I11.1.3 Effekt von ebvlIL10 auf unreife dendritische Zellen

Wir untersuchten, ob ein Einfluss von ebvIL10 und hIL10 auf unreife DC besteht. Wir
untersuchten dafiir die Oberflaichenmolekiile MHCI, CD86, ICAM1 und DC-SIGN. Wir
konnten nachweisen, dass weder ebvIL10 noch hIL10 einen statistisch signifikanten Einfluss

auf die untersuchen Oberflachenmolekiile hatte (Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss von ebvIL10 und hIL10 auf die Expression von MHC 1, CD86, ICAM1 und DC-SIGN
auf unreifen dendritischen Zellen.

iDC wurden fiir zwei Tage mit 25 ng/ml IL10 (hIL10 oder ebvIL10) behandelt oder ohne Zytokin
belassen. Die Expression der Molekiile wurde nach zwei Tagen mittels FACS-Analyse bestimmt. Die MFI
unbehandelter iDC wurde als 100% gesetzt. Der relative Prozentsatz der MFI ist auf der y-Achse als
Mean +/- SEM aufgetragen. Die Ergebnisse reprisentieren drei oder mehr Experimente (fiir ICAM1 zwei

Experimente) mit DC unterschiedlicher Spender.
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l1.2 Einfluss von ebvIL10 auf reifungsassoziierte

Veranderungen der Funktion dendritischer Zellen

I11.2.1 Modulation der Produktion von IL6 und 1L12 durch ebvIL10

Wir untersuchten den Effekt von ebvIL10 und hIL10 auf die Produktion der wichtigen
Zytokine IL6 und IL12.

Auf die Sekretion von IL6 bestand kein signifikanter Einfluss von ebvIL10 und hIL10 (Abb.
19). Es zeigte sich, dass ebvIL10 wenig Einfluss auf die Produktion zelluldren IL12s hatte,
wiéhrend hIL10 diese supprimierte (Abb. 20).

IL10 - - hiL10  ebviL10
LPS - + + +

Abb. 19: Modulation der Produktion von IL6 durch IL10.

Der Uberstand von DC wurde gesammelt. Diese waren zuvor zwei Tage mit 1 wg/ml LPS und in
Abwesenheit oder Anwesenheit von 25 ng/ml IL10 (hIL10 oder ebvIL10) behandelt worden. Die Menge an
IL6 im Uberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mean +/- SEM angegeben und

ergeben sich aus drei Experimenten mit DC unterschiedlicher Spender.
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Abb. 20: Modulation der Produktion dendritischer Zellen von IL12 durch IL10.

Der Uberstand von DC wurde gesammelt. Diese waren zuvor zwei Tage mit 1 pg/ml LPS und in
Abwesenheit oder Anwesenheit von 25 ng/ml IL10 (hIL10 oder ebvIL10) behandelt worden. Daraus
wurde die Menge an aktivem IL12 mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mean +/- SEM

angegeben und ergeben sich aus drei Experimenten mit DC unterschiedlicher Spender.
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I11.2.2 Beeinflussung der stimulatorischen Kapazitit von DC durch

ebvIL10

Wir untersuchten den Einfluss von ebvIL10 und hIL10 auf die Féhigkeit von DC, allogene T-
Zellen zu aktivieren. Die FACS-Analyse des Aktivierungsmarker CD69 auf CD3+Zellen
zeigte, dass allogene DC, die vorher mit LPS und hIL10 behandelt worden waren, nicht die
volle stimulatorische Kapazitdt erreichten. ebvIL10 zeigte in diesem Versuch dhnliche

Wirksamkeit (Abb. 21).
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Abb. 21: Beeinflussung des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD3+T-Zellen durch Storung der
reifungsassoziierten Anderungen der Funktion dendritischer Zellen durch IL10.

iDC wurden fiir zwei Tage mit 1 pug/ml LPS und 25 ng/ml IL10 (hIL10 oder ebvIL10) behandelt oder ohne
Zytokin belassen (Nur LPS). Die so behandelten DC wurden mit allogenen PBMC fiir 5 Tage inkubiert.
Danach wurde auf aktivierten T-Zellen CD3 und CD69 angefirbt und mittels FACS-Analyse gemessen. In

der rechten oberen Ecke ist die Prozentzahl der aktivierten T-Zellen angegeben.
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I11.2.3 Effekt von ebvIL10 auf die Fihigkeit dendritischer Zellen, die

Interferony Produktion von T-Zellen zu stimulieren

Wir untersuchten den Einfluss von ebvIL10 auf die Fahigkeit von DC, die IFNy-Produktion
durch T-Zellen zu stimulieren. Dabei verwendeten wir verschiedene Mengen ebvIL10 (25
ng/ml, 250 ng/ml, 1000 ng/ml). Wir konnten zeigen, dass ebvIL10 auch bei niedrigen Mengen
moglicherweise genauso effizient ist wie hIL10 (Abb. 22).
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Abb. 22: Modulation der Produktion von IFNy durch ebvIL10.

iDC und allogene T-Zellen, die beide HLLA-A2 positiv waren, einer T-Zelllinie, die fiir den Liganden
spezifisch waren, wurden, wie in der Grafik beschrieben, mit oder ohne LPS, sowie verschiedenen
Konzentrationen IL10 (hIL10 oder ebvIL10) inkubiert. Zu der einen Hilfte des Ansatzes wurden kein
(weifle Siulen), zur anderen 300 ng HCMV-pp65-Peptid-Ligand (schwarze Siulen) gegeben. Nach drei
Tagen wurde der Uberstand gesammelt und die Menge an IFNy mittels ELISA bestimmt. Das Ergebnis

ergibt sich aus einem Experiment.
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I11.2.4 Wirkung von ebvIL10 auf die Fahigkeit von DC, T-Zellen zu
aktivieren

Wir untersuchten den Einfluss von ebvIL10 und hIL10 auf die Fahigkeit von DC, T-Zellen zu
aktivieren. Die FACS-Analyse des Aktivierungsmarker CD69 auf T-Zellen zeigte, dass

allogene DC, die mit LPS und hIL10 behandelt worden waren, nicht die volle stimulatorische

Kapazitit erreichten, ebvIL10 wies einen schwicheren Effekt auf (Abb. 23).

T-Zellen + T-Zellen +
unbehandelte DC LPS-behandelte DC
il 10.7% g 19.7%
Kein IL10
i 12.9%
hIL10
ebvIL10

Abb. 23: Storung der T-Zell-stimulatorischen Kapazitit von DC durch IL10.

iDC wurden fiir zwei Tage mit 1 pg/ml LPS in Anwesenheit von 25 ng/ml IL10 (hIL10 oder ebvIL10) oder
in Abwesenheit (Kein IL10) behandelt. Diese DC wurden mit allogenen T-Zellen fiir 5 Tage inkubiert.
Dann wurde auf aktivierten T-Zellen die Expression von CD3 und CD69 durch FACS-Analyse bestimmt.
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l11.3. Einfluss von ebvIL10 auf die Apoptoserate von DC in
Gegenwart eines inflammatorischen Signals

Es wurde untersucht, ob ebvIL10 oder hIL10 einen Einfluss auf die Apoptoserate von DC
nach Exposition gegeniiber dem Reifungsstimulus LPS hat.

Fiir ebvIL10 konnte keine Auswirkung gezeigt werden. Unter Zugabe von hIL10 erhdhte sich
die Apoptose-Rate, erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Dieser Effekt zeigte sich
sowohl bei alleiniger Verwendung von LPS als Reifungsstimulus (Abb. 24), als auch bei

Zugabe eines hochst effizienten FasLiganden (Abb. 25).
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Abb. 24: Apoptose-Rate dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS in Gegenwart von IL10 (ebvIL10
oder hIL10).

iDC wurden fiir zwei Tage mit 1ug/ml LPS in Anwesenheit von 25 ng/ml Zytokin (hIL10, ebvIL10) oder
in Abwesenheit (Nur LPS) behandelt. Die Apoptose-Rate wurde nach zwei Tagen mittels AnnexinV-
Féarbung und nachfolgender FACS-Analyse bestimmt. Die Abbildung zeigt den Grad der Apoptose relativ
zu unbehandelten iDC. Die Resultate ergeben sich aus drei Experimenten mit DC unterschiedlicher

Spender. Die Fehlerbalken reprisentieren den SEM.
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Abb. 25: Apoptose-Rate dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS und Zugabe von FasLigand in
Gegenwart von IL10 (ebvIL10 oder hIL10).

iDC wurden fiir zwei Tage mit 1 pg/ml LPS in Anwesenheit von 25 ng/ml Zytokin (hIL10, ebvIL10) oder
in Abwesenheit (Nur LPS) behandelt. Nach einem Tag erfolgte die Zugabe von 1 pg/ml SuperFasLigand.
Die Apoptose-Rate wurde nach zwei Tagen mittels AnnexinV Firbung und nachfolgender FACS-Analyse
bestimmt. Die Abbildung zeigt den Grad der Apoptose relativ zu unbehandelten iDC. Die Resultate
ergeben sich aus drei Experimenten mit DC unterschiedlicher Spender. Die Fehlerbalken geben den SEM

an.
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1V, Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung des IL10-Homologs des Epstein-Barr-Virus auf DC
untersucht. IL10 als immunsuppressives Agens wird von zahlreichen Erregern ausgenutzt, um
die Eliminierung aus dem Wirtsorganismus zu verhindern oder zu verzdgern [22]. Einige sind
in der Lage zelluldres IL10 zu induzieren, wihrend andere, wie das Epstein-Barr-Virus, ihre
eigenen IL10-Homologe kodieren [47]. Das IL10-Homolog des Epstein-Barr-Virus weist
dabei die sehr hohe Ubereinstimmung von 84 % mit dem menschlichen IL10 auf.

DC stellen wichtige Abwehrzellen dar, die an allen Korperoberflichen priasent sind. Es ist
bekannt, dass menschliches IL10 diese Zellen in ihrer Funktion supprimiert. Ein Einfluss des
IL10-Homologs des Epstein-Barr-Virus auf DC wére nahe liegend.

In unseren Versuchen haben wir humanes IL10 aus Griinden der Vergleichbarkeit ebenfalls

analysiert und den Ergebnissen der Untersuchung von ebvIL10 gegeniibergestellt.

IV.1 Modulation des Phanotyps dendritischer Zellen durch
ebvIL10

Ausgehend von der Reaktion unreifer dendritischer Zellen gegeniiber LPS war es mittels
FACS-Analyse moglich, fiir hIL10 zwei Gruppen IL10-sensitiver Molekiile zu definieren
(Tabelle 7). Die Mehrzahl der LPS-induzierten Gene wurde durch IL10 unterdriickt (Gruppe
1), wihrend einige wenige heraufreguliert wurden (Gruppe 2). Eine dhnliche Zweiteilung

konnte ebenfalls bei Experimenten mit Makrophagen der Maus nachgewiesen werden [48].

IV.1.1 Wirkung von ebvIL10 auf Molekiile der Antigenprisentation,
Kostimulation und Adhésion

Die Gruppe 1 umfasst die klassischen MHC-Molekiile und auch die kostimulatorischen
Molekiile. Von anderen Gruppen konnte gezeigt werden, dass hIL10 nach Zellaktivierung mit
LPS die Hochregulation von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-11-Molekiilen verhindert [49].
Diesen Effekt haben wir ebenfalls nachweisen konnen. Der Effekt von ebvIL10 auf die
Oberflachenmolekiile der Antigenpradsentation war dahingegen nur schwach oder gar nicht
nachzuweisen und signifikant geringer als der von hIL10.

Die getesteten kostimulatorischen Molekiile (CD40, CD80, CD86, B7-H1, B7-DC) sind

ebenfalls Bestandteil der Gruppe 1. Fiir sie ergab sich ein dhnliches Bild. Die Gegenwart von
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hIL10 bewirkte eine signifikante Verringerung der LPS-induzierten Expression dieser
Molekiile auf DC. Fiir ebvIL10 war kein signifikanter Effekt auf die kostimulatorischen
Molekiile nachzuweisen. Stattdessen zeigte sich fiir einige Molekiile (CD86, B7-H1, B7-DC)
sogar ein signifikanter Unterschied zwischen ebvIL10 und hIL10.

Die Gruppe 2 umfasst interessante IL10-sensitive Molekiile wie HLA-DM. Dieses
nichtklassische HLA-Molekiil gehdrt zu einem extrazelluldren Priasentationsweg, der eine
Prozessierung von Antigen au3erhalb der Zelle ermdglicht [50] [51]. Humanes IL10 bewirkt
auf durch LPS-aktivierten DC eine Hochregulation von HLA-DM. Auch fiir dieses Molekiil
war ein Unterschied zwischen hIL10 und dem IL10-Homolog des Epstein-Barr-Virus
auszumachen: Der Effekt von ebvIL10 auf HLA-DM war wiederum deutlich geringer als der
von hIL10.

B7-H1 wurde sowohl mit kostimulatorischen [52] als auch mit inhibitorischen Eigenschaften
in Verbindung gebracht [53]. Wir konnten fiir hIL10 nachweisen, dass B7-H1 wie die anderen
kostimulatorischen Molekiile auf hIL10 und LPS reagiert und somit dhnlich reguliert wird.
Eine Aktivierung DC bewirkt eine Hochregulation der meisten Adhdsionsmolekiile (CD1lc,
CD18, ICAMI), sie sind somit ebenfalls Bestandteil der Gruppe 1. Entsprechend der
Ergebnisse fiir die getesteten antigenpdsentierenden und kostimulatorischen Molekiile zeigte
sich, dass ebvIL10, im Gegensatz zu hIL10, nicht in der Lage war, diese Hochregulation zu

blockieren.

IV.1.2 Beeinflussung der DC-SIGN Expression auf dendritischen Zellen
durch ebvIL10

DC-SIGN ist Bestandteil der Gruppe 2, es ist ein C-Typ Lektin. Etliche virale und nicht-virale
Pathogene binden an dieses Oberflichenmolekiil [54], wie z.B. das Hepatitis-C-Virus [55]
und HIV1[56]. Es ist wahrscheinlich, dass diese Erreger DC als Vehikel zur Dissemination im
Wirtsorganismus nutzen [57]. Falls also ebvIL10, das bei einer Infektion freigesetzt wird,
einen Einfluss auf die Expression von DC-SIGN hitte, konnte dies die Ausbreitung von
Pathogenen begiinstigen.

Auf unreifen DC, die einem Reifungsstimulus, wie LPS, ausgesetzt werden, wird DC-SIGN
herabreguliert [17]. Wir konnten nachweisen, dass die gleichzeitige Zugabe von hIL10 und
LPS die Reifung dendritischer Zellen behindert und eine Hochregulation von DC-SIGN auf
DC bewirkt.

DC-SIGN dient ebenfalls als Rezeptor fiir das Cytomegalie-Virus [57]. Das IL10-Homolog
des Cytomegalie-Virus (cmvIL10) bewirkt entsprechend hIL10 eine Hochregulation von DC-
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SIGN [58]. Da sowohl das Cytomegalie-Virus, als auch das Epstein -Barr Virus zur Familie
der Herpesviren gehoren, lag die Vermutung nahe, dass ebvIL10 &hnlich reagiert wie
cmvIL10. Jedoch konnten wir zeigen, dass hier ein Unterschied zwischen den beiden IL10-
Homologen besteht. Fiir ebvIL10 war kein Einfluss auf die Expression von DC-SIGN
wihrend der LPS-induzierten Reifung nachweisbar. Stattdessen bestand sogar ein
signifikanter Unterschied zwischen der Wirkung von ebvIL10 und hIL10. ebvIL10 hat, im
Gegensatz zu hIL10, kaum Einfluss auf die Expression von DC-SIGN auf DC, unabhingig

von der Zytokinkonzentration und von dem Reifungsstadium.

IV.1.3 Auswirkung von ebvIL10 auf die Expression von IDO

Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein wichtiges Regulationsmolekiil fiir die T-Zell-
Proliferation, das T-Zell-Uberleben [59] [17] und die Regulation des adaptiven
Immunsystems [60] [61]. Seine Produktion durch menschliche Makrophagen [62] oder DC
[46] bewirkt eine Verringerung von Tryptophan und dadurch eine Unterdriickung der T-Zell-
Antwort. IDO-exprimierende menschliche DC fungieren als spezialisierte, regulatorische
Zellen, die eine Rolle spielen konnten, in vivo Toleranz zu induzieren [63]. In unseren
Versuchen bewirkte hIL10 eine erhohte Expression von tolerogenem IDO auf DC, das auf
diese Weise die T-Zell-Antwort abschwicht. Fiir ebvIL10 konnte kein signifikanter Einfluss

auf die Expression von IDO nachgewiesen werden.

IV.1.4 Dosisabhiangiger Effekt von ebvlL10 auf die Expression von ICAM1

Ausgehend von humanem IL10 haben wir untersucht, bei welcher Konzentration von ebvIL10
der grofte Effekt auf DC nachweisbar ist. Dafiir wurden in Verdiinnungsreihen die
Oberflachenmolekiile DC-SIGN und ICAMI untersucht. Wir konnten zeigen, dass flir hIL10
der maximale Einfluss bei 25 ng/ml besteht, wéahrend fiir ebvIL10 selbst bei Konzentrationen
von bis zu 200 ng/ml kein signifikanter Einfluss zu sehen war.

Die Ergebnisse fiir ebvIL10 sind in Bezug auf das Oberflichenmolekiil DC-SIGN
widerspriichlich. Bei einem Spender konnte fiir ebvIL10 ein Einfluss auf DC-SIGN gesehen
werden. Dieses muss aber in weiteren Untersuchungen mit weiteren Spendern verifiziert
werden, da dieser Effekt auf Spendervariabilitit beruhen konnte.

Die von uns verwendeten Konzentrationen iibersteigen die physiologisch angenommenen
Konzentrationen von ebvIL10 von bis zu 300 pg/ml, die bei einer Primirinfektion gemessen
werden konnten [45]. Sie entsprechen jedoch der Versuchsanordnung anderer Arbeitsgruppen

in vergleichbaren Exprimenten [64].
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IV.1.5 Einfluss von ebvIL10 auf dendritische Zellen in verschiedenen
Reifungsstadien

Die Untersuchung der Wirkung von IL10 auf unreife DC zeigte, dass weder ebvIL10 noch
hIL10 einen signifikanten Einfluss auf die untersuchten Oberflichenmolekiile DC-SIGN,
MHC I, CD86 und ICAMI hat. Unreife DC sind tolerogen. Es ist daher gut vorstellbar, dass
IL10 in Abwesenheit eines Reifungsstimulus selbst keinen Effekt auf DC aufweist.

Ebenfalls haben wir den Einfluss von ebvIL10 und hIL10 auf die DC-SIGN- und MHC-
Klasse-1-Expression reifer dendritischer Zellen untersucht. Hier konnte fiir beide Interleukine
kein Einfluss auf die Expression von DC-SIGN und auch MHC-Klasse-I-Molekiilen
nachgewiesen werden. Diese Resistenz reifer dendritischer Zellen gegeniiber IL10 stimmt mit
schon publizierten Ergebnissen iiberein [34] und kdnnte mit dem Verlust der Expression von

IL10R1 und einer verminderten IL10-Bindung zusammenhangen [65].

IV.1.6 Zusammenfassung

Die Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz von ebvIL10 zu humanem IL10 betrigt 84%.
Trotzdem ist ebvIL10, im Gegensatz zum menschlichen Vorbild, nicht in der Lage, die volle
T-Zell-Aktivierung zu verhindern [66] [67]. Wéhrend hIL10 wichtige Funktionen
dendritischer Zellen, die zum Zeitpunkt der Reifung erworben werden oder verloren gehen,
inhibiert, ist ebvIL10 nicht in der Lage, die funktionelle Reifung von DC zu blockieren.

Eine mogliche Erklarung bieten Untersuchungen der Bindungsaffinitit von IL10 an den IL10-
Rezeptor. Diese ergaben, dass eine hohe Affinitit von humanem IL10 fiir die IL1OR1-
Untereinheit besteht, aber eine etwa 20fache Reduktion fiir ebvIL10 [68]. Der funktionelle
Rezeptor fiir IL10 setzt sich aus zwei Ketten zusammen, die IL10R1- und IL10R2-
Untereinheit [28]. Die Kristallstrukturanalyse zeigte, dass virale IL10-Homologe
unterschiedliche Wege entwickelt haben, um die IL10R1-Untereinheit zu aktivieren [68].
Diese strukturellen Unterschiede, die trotz der hohen Homologie der Primérstruktur bestehen,
konnten eine verdnderte Signaltransduktion zur Folge haben und damit die funktionellen

Unterschiede zu hIL10 erklaren.
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IV.2 Wirkung von ebvIL10 auf reifungsinduzierte

Funktionsanderungen dendritischer Zellen

IV.2.1 Effekt von ebvIL10 auf die Produktion wichtiger Zytokine

IL12 wird vor allem von Makrophagen und B-Lymphozyten produziert und hat vielféltige
Effekte auf T-Zellen und NK-Zellen, darunter die Induktion der IFNy Produktion und eine
Verstarkung der zytotoxischen Aktivitit von ruhenden NK- und T-Zellen. In unseren
Versuchen konnten wir zeigen, dass hIL10, aber nicht ebvIL10, die Produktion von IL12
durch DC supprimiert. Einen dhnlichen Effekt hatte hIL10 auf Monozyten [69].

Dagegen gehort IL6 zu den Akute-Phase-Proteinen. Thm werden sowohl pro- als auch als
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben. Es wird von vielen verschiedenen Zellen
produziert und ist mit einer generellen Zellaktivierung vergesellschaftet. Auf die IL6-
Produktion DC hatte sowohl hIL10, als auch ebvIL10 keinen Einfluss. Friithere Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass hIL10 die IL6-Produktion humaner Monozyten hemmt

[29]. Es ist jedoch bekannt, dass Monozyten auf Zytokine anders reagieren als DC.

IV.2.2 Einfluss von ebvIL10 auf die Fahigkeit dendritischer Zellen, CD3+
Zellen und T-Zellen zu stimulieren

Vorangehende Arbeiten haben nachgewiesen, dass IL10-behandelte DC eine T-Zell-Anergie
induzieren konnen [34] [70] [71]. Anerge T-Zellen kénnen als regulatorische T-Zellen
fungieren, die eine antigen-spezifische Toleranz fordern [72] [73].

In unseren Analysen des Phénotyps zeigte sich lediglich ein geringer Effekt von ebvIL10, so
dass wir orientierende, funktionelle Untersuchungen anschlossen. Auf funktioneller Ebene
konnten wir in unseren Untersuchungen zeigen, dass hIL10- und ebvIL10-behandelte DC
PBMC schlechter aktivieren als unbehandelte DC und, dass bei Zugabe hoher Mengen
ebvIL10 zu DC und T-Zellen eine verminderte Produktion von IFNy erfolgt. Fiir die
Untersuchung der IFN-y Produktion erfolgte jedoch lediglich die orientierende Analyse eines
Spenders. Hier ist noch weitergehende Forschung notwendig.

Dariiber hinaus ergaben unsere Versuche, dass hIL10 die Kapazitit LPS-behandelter
dendritischer Zellen reduziert, T-Zellen zu stimulieren und damit vermutlich eine Anergie der
T-Zellen induziert. In dieser Analyse war ebvIL10 weniger wirksam als hIL10. Im Gegensatz
dazu ist bekannt, dass ebvIL10 in vivo im Mausmodell eine T-Zell-Toleranz gegeniiber

Antigenen induzieren kann [74]. In diesem Fall jedoch wirkte ebvIL10 direkt auf T-Zellen
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und war damit unabhingig von einer Wirkung auf DC. Denkbar ist auch, dass das
Mausmodell keine letztlich giiltige Aussage iiber die Wirkung von ebvIL10 im Menschen
zuldsst.

ebvIL10 besitzt, obwohl der Phédnotyp dendritischer Zellen kaum beeintrachtigt ist,
funktionelle Effekte, wenn auch schwécher ausgeprégt als das menschliche Homolog. Es ist
durchaus moglich, dass der Einfluss von ebvIL10 in vivo auf funktioneller Ebene deutlicher
wird. Die phédnotypische Analyse erfasst nur eine Auswahl der Molekiile, welche die T-Zell-
stimulatorische Kapazitdt von DC bestimmen. Es ist davon auszugehen, dass einige Molekiile
noch nicht gefunden und beschrieben worden sind, die unter Umsténden eine noch genauere
Charakterisierung der Funktion dendritischer Zellen zulassen. Zusammenfassend zeigt sich,
dass IL10 wichtige Funktionen dendritischer Zellen, die widhrend des Reifungsprozesses
erworben werden, stort. Dieser Effekt war fiir hIL10 deutlicher nachweisbar, aber auch fiir
ebvlL10 konnten wir einen Einfluss auf die Funktion dendritischer Zellen zeigen. Dieser
muss jedoch, unter besonderem Augenmerk auf die Moglichkeit einer genaueren

Charakterisierung der Funktion, noch eingehender beschrieben werden.

IV.3 Einfluss von ebvIL10 auf die Apoptoserate
dendritischer Zellen

Apoptotische DC akkumulieren in vivo in Lymphknoten kurz nach einer LPS-induzierten
Reifung [75]. Analysen der Genexpression dendritischer Zellen der Maus zeigen, dass eine
reifungsassoziierte Apoptose dendritischer Zellen ursidchlich mit einem schnellen Abfall der
Expression von anti-apoptotischen Bcl-2 zusammenhédngen koénnte [76]. Nach diesen
Ergebnissen wiére eine verminderte Apoptoserate menschlicher dendritischer Zellen bei
Zugabe von hIL10 wihrend der LPS-induzierten Reifung zu erwarten.

Fiir ebvIL10 konnten wir keinen Einfluss auf die Apoptoserate dendritischer Zellen
nachweisen. Dahingegen hatte die Zugabe von hIL10 wéhrend der LPS-induzierten Reifung
einen Anstieg der Apoptoserate dendritischer Zellen zur Folge. Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen konnte von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Zugabe von
IL10 wéhrend der Reifung die spontane Apoptose dendritischer Zellen begiinstigt. Ursdchlich
hierfiir ist eine durch IL10 unterdriickte Induktion antiapoptotischer Bcl-2 Gene. Uber eine

verminderte Konzentration von Bcl-2 Proteinen erfolgt auf diese Weise eine Kontrolle der
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Lebensdauer dendritischer Zellen [77].
Die Begrenzung der Immunantwort ist eine wichtige Aufgabe von hIL10. Es ist moglich, dass
auf diese Weise durch hIL10 ein antiinflammatorischer Aspekt der Apoptose vermittelt wird,

der eine potentiell schddliche Immunantwort begrenzt [28].

IV.4 Verwendung von ebviL10 bei Autoimmunerkrankungen
und in der Transplantationsmedizin

ebvIL10 wird als ein immunsuppressives Agens fiir die Anwendung im Bereich der
Organtransplantation, der Autoimmunerkrankungen und der Entziindung betrachtet. Die
tolerogenen Eigenschaften von IL10 lassen den Einsatz einer IL10-Therapie zur Vermeidung
einer TransplantatabstoBung sinnvoll erscheinen. Aus diesem Grund wurde in einer Reihe von
Studien IL10 durch Gentransfer mittels viraler Vektoren in die Zellen eines Transplantats
iiberfiihrt und die Immunreaktion untersucht. Retrovirale-, adenovirale- und Plasmidvektoren
sind alle in der Lage ebvIL10 zu transferieren und zu exprimieren. Unabhdngig von diesen
Erfolgen wurde Transplanttoleranz und ein zeitlich unbegrenztes Uberleben noch nicht
erreicht. In Maus-Tumormodellen wurde beobachtet, dass eine Gentransfer-vermittelte
ebvIL10 Expression die Akzeptanz des Transplantats verstirkt [78] [74] [79]. AuBerdem
wurde die AbstoBung von Herztransplantaten im Mausmodell durch den Transfer von IL10
mittels eines Retrovirus verzogert [80]. Dariiber hinaus beschreiben Nast et al. [81] einen
Nierentransplantations-Patienten mit einer transplantatassoziierten Lymphoproliferation, der
unter minimaler immunsuppressiver Therapie eine prolongierte Transplantatakzeptanz zeigte.
Diese war mit einer Expression von ebvIL.10 im Transplantat assoziiert.

ebvIL10 hat ebenfalls einen Einfluss auf den Bereich der Autoimmunitdt und Entziindung.
Der Transfer von ebvIL10 durch ein replikationsdefizientes Adenovirus in Synoviozyten
konnte periprosthetische Prozesse, die zu einer Osteolyse nach Endoprothesenimplantation
fiihren, inhibieren [82]. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein Gentransfer von
ebvIL10 mittels eines adeno-assoziierten viralen Vektors bei nicht-iibergewichtigen
diabetischen Méusen die Insulinitis signifikant reduzierte und eine aktive Unterdriickung der
Autoimmunitit bewirkte [83].

Diese Daten zusammengenommen zeigen, dass ebvIL10 ein immunsuppressives Zytokin

darstellt, das im Bereich der Transplantation, Autoimmunitit und Entziindung fiir den
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Menschen therapeutische Bedeutung gewinnen konnte.

In unseren Versuchen war nur ein geringer Effekt von ebvIL10 auf humane DC
nachzuweisen, die als professionelle Antigenprédsentierende-Zellen eine wichtige Rolle in der
AbstoBung spielen wiirden. Es ist wahrscheinlich, dass das verldngerte Transplantatiiberleben,
das durch einen Gentransfer von ebvIL10 erreicht werden kann, nicht {iber einen alleinigen
Einfluss von ebvIL10 auf DC als Antigenprisentierende-Zellen erkldrbar ist. Vielmehr ist
anzunehmen, dass das verlidngerte Transplantatiiberleben das Ergebnis eines Zusammenspiels
mehrerer Faktoren ist. So zeigten Qin et al., dass die Wirksamkeit von ebvIL10 abhingig ist
von zusitzlichen Faktoren, wie dem Vorhandensein von CD4+T-Zellen und weiteren

Zytokinen [84].

IV.5 Rolle von ebvIL10 bei der Immunevasion des Epstein-
Barr-Virus

Viren haben Mechanismen entwickelt, um der Erkennung und Zerstérung des Immunsystems
zu entgehen. Fiir das Epstein-Barr-Virus ist bekannt, dass es eine Latenz in normalen
ruhenden Memory-B-Zellen etabliert und ein Leben lang in mehr als 90 % der Bevolkerung
persistiert [4]. Vor allem EBV-spezifische T-Lymphozyten sind fiir eine Begrenzung der
Expansion latent infizierter Zellen und eine Reduktion der viralen Last durch Eliminierung
produktiv infizierter Zellen verantwortlich [85]. Antigenpréisentierende Zellen spielen in der
Aktivierung dieser antiviralen T-Zellen eine zentrale Rolle.

In unseren Versuchen war nur ein geringer Effekt von ebvIL10 auf humane DC
nachzuweisen. ebvIL10 beeintrdchtigte in deutlich geringerem Mal3e als hIL10 den Phénotyp
und die Funktion dieser wichtigen antigenprasentierenden-Zellen. Von anderen
Arbeitsgruppen konnte fiir humane Monozyten gezeigt werden, dass ebvIL10 in der Lage
war, MHC-Klasse-I-Molekiile, ICAM1, CD80 und CD86 zu inhibieren [64]. Wie jedoch
bereits zuvor diskutiert, stellen Monozyten ein Ubergangsstadium dar, aus dem sich DC
entwickeln konnen. Es ist bekannt, dass sie auf Zytokine anders reagieren als DC.

Der Nutzen von ebvIL10 fiir die Immunevasion des Epstein-Barr-Virus scheint weniger in der
Hemmung der Reifung dendritischer Zellen zu liegen, sondern ist wahrscheinlich in anderen
Bereichen der Immunabwehr und Immunevasion von Bedeutung. Es konnte gezeigt werden,

dass ebvlL10 im Vergleich zu hIL10 nur eine reduzierte Fahigkeit aufweist, auf murinen B-

72



Zellen die Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen zu stimulieren, wéhrend es das
Uberleben von murinen B-Zellen in der Kultur fordert [86]. B-Zellen stellen die primiren
Angriffszellen fiir eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus dar.

Ebenfalls ist es moglich, einen indirekten Effekt des Epstein-Barr-Virus auf DC zu
diskutieren. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass das Virus die Produktion von hIL10 in

B-Zellen induziert [87]. Dieses humane IL10 konnte einen Effekt auf DC aufweisen.

IV.6 Zusammenfassung und Ausblick

Viren haben vielfiltige Wege entwickelt, die Immunantwort des Wirts zu beeinflussen und zu
modulieren. Eine dieser Strategien haben sich vor allem DNA-Viren zu Eigen gemacht. Sie
kodieren Molekiile, die eine kritische Rolle in der Kontrolle der Immunantwort spielen:
Homologe von Zytokinen und Chemokinen, sowie deren Rezeptoren.

Viren haben dabei sowohl Gene des Wirts in ihr eigenes Genom aufgenommen, als auch
eigene Gene entwickelt, deren Produkte spezifisch in das Immunsystem eingreifen.
Virusgenome sind so wichtige Aufbewahrungsorte von Informationen iiber den
Immunprozess. Ihre Charakterisierung tragt zu unserem Verstindnis der viralen Pathogenese
bei und zeigt virale Strategien der Immunmodulation auf. Dariiber hinaus lassen sich aus der
Untersuchung viraler Strategien ebenfalls Informationen {iber die Arbeitsweisen des
Immunsystems ableiten und auf diese Weise neue Ansidtze mit therapeutischem Potential
entwickeln [88].

Im Vergleich zu hIL10 zeigten die Versuche, dass die Effekte von ebvIL10 auf den Phinotyp
dendritischer Zellen immer betrdchtlich schwécher ausgeprdgt waren. Allein von der
Auspriagung des Phéanotyps ist es jedoch nicht moglich, auf die Funktion dendritischer Zellen
zu schlieBen, da die phénotypische Analyse nicht alle Molekiile erfasst, welche die T-Zell-
stimulatorische Kapazitit von DC bestimmen. Wir konnten einen Einfluss auf die Funktion
dendritischer Zellen nachweisen, der jedoch zumeist ebenfalls schwécher war als bei
humanem IL10. Hier ist eine weitergehende Forschung erforderlich.

Ein in vitro-Versuchssystem ermoglicht dariiber hinaus immer nur die Untersuchung eines
isolierten Aspektes. Die komplexen Gegebenheiten einer Infektion in vivo kdnnen nicht
vollstindig widergespiegelt werden. Mogliche weitere Effekte des IL10-Homologs des
Epstein-Barr-Virus auf DC konnten sich daher sowohl aus dem Wirken anderer Mechanismen

oder Proteine ergeben, als auch aus einem Zusammenspiel aller.
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Der von uns untersuchte Einfluss des IL10-Homologs des Epstein-Barr-Virus auf DC stellt
nur einen Aspekt einer Infektion mit dem Virus dar. Es vervollstdndigt sich jedoch auf diese
Weise das Bild von ebvIL10 und dessen Wirkung auf verschiedene humane Zelltypen.
ebvIL10 hat nur einen Teil der Funktionen der menschlichen Vorlage konserviert und kann
unter bestimmten Umstidnden eine grundsétzlich andere Antwort hervorrufen.

Weitere Grundlagenforschung ist erforderlich, um die genaue Wirkung des ebvIL10 auf
menschliche Zellen zu erforschen. Auf dieser Grundlage konnte spéter dieses Zytokin in der

Humanmedizin zum Einsatz kommen.
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V. Zusammenfassung

Das Epstein-Barr-Virus ist der Erreger der infektiosen Mononukleose und stellt ein ubiquitér
verbreitetes Pathogen dar. Ein hoher Prozentsatz der gesunden erwachsenen Bevdlkerung ist
in einer lebenslang persistierenden Infektion Trager dieses Erregers. Menschliche dendritische
Zellen (DC) sind essentiell fiir die antivirale Immunantwort und stellen somit ein strategisch
wichtiges Ziel der viralen Immunevasion dar. Ein Mechanismus der Immunevasion ist die
Kodierung eines IL10-Homologs. Das Epstein-Barr-Virus IL10 (ebvIL10) weist eine hohe
Ubereinstimmung von 84% verglichen mit humanem IL10 (hIL10) auf.

Ziel unserer Untersuchung war es, die Wirkung von ebvIL10 auf den Phénotyp, die Funktion
und das Uberleben dendritischer Zellen im Vergleich zu humanem IL10 zu analysieren.

Trotz der hohen Homologie zwischen ebvIL10 und hIL10 zeigte sich ein deutlicher
Unterschied in der Stirke der biologischen Antwort dendritischer Zellen, die mit den
verschiedenen Interleukinen behandelt worden waren. Humanes IL10 blockierte die LPS-
induzierte Hochregulation der Oberflichenmolekiile der Antigenprésentation, Kostimulation
und Adhision, wahrend ebvIL10 nur einen schwachen Effekt aufwiel3.

Eine geringe Anzahl von Oberflachenmolekiilen auf LPS-behandelten DC zeigte in Reaktion
auf die Behandlung mit hIL10 ein abweichendes Verhalten. IDO, ein toleranzinduzierendes
Molekiill und DC-SIGN, ein wichtiger Rezeptor fiir die Infektion mit Viren, wurden
hochreguliert. Dieser Effekt war fiir ebvIL10 kaum nachweisbar. Auf unreife und reife DC
hatten sowohl ebvIL10 als auch hIL10 keinen Einfluss. Wahrend hIL10 die mit der Reifung
assoziierte Apoptoserate erhohte, war im Gegensatz dazu fiir ebvIL10 kein Einfluss
nachzuweisen.

In Hinblick auf die Funktion zeigte sich die Wirkung von ebvIL10 deutlicher. Beide IL10
beeintrachtigten die reifungs-assoziierten Verdnderungen der Funktion dendritischer Zellen.
hIL10- und ebvIL10- behandelte DC aktivierten allogene periphere mononukleédre Blutzellen
(PBMC) schlechter als unbehandelte DC. Des Weiteren reduzierten hIL10 und zu einem
geringeren Grad ebvIL10 die Kapazitit dendritischer Zellen, T-Zellen zu stimulieren.

Auf die Produktion des wichtigen Zytokins IL6 bestand keine Auswirkung von ebvIL10 und
hIL10. Die IL12-Produktion konnte durch hIL10 reduzierte werden, ebvIL10 hatten keinen
Effekt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass ebvlL10 im Gegensatz zu hIL10 den Phénotyp
und das Uberleben dendritischer Zellen kaum beeinflusst. Dahingegen bestand ein Effekt von

ebvIL10 auf die Funktion dendritischer Zellen, der im Vergleich zu hIL10 zwar geringer, aber
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nachweisbar war.

Weitergehende Forschung zum Verstindnis der Wirkung von ebvIL10 im Kontext einer
Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus ist erforderlich. Interessant wire etwa die
Untersuchung des Einflusses von ebvIL10 auf andere Zellen, wie etwa B-Zellen, oder des
Verlaufs einer in vitro-Infektion mit einem EBV-Stamm, der das IL10-Homolog nicht

exprimiert.
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V1. Abstract

Epstein-Barr virus (EBV), an ubiquitous pathogen with worldwide distribution, causes
infectious mononucleosis during primary infection. A high percentage (80-90%) of healthy
adults are persistently infected with EBV. Human dendritic cells (DCs) are essential for the
antiviral immune response and represent a strategically important target for viral immune
evasion. Intriguingly, viruses such as EBV, Poxvirus Orf, or Cytomegalovirus encode
homologues of IL10, an important antiinflammatory cytokine. The EBV-encoded IL10
(ebvIL10) is 84% identical with human IL10 (hIL10). In this study we investigated the
capacity of ebvIL10 to shape phenotype, function, and survival of DCs in comparison to
hIL10.

Despite its high sequence identity with hIL10, ebvIL10 showed a clear difference in the
strength of the biologic response. hIL10 blocked LPS-induced up-regulation of surface
molecules, confirming its role as an inhibitor of DC maturation. In contrast, ebvIL10 had only
a weak influence on the molecules of antigen presentation, costimulation and adhesion. A
small number of molecules on LPS-treated DC showed a different behavior in response to
hIL10. IDO, a tolerogenic molecule, and DC-SIGN, a receptor for certain pathogens, were up-
regulated on DCs. This effect was substantially lower for ebvIL10. On immature DCs in the
absence of maturation signals as well as on mature DCs ebvIL10 and hIL10 had no influence.

The impact of ebvIL10 on DC function was, however, more obvious. DC treated with hIL10
and to a lesser extent ebvIL10, reduced the capacity of DCs to stimulate T-cells.

hIL10 also increased apoptosis associated with DC maturation, while the effect of ebvIL10
was again negligible. Finally, LPS-induced IL12 production was reduced upon DC treatment
with hIL10, whereas ebvIL10 had no influence. Both cytokines had no effect on production of
IL6 by DCs.

Taken together, although ebvIL10 had almost no effect on DC phenotype and survival, it
clearly modulated some of the DC functions. More investigation is necessary to further
improve our understanding of the role of ebvIL10 in the context of Epstein-Barr virus

infection.
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VIII. Anhang

VIIl.1 Abkiurzungsverzeichnis

BSA
CMV
DC
DC-SIGN
DMEM
DMSO
EBV
EDTA
ELISA
FACS
FCS
FITC
GM-CSF
HCMV
iDC
IDO
IFN

IL

LPS
MACS
mDC
MFI
MHC
PBMC
PBS
PE
PHA
RPMI
SEM
TBS

Bovine Serum Albumine
Cytomegalie-Virus

Dendritische Zellen

Dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fluorescence activated cell sorting
Fetales Kélberserum
Fluoreszeinisothiozyanat
Granulozyten-Monozyten Koloniestimulierender Faktor
Humanes Cytomegalie-Virus

Unreife dendritsche Zellen

Indolamin 2,3-Dioxygenase
Interferon

Interleukin

Lipopolysaccharid

Magnetic assisted cell sorting

Reife dendritische Zellen

Mean Flourescence Intensity
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Periphere Mononukledre Blutzellen
Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin

Phytohemagluttinin L

Roswell Park Memorial Institute
Standard Error Mean

Tris Buffered Saline
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TMB
TLR
TNF

3,5,3",5 Tetramethylbenzidin
Toll-Like Rezeptor
Tumor Nekrose Faktor
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