Syndrom) auf, was nicht in die Einteilung YEL-AVD/-AND
passte.

Von diesen 16 Patienten konnten bei insgesamt sechs weder IgG- noch IgM-Antikorper
nachgewiesen werden, sodass eine Beteiligung des GFV an den Symptomen eher als
unwahrscheinlich einzustufen war. Fur einen Patienten konnte diese Einschéatzung bestatigt
werden, da im Rekonvaleszenzserum 115 Tage nach der Impfung ein Neutralisationstiter
(PRNT-Titer) von 1:21 nachgewiesen wurde. Dies ist selbst fir eine normalverlaufende
Impfung ein geringer Titer (siehe Tabelle 5.9 auf Seite 84) und widerspricht der Tatsache,
dass gerade bei Impfzwischenféllen in der Regel sehr hohe Titer nachweisbar sind
[83, 155, 156].

Bei drei der 16 Patienten wurden Antikdrper der Klasse IgG nachgewiesen, sodass eine
akute GFV-Infektion nicht bestatigt werden konnte. In diesen Féllen liegt die Vermutung
nahe, dass es sich um eine bereits bestehende Immunitat gegen das GFV oder ein
verwandtes Flavivirus handelt [157-159]. Togo gehért nach Einschatzung der WHO zu den
12 Landern mit dem hochsten GF-Risiko [27], sodass eine bereits durchgemachte

GFV-Infektion sehr wahrscheinlich ist.

Im Serum von funf Patienten konnten sowohl IgM- als auch IgG-Antikdrper nachgewiesen
werden. Bei drei dieser Patienten wurden im Rekonvaleszenzserum nur niedrige PRNT-Titer
nachgewiesen, weswegen diese Patienten als unwahrscheinliche Impfzwischenfalle
eingestuft wurden. Bei den verbleibenden zwei Patienten mit nachweisbaren IgG- und
IgM-Antikorpern ist ein Zusammenhang der Symptomatik mit der GF-Impfung mdoglich. Einer
der Patienten wurde daher als moglicher YEL-AND eingestuft. Der zweite Patient passte den
Symptomen nach nicht in die Einteilung YEL-AVD/-AND und wurde daher gesondert

registriert.

Bei zwei Patienten lieBen sich nur IgM-Antikdrper nachweisen, wobei eine zeitliche
Einordnung der Probenentnahme nicht mdéglich war. Ein Patient wies einen AK-Titer von
1:100 auf, was abhangig von der vergangenen Zeit nach Impfung ein normaler Wert sein
kann (Tabelle 5.7 auf Seite 81 und [55]) oder bei sehr frihem Auftreten ein Indiz fur einen
Impfzwischenfall ist. Der Patient wurde daher als moglicher viscerotroper Impfzwischenfall
eingestuft. Bei dem zweiten IgM-positiven Patienten wurde ein AK-Titer von 1:500
nachgewiesen, was auf eine massive Immunantwort hinweist, wie sie auch bei anderen
Impfzwischenfallen gezeigt wurde [160]. Dieser Patient wurde daher als wahrscheinlicher

YEL-AVD Impfzwischenfall eingestuft.

Bezogen auf die Impfung von 3,6 Millionen Menschen in Togo ergaben die beiden als

mdglich oder wahrscheinlich eingestuften viscerotropen Zwischenfélle eine Rate von
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1:1.800.000, die unterhalb der erwarteten Wahrscheinlichkeit von 1:200.000-300.000 [82]
liegt. Anhand der vorliegenden Daten wurde ein moglicher YEL-AND registriert, was einer
Wahrscheinlichkeit von 1:3.600.000 ergab und damit ebenfalls weit unter dem
allgemeingultigen Wert von 1:150.000-250.000 liegt.

Im Jahr 2008 wurden in Mali rund sechs Millionen Menschen gegen GF geimpft. Insgesamt
wurden von sieben Patienten Proben eingeschickt (siehe Kapitel 5.1.3 auf Seite 72), wobei in
keiner der Nachweis des GFV mittels TagMan®-PCR oder Virusanzucht gelang. Eine sichere
Aussage liel3 sich auf Grund der schlechten Transportbedingungen daraus nicht ableiten, da
die Kihlung wahrend des Transportes unzureichend war. Dies kénnte dazu gefiihrt haben,
dass vorhandene Viren zerstort wurden und so ein Nachweis nicht méglich war [161]. Zwei
Patienten wiesen neurologische Symptome (Krampfe, Gesichtslahmung) und vier Patienten

viscerale Symptome (lkterus bzw. Blutungen) auf.

Ein Patient litt 30 Minuten nach der Impfung an Durchfall und Tachykardie. Auf Grund des
zeitlichen Abstandes zwischen Impfung und Symptombeginn ist von einem anaphylaktischen
Schock auszugehen, der erwartungsgemal3 sofort nach der Impfung einsetzt. Solche
Reaktionen, die hauptséachlich bei Personen mit Allergien gegen Hihnereiweil3 oder Gelatine
auftreten, sind mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:131.000 zu erwarten [82]. Dieser Patient
wurde aus diesem Grund nicht als Impfzwischenfall nach den Kategorien YEL-AVD/-AND
gewertet.

Drei Patienten zeigten einen lkterus, der durch eine massive Schadigung der Leber
verursacht wurde. Alle wiesen zum Zeitpunkt der Probenentnahme jedoch eine Kklinisch
bestatigte akute Hepatitis-B-Infektion auf, die sehr wahrscheinlich fir die Symptome
verantwortlich war. Bestatigt wurde diese Einschatzung durch den ausschlief3lichen
Nachweis von IgG-Antikorpern in zwei Fallen bzw. den nachgewiesenen niedrigen PRNT-
Titer im Rekonvaleszenzserum der dritten Person. Die Patientin mit Blutungen wies an Tag
neun ebenfalls nur IgG-Antikbrper auf, sodass auch sie als unwahrscheinlicher
Impfzwischenfall eingestuft wurde. Die beiden neurotropen Verdachtsfalle wiesen im CSF
keine Antikérper auf. Dieses wichtige diagnostische Merkmal in Verbindung mit der
Tatsache, dass in einem Fall nur IgG-Antikérper im Serum und in dem anderen Fall normale
AK-Titerwerte an Tag 15 nachgewiesen wurden, fihrte zu der Einstufung als

unwahrscheinliche Impfzwischenfélle.

Die Expertenkommission zur Beurteilung der Verdachtsfélle kam in Bezug auf einen der

beiden neurotropen Verdachtsfalle (Patient #063) zu dem Ergebnis, dass es sich um einen
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Impfzwischenfall handelte. Es konnte nicht festgestellt werden, ob die Grundlage dieser
Entscheidung auf noch weiteren Informationen oder Probenanalysen beruhte.

Bezogen auf die geimpften Personen lag das Risiko eines neurotropen Impfzwischenfalls
somit bei 1:5,87 Millionen. Ein bestatigter viscerotroper Impfzwischenfall wurde nicht
gemeldet.

Von der 2009 in Sierra Leone durchgefuhrten Impfkampagne wurden Proben von drei
Patienten an das RKI gesandt (siehe Abschnitt 5.1.4 auf Seite 75), von denen zwei
verstorben waren. Der Nachweis von viraler RNA sowie von Antikérpern der Klasse IgM fiel
bei allen Proben negativ aus. Auf Grund der Tatsache, dass der Nachweis viraler RNA bei
allen darauf untersuchten Proben fehl schlug, legt die Vermutung nahe, dass dies auf die

unzureichende Transportkiihlung zurtickzufihren ist.

Eine Patientin ist acht Tage nach der Impfung mit Fieber und abdominalen Schmerzen in ein
Krankenhaus eingeliefert worden und dort verstorben. Es konnten nur an Tag acht
IgG-Antikdrper im Serum nachgewiesen werden. Zusammen mit dem nicht aussagekraftigen
Nachweis viraler RNA in den untersuchten Organproben ist auf Basis dieser Daten kein
eindeutiger Zusammenhang mit der Impfung herzustellen. Zwei Patientinnen litten nach der
Impfung an neurologischen Symptomen. Bei einer Patientin wiesen die bestimmten
lgG-Antikorpertiter nicht auf eine anormale Immunreaktion hin, daher ist von einer
Koinzidenz dieser Ereignisse auszugehen. Die zweite Patientin, die zwei Wochen nach der
Impfung verstorben ist, wies am sechsten Tag aul3erordentlich hohe Serum IgG-Titer
(1:3.200) sowie einen nachweisbaren Antikorpertiter im CSF auf. Die Symptomatik und die
diagnostischen Parameter bestétigen einen neurotropen Impfzwischenfall mit tddlichem

Ausgang.

Fur diesen neurotropen Impfzwischenfall ergab sich eine Wahrscheinlichkeit von
1:3,98 Millionen.

In den drei untersuchten Massenimpfungen wurden von insgesamt 26 Verdachtsfallen sechs
als moglich, wahrscheinlich oder bestatigt eingestuft. Die Inzidenz des Auftretens lag jedoch
deutlich unter den Vorhersagen aus anderen Untersuchungen. Ein méglicher Grund dafiir,
besonders bei Impfkampagnen in abgelegenen Regionen, ist die unzureichende Meldung
der Verdachtsfalle [90, 162]. Besonders die lediglich drei gemeldeten Verdachtsfalle bei fast
4 Millionen Impfungen in Sierra Leone lassen die Vermutung aufkommen, dass entweder die
Meldung der Falle unzureichend war oder nicht alle Falle an das RKI gesandt wurden. Eine
umfassende Uberwachung erfordert u.a. die Schulung des medizinischen Personals, die
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Information der lokalen und Ubergeordneten Gesundheitszentren, den Aufbau eines
Berichtsystems, die zentrale Auswertung aller eingehender Meldungen sowie die klinische
Untersuchung der Verdachtsfalle [89, 90, 163]. Im Rahmen grofRer Kampagnen sind diese
Anforderungen nur schwer flachendeckend umzusetzen. Es muss damit gerechnet werden,
dass behandlungsbedirftige Falle nicht an die entsprechenden Stellen weitergeleitet und
somit nicht erfasst werden. Um diese Problematik in Zukunft zu reduzieren, wurde kurzlich
von der WHO in Zusammenarbeit mit dem RKI und weiteren beteiligten
Untersuchungslaboratorien eine neue Richtlinie fiir die Uberwachung von Impfzwischenfallen
nach GF-Impfungen herausgegeben: ,Surveillance of adverse events following immunization

against yellow fever [89].

Ein weiterer nicht zu quantifizierender Faktor ist die Seropravalenz in den entsprechenden
Regionen. Da Impfkampagnen gezielt in Hochrisikogebieten durchgefiihrt werden, ist damit
zu rechnen, dass viele Menschen bereits Antikdrper gegen das GFV aufweisen. Schwere
Impfkomplikationen konnten bis auf einen Fall nur in Erstimpflingen nachgewiesen werden
[14], sodass eine erhdhte Seropravalenz die Wahrscheinlichkeit von schweren

Nebenwirkungen senkt.

Ein weiteres Problem zeigte sich bei dem Patienten #063 aus Mali. Auf Grund der
vorliegenden Datenlage wurde der Patient als unwahrscheinlicher Impfzwischenfall gewertet.
Die Expertenkommission kam jedoch zu dem Schluss, dass ein neurotroper Impfzwischenfall
vorlag. Es ist daher nicht auszuschlie3en, dass andere Falle durch weitere Untersuchungen
als Impfzwischenfalle eingestuft werden mussten und somit die Anzahl steigen wirde. Durch
die Herausgabe von klaren Richtlinien fur die Durchfihrung und Uberwachung von
Impfkampagnen [89] wird die Informationsgewinnung und -weitergabe standardisiert,
Empfehlungen fur den Versand von Probenmaterial gegeben und somit das Problem in
Zukunft verringert. Des Weiteren werden zunehmend Transportmethoden eingesetzt, die
keine Kuhlung erfordern wie der Versandt von getrocknetem Serum, Plasma oder Vollblut
auf Filterpapieren. Fir HIV wurde bereits gezeigt, dass sich daraus Viren und spezifische

Antikdrper nachweisen lassen [164, 165].

Die Notwendigkeit der Verbesserung von UberwachungsmaBnahmen auftretender
Nebenwirkungen zeigte sich bereits in der Vergangenheit. Beispielsweise hat die Erfassung
von gehauften neurologischen Zwischenfallen nach GF-Impfung bei Kindern unter
9 Monaten [166] dazu gefuhrt, dass die Immunisierung fur Kinder unter 6 Monaten
inzwischen kontraindiziert ist und fur Kinder unter 9 Monaten nicht empfohlen wird [167].
Zusatzlich konnten weitere erhdhte Impfrisiken fr Personen Uber 60 Jahren [168] und flr
Personen mit einer vorhergehenden Thymektomie [169] identifiziert werden. Ein Verdacht

auf eine negative Auswirkung bei gleichzeitiger Impfung mit dem Tetanustoxoid bedarf
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weiterer Untersuchungen, um bestéatigt werden zu kdnnen [162]. Zur Bewaéltigung dieser
Aufgabe wurde ein internationales Netzwerk aus Spezialisten aufgebaut, um Informationen
zu biindeln und auszuwerten, damit die Impfung gegen GF in Zukunft noch sicherer wird,

indem weitere Risikofaktoren identifiziert werden [170].

6.2 Die Immunreaktion nach einer GF-Impfung

In der Vergangenheit wurden diverse grof3e Impfstudien mit GF-Impfstoffen durchgefihrt,
jedoch lag in diesen Fallen der Fokus auf der Vergleichbarkeit der Impfstoffe verschiedener
Hersteller [171-174] oder der Untersuchung verschiedener Applikationsformen [79]. Die
Ergebnisse dieser Studien liefern in der Regel Informationen Uber Serokonversionsraten,
Antikorpertiter und die Haufigkeit von Nebenwirkungen, jedoch kaum Informationen tber die
immunologischen Ablaufe nach der Impfung. Kleiner angelegte wissenschaftliche
Impfstudien hatten einen sehr begrenzten Fokus auf einen Teilaspekt der immunologischen
Reaktion, wie z.B. die Untersuchung beteiligter Toll-like Rezeptoren [100], die
Genexpression [175] oder bestimmte Immunzellen [92, 101-103]. Das Ziel der vorliegenden
Studie war es daher, einen weit gefacherten Uberblick tiber die immunologischen Ablaufe in
gesunden Erstimpflingen zu erhalten. Die Replikation des GF-Virus wurde durch den
Nachweis von viralen Genomaquivalenten sowie Uber den Nachweis vermehrungsfahiger
Viren im Blut charakterisiert. Zur Uberwachung der humoralen Immunantwort wurden die
Antikorpertiter der gelbfieberspezifischen IgM- und 1gG-Antikdrper bestimmt, sowie die
protektiven neutralisierenden  Antikbrper nachgewiesen. Zusatzlich wurde das
Expressionslevel von 40 inflammatorischen Zytokinen semiquantitativ bestimmt, um die
Kommunikation zwischen den Zellen zu untersuchen. Im Rahmen einer Kooperation mit dem
Deutschen Rheuma-Forschungszentrum Berlin wurde durch Frau Nicole Bethke die Kinetik
verschiedener Immunzellen (NK-Zellen, dendritische Zellen, B-Zellen und T-Zellen) sowie

das Auftreten GFV-spezifischer T-Zellen untersucht.

6.2.1 Verlauf der Viramie

Die Messung der viralen RNA im Serum zeigte, dass in 44 % der Probanden ein Nachweis
der GA zwischen dem zweiten und siebten Tag, mit einer Haufung an Tag vier, erfolgreich
war (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78). Der Nachweiszeittraum entsprach den Erwartungen aus
anderen Studien [56]. In vergleichbaren Untersuchungen wurden ebenfalls Nachweis-
barkeitsraten von etwa 50 % gezeigt [79]. Der leicht niedrigere Wert in dieser Arbeit legt die
Vermutung nahe, dass an den Tagen funf und sechs, an denen keine Proben genommen
wurden, weitere positive Seren vorhanden gewesen sein kdnnten. In einer Studie aus dem

Jahr 1998 wurden in allen 12 Impflingen virale RNA mit einer zweistufigen PCR [55]
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nachgewiesen. Bei dieser Studie wurde der Gelbfieber Lebendimpfstoff RKI verwendet, der
pro Dosis eine Viruslast von 1,5*10* [171] bis 4,8*10 [55] PFU/Dosis aufwies. Der in der
vorliegenden Studie eingesetzte STAMARIL®-Impfstoff wies eine Viruslast von 6,3*10° [171]
bis 3,5*10* [79] PFU/Dosis auf. Im Mittel entsprach die Viruslast des STAMARIL®-Impfstoffs
somit nur 66 % der Viruslast aus der alteren Studie. Diese initial geringere Anzahl an Viren
konnte die geringere Replikation bei den Probanden in der vorliegenden Studie erklaren.

In Abhangigkeit der Nachweisbarkeit von Genomaquivalenten konnte festgestellt werden,
dass diejenigen Probanden mit nachweisbaren GA (iber den gesamten
Untersuchungszeitraum eine héhere Konzentration an CD56°™CD16" natiirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) sowie CD11c"HLA-DR™ myeloiden dendritischen Zellen (mDZ) im Blut aufwiesen
(siehe Abbildung 5.7 auf Seite 95). Setzt man die Infizierbarkeit der dendritischen Zellen
voraus [100-103], so kdnnte die héhere Verflgbarkeit von primar infizierbaren Zellen und der
damit einhergehende effektivere Transport in die Lymphknoten zu einer starkeren
Vermehrung der Viren und letztendlich zu dem nachweisbaren Auftreten der GA im Blut
gefuhrt haben. Im Gegensatz dazu sind NK-Zellen nicht infizierbar und tragen zu einer
Eindammung der eindringenden Viren bei. Es ware daher zu erwarten gewesen, dass eine
geringere Konzentration dieser Zellen zu einer besseren initialen Vermehrung der Viren und
somit insgesamt zu einer héheren Konzentration an Viren gefuhrt hatte. Das gegenteilige

Ergebnis ist daher nicht eindeutig erklarbar.

Fur die mDZ konnte zusatzlich zu dem Konzentrationsunterschied, bezogen auf die
Nachweisbarkeit der Genoméaquivalente an den Tagen drei bis sieben, eine generelle
Konzentrationserh6hung festgestellt werden (siehe Abbildung 5.5 auf Seite 93). Zellen, die
durch das Virus aktiviert wurden, wandern hauptsachlich tUber die LymphgefaRe in die
ableitenden Lymphknoten [52, 176], weswegen es sich bei den im Blut nachweisbaren Zellen
mit hoher Wahrscheinlichkeit um neu gebildete mDZ handelte. In Mausen konnte gezeigt
werden, dass fur die Entwicklung von DZ aus Knochenmarksvorlauferzellen, abhangig von
der Subpopulation der DZ, die Zytokine GM-CSF [177-179], FIt3L [180] oder M-CSF [181]
beteiligt sind. Speziell GM-CSF, welches von aktivierten Makrophagen und T-Zellen
sezerniert wird, férdert die Entwicklung inflammatorischer DZ [182], sodass die Reaktion auf
das Impfvirus wahrscheinlich die Produktion neuer dendritischer Zellen induziert hat, die Uber
das Blut aus dem Knochenmark ins Gewebe transportiert werden. Die beteiligten Zytokine

lieRen sich in der Studie jedoch nicht nachweisen (siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87).

Mit Abstand die héchste Konzentration an GA im Serum wiesen zwei FSME-geimpfte

Probanden auf (>5.000 GA/mL). Eine Erklarung dafiir kdnnte im sogenannten ,antibody-

dependent enhancement® (ADE) liegen. Bei diesem Phanomen bewirken
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subneutralisierende Antikdrperkonzentrationen oder kreuzreaktive Antikdrper nach Bindung
an ein Virus eine beschleunigte Aufnahme der Komplexe in Immunzellen, die Gber einen
F.yRI- oder FyRIl-Rezeptor verfugen, wie z.B. Monozyten, Makrophagen, B-Zellen oder
dendritische Zellen [183]. Wird das aufgenommene Virus von den Zellen nicht erfolgreich
neutralisiert und kann es sich zuséatzlich in den Zellen vermehren, so bewirkt ADE eine
schnelle Infektion priméarer Zielzellen des Virus. ADE ist bei Dengue-Infektionen ein
besonders gravierendes Problem, konnte aber auch fir andere Flaviviren [184, 185]
inklusive des GFV [186-190] gezeigt werden. Kommt es nach einer primaren Dengue-
Infektion zu einer sekundaren Infektion mit einem anderen Dengue-Serotyp, so werden
durch das ADE vermehrt die schwereren Dengue-Verlaufe, wie das Dengue-Schock-

Syndrom oder das Dengue-Hamorrhagische Fieber, ausgelost [191].

Der Proband #13 wies durch die sechs Jahre zurltickliegende FSME-Impfung bereits vor der
GF-Impfung kreuzreaktive IgG-Antikorper (siehe Tabellen 5.7 und 5.8 auf den Seiten 81 bzw.
82) sowie einen hohen Titer neutralisierender FSME-Virus-Antikorper auf (Tabelle 5.10). Die
hohe Konzentration an Genomadaquivalenten konnte bei diesem Probanden somit durch
»=antibody-dependent enhancement” ausgeldst worden sein. Eine Kreuzneutralisation der
GFV durch die vorhandenen FSME-Virus-Antikdrper fand in diesem Probanden offensichtlich
nicht statt was allgemein bei den Flaviviren auch nicht zu erwarten ist [21, 192, 193]. Bei
dem Probanden #18 lag die FSME-Immunisierung bereits 20 Jahre zuriick und er erhielt
damals nur eine Impfdosis anstatt der notwendigen drei Dosen [194], um einen vollen Schutz
aufzubauen. Sowohl im IIFT als auch im FSME-Virus-PRNT konnten keine préexistierenden
Antikdrper nachgewiesen werden. Ein mdgliches ADE von kreuzreaktiven Antikdrpern war
somit nicht nachweisbar, allerdings auch nicht vollig auszuschlieRen, da Titer unterhalb der

Nachweisgrenze beteiligt gewesen sein kénnten.

Bei zwei weiteren FSME-geimpften Probanden konnten keine viralen Genomaéaquivalente
nachgewiesen werden, obwohl im IIFT kreuzreaktive Antikérper vorhanden waren
(Tabelle 5.8).

Zusammengenommen konnte anhand der ermittelten Daten eine Verstarkung der
Virusreplikation durch praexistierende kreuzreaktive FSME-Virus-Antikdrper nicht belegt
werden. In anderen Untersuchungen wurde gezeigt, dass sowohl die Charakteristika des
Antikorpers als auch des infizierenden Virus Einfluss auf das Auftreten oder Ausbleiben
eines ADE-Effektes haben [187]. Es gibt zusatzlich Hinweise, dass zumindest fir
vorhandene neutralisierende Antikdrper gilt, dass sie in hohen Konzentrationen einen Schutz
vor der Infektion bewirken, in niedriger Konzentration jedoch zu einem ADE fihren kdénnen
[185, 195]. Trotz der Belege fir ADE bei Flaviviren gibt es keine Hinweise in der Literatur,

dass es durch Kreuzreaktivitdten der Antikorper zu Komplikationen in Folge von Impfungen
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kam [21]. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass ein experimenteller Nachweis im
Menschen nicht durchfiihrbar ist und Ergebnisse nur auf allgemeinen Beobachtungen

beruhen kdénnen.

Im Plague-Test lieRen sich innerhalb dieser Studie keine replikationsfahigen Viren
nachweisen, was zu dem Ergebnis einer anderen Studie mit dem GFV 17D-Impfstamm
passt, bei der dies ebenfalls nur bei 6 % der Probanden mdglich war [173]. Es wurde
gezeigt, dass die nachweisbaren GFV-Genomaquivalente (TagMan®PCR) die Anzahl an
replikationsfahigen Viren (Plaque-Test) um einen Faktor von 1.000 bis 6.000 ubersteigt [140,
196]. Der Grund dafir ist die Tatsache, dass die PCR auch defekte, nicht replikationsfahige
Viruspartikel nachweisen kann, deren Bildung bei der Replikation flr das Hepatitis-C-Virus
(HCV) nachgewiesen wurde [197]. Unter Berlcksichtigung dieses Verhaltnisses und der
Tatsache, dass fir den eingesetzten Plaque-Test jeweils 100 yL Serum verwendet wurde,
war selbst bei dem Probanden mit der héchsten Konzentration an GA (etwa 5.200 GA/mL)
rechnerisch weniger als 0,5 infektiose Partikel in den eingesetzten 100 pL zu erwarten, was
das negative Ergebnis erklart. In der gangigen Literatur [14, 56, 57, 61] wird von einer
messbaren Virdmie von 100-200 PFU/mL berichtet. Dieser Wert geht jedoch auf die bereits
oben genannte Veroffentlichung von Reinhardt et al. aus dem Jahr 1998 zurtick, in der eine
deutlich héhere Virusmenge verabreicht wurde. Dies flhrte, wie bereits diskutiert, zu einer
starkeren Viramie bei etwa 60 % der Probanden. Die in der vorliegenden Studie gefundenen
Daten zeigen, dass die Viramie zumindest mit dem STAMARIL®-Impfstoff deutlich geringer

ausfallt als mit einem hoher dosierten Impfstoff.

Insgesamt konnten in etwa der Halfte der Probanden GA, jedoch keine infektiosen Partikel
nachgewiesen werden, was auf eine recht schwache Replikation des Virus in den Probanden
schliel3en lasst. Ein Einfluss einer bereits bestehenden FSME-Impfung konnte nicht belegt
werden. Das Auftreten von GFV-Genomaquivalenten im Serum der Probanden konnte mit
einer héheren Konzentration an mDZ und NK-Zellen assoziiert werden. Im Vergleich mit der
Studie von Reinhardt et al. zeigte sich ein wahrscheinlicher Einfluss der initial verabreichten

Impfdosis auf die Starke der Virusreplikation.
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6.2.2 Die humoralen Immunantwort

Der GF-Impfstoff zeichnet sich durch eine hervorragende Wirksamkeit aus, die sich in einer
Serokonversionsrate von Uber 90 % widerspiegelt [16, 20, 55, 57, 79]. Dieses Ergebnis
konnte in unserer Studie sowohl im IIFT (Tabelle 5.7 auf Seite 81) als auch im PRNT
(Tabelle 5.9 auf Seite 84) belegt werden. In beiden Verfahren wurde bereits an Tag 14 bei
allen Probanden eine Serokonversion festgestellt.

Im GFV-IIFT (Tabelle 5.7) wurden ab Tag 14 fur alle Probanden GFV-spezifische AK
nachgewiesen. Rechnerisch ergab sich ein konstanter IgM-Median von 1:100, sowie ein
ansteigender 1gG-Median von 1:100 auf 1:1.000 an Tag 60. Ein statistisch signifikanter
Einfluss der Viramie oder des Geschlechtes des Probanden auf die AK-TiterhGhe liel3 sich

nicht nachweisen.

Innerhalb des Kollektivs fielen zwei Probanden durch nachweisbare Antikdrpertiter im
Referenzserum von Tag null auf (Tabelle 5.7). Bei dem Probanden #13 liel3en sich
IgG-Antikdrper mit einem Titer von 1:32 nachweisen, wohingegen der Proband #16 einen
ebenso hohen IgM-Antikorpertiter aufwies. Beide Probanden gehérten zu den vier FSME-
geimpften Personen. Innerhalb der Familie der Flaviviren kommt es zu starken
Kreuzreaktivitaten der Antikorper [157-159], die besonders bei der serologischen Diagnostik
ein ernstzunehmendes Problem darstellen [198]. Die vier FSME-geimpften Probanden
wurden daher auf das Vorhandensein von kreuzreaktiven FSME-Virus-Antikérpern durch
einen Flaviviren-Profil 2-IIFT (siehe Tabelle 5.8 auf Seite 82) sowie einen FSME-Virus-
spezifischen PRN-Test (Tabelle 5.10) untersucht. Der Proband #13 zeigte sowohl im IIFT als
auch im PRN-Test FSME-Virus-spezifische Antikérper, die von der sechs Jahre
zurlickliegenden Impfung stammten und den préaexistierenden AK-Titer erklaren. Der
nachgewiesene IgM-Titer des Probanden #16 lie3 sich Uber kreuzreaktive Flavivirus-
Antikorper nicht eindeutig erklaren, da bei den Untersuchungen zur Kreuzreaktivitat nur die
GFV-spezifischen IgM-Antikorper (Titer 1:10) sowie ein sehr schwacher FSME-Virus-
spezifischer 1gG-Titer bestétigt werden konnten. Der leichte Abfall im nachgewiesenen
IgM-Titer ist vermutlich auf das in der Zwischenzeit erfolgte mehrfache Auftauen und

Einfrieren der Proben zuriickzufihren.

Eine Erklarung fur diese Beobachtung wére eine sehr schwache Kreuzreaktion mit einem

IgM-Antikorper gegen eine kirzlich durchgemachte Erkrankung des Probanden.

Aufféallig an den IIFT-Daten war ebenfalls, dass von den fiinf Probanden bei denen bereits an
Tag zehn IgG-Antikdrper nachweisbar waren, vier Personen bereits gegen FSME geimpft
waren. Die Probanden #13 und #16 wiesen kreuzreaktive IgG-Antikérper auf, sodass die

schnellere Reaktion auf die GF-Impfung auf der Aktivierung von bestehenden B-Zellen
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beruht haben konnte. Bei dem Probanden #16 konnte diese These durch die Tatsache
gestlitzt werden, dass an Tag 14 ein schwacher Titer an neutralisierenden FSMEV-
Antikorpern nachgewiesen wurde, der an Tag null nicht vorhanden war. Bei ihm konnte die
besonders schnelle Reaktion auf den GF-Impfstoff auch im PRN-Test gezeigt werden
(Tabelle 5.9). Bei den Probanden #02 und #18 lieBen sich keine préaexistierenden
IgG-Antikdrper nachweisen. Eine mogliche Erklarung wéare das Vorhandensein sehr weniger
B-Gedachtniszellen, die keinen messbaren Antikorpertiter bewirken, aber durch
kreuzreaktive Antigene eine schnelle Aktivierung erfahren. Eine andere ware eine schnellere
Reaktion durch bereits existierende kreuzreaktive T-Helferzellen, die die Aktivierung der

GFV-spezifischen B-Zellen beschleunigen.

Als zweite Methode zum Nachweis der Virdmie wurde der Plaque-Reduktions-
Neutralisationstest eingesetzt. Bei 16 der 18 Probanden wurden bereits an Tag zehn oder
friher neutralisierende Antikdrper nachgewiesen (siehe Tabelle 5.9 auf Seite 84). Im
Vergleich zum IIFT (siehe Tabelle 5.7 auf Seite 81) wurde somit eine héhere Sensitivitat des
Neutralisationstestes gezeigt. In der Literatur wird ein Neutralisationstiter von 1:10, bei
90 %iger Virusneutralisation, als ausreichender Schutz vor einer Infektion angesehen
[64-66]. Neben der 100 %igen Serokonversionsrate, konnte somit in dieser Studie auch der
100 %ige Aufbau eines Neutralisationsschutzes bestatigt werden (Tabelle 5.9). Das
Auftreten der neutralisierenden Antikérper an Tag zehn bei den meisten Probanden passt zu
dem am gleichen Tag gemessenen Anstieg der Plasmablastenkonzentration, die ihr
Maximum an Tag 14 erreichte (siehe Abbildung 5.10 auf Seite 99). Zellen dieser Klasse
werden durch den Kontakt mit dem passenden Antigen aktiviert und teilen sich massiv, um
sich anschlieBend in Plasmazellen und in geringem Umfang in Ged&chtniszellen zu
differenzieren. Plasmazellen wandern in das Knochenmark und erhalten dort von
Stomazellen Uberlebenssignale, um weiterhin Antikorper in das Blut abzugeben.
Gedéachtniszellen wandern ebenfalls ins Knochenmark und besitzen die Fahigkeit, sich bei
erneutem Kontakt mit dem passenden Antigen sehr schnell zu teilen und Plasmazellen zu
bilden, was eine schnellere sekundare Immunantwort ermdglicht. Die Konzentrations-
abnahme der Plasmablasten an Tag 28 belegt die erfolgte Differenzierung zu Plasmazellen
bzw. Gedéachtniszellen [105].

Ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Titerh6he konnte auf Basis dieser Daten nicht
gezeigt werden. Die Ergebnisse solcher Vergleiche in anderen Studien scheinen sehr stark
von dem gewahlten Kollektiv abzuhangen, da es sowohl Studien gibt in denen ein
Unterschied gefunden wurde [171, 172] als auch Untersuchungen in denen dies nicht

madglich war [79, 193]. Ebenso konnte in Abhangigkeit der Nachweisbarkeit einer Virdmie
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mittels TagMan®PCR in der vorliegenden Studie kein signifikanter AK-Titerunterschied
festgestellt werden. Dieses Ergebnis wurde ebenso in der Studie von Roukens et al. 2008
[79] gezeigt.

Ein Vergleich der gezeigten PRNT-Daten der vorliegenden Studie mit den Daten der Studie
von Reinhardt et al. [55] zeigte erneut einen Unterschied in der Immunantwort, der auf die
verwendeten Impfstoffe zurlickzufiihren sein konnte. In beiden Studien traten die ersten
neutralisierenden Antikdrper an vergleichbaren Tagen und in einer vergleichbaren Anzahl
von Probanden auf. In der vorliegenden Studie wurden bei 2 von 18 Probanden schwache
PRNT-Titer an Tag sieben nachgewiesen, in der Studie von Reinhardt et al. bei drei von
zwolf Probanden an Tag sechs. Die durchschnittlichen PRNT-Titer nach 14 bzw. 28 Tagen
lagen in der friheren Studie mit 1:71 bzw. 1:88 jedoch hoher als in der vorliegenden Studie,
in der Werte von 1:61 bzw. 1:66 (Tabelle 5.9) erreicht wurden. Es wurde bereits dargelegt,
dass die Viramie in der Studie von Reinhardt et al. starker ausgepragt war (siehe Kapitel
6.2.1 auf Seite 124), was wahrscheinlich auf die héhere Impfdosis zurlickzufiihren ist. In
Zusammenhang mit Impfzwischenféallen, bei denen in der Regel sehr hohe Virustiter erreicht
werden, wurden bei den Patienten haufig hohere PRNT-Titer festgestellt [83, 155, 160].
Somit kann auch der h6here PRNT-Titer mit der initialen Impfdosis assoziiert werden.

Die Hohe des Neutralisationstiters an Tag 14 wurde genutzt, um die Probanden in zwei
Gruppen zu teilen und diese auf Unterschiede beziglich der anderen Immunparameter zu
untersuchen. Die Untersuchung der Zellkonzentrationen verschiedener Immunzellen in
Abhangigkeit des Neutralisationstiters an Tag 14 ergab einen deutlichen Unterschied fir die
NK-Zellen. Sowohl die CD56°™ als auch die CD56""" NK-Zellen waren bei den Probanden
mit einem hohen PRNT-Titer deutlich niedriger konzentriert als bei den Probanden mit
niedrigerem PRNT-Titer (siehe Abbildung 5.8 auf Seite 97). Dies passt zu der urspringlichen
Vermutung, dass eine schwachere angeborene Immunantwort zu einer initial starkeren
Vermehrung des Virus und somit zu einer starkeren adaptiven Immunreaktion oder bei zu
massiver Vermehrung sogar zu einem Impfzwischenfall fihren wirde. Fir die NK-Zellen ist
dieser Zusammenhang jedoch nicht eindeutig, da bei Probanden mit nachweisbaren
GFV-GA im Serum, also einer starkeren Virusvermehrung, eine hdhere NK-Zellkonzentration
nachgewiesen wurde, was der These widerspricht (Abbildung 5.7 und Abschnitt 6.2.1 auf
den Seiten 95 bzw. 124). Besonders interessant ist, dass bei den CD569M™CD16" Zellen in
Abbildung 5.8 B vor der Impfung in beiden Teilgruppen die gleiche Ausgangskonzentration
vorlag. Eine schlissige Erklarung fur das Absinken der Konzentration in der

Probandengruppe mit dem hohen PRNT-Titer ist daher nicht moglich.
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Zusammenfassend konnte in diesem Teil der vorliegenden Studie die exzellente Wirksamkeit
des verwendeten Impfstoffes durch eine 100 %ige Konversionsrate und durch einen
100 %igen Aufbau eines protektiven, neutralisierenden Antikorpertiters belegt werden. Es
zeigten sich Hinweise, dass nach einer bestehenden FSME-Impfung eine schnellere
Antikorperantwort gegen das GFV aufgebaut wird, selbst wenn keine kreuzreaktiven
FSMEV/GFV-Antikdrper nachweisbar sind. Im Vergleich zu der Studie von Reinhardt et al.
[55] zeigte sich, dass die initiale Impfdosis wahrscheinlich einen Einfluss auf die Titerhéhe an

neutralisierenden Antikdrpern hat.

Der PRN-Test erwies sich in der Studie als die sensitivere Methode zur Bestimmung der
GFV-spezifischen Antikdrper, jedoch ist es nicht mdglich kreuzreaktive Antikérper zu
bestimmen, da die neutralisierenden AK fast immer spezifisch sind. Fir bestimmte
Fragestellungen, ist daher der Einsatz des weniger sensitiven IIFT dennoch sinnvoll, da er

zudem einen deutlich geringeren Arbeitsaufwand erfordert.

6.2.3 Zytokinausschiuttung nach GF-Impfung

Die Charakterisierung des Zytokinprofils erfolgte durch die semiquantitative Erfassung der
Proteinexpressionslevel von 40 verschiedenen Zytokinen im Serum der Probanden.
25 Zytokine lieBen sich, bezogen auf den Median des Kollektivs, nicht nachweisen
(siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87). Darunter waren einige klassisch inflammatorische
Zytokine, wie Interleukin-6 (IL-6) und der ,tumor necrosis factor-alpha“ (TNFa). Zusétzlich
wurde auch IL-8 nur minimal exprimiert, was zusammengenommen den milden Verlauf der
Impfreaktion belegt, wie auch in anderen Studien gezeigt wurde [55, 97]. Anhand der
nachweisbaren Zytokine im Serum wurde eine leichte Ausrichtung der Reaktion in Richtung
einer Ty1-Antwort festgestellt, da von den einflussnehmenden Zytokinen lediglich IL-12p70
und Interferon gamma (IFNy) nachweisbar waren (Tabelle 5.11). Die Préaferenz einer
Tul-Antwort wurde ebenfalls bei der leichtesten Form der Dengue-Infektion, dem Dengue-
Fieber nachgewiesen, wohingegen in schwereren Verldufen wie dem Dengue-
Hamorrhagischen Fieber eher eine Ty2-Ausrichtung gezeigt wurde [116]. Auf der Ebene der
T-Helferzellen konnte jedoch gezeigt werden, dass eine gemischte Ty1-/T2-Antwort
angeregt wurde (Daten nicht gezeigt) [121], wie bereits bei Santos et al. 2008 [120] fur den
17DD-Impfstoff gezeigt werden konnte. Die Entstehung der Ty2-Zellen wurde
moglicherweise durch lokale Zytokinexpression eingeleitet, deren Nachweis im Gesamtblut

nicht moglich war.

Die Mediane jedes Zytokins wurden im Studienverlauf auf zeitliche Konzentrations-

veranderungen hin untersucht (siehe Tabelle 5.12 auf Seite 88).
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Fur drei proinflammatorische Zytokine (IFNy, IL-12p70 und IL-1a) wurde ein Anstieg der
Konzentration nachgewiesen (siehe Tabelle 5.12 und Abbildung 6.1 auf den Seiten 88 bzw.
136). Die IFNy Konzentrationserhéhung konnte an Tag zwei und daraufhin ab Tag vier
gezeigt werden, IL-12p70 und IL-la. wurden an den Tagen zwei und zehn erhoht
nachgewiesen (Tabelle 5.12 und Abbildung 5.4 F auf den Seiten 88 bzw. 90). IFNy ist nach
heutiger Erkenntnis eher den Interleukinen mit einer immunmodulatorischen Wirkung als den
Interferonen mit antiviralen Effekten zuzuordnen [199]. Es verstarkt beispielsweise die
Expression von MHC-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen [200], bewirkt eine
Tul-Immunantwort [201] und aktiviert natlrliche Killerzellen [202]. IFNy wird hauptséchlich
von aktivierten CD4" und CD8" T-Zellen [199, 201] sowie natiirlichen Killerzellen [203, 204]
ausgeschuttet. Die erste Erh6hung (Tag zwei) der Konzentration lasst sich daher sehr gut
auf den zeitgleichen, leichten Anstieg der GFV-spezifischen CD4" und CD8" T-Zellen im Blut
der Probanden zuriickfihren (Abbildung 5.9 auf Seite 98). Dieses sehr frilhe Auftreten der
GFV-spezifischen T-Zellen an Tag zwei im Blut wurde erstmals beschrieben, was die
Sensitivitat der eingesetzten Methode belegt. Ublicherweise wird fur die aktivierten T-Zellen
eine Verweildauer von drei bis vier Tagen in den Lymphknoten angenommen [205]. Die
besonders frih auftretenden T-Zellen wurden vermutlich in den lokalen Lymphknoten nahe

der Impfstelle aktiviert und sind daraufhin ins Blut gewandert.

Einhergehend mit der vermehrten IFNy Ausschittung wurde im Verlauf der Studie eine
Konzentrationsabnahme der natirlichen Killerzellen im Blut (siehe Abbildung 5.6 auf
Seite 94), besonders der CD56%™CD16" NK-Zellen, die etwa 90 % der NK-Zellpopulation
ausmachen [203], beobachtet. Das gleiche Phdnomen wurde in der Studie von Martins et al.
mit dem 17DD-Impfstoff festgestellt [206]. Es ist daher von einer Migration der Zellen in den
Infektionsbereich und anschlieBender Aktivierung durch das ausgeschittete [FNy
auszugehen. Der erhthte Nachweis von Chemokinen, die migratorisch auf natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) wirken, wie MIP1a/p [207-209], RANTES [207, 208], MIG [210] oder
IP-10 [207, 208, 211] war in der Studie nicht moglich. Grund dafir kann eine lokale Wirkung
der Chemokine sein, sodass der Nachweis im Gesamtblut der Probanden negativ ausfiel.
Die NK-Zellen sind in der Lage ohne vorherige infektionserregerspezifische Aktivierung,
infizierte Zellen zu erkennen und abzutéten, um somit die erste Ausbreitung der Erregers zu
erschweren, bis die spezifischen Abwehrmechanismen aktiviert werden [106]. Nach der
Aktivierung schiitten die NK-Zellen wiederum IFNy und weitere Zytokine aus [203] und
fordern damit die Einwanderung und Aktivierung weiterer Immunzellen unter anderem auch
weiterer NK-Zellen. Somit ist die erhéhte Nachweisbarkeit von IFNy ab Tag vier auf die
einwandernden NK-Zellen sowie an spateren Zeitpunkten zusatzlich auf die zunehmende

Zahl an aktivierten GFV-spezifischen T-Zellen (Abbildung 5.9 auf Seite 98) zuriickzufiihren.
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Fur die Expression der anderen beiden nachgewiesenen proinflammatorischen Zytokine
(IL-12p70 und IL-1a) sind hauptsachlich Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen
aber auch T-Zellen verantwortlich. Die ersten drei Zellarten phagozytieren unablassig
Bestandteile ihrer Umgebung und prozessieren sie zur Préasentation auf der Zelloberflache
Uber MHC lI-Molekiile, um Zellen der adaptiven Immunantwort zu aktivieren. Nach der
Aufnahme von Infektionserregern, die tber ,Pattern Recognition Receptors (PRR) wie den
»Toll-like® Rezeptoren [212] als solche erkannt werden, sezernieren die aktivierten Zellen
inflammatorische und chemotaktische Substanzen. Darunter auch die beiden Zytokine
IL-12p70 [100, 213, 214] und IL-1a [215, 216], sodass deren Konzentrationsanstieg an Tag
zwei (Tabelle 5.12 auf Seite 88) auf diese drei Zelltypen in Kombination mit den auftretenden
GFV-spezifischen T-Zellen [96] zurickzufuhren ist. IL-12p70 fuhrt ebenso wie IFNy zu einer
Aktivierung von NK-Zellen [217] und somit zu einer ersten Eindammung der Infektion sowie
zu einer Ausrichtung einer eher zellularen (Tyl) Immunantwort [218, 219]. IL-la wirkt
allgemein inflammatorisch, indem es Fieber, Neutrophilie und die Ausschittung von Akut-
Phase-Proteinen [96] verursacht. Am Entzindungsort bewirkt IL-1o. die Aktivierung von
ruhenden Makrophagen und die vermehrte Expression von Leukozyten-Adhéasionsmolekilen
in vaskularen Endothelzellen [220]. Letzteres ermdglicht die Leukozytenwanderung aus den
BlutgefaRen in den Bereich der Entziindung. Der zweite signifikante Anstieg der beiden
Zytokine an Tag zehn fallt wiederum mit dem massiven Anstieg der GFV-spezifischen
T-Zellen zusammen, sodass diese maligeblich dafur verantwortlich zu machen sind.
Interessant ist die Tatsache, dass bei allen drei Zytokinen (IFNy, 1L-12p70 und IL-1a) an Tag
14 keine signifikante Erhéhung nachweisbar war, obwohl an diesem Tag das Maximum der
spezifischen T-Zellen nachgewiesen wurde (siehe Abbildung 5.9 auf Seite 98). Eine
mogliche Erklarung dafir ist, dass die Infektion zu diesem Zeitpunkt bereits beendet war,
was durch die Eliminierung des Virus aus dem Blut (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78) sowie
das Erreichen des maximalen Neutralisationstiters (siehe Tabelle 5.9 auf Seite 84) gezeigt
werden konnte. Die GFV-spezifischen T-Zellen zirkulieren weiterhin im Blut, sind jedoch nicht
mehr ausreichend durch Zytokine aktiviert und schitten daher auch selbst keine
inflammatorischen Zytokine aus. Eine weitere Bestatigung dieser These, z.B. durch das

vorherige Auftreten des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, konnte nicht gezeigt werden.

Zwei weitere Mediatoren, die Chemokine 1-309 und MCP-1, wurden zwischen den Tagen vier
und zehn vermehrt im Blut nachgewiesen (Tabelle 5.12) und traten somit zeitlich zusammen
mit der Verbreitung des Impfvirus tber das Blut auf (Tabelle 5.6). Sie wirken chemotaktisch
fur Monozyten [96, 221] und erhdhen somit die Zahl der Monozyten respektive deren
differenzierte Form, die Makrophagen [222], am Infektionsort, um freie Viren, Zellreste,

Immunkomplexe etc. zu entfernen (siehe folgende Abbildung 6.1). Sezerniert werden beide
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Zytokine von Monozyten und T-Lymphozyten, die bereits aktiviert am Infektionsort
vorhanden sind [96, 221].

Im Gegensatz zu den vorgenannten Zytokinen wurde fir einige Zytokine eine Abnahme der
Konzentration im Verlauf der Immunreaktion gemessen (Tabelle 5.12). Losliches ICAM-1
(sICAM-1) und TIMP-2 wurden bis auf wenige Untersuchungstage Uber den gesamten
Zeitraum reduziert exprimiert (siehe Tabelle 5.12 und Abbildung 5.4 B und D auf den Seiten
88 bzw. 90). Die membrangebundene Variante des ICAM-1 wird Kkonstitutiv auf
Endothelzellen exprimiert und ist fir das Einwandern von Immunzellen aus der Blutbahn in
das umliegende Gewebe essenziell [223, 224]. Als Reaktion auf inflammatorische Zytokine
wie IL-1la wird die Expression verstarkt, um die Zahl der Immunzellen im Bereich der
Infektion zu erhéhen [225].

Ldsliches ICAM-1 wird von diversen Zellen produziert und hat eine ambivalente Funktion:
Zum Einen kann es mit dem Hauptliganden ,lymphocyte function-associated antigen-1“
(LFA-1) auf den Immunzellen um die Bindungsstellen auf dem Endothel konkurrieren, was
die Einwanderung der Immunzellen erschwert. In dieser Funktion fihrt SICAM-1 eher zu eine
anti-inflammatorischen Wirkung [226-229]. Zum Anderen wurde gezeigt, dass einige
Zelllinien auf sICAM-1 mit der Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie MIP-1a
[230, 231], TNFa, IFNy oder IL-6 [232, 233] reagieren. Es wird vermutet, dass dabei ein nicht
sicher identifizierter, membranstandiger Rezeptor das sSICAM-1 bindet und die
Signalverarbeitung Gbernimmt [234, 235]. In schweren Krankheitsverlaufen einer Dengue-
Infektion wurde eine deutliche Erhéhung der sICAM-1 Konzentration festgestellt [236]. Die in
der vorliegenden Studie nachgewiesene, reduzierte Expression von sICAM-1 bestatigt somit
die insgesamt moderat verlaufende Immunreaktion. Zusatzlich bewirkt die Reduktion dieses
kompetitiven Inhibitors eine erleichterte Adhésion und somit eine starkere Migration der

Immunzellen in die infizierten Bereiche.

TIMP-2 wirkt als Inhibitor von Matrix-Metalloproteasen (MMPSs) [237], die unter anderem fur
den Abbau der Matrixproteine im Zellzwischenraum verantwortlich sind [238-240]. MMPs
sind fur die Invasion von Immunzellen unerlésslich, da die Zellen die interzellulare Matrix
passieren missen [241] und werden daher von Immun- und Stomazellen als Reaktion auf
proinflammatorische Zytokine wie TNFa [242] und IL-1p [243] sezerniert. IFNy hat die
gegenteilige Wirkung auf die Ausschittung von MMPs [244]. Die TIMPs begrenzen die
Wirkung der MMPs und verhindern somit eine ausufernde Schadigung der Matrix Uber den
Bereich der Entziindungsreaktion hinaus [241]. Das Absinken der TIMP-2 Konzentration
innerhalb der Studie scheint daher die Wirkung der MMPs zu erleichtern und somit eine
effektive Immunreaktion im Gewebe zu unterstiitzen. Die Wirkung zielt somit in die gleiche

Richtung wie das Absinken der sSICAM-1 Konzentration.
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Fur zwei l6sliche Rezeptoren wurde ebenfalls eine Reduktion der Expression festgestellt.
Der l6sliche TNF-Rezeptor Il (STNF-RIl) wurde in den ersten Tagen nach Impfung
heruntergeregelt, wohingegen der sTNF-RI nicht nachweisbar war (siehe Tabelle 5.12 und
Abbildung 5.4 E auf den Seiten 88 bzw. 90). Die unterschiedliche Nachweisbarkeit der
beiden Rezeptorklassen ist darauf zuriickzufiihren, dass der sSTNF-RII universeller vorkommt
und daher in einer hoheren Konzentration vorliegt [245]. Beide Rezeptorklassen dienen als
negative Regulatoren des TNF-Systems, indem sie TNF-Molekile binden, ohne eine
Wirkung zu entfalten [246, 247]. Sezerniert werden die STNF-R von aktivierten neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Fibroblasten [248, 249] als Reaktion auf Interferone und TNFa
selbst [249-251]. Das Expressionslevel der sTNF-Rezeptoren wird daher als Marker fir die
Aktivierung des TNF-Systems angesehen [252], was damit einhergeht, dass in schweren
Krankheitsverlaufen eine hodhere Konzentration dieser Regulatoren festgestellt werden
konnte [245, 253]. Das Absinken der sTNF-RII bzw. die Nichtnachweisbarkeit der sTNF-RI
Konzentration in der Studie bestétigt somit ebenfalls den milden Verlauf der Impfreaktion, der
damit einhergeht, dass TNFa/B nicht nachweisbar waren (siehe Tabelle 5.11 auf Seite 87),

was in gesunden Personen zu erwarten ist [254].

Der zweite lI6sliche Rezeptor, flr den ein niedrigeres Expressionslevel gefunden wurde, ist
der I6sliche IL-6 Rezeptor (IL-6 sR) [247], wie in Tabelle 5.12 (Seite 88) und Abbildung 5.4 C
(Seite 90) gezeigt. IL-6 ist ein starker Induktor fir die Ausschittung von Akut-Phase-
Proteinen in der Leber und somit fiir eine starke Immunantwort mitentscheidend [255]. IL-6
konnte in der Studie nicht nachgewiesen werden (Tabelle 5.11), sodass auch hier die
fehlende IL-6 Expression eine Ausschiittung des negativen Regulators nicht notwendig

macht.

Die ZzZytokine PDGF-BB und MIP-16 wurden ebenfalls als Reaktion auf die Impfung
herunterreguliert (Tabelle 5.12 und Abbildung 5.4 A). Beide wirken, &hnlich wie 1-309 und
MCP-1, chemotaktisch auf Monozyten, wurden aber gegenlaufig reguliert. Dieser
Unterschied ist einerseits darauf zurlckzufuhren, dass die Zytokine verschiedene Auslése-
mechanismen besitzen z.B. ist der PDGF-BB an der Wundheilung beteiligt und andererseits,
dass durch die milde Reaktion der Probanden nicht alle proinflammatorischen Wege aktiviert

wurden.

135



DISKUSSION

Blutbahn Entziindungsbereich
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Abbildung 6.1: Wirkungsweise der nachgewiesenen Zytokine.

Dargestellt sind die nachgewiesenen Zytokine mit den jeweils ausschittenden Zellen (durchgezogene Pfeile).
Grun hinterlegte Zytokine wurden im Verlauf der Studie starker, rot hinterlegte schwécher exprimiert. Zellen, die
durch das GFV infizierbar sind, werden durch * gekennzeichnet. Gestrichelte Linien zeigen die Empfanger der
Zytokinwirkung an, wobei die Art der Wirkung in den grau hinterlegten Késten angegeben ist. Interferon gamma,
welches von T-Zellen (TZ) sowie naturlichen Killerzellen (NKZ) exprimiert wird, bewirkt eine Aktivierung der NKZ
sowie eine verstarkte Expression von MHC-Molekilen auf dendritischen Zellen (DZ). Ebenfalls aktivierend auf
NKZ wirkt IL-12p70, welches von TZ, DZ und Monozyten und Makrophagen (M/M) exprimiert wird. 1-309 und
MCP-1 wurden im Verlauf der Studie ebenfalls starker von M/M sowie T-Zellen ausgeschiittet. Diese beiden
Chemokine locken Monozyten zum Infektionsort. IL-1a wurde von M/M, DZ und TZ vermehrt sezerniert und wirkt
aktivierend auf ruhende Makrophagen. Die Endothelzellen (Endo) der Blutgefaf3e reagieren auf IL-1a. mit einer
stéarkeren Expression von Adh&sionsmolekilen, um die Migration von Leukozyten (Leu) zu erleichtern. Ebenfalls
foérdernd auf die Migration von Immunzellen aus der Blutbahn in den Bereich der Infektion wirkt die verminderte
Expression der Zytokine TIMP-2 und sICAM-1. Durch die geringere Konzentration des Inhibitors TIMP-2 kdnnen
sezernierte Matrix-Metalloproteasen optimal wirken und eine leichtere Einwanderung der Zellen in das Gewebe
ermdglichen. Losliches ICAM-1 konkurriert mit den Endothelzellen um Bindungen auf Immunzellen im Blut,
sodass eine geringere Konzentration die Adhasion dieser Zellen an das Endothel erleichtert.

Zusatzlich zu den beschriebenen Konzentrationsverdnderungen der Zytokine fir das
gesamte Kollektiv wurde untersucht, ob die Nachweisbarkeit der GFV-Genomaquivalente im
Serum der Probanden (siehe Tabelle 5.6 auf Seite 78) einen Einfluss auf die
Zytokinexpression hatte. Dazu wurden die Daten der Gruppen PCR-negativ/PCR-positiv
statistisch verglichen. Das Ergebnis ist in Tabelle 5.13 auf Seite 91 dargestellt. Insgesamt
wurden nur sehr wenige Unterschiede festgestellt, die jedoch alle Chemokine betrafen. Drei
Chemokine (1-309, MCP-1 und MIP-135) wirken migrationsfordernd auf Monozyten bzw.
Makrophagen, jedoch lasst sich keine eindeutige Wirkrichtung feststellen. 1-309 und MCP-1
zeigen an Tag sieben genau entgegengesetzte Verdnderungen indem eines starker, das
andere schwacher exprimiert wurde. MIP-18 ist an Tag null und eins in der PCR-positiven

Gruppe niedriger exprimiert. Der Einfluss dieses Unterschiedes ist jedoch sehr schwer

136



DISKUSSION

einzuschatzen, da fir die anderen Monozyten-anlockenden Chemokine an diesen Tagen
kein Unterschied festgestellt werden konnte.

RANTES wurde im Zeitraum der ausklingenden GA-Nachweisbarkeit in der PCR-positiven
Gruppe weniger stark exprimiert. Es bewirkt die vermehrte Einwanderung von T-Zellen,
dendritische Zellen, NK-Zellen und Mastzellen am Entziindungsort [98] und wird von
Blutplattchen, Makrophagen, Endothelzellen und weiteren Zellen sezerniert. In schweren
Krankheitsverlaufen wurde eine starke RANTES-Expression nachgewiesen [83, 140]. Das
Auftreten der GA im Blut der Probanden scheint nach den vorliegenden Daten jedoch kein

ausreichender Stimulus fur eine starkere Expression von RANTES zu sein.

Analog zu der Untersuchung des Einflusses der Nachweisbarkeit der GA auf die Zytokine
wurde der Einfluss der Qualitdt der humoralen Immunantwort analysiert. Dazu wurde die
Zytokinexpression zwischen den Probanden mit einem hohen PRNT-Titer an Tag 14 mit
denen verglichen, die einen niedrigen Titer aufwiesen (siehe Tabelle 5.14 auf Seite 92). Fur
die chemotaktischen Zytokine zeigte sich wiederum ein sehr uneinheitliches Bild, welches
keine eindeutige Interpretation zulasst. Im Zeitraum zwischen Tag zwei und vier wurden
jeweils zwei fur Monozyten chemotaktische Zytokine in der Gruppe PRNT-hoch starker
(1-309 und MIP-1p) und zwei schwacher (PDGF-BB und MCP-1) exprimiert. Es ist somit nicht

nachzuvollziehen, welche Gesamtwirkung diese Veranderungen haben.

Fur die Zytokine IFNy und IL-6 SR wurde an wenigen Tagen eine starkere Expression in der
PRNT-hoch Gruppe nachgewiesen. Die leichte Erhéhung des IL-6 sR konnte auf eine
ebenfalls leicht erhthte IL-6 Produktion hindeuten, die jedoch weiterhin unterhalb des
Detektionslimits des eingesetzten Testes liegt. Zusammen mit der starkeren [FNy
Ausschittung kénnte dies ein schwaches Indiz fir eine leicht starkere Immunantwort sein.
Auf Grund der Tatsache, dass jedoch keine anderen proinflammatorischen Zytokine starker
auftreten, ist der Zusammenhang zwischen der eventuell starkeren Immunantwort und dem
hoheren Antikorpertiter in der Studie nur sehr schwach. Im Gegensatz dazu konnten bei
aufgetretenen Impfzwischenfallen, die mit einer schweren Erkrankung und damit auch mit
einer massiven Immunantwort einhergehen, haufig hohe PRNT-Titer festgestellt werden
[83, 155, 160].

Zusammenfassend belegt die Untersuchung der zeitlichen Konzentrationsdnderung von 40
Zytokinen die von den Probanden bestétigte gute Vertraglichkeit der Impfung und damit
einhergehend eine milde Immunreaktion ohne Komplikationen. Einige proinflammatorische

Zytokine, die fur eine massive Immunreaktion notwendig sind, wie z.B. TNFa, IL-6 und IL-8
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wurden nicht oder nur sehr schwach exprimiert. Bestétigt wurde dies durch die festgestellte
Reduktion der Expression einiger negativer Regulatoren, wie den l6slichen TNF-Rezeptoren
und dem l6slichen IL-6 Rezeptor. Die milde Immunreaktion konnte durch die gesteigerte
Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen wie IFNy, IL-12p70 und IL-1a sowie der
chemotaktischen Molekile 1-309 und MCP-1 gezeigt werden. Das Abklingen der
Immunreaktion durch Expression von inhibitorischen Faktoren wie IL-10 oder l6slichen
Rezeptoren konnte nicht gezeigt werden. Die Nachweisbarkeit der GFV-Genoméaquivalente
im Verlauf der Immunreaktion hatte keinen Einfluss auf die Expressionslevel der Zytokine.
Eine leichte Tendenz fir eine starkere Immunreaktion durch vermehrte Ausschittung von
IFNy und IL-6 sR konnte mit einem héheren PRNT-Titer an Tag 14 nach Impfung assoziiert

werden.

Die Expressionsanalyse der Probanden mit der eingesetzten Zytokinmembran belegte die
Vorteile dieses Systems. Es konnte mit geringem Probenvolumen ein sehr breiter Uberblick
uber die auftretenden Zytokine erlangt werden. Zu bericksichtigen ist jedoch die starke
individuelle Streuung unter den Probanden, die eine Medianbildung unerlasslich gemacht
hat. Die geplante vergleichende Untersuchung mit afrikanischen Wildtypinfektionen
(siehe Abschnitt 5.3 auf Seite 106) war auf Grund der fehlenden Hintergrundinformationen zu
den untersuchten Proben nicht moglich. Es konnte lediglich festgestellt werden, dass die
Patienten eine massive Zytokinexpression Uber das gesamte Spektrum der untersuchten
Zytokine aufwiesen. Eine zeitliche Einordnung der Probenentnahme in Bezug zur Infektion
lie sich nur in einem Fall herstellen, was zur Folge hat, dass nicht mit Sicherheit ein
Zusammenhang zwischen der Zytokinexpression und der GFV-Infektion hergestellt werden
konnte. Es ist zu vermuten, dass bei Patienten, die in Afrika in einem Krankenhaus
behandelt werden, auch andere Infektionskrankheiten, wie haufige Parasitosen, das
Immunsystem stark beeinflussen. Bestétigt wurde diese Vermutung durch die Tatsache,
dass in der durchgefuihrten Studie mit gesunden Probanden zwei gesondert betrachtet
werden mussten (siehe folgender Abschnitt 6.2.4), weil bei ihnen aller Wahrscheinlichkeit
nach im Untersuchungszeitraum impfungsunabhéngige immunologische Reaktionen

aufgetreten waren, die zu einer sehr deutlichen Veranderung der Expression gefuhrt haben.
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6.2.4 Betrachtung einzelner Probanden der Studie

Zwei Probanden wurden bei der Analyse der Zytokinmuster aus der Betrachtung
herausgenommen, da beide massive Abweichungen von den anderen Probanden aufwiesen

und statistisch als Ausreil3er identifizierbar waren (siehe Grubbs-Test auf Seite 86).

Beide Probanden wiesen in Bezug auf die GFV-spezifischen Parameter (Antikorper, Viramie)
keine Abweichungen von den Ergebnissen des Kollektivs auf (siehe Tabellen 5.15 und 5.17
auf den Seiten 100 bzw. 103). Auch bei den untersuchten zellularen Parametern wurden nur
geringe Unterschiede festgestellt. Der Proband #20 wies lediglich eine leicht niedrigere

bright NK-Zellen auf. Der Proband #12 wies Zellkonzentrationen an NK-

Konzentration an CD56
Zellen (CD56™ und CD56°™) auf, die bezogen auf das Kollektiv an der unteren

Konzentrationsgrenze lagen.

Bei dem Probanden #20 waren bereits vor der Impfung 28 von 40 Zytokine exprimiert, was
ein deutliches Indiz fir eine bereits bestehende subklinische Infektion darstellt. Die sehr
ausgepragte Zytokinexpression blieb bis zum zehnten Tag nach der Impfung bestehen und
kehrte danach zu einem Expressionsmuster zuriick, das den anderen Probanden der Studie
entsprach, was ebenfalls fir eine voriibergehende Infektion anderer Herkunft spricht. Das
Phanomen, dass an Tag sieben bereits ein fast normales Expressionsmuster gemessen
wurde, an Tag zehn jedoch wieder ein massiver Anstieg auf das Anfangsniveau festgestellt
wurde, war nicht nachvollziehbar. Des Weiteren ist nicht erklarbar, warum die gemessenen

hohen Zytokinwerte keinen Einfluss auf die untersuchten zellularen Parameter hatten.

Der Proband #12 wies ein ebenfalls deutlich breiteres Expressionsmuster als die Probanden
des Impfkollektivs auf. Auch bei ihm waren 16 Zytokine bereits ab Tag null héher exprimiert,
jedoch kam es ab Tag sieben zu einem deutlichen Anstieg der exprimierten Zytokine und
deren Expressionslevel, der bis zum Ende der Studie anhielt. Auf Grund der hohen
Expression Uber mehr als 28 Tage ist nicht von einer akuten Infektion auszugehen. Der
Proband hatte angegeben, dass er unter anderem allergisch auf Birkenpollen reagiere. Er
wurde Ende Marz geimpft, sodass sich der Untersuchungszeitraum bis Ende April erstreckte.
In diesem Zeitraum liegt die hochste Belastung mit Birkenpollen vor, sodass davon
auszugehen ist, dass die massive Zytokinexpression auf eine andauernde Exposition mit

dem Allergen zurtickzufihren ist.
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6.3 Hemmung der viralen Replikation durch RNA-

Interferenz

Die Entdeckung des GFV-Impfstammes hat die Bedrohung durch das GFV drastisch
reduziert und seit der Einfuhrung Millionen Menschen vor einer Infektion geschiitzt. Trotzdem
infizieren sich nach WHO Angaben jahrlich 200.000 Menschen mit dem Virus, von denen
30.000 sterben [17]. Die Dunkelziffer wird hierbei noch deutlich héher geschatzt. Nach einer
Infektion ist lediglich eine unterstitzende, symptomatische Behandlung mdglich, da eine
spezifische Therapie nicht verfligbar ist [61]. Es besteht daher trotz der Verfuigbarkeit eines
hervorragenden Impfstoffes dringender Bedarf an therapeutischen Anséatzen. Besonders bei
viralen Infektionserregern ist ein spezifischer Ansatz sehr schwer zu finden, da die Viren fur
ihre Vermehrung sehr viele zellulare Prozesse nutzen, in die nur sehr schwer eingegriffen
werden kann. Der Ansatz der siRNA-basierten Intervention ermdglicht eine
sequenzspezifische Spaltung der viralen RNA, die daraufhin abgebaut wird, ohne die
Wirtszelle zu schadigen. In dieser Arbeit wurden Experimente durchgefuhrt, um die

replikationshemmende Wirkung der siRNA in einem Zellkultursystem zu belegen.

Die ausgewahlten hochspezifischen Zielsequenzen (siehe Tabelle 5.21 auf Seite 109)
konnten ohne Mutationen in die Expressionsplasmide integriert und durch das optimierte

Transfektionssystem (siehe Kapitel 5.4.4 auf Seite 111) in den Zellen exprimiert werden.

Das Expressionsplasmid, welches die gegen das Nicht-Strukturprotein 2a (NS2a) gerichtete
siRNA#4 tragen sollte, lieR sich nicht herstellen. Die Sequenzierung brach stets an der
gleichen Stelle ab, was die Vermutung nahe legte, dass sich Sekundarstrukturen ausgebildet
haben, die eine erfolgreiche Sequenzierung verhinderten [256]. Die verbleibenden vier
siRNAs wurden auf ihre Wirkung gegen den 17D-Impfstamm sowie den Asibi-Wildtypstamm
getestet.

Die gegen das E-Protein gerichtete siRNA#1 zeigte sowohl gegen 17D als auch gegen Asibi
uber den gesamten Untersuchungszeitraum eine gute Reduktion der nachweisbaren GA in
den Zellen und im Uberstand auf etwa 40 % der Negativkontrolle, fur die eine nicht
GFV-spezifische siRNA verwendet wurde (siehe Abbildungen 5.13 und 5.15 auf den Seiten
115 bzw. 117). Die Replikation des Virus liel3 sich somit trotz Anwesenheit von siRNAs nicht
vollig unterbinden. Ein wichtiger Punkt hierfur ist die transiente Transfektion der Zellen, die
eine Effizienz von 30 % erreichte. Eine Vielzahl der Zellen war somit nicht in der Lage
SsiRNAs zu produzieren. Dieses Problem lieRe sich durch die Herstellung einer Zelllinie
umgehen, die die siRNA stabil exprimiert. Entscheidend fir die Wirkung bleibt jedoch
weiterhin die siRNA, wie Vergleiche mit Studien in denen stabile Zelllinien eingesetzt wurden
zeigen. Yang et al. [257] konnten die Replikation des West-Nil-Virus trotz einer stabilen
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Zelllinie nur auf etwa 26-40 % senken, Ong et al. auf unter 0,01 % [258] jeweils bezogen auf
die Negativkontrolle. Des Weiteren kann es auch in erfolgreich transfizierten Zellen zu einer
Replikation kommen, da die Zerstérung der viralen RNA durch den RISC-Komplex ein nicht
gerichteter Prozess ist und somit von der Konzentration des Komplexes, sowie der Effizienz
der Bindung der siRNA an den RISC-Komplex abh&ngt. Ein weiterer entscheidender Punkt
ist die Zuganglichkeit der Zielsequenz. Konnen die beladenen RISC-Komplexe ihre
Zielsequenz auf Grund von Sekundarstrukturen oder durch gebundene Proteine nicht
effizient binden, so kommt es auch nur zu einer ineffizienten Zerstérung der Ziel-RNA
[138, 259]. Die unterschiedliche Effizienz bei der Erkennung der Zielsequenz zeigte sich bei
dem Vergleich der siRNAs#1 und #2. Beide Zielsequenzen liegen innerhalb des E-Proteins
etwa 200 Basen voneinander entfernt, was bei erfolgter RISC-vermittelter Zerstdérung der
VRNA zu einem gleicheffizienten Abbau der Teilsticke flhren sollte. Trotzdem zeigte
SsiRNA#2 bis zum dritten Tag nach der Infektion kaum Wirkung auf die Replikation auf
Genomagquivalentebene. Dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit der in vitro
Experimente, da die rein computergestitzte Vorhersage der Effizienz von siRNAs nicht

zwingend in der Realitat zutrifft.

Die Ergebnisse der Reduktion von viraler RNA in den Zellen wie auch im Zellkulturiiberstand
spiegeln sich auch in der gemessenen Konzentration an replikativen Viruspartikeln wieder
(siehe Abbildungen 5.14 und 5.16 auf den Seiten 115 bzw. 118). Die siRNA#1 reduziert die
Menge sowohl an ausgeschleusten sowie in den Zellen nachweisbaren infektiosen 17D- und
Asibi-Partikeln an den Tagen zwei und drei auf 30-40 % der Negativkontrolle. Die Ergebnisse
der siRNA#2 zeigen auch hier eine deutlich schwéchere Reduktion. Interessant ist, dass
besonders bei dem Nachweis der infektiosen 17D-Partikel bei allen untersuchten siRNAs am
ersten Tag keine Reduktion nachweisbar war (siehe Abbildung 5.14 auf Seite 115), obwohl
zum gleichen Zeitpunkt fir die siRNAs #1, #3 und #4 auf der vVRNA-Ebene eine deutliche
Reduktion gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 5.13 auf Seite 115). Der Grund dafur
konnte die zeitliche Verzdgerung der Proteinexpression sein. Die siRNA wirkt auf die viralen
Genome und reduziert deren Anzahl bereits in den ersten 24 Stunden, was nachgewiesen
wurde. Es kommt jedoch nicht zu einer vélligen Unterbindung der Replikation, was dazu
fuhrt, dass die Translation der viralen Proteine anlaufen kann. In dieser frihen Phase kommt
es noch zu keinem messbaren Unterschied zwischen der Negativkontrolle und den mit
spezifischen siRNAs-transfizierten Zellen. Nach 48 Stunden korrelieren die gemessene
Reduktion auf Ebene der GA mit der Ebene der infektidsen Partikeln sehr gut, was zeigt,
dass die Translation auf Grund der eliminierten VRNAs in den Zellen durch die spezifischen
SsiRNA ebenfalls drastisch reduziert wurde. Gestutzt wird diese These dadurch, dass der

beschriebene Effekt bei den mit Asibi infizierten Zellen nicht so deutlich ausgepragt ist
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(Abbildung 5.16 auf Seite 118). Im Vergleich zu 17D ist der Asibi-Wildtypstamm nicht
adaptiert und repliziert schneller und starker in infizierten Zellen. Die Reduktion auf
Genomebene wirkt sich daher bereits friher auf die Produktion neuer infektidoser Partikel
aus, als das bei 17D der Fall war.

Nach 24 Stunden zeigte die Untersuchung der infektiosen Partikel in den Zellen sowie im
Uberstand der Zellen, die mit der siRNA#2 transfiziert waren, sogar eine Zunahme der
Replikation des 17D-Virus. Eine logische Erklarung fur dieses Phanomen liel3 sich nicht
finden. Jedoch trat ein @hnlicher Effekt bei Bai et al. auf. In einem in vivo Experiment an
Mausen starben mehr Tiere, die mit einer spezifischen WNV-siRNA behandelt wurden, als in
der Kontrollgruppe. Diese spezielle siRNA schien also die Infektion in den Tieren zu

verstarken und somit zu der hoheren Sterberate zu fihren.

SiRNA#3, die gegen das NS1-Protein gerichtet war, zeigte im Vergleich mit siRNA#1 gegen
17D eine vergleichbare, gegen den Wildtypstamm sogar eine bessere Wirkung mit einer
Reduktion der infektiosen Partikel auf 5-7 %. Dieses Ergebnis ist in Bezug auf die 30 %ige
Transfektionseffizienz hervorragend, da in einer vergleichbaren Untersuchung mit einer
stabilen Zelllinie eine Reduktion der 17DD-Replikation auf 2,8 % erreicht wurde [138]. In
dieser Studie wurde die Wirkung nicht gegen den Wildtypstamm getestet, sodass die

Aussagen flr einen therapeutischen Ansatz nur sehr bedingt heranzuziehen sind.

Die gegen den 3’-nicht-translatierten Bereich (3-NTR) gerichtete siRNA#5 reduzierte die
Replikation der beiden Virusstamme sowohl auf Genom- als auch auf Partikelebene etwas
schlechter als siRNA#1.

Obwohl die drei siRNAs #1, #3 und #5 gegen verschiedene Bereiche der viralen RNA
gerichtet sind, waren die Effekte auf die Replikation vergleichbar. Alle zielen somit auf eine
fur den RISC-Komplex gut zugangliche Sequenz innerhalb des Virusgenoms. Unterschiede
auf Grund der Lage der Zielsequenz sind bei dem GFV theoretisch nicht zu erwarten
gewesen, da das GFV-Genom unsegmentiert ist. Die RISC-induzierte Spaltung mit dem
anschlielenden Abbau der Spaltprodukte fihrt theoretisch stets zur vollstdndigen Zerstérung
des Genoms, was durch die ahnliche Wirkung der unterschiedlichen Zielsequenzen gezeigt
werden konnte. Abweichungen in der Wirkung, wie sie flr siRNA#2 aufgetreten sind oder in
anderen Untersuchungen gezeigt wurden [138, 258], betreffen, wie bereits beschrieben, eher
die Effizienz der Bindung der siRNA an den RISC-Komplex oder die Zuganglichkeit der

Zielsequenz in der viralen RNA.

Bei einer messbaren Hemmung der viralen Replikation in Zellen, wie sie fur die

GFV-spezifischen siRNAs gezeigt wurde, ist stets auch eine Beteiligung des unspezifisch
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wirkenden Interferon-Systems zu bedenken. Das Auftreten von langer doppelstréngiger RNA
in Zellen, die ein Zeichen einer Virusreplikation ist, wird hauptsachlich Gber die Rezeptoren
,serine-threonin kinase PKR* [260] und TLR3 [261] erkannt und fuhrt zur Aktivierung des
Interferonsystems. Dies ist fur die Expression verschiedener Gene, sowie die Abschaltung
der Proteinbiosynthese bis hin zur Apoptose der Zelle verantwortlich [262]. Kurze
doppelstrangige RNA-Molekiile (~ 20 Nukleotide) wie sie typischerweise im Zusammenhang
mit SiRNAs auftreten werden in der Regel nicht von dem System detektiert [126, 263]. Eine
Mdglichkeit dies zu belegen ist zu zeigen, dass klassische IFN-induzierte Gene wie PKR und

MXA nicht starker exprimiert werden, wenn die Zellen mit sSiRNA behandelt wurden [264].

Aus zeitlichen Grinden war eine dahingehende Untersuchung jedoch nicht mehr mdglich.
Trotz des fehlenden Nachweises ist eine IFN-Beteiligung an der gezeigten
replikationshemmenden Wirkung unwahrscheinlich. In einer anderen Studie innerhalb der
Arbeitsgruppe mit dem FSME-Virus wurden die gleichen Zellen mit dem gleichen siRNA-
Expressionssystem transfiziert und es konnte eine vergleichbare Wirkung der FSMEV-
spezifischen siRNAs gezeigt werden. Einen Unterschied im Replikationsverhalten unter
Anwesenheit einer unspezifischen siRNA und ohne siRNA wurde jedoch nicht festgestellt,
was zeigte, dass keine IFN-Aktivierung durch die Anwesenheit der siRNA erfolgte.

Fur einen therapeutischen Ansatz gegen das Wildtypvirus eignet sich nach den ersten
Untersuchungen die siRNA#3 besonders gut, da die Reduktion der infektibsen Partikel am
starksten war. Da die vorliegende Untersuchung die einzige ist, in der die Wirkung der
siRNAs auf den Wildtypstamm untersucht wurde, ist ein Wirkungsvergleich nicht moéglich. In
weiterfihrenden Untersuchungen mit SiRNA#3 musste gezeigt werden, dass sowohl in vitro
als auch in vivo eine Replikationshemmung auftritt, wenn die Verabreichung der siRNA nach
der Infektion erfolgt, was fiir die mogliche Behandlung einer Infektion unerlasslich ist. Das
weitaus grolRere Problem stellt jedoch der Einsatz der siRNA im Menschen dar. Als
GF-Therapie ware eine systemische Verabreichung lber das Blut notwendig, um alle
Zielorgane des GFV zu erreichen. Dazu muss die Stabilitdét der siRNA lber chemische
Modifikationen im Blut erhéht werden, um die Bioverfligbarkeit Uber einen langeren Zeitraum
zu gewdhren [265]. Ein besonderes Problem ist die Einschleusung der siRNA in die
Zielzellen, da viele der in vitro eingesetzte Techniken nicht mdglich sind oder ein sehr hohes

Risiko bei der Anwendung bergen.

Nicht selektive, systemische Verabreichungen wurden in Tieren erfolgreich, z.B. Uber die

Kopplung an Cholesterin-Gruppen, erreicht, sodass es zu einer rezeptorvermittelten

Aufnahme in Leber und Dinndarm kam [266]. Eine Ubertragung auf den Menschen wiirde

jedoch sehr groRe Mengen an Verabreichungs-Komplexen erfordern, was teuer und
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unpraktikabel ware [267]. Ein vielversprechender Ansatz wére eine Kopplung der siRNA an
GFV-spezifische Antikorperfragmente, die die Aufnahme in infizierte Zellen vermitteln. Dies
wurde z.B. fur Zellen gezeigt, die ein HIV-spezifisches Protein exprimieren [268]. Der
Komplex wurde von HIV infizierten T-Zellen aufgenommen und reduzierten das Proteinlevel
um mehr als 70 %. Dieser Ansatz reduziert die Menge an zu verabreichender siRNA, da
nicht alle Zellen damit ausgestattet werden. Auf der anderen Seite ist nicht vorhersehbar, ob
dieses Vorgehen die Infektion soweit verlangsamt, damit das Immunsystem die Viren

eliminieren kann.

Ist es notwendig, die Expression der siRNAs in den Zellen mdglicht lange zu gewahrleisten,
so werden virale Systeme verwendet. Lentivirale Vektoren integrieren in das Zellgenom und
ermdglichen so eine stabile Expression der siRNAs. Die ex vivo Transduktion von
haematopoetischen Stammzellen und Refusion in HIV-Patienten ware ein mdglicher Einsatz
dieser Technik [269]. Das grof3e Problem dieser Methode ist die ungerichtete Integration des
Virus in das Genom, die zu Veranderungen in einzelnen Genen fiihren kann [267, 270]. Nicht
integrierende, adenovirale Ansatze filhren zu einer langeren Expression, da die
Expressionskassette als Plasmid parallel zum Genom in den transduzierten Zellen vorliegt.
Bei wiederholter Anwendung kann es jedoch zu einer Immunreaktion gegen den Vektor

kommen.

Die Wirksamkeit fur drei der vier untersuchten siRNAs konnte in dem Zellkultursystem
eindeutig belegt werden, wobei die Reduktion vergleichbar mit anderen Studien ist, obwohl
nur etwa 1/3 der Zellen transfiziert wurden. Die siRNA#3 eignet sich anhand der Daten
besonders fir weiterfihrende Experimente, mit dem langfristigen Ziel eine spezifische
Therapie gegen das GFV zu entwickeln. Sie ist bisher die einzige siRNA, deren Wirkung

gegen den Wildtypstamm bewiesen wurde.
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7 Zusammenfassung

Die Bedrohung durch das GFV nimmt weltweit wieder zu, was umfangreiche
Gegenmalinahmen, wie z.B. Impfkampagnen notwendig macht. Der eingesetzte Impfstoff ist
hdchsteffektiv. Jedoch traten in den letzten Jahren vermehrt Nebenwirkungen auf, deren
Ursachen grofdtenteils unbekannt sind. Massenimpfungen bieten die Gelegenheit
Risikofaktoren durch eine gezielte Uberwachung zu untersuchen. Im Rahmen der
begleitenden Untersuchung von drei Kampagnen mit rund 12 Mio. Impflingen wurden
lediglich 26 mogliche schwere Impfzwischenfalle an das RKI gemeldet, wobei in 6 Fallen der
Verdacht erhartet wurde. Die geringe Meldungsrate sowie die schlechten Transport-
bedingungen der Proben haben dringenden Verbesserungsbedarf offengelegt. Das RKI war
daher an der Entwicklung von WHO-Richtlinien beteiligt, die durch standardisierte Verfahren
die Uberwachung der Nebenwirkungen verbessern sollen.

Neben der Erfassung von Impfzwischenfallen ist die Erforschung ihrer Ursachen nicht nur fir
den Einsatz des GF-Impfstoffes, sondern auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer
chiméarer Impfstoffe auf der Basis des 17D-Stammes sehr wichtig. Entscheidend dafur ist ein
umfassender Einblick in die Immunreaktion nach der Impfung. Zu diesem Zweck wurde eine
Impfstudie mit dem kommerziell erhaltlichen GF-Impfstoff durchgefihrt.

Die hervorragende Wirksamkeit des Impfstoffes konnte in dieser Studie bestéatigt werden. Bei
allen Probanden wurde ein protektiver Antikorpertiter innerhalb von 14 Tagen aufgebaut. Im
Vergleich mit einer anderen Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der Hohe des
neutralisierenden Antikorpertiters und der initialen Impfdosis vermutet werden. Bereits am
zweiten Tag nach der Impfung lieR sich die Aktivierung der angeborenen Immunitat durch die
héhere Expression proinflammatorischer Zytokine belegen. Die insgesamt milde, aber
deutlich messbare Immunreaktion konnte Uber den Studienverlauf durch die erhohte
Expression von Zytokinen und Chemokinen sowie die verringerte Ausschittung von
Inhibitoren gezeigt werden. Als Ursache fir diese milde Reaktion konnte die sehr schwache
Viramie identifiziert werden, die nur Uber Genomé&quivalente nicht aber Uber infektiose
Partikel im Blut nachweisbar war. Interessanterweise konnte bereits kurz nach der Impfung
ein zweiphasiges Auftreten GFV-spezifischer T-Zellen im Blut nachgewiesen werden, was

die erfolgreiche Aktivierung der adaptiven zellularen Immunantwort bestatigt.

Im Hinblick auf schwere Impfzwischenfélle sowie die weltweit zunehmende Zahl von

GF-Wildtypinfektionen steigt der Bedarf an einer spezifischen Therapie. Durch in vitro

siRNA-Experimente konnte fir vier verschiedene siRNAs gezeigt werden, dass sie die

Replikation des GFV 17D signifikant reduzieren. Eine der untersuchten siRNAs zeigte eine

besonders effektive Wirkung auf den Asibi-Wildtypstamm, was die Grundvoraussetzung fir
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einen moglichen therapeutischen Ansatz ist. Diese vielversprechenden Ergebnisse bilden
somit die Basis der Entwicklung dieser antiviralen Strategie.
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8 Summary

The yellow fever virus (YFV) reemerges in several countries and is threatening an increasing
population. This raises the demand for comprehensive countermeasures like WHO mass
vaccination campaigns. The vaccine is considered to be very safe but nevertheless serious
adverse events following immunisation (AEFI) were reported in recent years. The origin of
these adverse events is unknown in the majority of cases. As the adverse events are quite
rare, mass vaccination campaigns give the opportunity to identify risk factors by close
surveillance. Within this work 26 possible AEFI from 12 million vaccinations were analysed
and six cases were possibly related to vaccination. The low rate of announced AEFI, as well
as the poor sample conditions at arrival, clearly demonstrate the demand for basic
improvements. Under WHO leadership the RKI participated in the development of
generalised guidelines to standardise the AEFI surveillance.

Surveillance and research on AEFI are necessary with regard to the already established
yellow fever vaccine and additionally for the newly developed chimeric vaccines based on
the 17D-strain. Therefore a comprehensive knowledge on the immune response after

vaccination is required.

The efficiency of the administered vaccine was confirmed by the vaccination study. All
vaccinees developed a protective antibody titre on day 14. Comparing these results with
former studies a connection between the antibody titre and the initial amount of administered
virus can be identified. Two days after vaccination the stimulation of innate immunity was
detectable by the increased expression of certain inflammatory cytokines. In general the
immune response was very mild but clearly measurable on the basis of increased
concentrations of inflammatory cytokines and chemokines, as well as the reduction of some
inhibitory factors. One reason for the mild reaction was the low viremia, which was only
detectable on the level of genome equivalents but not on the level of infectious particles.
Surprisingly YFV-specific T-cells appeared in two waves already on day two after

vaccination, proving the successful cell based adaptive immune reaction.

The severe AEFI and the increasing number of YFV infections highlight the demand for the
development of a virus-specific therapy. This work proved the significant reduction of
17D-virus replication in the presence of four different siRNAs in cell culture. One of these
siRNAs showed a remarkable effect on the replication of the wild type virus which is a basic
requirement for a therapeutic approach. These promising results generate the background

for the development of a virus-specific strategy.
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