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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus verursacht eine chronische Entziindung der Leber, die nach
langjdhrigem Verlauf zur Leberzirrhose und der Entwicklung eines Hepatozelluldren
Karzinoms (HCC) fiihren kann. Hierbei scheint ein dysreguliertes Immunsystem von zentraler
Bedeutung zu sein. Vorangegangene immunogenetische Studien belegen in diesem
Zusammenhang eine wichtige Rolle der Naturlichen Killer Zellen (NK Zellen) fiir den Verlauf
der HCV Infektion. Als Bestandteil des angeborenen Immunsystems sind NK Zellen wichtige
Effektorzellen in der friihen Bekdmpfung von Tumoren und Virusinfektionen. Bisher wird
kontrovers diskutiert, wie sich funktionelle sowie phanotypische Eigenschaften von NK
Zellen bei der HCV Infektion verandern und welchen Einfluss dies auf Viruseliminierung und
antifibrotische Aktivitat hat.

Das Ziel dieser Dissertation war es, NK Zell-spezifische Mechanismen zu entschliisseln, die im
Zusammenhang mit der Immunpathogenese der Hepatitis C stehen. Dazu wurden NK Zellen
hinsichtlich des Migrationsverhaltens (Kapitel 3), der antiviralen/antifibrotischen
Eigenschaften (Kapitel 4) sowie der Interaktion mit dem Zytokin IL28B (Kapitel 5) untersucht,
dessen Gen-Polymorphismus (rs12979860) ein starker Pradiktor fur Therapieansprechen/
Spontanausheilung ist.

Eine effiziente Immunantwort ist von einer funktionierenden Migration von Immunzellen
zum Inflammationsherd abhangig. Da dem HCV Hillprotein E2 (HCV E2) Migrations-
modulierende Eigenschaften zugeschrieben werden, haben wir das Migrationspotential von
NK Zellen nach Interaktion von HCV E2 und seinem Rezeptor CD81 untersucht.
Interessanterweise konnten wir hierbei eine Steigerung des Migrationsverhaltens und eine
damit verbundene erhéhte Anzahl polarisierter NK Zellen feststellen. Die Polarisierung von
Aktinfilamenten und Adhasionsmolekilen war mit einer gesteigerten Phosphorylierung von
sogenannten ERM(Ezrin, Radixin und Moesin)-Proteinen assoziiert, denen bei der
Polarisierung eine regulative Bedeutung zukommt. Damit beschrieben wir erstmals einen
Zusammenhang zwischen CD81-Ligation und ERM-Phosphorylierung. Ebenso konnten in
polarisierten NK Zellen phosphorylierte ERM-Proteine mit CD81 und dem Adhasionsmolekl
CD44 ko-lokalisiert werden. Die in unserer Studie gezeigten intrazelluldaren Mechanismen
scheinen fiir die CD81 induzierte NK Zell-Migration verantwortlich zu sein. Der mogliche
Einfluss dieses Phanomens auf die Immunpathogenese der HCV Infektion wird in aktuellen
Studien analysiert.

Nach den Untersuchungen zum modulierten Migrationsverhalten beschreiben wir in Kapitel

4 den Immunphdnotyp von intrahepatischen NK Zellen bei Hepatitis C. Mit unserer Arbeit
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konnten wir erstmals zeigen, dass die intrahepatische Expression von NKp46 eine
wesentliche Bedeutung bei der natirlichen Immunitdt gegen HCV einnimmt. Zunéachst
konnten wir in vitro in einem HCV-Replikationsmodell nachweisen, dass NK Zellen mit hoher
NKp46 Expression (NKp46High) die Replikation starker hemmen kdnnen als NK Zellen mit
niedriger Expression (NKp46Dim). Ebenso zeigen NKp46High Zellen in vitro ein hohes
antifibrotisches Potential, indem sie aktivierte hepatische Sternzellen effizienter abtoten als
NKp46Dim NK Zellen. Nach bisher veréffentlichten Studien sind hepatische Sternzellen im
aktivierten Zustand durch Deposition von Extrazelluldarer Matrix (EZM) maRBgeblich an der
Fibrosebildung beteiligt. In Blockierungsexperimenten konnten wir die spezifische Rolle von
NKp46 bei der antiviralen und antifibrotischen Aktivitat von NK Zellen weiter bestatigen. Viel
relevanter fiir die Bedeutung von NKp46 bei der HCV-spezifischen Immunitat erscheinen die
Befunde zur ex vivo Analyse von intrahepatischen NK Zellen bei HCV(+) Patienten. In unseren
Untersuchungen war der Anteil intrahepatischer NKp46High NK Zellen negativ mit Viruslast
und Fibrosegrad assoziiert. Somit wird NKp46 als interessantes Zielmolekl fiir neue, immun-
modulierende Therapieansatze zukiinftig von Interesse sein.

In Kapitel 5 wird der Einfluss von I1L28B (Typ llI-Interferon) auf die Funktion von NK Zellen
diskutiert. Ein Polymorphismus in Ndhe des IFNL3 Gens (rs12979860) konnte kiirzlich von
anderen Arbeitsgruppen als starker Pradiktor fiir den Verlauf der HCV Infektion identifiziert
werden. In Folge-Studien wurde der Polymorphismus (rs12979860) mit dem Genotyp eines
NK Zellrezeptors (KIR) kombiniert, wodurch sich der Verlauf besser vorhersagen liel. Es
wurde deshalb die Hypothese aufgestellt, dass NK Zellen und Typ Il Interferone synergistisch
interagieren konnen. Dies wurde in unserer Studie genauer untersucht. Im Unterschied zu
den Rezeptoren fir Typ | und Typ llI-Interferonen konnten wir nachweisen, dass NK Zellen
den Rezeptor fir Typ lll-Interferone nicht exprimieren. Folglich hatte in unserer Studie
rekombinantes IL28B keinen direkten Einfluss auf die Funktion von NK Zellen. Dies konnten
wir sowohl fir die zytolytische Aktivitat als auch fiir die Sezernierung von IFN-y belegen.
Allerdings konnten indirekte Interaktionen (ber andere immunkompetente Zellen im
peripheren Blut ausgeschlossen werden. Somit ist aktuell unklar, welchen Einfluss IL28B
tatsachlich auf die HCV Infektion hat.

Zusammenfassend belegen die in dieser Arbeit beschriebenen Befunde, dass NK Zellen eine
zentrale Bedeutung bei antiviralen/antifibrotischen Aktivitdten bei der HCV Infektion
zukommt und HCV-assoziierte Veranderungen dieser Zellpopulation an der Pathogenese der

Hepatitis C beteiligt sind.
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2 Kapitel 2: Einfithrung

2.1 Hepatitis C

2.1.1 Hepatitis C Virus

Das Virus wurde erstmals 1989 als Non-A-non-B Hepatitis beschrieben * und wird dem Genus
der Familie der Flaviviridae zugeordnetz. Es besitzt eine ca. 9,6 kb lange Einzelstrang-RNA in
positiver Orientierung (+ssRNA) und infiziert ausschlieBlich Menschen und Schimpansen. Da
die RNA-Polymerase keine Fehlerkorrektur aufweist, besteht eine hohe genetische Vielfalt
zwischen einzelnen Isolaten und das Virus kommt beim Patienten als sogenannte
Quasispezies vor. Insgesamt sind 6 Genotypen bekannt, die in weitere Subtypen unterteilt
werden koénnen. In Europa und Amerika sind vorwiegend die Subtypen 1a ,1b und 3a
vertreten. In Afrika dominieren die Genotypen 4 und 5, in Asien 1b, 2, 3a, 5a und 64, in

Afrika 4a und 5a°.

2.1.2 Ubertragung und Tropismus

Die Ubertragung von HCV erfolgt fast ausschlieRlich auf parenteralem Wege iber Blut,
Spritzen, Blutprodukte und selten auch Organtransplantationen. Hepatitis C Viren replizieren
Uberwiegend in Hepatozyten. Allerdings konnte HCV-RNA auch aus mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) isoliert werden >~. Der Zelleintritt wird vorwiegend iiber das
Tetraspanin CD81, den Scavenger receptor Bl und die Tight-Junctions Molekiile Claudin und
Occludin vermittelt®.

Das HCV Hullprotein E2 bindet mit hoher Affinitdt an CD81. Dabei wurde in vitro gezeigt,
dass die Interaktion von rekombinanten HCV E2-Glykoproteinen mit CD81 relevante

Immunfunktionen verandert, u.a. die Aktivitdten von NK Zellen.

2.1.3 Epidemiologie
Weltweit sind tiber 150 Millionen Menschen infiziert (0,2 bis 1,5%) und 350000 Betroffene

7,8

sterben jahrlich an den Folgen einer chronischen Infektion “*. In Deutschland sieht die

Situation relativ glinstig aus. Es wird von einer Prdvalenz von 0,5% ausgegangen.

2.1.4 Verlauf

Das Virus infiziert die Leberzellen und zeigt eine hohe Chronifizierungsrate, wobei die
chronische Infektion zur Leberfibrose, Zirrhose und im terminalen Stadium zum
hepatozellularem Karzinom (HCC) fuhren kann®. Wihrend der akuten Phase zeigt nur ein

geringer Teil der Infizierten klinische Symptome (20 bis 50%). Dabei ist das Risiko bei nicht-
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symptomatischen Patienten besonders groR, eine chronische Entziindung (80 bis 90%) zu

entwickeln®.

2.1.5 Diagnose

Die Diagnose erfolgt durch Nachweis spezifischer Antikdrper gegen HCV-Proteine sowie von
konservierten Bereichen des Virusgenoms (HCV-RNA) nach Amplifikation mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Leberbiopsien kdnnen zuverldssige Informationen lber
das Stadium der Krankheit geben. Diese werden allerdings ohne weitere Besonderheiten
heute nur noch selten durchgefiihrt, da das Fortschreiten zur Fibrose zunehmend besser

auch ohne Biopsie z.B. mittels transienter Elastographie erstellt werden kann.

2.1.6 Therapie

Seit 2011 wird als Standardtherapie pegyliertes Interferon-a (IFNQ) in Kombination mit
Ribavirin und bei einer Genotyp 1 Infektion zusatzlich mit einem Proteaseinhibitor
(Telaprevir oder Boceprevir) eingesetzt. Liegt in einem Zeitraum von mindestens 6 Monaten
nach Therapieende eine negative PCR vor, so kann von einer anhaltenden Viruseliminierung
(SVR, Sustained Virologic Response) ausgegangen werden'. Die Erfolgsquoten fiir eine SVR
betragen 75% bei therapienaiven Personen mit Genotyp 1 Infektion. Bei mehr als der Halfte
der therapienaiven Patienten, sowie bei Patienten mit einem Riickfall, kann die Therapie bei
raschem Ansprechen sogar auf 24 Wochen verkiirzt werden. Die Erfolgsraten bei Therapie-

Versagern und Patienten mit Leberzirrhose sind geringerlz.

2.1.7 Immunantwort gegen Hepatitis C

Das HCV ist ein nicht zytopathisches Virus, das allerdings zu den Pathogenen gehort, die sehr
erfolgreich das Immunsystem verdandern kénnen, um so eine persistierende Infektion zu
etablieren. So wurden Fehlfunktionen bei regulatorischen T Zellen'***, CD4+ T Helferzellen

15-18

sowie zytotoxischen CD8+ T Zellen beschrieben . Dariiber hinaus entdeckte man bei HCV

Patienten eine klonale Expansion von B Zellen, deren Antikdrper unwirksam gegen die

Infektion sind*>%°

. Folglich hat das Virus Strategien entwickeln kénnen, um der adaptiven
Immunantwort zu entgehen. Dies wird auch als Ursache fiir die hohen Chronifizierungsraten
gesehen.

Indessen haben in den letzten Jahren neuere Studien belegt, dass eine effektive
Immunantwort entscheidend von dem angeborenen Immunsystem mitbestimmt wird. Vor

kurzem wurde der IL28B Polymorphismus (rs12979860) als wichtiger wirtsgenetischer

Pradiktor fir eine Hepatitis C Viruselimination identifiziert®*. 1L28B gehért zu den Typ Il
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Interferonen, auch A-Interferone genannt. Diese wirken antiviral, kénnen die Bildung von
Typ | Interferonen induzieren und immunregulatorisch auf das adaptive Immunsystem
wirken. A-Interferone werden hauptsachlich von plasmazytoiden Dendritischen Zellen
gebildetzz. Der 1L28B Polymorphismus (rs12979860) befindet sich in einer intergenischen
Region zwischen dem IL28A und IL28B Genlocus. Bisher ist umstritten, ob eine Assoziation
zur 1L28B-Zytokin Expression besteht”®. Daher wird diskutiert, ob der Polymorphismus
womoglich einen regulativen Einfluss auf andere Gene des angeborenen Immunsystems hat
und dadurch den Verlauf der Infektion beeinflusst.

Auch die Regulation der Interferon stimulierenden Gene (ISG) scheint hierbei einen Einfluss
zu nehmen?®. Bisher ist aber nicht exakt bekannt, welche Mechanismen dem zugrunde

liegen. Fir die effektive Viruseliminierung scheinen also weitere Faktoren relevant zu sein.

2.2 NKZellen

NK Zellen entwickeln sich wie andere Lymphozyten aus Vorldauferzellen im Knochenmark und
zirkulieren spater im Blutkreislauf. Sie sind in der Lage, maligne und Virus-infizierte Zellen
Uber invariante Rezeptoren zu erkennen und zu zerstéren. Zielzellen werden mittels
zytotoxischer Granula direkt lysiert oder durch sogenannte Todesliganden wie TRAIL und
FasL in Apoptose gefiihrt. NK Zellen kénnen Zytokine wie Interferone sezernieren, die
antiviral auf Zielzellen oder immunregulatorisch auf immunkompetente Zellen wirken.
Humane NK Zellen machen 5 bis 15% des zirkulierenden Lymphozytenpools aus. Sie sind
Uber die Expression CD56+CD3- definiert und kdnnen in die zwei CD56 Subpopulationen
CD56BrightCD3- und CD56DIimCD3- unterteilt werden. CD56DimCD3- NK Zellen sind
bezlglich der Reifung weiter fortgeschritten und haben im peripheren Blut einen Anteil von
ca. 90% der NK Zellen®. Ohne Zytokin-Stimulus sind sie zytotoxisch aktiver als unreife
CD56BrightCD3- NK Zellen, die im Gegensatz dazu als bessere Zytokin-Produzenten

2627 Die Aktivitit der NK Zellen wird iiber die Balance zwischen inhibitorischen und

gelten
aktivierenden Signalen reguliert, die von der Expression der NK Zell-Rezeptoren und ihrer
korrespondierenden Liganden auf den Zielzellen abhangig sind. Zu den inhibitorischen
Rezeptoren gehdren NKG2A/CD94, bestimmte KIR (Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor)
sowie CD85j. Die beiden letzteren Molekiile erkennen MHC I-Komplexe. Nach der ,, missing-

self Theorie werden diese auf Tumor- oder Virus-infizierten Zellen meist herunterreguliert,

um der adaptiven Immunantwort zu entgehen. Aufgrund des fehlenden inhibitorischen
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Signals konnen die Zielzellen dennoch lysiert werden. Zu den aktivierenden Rezeptoren der
natirlichen Zytotoxizitat (NCR) zdhlen NKp30, Nkp44 und Nkp46. Darliber hinaus gibt es
noch eine Reihe weiterer aktivierender Rezeptorenzg. NCR sind direkt an der Erkennung von
Pathogen-assoziierten Strukturen beteiligt. Dabei gehort Nkp46 zu dem wichtigsten
Vertreter dieser Gruppe. So wurden Liganden von Nkp46 bisher auf Virus-infizierten Zellen,

2932 Diese sind

Tumorzellen und aktivierten hepatischen Sternzellen (HSC) nachgewiesen
aber erst teilweise identifiziert. In vitro korrelierte die NKp46 Expression der NK Zellen mit

dem Fihigkeit zur Lyse der Zielzellen®>.

2.3 NKZellen bei der HCV Infektion

Immunogenetische Studien weisen auf einen moglicherweise entscheidenden Einfluss von
NK Zellen auf den Verlauf einer HCV Infektion. Khakoo et al. zeigten erstmals eine
Assoziation des KIR-Genotyps mit dem Verlauf einer HCV Infektion. Hierbei war die spontane
Viruseliminierung bei Tragern des Genotyps fiir den inhibitorischen NK Zellrezeptor KIR2DL3
und seines Liganden HLA-C1 besonders hoch®*. In Bindungsstudien wurde fiir diese Paarung
eine besonders schwache Interaktion festgestellt. Die Autoren vermuten, dass dadurch das
inhibitorische Signal besonders leicht Gberwunden und Virus-infizierte Zellen effizienter
abgetotet werden kénnen. Allerdings galt diese Assoziation nur fiir Patienten, die sich Gber
Nadelstichverletzungen mit geringen Dosen HCV infiziert hatten. Dennoch wurden auch in
anderen Patientenkohorten Assoziationen von KIR/HLA Genotyppaarungen mit spontaner
Ausheilung oder erfolgreichem Therapieansprechen festgestelltas. Diese Studien haben die

Bedeutung von NK Zellen bei der HCV-spezifischen Immunabwehr weiter hervorgehoben.

2.3.1 Akute HCV Infektion

In der akuten HCV Infektion wurden funktionelle und immunophanotypische Verdanderungen
von NK Zellen festgestellt. Einerseits nimmt der Anteil der CD56Bright Subpopulation im
peripheren Blut zu. Es wird spekuliert, dass in der akuten Phase CD56Dim Zellen vermehrt
aus der Peripherie in die Leber rekrutiert werden®®. Dariiber hinaus konnte ein bestimmter

Phanotyp mit Spontanausheilung assoziiert werden. Dabei zeigten NK Zellen der spater
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spontan ausgeheilten Patienten eine signifikant niedrigere Expression der Rezeptoren
NKp46, NKp30 sowie NKG2D als Patienten, die nachfolgend eine chronische Infektion
entwickelten®. Die natirliche Zytotoxizitat steigt nach akuter Infektion im Vergleich zur
chronischen Infektion und gesunden Kontrollen an, wobei keine Unterschiede zwischen
Patienten bestehen, die nach akuter Phase spontan ausheilten oder eine chronische

Infektion entwickelten®”®

. Es ist aber wichtig in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen,
dass sich diese Daten nur auf periphere NK Zellen beziehen, da in der akuten Phase aus

ethischen Griinden keine Leberbiopsien entnommen werden.

2.3.2 Chronische HCV Infektion

Auch bei der chronischen HCV Infektion basieren die meisten Studien auf Daten von NK
Zellen aus dem peripheren Blut. Wie in der akuten Infektion nimmt der Anteil der CD56Dim
Population in Relation zu den CD56Bright Zellen ab. Unsere Arbeitsgruppe konnte dariiber
hinaus im Vergleich zu Gesunden eine verminderte Expression der aktivierenden Rezeptoren
NKp46 und NKp30 sowie eine erhdhte Expression des inhibitorischen Rezeptors NKG2A
feststellen. Dieser Immunphanotyp war mit einer gestorten zytolytischen Aktivitat
assoziiert®. Dagegen sehen andere Arbeitsgruppen eine Hochregulation der Expression von

40-42

aktivierenden Rezeptoren wie NKp46 Diese divergenten Ergebnisse werden mit

Unterschieden in der Kohortenzusammensetzung und verschiedenen methodischen
Ansatzen erklart*>*,

Dennoch wurde in mehreren Studien bei peripheren NK Zellen eine hdhere Zytotoxizitat bei
verminderter IFN-y Antwort beobachtet. Diese Polarisierung steht offensichtlich mit der
Entwicklung einer chronischen Infektion sowie den in der Folge auftretenden
Leberzellschadigungen in Zusammenhang: durch die gestorte IFN-y Sekretion kann das Virus

nicht effizient eliminiert werden, wahrend durch die fortwéhrende zytotoxische Aktivitat der

NK Zellen die Leber geschadigt wird*.

2.3.3 Antifibrotische Aktivitit von NK Zellen

Waéhrend der Fibrogenese kommt es zu einem starken Umbau der Leber, der hauptsachlich
durch aktivierte Hepatische Sternzellen (HSC) vermittelt wird, die zu Myofibroblasten
transdifferenzieren und grolle Mengen extrazellularer Matrix produzieren. Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass NK Zellen durch Abtoten aktivierter Sternzellen die Fibrose

regulieren kdnnen®. Unsere Arbeitsgruppe konnte hierzu in vitro nachweisen, dass auch
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beim Mensch eine Apoptose-Induktion aktivierter HSC durch humane NK Zellen moglich
ist*®. Dieser Befund wird durch die Beobachtung verstirkt, dass der aktivierende Rezeptor
NKp46 anti-HSC Aktivitat vermitteln kann, da Liganden auf aktivierten HSC exprimiert
werden®®. Somit wirken sich Fehlfunktionen von NK Zellen bei Hepatitis C moglicherweise

nicht nur auf die Viruseliminierung, sondern auch auf die antifibrotische Aktivitat aus®.

2.3.4 Direkte Interaktion mit HCV Proteinen

Das Virus repliziert hauptséchlich intrahepatisch in Hepatozyten®. Daher finden vor allem
dort direkte Einflisse auf immunkompetente Zellen statt. So wurde gezeigt, dass HCV Core
Protein die Expression von MHC-I auf Hepatozyten hochreguliert’’. Dies kénnte eine
mogliche Evasionsstrategie sein, um der Lyse durch NK Zellen zu entgehen. Eine weitere
Strategie stellt die HCV-induzierte Stabilisierung der Oberflachenexpression des nicht-
klassischen MHC Klasse | Molekiils HLA-E auf der Oberflache von infizierten Zellen dar, da
hierdurch tGber einen NKG2A-vermittelten Mechanismus die NK Zell-Aktivitat gehemmt wird
48.

Eine andere direkte Interaktion ist die Bindung des HCV E2 Hillproteins an das Tetraspanin
CD81. Tetraspanine sind Membranproteine, die Lipidrafts organisieren und groRen Einfluss
auf Aktivierung, Migration und Proliferation haben*’. Dementsprechend konnten hier nach
HCV E2-CD81 Interaktion Effekte beobachtet werden. So wurden Aktivierung und
Proliferation von NK Zellen gehemmt™. Beziiglich der migratorischen Eigenschaften konnte
unsere Arbeitsgruppe bei Dendritischen Zellen eine Dysregulation feststellen’”.

Auswirkungen auf die Migration von NK Zellen sind bisher nicht untersucht worden.

2.3.5 Hepatische Rekrutierung von NK Zellen in der HCV Infektion

Damit NK Zellen effizient Virus-infizierte Zellen bekdampfen und andere immunkompetente
Zellen regulieren, missen sie zuverldssig zum Infektionsherd migrieren kénnen. Dieser
Vorgang wird Uber proinflammatorische Chemokine und Adhdsionsmolekiile vermittelt.
Dabei wandern NK Zellen hauptsachlich tGber die Chemokinrezeptoren CCR2 (welcher das
Chemokin CCL2 bindet), CCR5(CCL5, CCL7, CCL8) und CXCR3(CXCL9-11) in die Leber>%. Die
intrahepatische Expression der Chemokine CXCL10 (IP10) und CCL5 (RANTES) konnte bereits

mit dem Entziindungsgrad positiv korreliert werden*>*

. Allerdings nimmt insgesamt der
Anteil der NK Zellen am intrahepatischen Lymphozytenpool wahrend chronischen Infektion

ab’>. Zudem kommt es in der chronischen Phase zu einer veridnderten Verteilung der CD56
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Subpopulationen, bei der die Anzahl der CD56Dim Zellen im peripheren Blut abnimmt®”38,

Interessanterweise wird dies bei der Hepatitis B Infektion nicht beobachtet>™ 2. Deshalb
vermutet man, dass hier HCV-spezifische Effekte zu einer verdanderten Verteilung der
CD56Dim NK Zellen beitragen. Die hierbei zugrundeliegenden Mechanismen sind noch

unerforscht.

2.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Studien war, NK Zell-spezifische Mechanismen aufzudecken, die mit der
Immunpathogenese bei der HCV-Infektion in Zusammenhang stehen.

Die erste Frage beschéftigt sich mit den migratorischen Eigenschaften von NK Zellen bei der
HCV Infektion. Eine funktionierende Lymphozytenmigration ist eine wichtige Voraussetzung
fir eine effiziente Immunantwort. Vorarbeiten unserer Gruppe konnten zeigen, dass nach
Interaktion mit dem HCV E2 Hillprotein die Migration von Dendritischen Zellen gestort ist.
Interessanterweise nimmt in der chronischen Infektion die Anzahl der NK Zellen in der Leber
ab. Aus diesem Grund haben wir wie in Kapitel 3 beschrieben, die migratorische Kapazitat
von NK Zellen nach Interaktion mit dem HCV E2 Hillprotein E2 analysiert.

Eine dysregulierte Rekrutierung hat moglicherweise einen erheblichen Einfluss auf Phanotyp
und Funktion der intrahepatischen NK Zellen und infolgedessen auch auf die
Immunpathogenese der Hepatitis C, da in der Leber entscheidende antivirale Prozesse
stattfinden. Folglich sollten wie in Kapitel 4 beschrieben, intrahepatische NK Zellen bei der
chronischen HCV Infektion eingehend untersucht werden. Hier lag der Fokus insbesondere
auf dem aktivierenden Rezeptor NKp46. Bisher veroffentlichen Studien zeichneten ein
uneinheitliches Bild und untersuchten den Rezeptor hauptsachlich auf peripheren NK Zellen.
Im Detail sollte die intrahepatische NKp46 Expression in Hinblick auf antifibrotische und
antivirale Eigenschaften analysiert werden.

Das Kapitel 5 behandelt einen bedeutsamen Faktor, der NK Zellen in der Hepatitis C
beeinflussen kdnnte. Hier hat sich ein Polymorphismus im IFNL3 Gen (A-Interferon) als guter
Pradiktor fiir den Verlauf einer HCV Infektion herausgestellt. Wird allerdings dieser mit dem
Genotyp eines NK Zellrezeptors (KIR) kombiniert, lasst sich der Infektionsverlauf noch besser
vorhersagen. Das gab Grund zur Annahme, dass NK Zellen und IL28B synergistisch
interagieren kdnnen und folglich Einfluss auf den Verlauf der Infektion nehmen. Daher sollte
wie in diesem Kapitel beschrieben, Gberprift werden, ob rekombinantes IL28B die Aktivitat

von NK Zellen modulieren kann.
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3 Kapitel 3: Regulierung der NK Zellmigration durch CD81

Publikation:

Krdmer B, Schulte D, Kérner C, Zwank C, Hartmann A, Michalk M, S6hne J, Langhans B,
Nischalke HD, Coenen M, Mohl C, Vogt A, Hennenberg M, Sauerbruch T, Spengler U,
Nattermann J. Regulation of NK cell trafficking by CD81. 2009. European Journal of
Immunology.

3.1 Zusammenfassung Kapitel 3

Das Hepatitis C Virus greift (ber verschiedene Mechanismen in die Regulation des
Immunsystems des Wirts ein. So konnte gezeigt werden, dass die Bindung des HCV
Hillproteins E2 (HCV E2) an das Tetraspanin CD81 auf immunkompetenten Zellen die
zytotoxische Aktivitdit von NK Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten vermindert.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die Interaktion von HCV E2 mit CD81 die Migration von
Dendritischen Zellen hemmt. Daher untersuchten wir den moglichen Einfluss von HCV E2 auf
das Migrationsverhalten von NK Zellen.

Dazu wurde in der Boydenkammer die Migration von NK Zellen nach Stimulation mit
immobilisiertem HCV E2 oder anti-CD81 analysiert. Zudem wurden die Expression und
Verteilung des Adhasionsmolekils CD44 auf den NK Zellen mittels Durchflusszytometrie bzw.
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht, nachdem die NK Zellen mit immobilisiertem HCV
E2 oder CD81 Antikorper inkubiert wurden. Eine effiziente Lymphozyten-Migration bedingt
eine Polarisierung von Aktinfilamenten und Adhdsionsmolekiilen wie CD44. Diese werden in
einer Membranvorstiilpung, dem sogenannten Uropod, konzentriert. Sogenannte ERM
(Ezrin, Radixin und Moesin)-Proteine kdonnen diese Umverteilung im phosphorylierten
Zustand vermitteln und haben damit einen entscheidenden Einfluss auf die Migration von
Lymphozyten. Daher wurden Expression und Phosphorylierungszustand der ERM-Proteine
unter CD81-Stimulation durchflusszytometrisch und mittels Western Blot analysiert. Die
Phosphorylierung der ERM-Proteine wird durch unterschiedliche Tyrosin-Kinasen vermittelt.
Um deren Einfluss bei der CD81-Stimulation zu untersuchen, wurden Inhibitoren gegen die
Kinasen ROCK und PKC verwendet.

Der Ligand von CD44 ist Hyaluronsadure, ein wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix
(EM). Die Interaktion mit EM-Komponenten spielt bei der Transmigration durch
Endothelzellen eine wichtige Rolle. Daher sollte in einem Adhéasions-Assay liberprift werden,
ob die Interaktion mit HCV E2 die Bindung an Hyaluronsaure verandert.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine Stimulation der NK Zellen mit immobilisiertem

HCV E2 deren Migration signifikant erhoht. In Blockierungsexperimenten konnte
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nachgewiesen werden, dass dieser Effekt Uber das Tetraspanin CD81 vermittelt wurde.
Zudem konnten wir nachweisen, dass die CD81/HCV E2-Interaktion zu einer verstarkten
Phosphorylierung von ERM-Proteinen (pERM) flihrte, wobei CD81 im Uropod mit pERM ko-
lokalisiert war. Dies scheint fir die HCV E2-induzierte NK Zell-Migration von Bedeutung, da
die E2/CD81 vermittelte Chemotaxis mit spezifischen Inhibitoren gegen die Kinasen ROCK
und PKC geblockt werden konnte.

Neben einer Steigerung der NK Zell-Motilitat war nach CD81-Stimulation eine deutliche
Zunahme der Adhadsion an Hyaluronsdure nachweisbar. Hierbei konnte eine CD81-
vermittelte Umverteilung von CD44 mit héherer Expression im Uropod und Ko-Lokalisation
mit pERM als zugrundeliegender Mechanismus identifiziert werden. Dies konnte die
Transmigration durch Endothelzellen und damit die hepatische Rekrutierung von NK Zellen
erhéhen.

Zusammengefasst konnten wir in unseren Experimente nachweisen, dass die Interaktion von
HCV E2 mit CD81 die migratorische Kapazitdt von NK Zellen steigert. Dabei kommt es zu
einer veranderten Expression von zelluldaren Adhadsionsmolekilen, die mit CD81 interagieren
und zu einer veranderten Phosphorylierung von Proteinen, die am Zustandekommen der
Migration wesentlich beteiligt sind. Derartige Veranderungen migratorischer Eigenschaften
von NK Zellen kénnten die bei der HCV-Infektion beobachtete verdnderte

Kompartmentalisierung von NK Zellen mit verursachen.
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4.1 Zusammenfassung Kapitel 4

NK Zellen sind sowohl fir den Verlauf der akuten als auch fiir die Immunpathogenese der
chronischen HCV Infektion von zentraler Bedeutung.

Die Aktivitat von NK Zellen wird durch das Zusammenspiel aktivierender und hemmender NK
Zell-Rezeptoren reguliert. Hierbei spielt insbesondere der NK Zell Rezeptor NKp46 eine
wichtige Rolle bei der NK Zellaktivierung. Daher untersuchten wir die Bedeutung dieses
Rezeptors fiir die Modulation der antiviralen sowie der antifibrotischen Eigenschaften von
NK Zellen in der chronischen HCV Infektion.

Bei extra- und intrahepatischen NK Zellen konnten Subpopulationen mit hoher (NKp46High)
und niedriger NKp46 Expression (NKp46Dim) identifiziert werden. Hierbei war die Frequenz
von NKp46High NK Zellen intrahepatisch signifikant hoéher als im peripheren Blut. In
funktionellen Assays stellten sich NKp46High gegeniber NKp46Dim als die funktionell
potenteren Zellen heraus. So konnte anhand des HCV Replikon-Modells nachgewiesen
werden, dass NKp46High NK Zellen die Virusreplikation effektiver hemmen als NKp46Dim NK
Zellen. Blockierungen mit spezifischen Antikorpern zeigten, dass diese Aktivitat Giberwiegend
Uber die Sezernierung von IFN-y vermittelt wird. In weiteren Blockierungsexperimenten mit
intra- und extrahepatischen NK Zellen konnten wir nachweisen, dass der NKp46-Rezeptor
hierbei eine wichtige Rolle spielt.

Interessanterweise war die intrahepatische Frequenz von NKp46High Zellen negativ mit der
Viruslast assoziiert, was die in vivo Relevanz unserer Befunde unterstreicht.

Die chronische HCV Infektion ist eine der Hauptursachen fiir den fibrotischen Umbau der
Leber. In Tiermodellen wurde gezeigt, dass NK Zellen antifibrotisch wirken, indem sie

aktivierte Hepatische Sternzellen (HSC) abtoten. Folglich war die antifibrotische Aktivitat der
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beiden NKp46 Subpopulationen von besonderem Interesse. Hierbei fand sich in Leberproben
HCV-infizierter Patienten eine inverse Korrelation zwischen der Haufigkeit intrahepatischer
NKp46High NK Zellen und dem Fibrosegrad. Passend dazu zeigten NKp46High Zellen in vitro
eine starkere zytotoxische Aktivitdt gegen primdre HSC als NKp46Dim Zellen.
Blockierungsexperimente mit NKp46-spezifischen Antikdrpern belegten, dass dieser
Rezeptor auch an der Modulation der anti-fibrotischen NK Zell-Aktivitat beteiligt ist.

Diese Ergebnisse weisen auf eine hohe antivirale und antifibrotische Aktivitat von
intrahepatischen NKp46High Zellen hin und belegen die Bedeutung des NKp46 Rezeptors in
der HCV-Infektion. NKp46 stellt somit ein mogliches Zielmolekil fir zuklnftige

immunmodulierende Therapien der Hepatitis C dar.
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Funktionen von NK Zellen?

Publikation:
Kramer B, Eisenhardt M, Glassner A, Kérner C, Sauerbruch T, Spengler U, Nattermann J. Do A-
interferons IL28A and IL28B act on human natural killer cells? 2011. PNAS.

5.1 Zusammenfassung Kapitel 5

Der 1L28B Polymorphismus (rs12979860) ist einer der starksten immungenetischen
Pradiktoren fiir den Verlauf einer HCV Infektion und das Ansprechen auf eine Interferon-
basierte HCV-Therapie. Dring et al. zeigten, dass die Kombination dieser genetischen
Variante mit dem Genotyp eines NK Zellrezeptors den positiven Vorhersagewert (PPV)
weiter steigert. Die Autoren vermuteten daher eine synergistische Interaktion zwischen
IL28B und NK Zellen. In funktionellen Assays konnten sie scheinbar durch Inkubation von NK
Zellen mit rekombinantem IL28B die Sekretion von IFN-y hemmen. Basierend auf diesen
Ergebnissen diskutierten die Autoren, dass die IL28B-induzierte Reduktion der IFN-y
Sekretion zu einer Verminderung der chronischen Entziindung fuhren konnte, was den
Verlauf der Hepatitis C positiv beeinflussen konnte. Da der IL28B Rezeptor (IFN-AR1) bisher
nicht auf Lymphozyten nachgewiesen werden konnte, haben wir in dieser Studie untersucht,
ob tatsachlich ein direkter Einfluss von A-Interferonen auf NK Zellen vorliegt. Zuerst konnten
wir zeigen, dass der IFN-AR1 Rezeptor auf keiner der untersuchten peripheren Zell-
Populationen (NK Zellen, B Zellen, NKT Zellen und CD4+/CD8+ T Zellen) exprimiert wird. In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen hatte die Stimulation mit rekombinantem IL28A/B
keinen Einfluss auf Zytotoxizitdt und IFN-y Sekretion der isolierten NK Zellen. Um einen
indirekten Effekt durch andere immunkompetente Zellen zu prifen, wurden unter
denselben Bedingungen mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) stimuliert. Auch
hier waren keine signifikanten Unterschiede zu sehen. Lediglich bei einem von 8 Probanden
war nach Stimulation eine erhdhte IFN-y Aktivitat festzustellen.

Somit konnten wir eine direkte Interaktion zwischen IL28A/B und NK Zellen ausschlieRen.
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6 Diskussion

Die Hepatitis C ist weltweit eine der Hauptursachen fir chronische Lebererkrankungen. Im
Verlauf der chronischen Infektion kann es hierbei zum fibrotischen Umbau der Leber und der
Entwicklung einer Leber-Zirrhose sowie eines hepatozelluliren Karzinoms kommen.
Natdrliche Killer (NK) Zellen sind Lymphozyten des angeborenen Immunsystems, die maligne
und Virus-infizierte Zellen direkt abtoten kénnen. Immungenetische Studien belegen, dass
ihnen bei der spontanen Ausheilung der HCV Infektion eine wesentliche Bedeutung
zukommt®. Ebenso sind NK Zellen wesentlich an antifibrotischen Prozessen beteiligt™.
Allerdings scheinen bei der HCV Infektion wichtige Funktionen der NK Zellen dysreguliert zu

34439 1n der vorliegenden Arbeit sollten Mechanismen der fehlgeleiteten NK

sein
Zellfunktionen in der HCV Infektion entschlisselt werden. Dazu wurden NK Zellen
hinsichtlich des Migrationsverhaltens, der antiviralen/antifibrotischen Eigenschaften sowie
der potentiellen Interaktion mit dem Zytokin IL28B untersucht, dessen Gen-Polymorphismus

(rs12979860) ein starker Pradiktor fiir die Viruseliminierung ist.

Fiir eine effiziente Immunantwort ist eine funktionierende Rekrutierung von Immunzellen
unabdingbar. Daher untersuchten wir in Kapitel 3 den méglichen Einfluss der HCV Infektion
auf die Migration von NK Zellen und hierbei insbesondere den Einfluss der Interaktion von
HCV E2 mit CD81. Ausgangspunkt fiir diese Untersuchungen war die Beobachtung unserer
Arbeitsgruppe, dass die hepatische Akkumulierung von Dendritischen Zellen bei der
chronischen HCV Infektion moglicherweise durch eine HCV E2/CD81-induzierte Hemmung
der DC-Migration bedingt ist **. Es stellte sich die Frage, ob die Migration von NK Zellen einer
dhnlichen Modulation unterliegt und damit an der Immunpathogenese der Hepatitis C
beteiligt ist. Interessanterweise wurde das migratorische Potential nach Interaktion mit HCV
E2 deutlich erhoht. Hierbei konnten wir eine erhohte Phosphorylierung der ERM Proteine,
die eine Umverteilung von Aktinfilamenten und Adhdsionsmolekiilen wie CD44 bedingte, als
zugrundeliegenden  Mechanismus identifizieren. Dieser = Zusammenhang wurde
zwischenzeitlich in anderen Studien bestétigtso.

Aktuell wird kontrovers diskutiert, ob die Interaktion von HCV E2 mit CD81 von
physiologischer Relevanz ist. Bis vor wenigen Jahren fehlten fir HCV-
Interaktionsexperimente geeignete Modelle mit Viruspartikeln. Daher wurden in den
entsprechenden Versuchen rekombinante HCV Proteine verwendet. Die Kreuzvernetzung

von CD81 mit immobilisiertem HCV E2 hemmte hierbei Zytotoxizitdt und Zytokinsekretion
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von NK Zellen®. Allerdings zeigten erste Experimente mit nicht-infektiosen HCV
Pseudopartikeln (HCVpp) keinen Effekt® oder sogar eine Aktivierung von NK Zellen®. Im
Gegensatz dazu wurde im HCV-Zellkultur-System (HCVcc) mit infektidsen Viruspartikeln eine
Inhibierung nachgewiesen®®. Anscheinend tritt diese auf, wenn eine groRflichige
Kreuzvernetzung von CD81 zustande kommt, wie die Experimente mit immobilisiertem HCV
E2 bzw. CD81 spezifischen Antikorper nahelegen oder wenn, wie im HCVcc Modell, sehr viele
Viruspartikel auf der Hepatozytenoberflache binden. Lésliche HCV Pseudo-Partikel scheinen
diesen Effekt nicht zu vermitteln.

Somit muss in zukiinftigen Studien geklart werden, ob es in der infizierten Leber zur
flaichendeckenden Kreuzvernetzung von CD81 kommt oder ob lediglich wenige |6sliche
Viruspartikel an NK Zellen binden.

Eine verdnderte Verteilung von NK Subpopulationen in der chronischen HCV Infektion
konnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass die Rekrutierung von NK Zellen moglicherweise
durch HCV E2 moduliert wird. So nimmt der Anteil der zirkulierenden CD56Dim Zellen in der
Hepatitis C deutlich ab>>. Méglicherweise wandert diese Population vermehrt in die Leber.
Passend dazu ist die CD81 Expression auf CD56Dim hoher als auf CD56Bright Zellen®. Da
hepatische Kontrollen von Gesunden fehlen, lasst sich diese These nicht beweisen. Hier
lohnt sich moglicherweise der Vergleich zur Hepatitis B Infektion, bei der sich der Anteil

zirkulierender CD56Dim Zellen nicht verindert>>™>®

. Dies spricht dafir, dass es jenseits der
inflammatorischen Leber-Rekrutierung von NK Zellen einen HCV-spezifischen Einfluss auf die
NK Zell-Kompartmentalisierung gibt. Die Verdanderung der NK Zell-Migration durch die HCV
E2/CD81 Interaktion konnten einen solchen HCV-spezifischen Mechanismus darstellen.
Hierbei konnten Viruspartikel, die auf dem Sinusendothel gebunden sind®, den hepatischen
Influx ins Leberparenchym erhdohen. Davon betroffen wéaren vor allen Dingen CD56Dim
Zellen, welche CD81 hoch exprimieren. In der chronischen Infektion nimmt allerdings der

b>>%®, Dies ist

gesamte Anteil der NK Zellen am intrahepatischen Lymphozytenpool deutlich a
nicht einfach mit einer gesteigerten Migration in Einklang zu bringen. Neben den CD81
bedingten Effekten auf Aktivitat und Migration wird eine deutlich hemmende Wirkung auf
die Zellproliferation beschrieben®. Hohe Konzentrationen von gebundenen Viruspartikeln
kdnnten somit den Anteil der intrahepatischen NK Zellen stark dezimieren. Méglicherweise
tritt die Proliferationshemmung primar in der Leber auf, da in der Peripherie weniger
Viruspartikel gebunden sind, die CD81 kreuzvernetzen kdénnen. Inwieweit das modulierte

Migrationsverhalten von NK Zellen in vivo eine Rolle spielt und Einfluss auf die

Immunpathogenese der HCV Infektion nimmt, ist Inhalt aktueller Untersuchungen.
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In Kapitel 4 war der Immunphéanotyp intrahepatischer NK Zellen in der chronischen HCV
Infektion von Interesse. Anhand dieser Studie stellten wir die These auf, dass die Expression
von NKp46 eine wesentliche Bedeutung fiir die natlrliche Immunitdt gegen HCV hat.
Begriindet haben wir dies mit dem Nachweis, dass der Anteil von intrahepatischen NK Zellen
mit hoher NKp46 Expression (NKp46High) negativ mit der Viruslast assoziiert war. Passend
dazu sezernierten NKp46High Zellen mehr IFN-y und waren zytolytisch aktiver als NKp46Dim
Zellen. Von besonderer Bedeutung war die Beobachtung, dass NKp46High Zellen eine
hohere antivirale Aktivitdt besitzen als NKp46Dim NK Zellen. Blockierungsexperimente
belegten hierbei einen iberwiegend durch IFN-y vermittelten Effekt. Interessanterweise war
der Anteil der NKp46High Zellen mit dem Fibrosegrad negativ assoziiert. In Ubereinstimmung
hiermit konnten wir fir NKp46High NK Zellen in vitro auch eine hdhere Aktivitat gegen
primare hepatische Sternzellen nachweisen.

Die Starke unserer Studie ist die Analyse von intrahepatischen NK Zellen, denn ein GroRteil
der publizierten Arbeiten zu diesem Thema untersuchte ausschlieRlich zirkulierende Zellen®.
Dabei wurden hinsichtlich der NKp46 Expression widerspriichliche Daten gezeigt“. In
Ubersichtsartikeln erkldrte man dies mit unterschiedlichen Kohortenzusammensetzungen®.
Einheitliche Ergebnisse gibt es zu der gestorten IFN-y Antwort bei peripheren NK Zellen.
Dazu wurde von Mondelli und Mitarbeitern die These aufgestellt, dass bei der chronischen
Infektion Hepatozyten und Dendritische Zellen groBe Mengen IFN-a sezernieren, das die
Zytotoxizitit steigert, aber die IFN-y Sekretion hemmt**. Verursacht wir diese Polarisierung
durch eine Verschiebung von STAT1- zu STAT4-Aktivierung. Die Autoren sehen in einer
dysregulierten IFN-y Antwort bei NK Zellen den Grund fiir eine ineffiziente Viruseliminierung.
Dieselbe Arbeitsgruppe hatte erstmals die funktionellen Eigenschaften von intrahepatischen
NK Zellen aus HCV infizierten Lebern mit gesunden Kontrollen verglichen67.
Uberraschenderweise war bei den intrahepatischen NK Zellen die Zytotoxizitit gehemmt
wahrend die IFN-y Antwort unverdandert war. Sie erkldarten die Diskrepanzen zur IFN-y
Antwort bei peripheren NK Zellen mit der Auswahl der Versuchsbedingungen.

Die zytolytisch inaktiven NK Zellen aus HCV infizierten Lebern zeigten in den Experimenten
der Mondelli-Gruppe im Vergleich zu gesunden Kontrollen einen aktivierten Phanotyp mit
héherer NKp46 Expression. Das scheint zundchst im Widerspruch zu unseren Ergebnissen zu
stehen. Allerdings fehlt in unserer Studie der Vergleich zu intrahepatischen NK Zellen von
Gesunden und in der Mondelli Studie eine Korrelation der NKp46 Expression zur HCV

Viruslast bzw. zu funktionellen Eigenschaften. Somit lasst sich nicht eindeutig klaren, ob sich
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diese beiden Studien wirklich widersprechen. Dariber hinaus hat die Mondelli Studie
ausschlieBlich die hamatopoetische K562 Leukamie-Zelllinie bzw. P815 Maus-Lymphoblasten
als Zielzellen verwendet. Die von uns verwendeten HCV Replikonzellen dirften als Modell fiir
die antivirale Aktivitdit bei Hepatitis C aber die bessere Wahl fir die funktionelle
Charakterisierung von intrahepatischen NK Zellen zu sein.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen deuten Arbeiten der Gruppe von Hugo Rosen
auf eine wichtige Bedeutung des NKp46-Rezeptors fir die antivirale Immunantwort®’. Hier
konnte gezeigt werden, dass eine hohere NKp46-Expression bei Frauen im Vergleich zu
Mannern bzw. Kaukasiern im Vergleich zu Afro-Amerikanern mit einer hoheren spontanen
sowie Therapie-induzierten Ausheilung der Hepatitis C assoziiert ist. AuBerdem konnte diese
Arbeitsgruppe die hohe anti-HCV Aktivitdt von NKp46High Zellen im Replikon-Modell
bestatigen. Zudem konnte hier auch gezeigt werden, dass im Gegensatz zu nicht-infizierten
Zellen auf Virus-infizierten Hepatozyten ein NKp46 Ligand exprimiert wird.
Interessanterweise gelang in einer kirzlich publizierten Studie auch der Nachweis von NKp46
Liganden auf humanen, aktivierten HSC?. In Mausversuchen konnte zudem von derselben
Arbeitsgruppe bestatigt werden, dass die Aktivierung von NK Zellfunktionen Gber NKp46 die
Fibrogenese einschrankt®.

Demnach unterstilitzen beide Arbeiten unsere These, dass die Expression von NKp46 auf
intrahepatischen NK Zellen eine wichtige Bedeutung fiir die antivirale und antifibrotische
Aktivitat von NK Zellen bei der chronischen HCV Infektion hat.

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte KIR NK Zell-Rezeptoren
in Kombination mit einem spezifischen HLA-Klasse | Genotyp mit dem Therapieansprechen
sowie dem spontanen Verlauf der Hepatitis C assoziiert sind, was die Bedeutung von NK
Zellen weiter unterstreicht®. Interessanterweise konnte in zwei Folgeuntersuchungen
gezeigt werden, dass es hierbei einen synergistischen Zusammenhang mit einem IL28B
Polymorphismus (rs12979860) gibt®®*®°. Deshalb wurde vermutet, dass die antivirale
Immunantwort von NK Zellen durch IL28B beeinflusst wird. Daher untersuchten wir in
Kapitel 5 der vorliegenden Arbeit den direkten Einfluss von IL28B auf die Funktion von NK
Zellen.

Im Gegensatz zur Studie von Dring et al. konnten wir durch rekombinantes IL28B keinen
direkten Effekt auf Zytotoxizitdt und IFN-y Sekretion feststellen. In Ubereinstimmung hiermit
lieB sich der A-Interferon Rezeptor auf NK Zellen nicht nachweisen. Eine direkte Modulation
von NK Zellen durch IL28B konnte somit ausgeschlossen werden. Zudem scheint die von

Dring und Kollegen vorgeschlagene Hypothese, dass eine IL28B-vermittelte Hemmung der
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IFN-y Produktion die chronische Entziindung abmildert und somit das Ausheilen der
Hepatitis C verbessert, als unwahrscheinlich. Wie in der Ubersichtsarbeit von Mondelli
diskutiert, scheint gerade eine gestorte IFN-y Sekretion von NK Zellen ein wichtiger Grund
fiir eine Chronifizierung zu sein, da das Virus hierdurch nicht effizient eliminiert werden
kann**,

Moglich wére eine indirekte Interaktion mit IL28B (iber andere immunkompetente Zellen.
Jedoch haben wir in PBMC Kultur keine signifikanten Effekte nachweisen kénnen. Allerdings
scheint dies im intrahepatischen Milieu denkbar zu sein, da Hepatozyten und
Sinusendothelzellen den IL28 Rezeptor exprimieren70.

Dartber hinaus gibt es keinen Nachweis Uber eine Assoziation zwischen 1L28B
Polymorphismus (rs12979860) und Funktion bzw. Menge des sezernierten Zytokins®>. Dies
wirft die Frage auf, ob es vielleicht zwischen Polymorphismus (rs12979860) und anti-HCV
Aktivitat einen anderen Zusammenhang geben kann.

Der Polymorphismus (rs12979860) ist im nicht kodierenden Bereich zwischen dem //128A und
dem /L28B Gen lokalisiert. Bisher hat man vermutet, dass in dieser Region regulatorische
Elemente vorkommen, die Interferon-stimulierende-Gene (ISG) modulieren und dadurch die
Viruseliminierung beeinflussen’’. Interessanterweise wurde erst kiirzlich in einem anderen
Leserahmen ein Insertions/Deletions-Polymorphismus (ss469415590) entdeckt, der mit dem
IL28B Polymorphismus (rs12979860) im Kopplungsungleichgewicht (linkage Disequilibrium)
steht’?. Dieser soll ein besserer Pradiktor fir das Therapieansprechen sein als der 1128B
Polymorphismus (rs12979860). Die Deletion AG fiihrt Uber eine Leserasterverschiebung zur
Expression eines antiviral wirksamen Proteins, das als Ifn-A4 bezeichnet wird. In
Transfektionsexperimenten wurde gezeigt, dass bei Ifn-A4 Expression die weitere Induktion
Interferon-stimulierender-Gene durch Typ I- und Typ lll-Interferone gehemmt ist. Das erklart
moglicherweise die starke Assoziation zwischen IFNL4 Genotyp und Therapieansprechen. In
Zukunft wird von besonderem Interesse sein, inwieweit die IFN-y Antwort von NK Zellen

durch IFN-A4 moduliert werden kann.
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7.2  AbKkiirzungsverzeichnis

CCR
FasL
HCC
HCV
HCV E2
HCVpp
HCVcc
HLA
HSC
IFN

ISG
K562
KIR
NCR

NK Zellen
P815
PBMC
PCR
PPV
RANTES

ROCK
SVR
TRAIL

CC Chemokine Receptor

FAS Ligand

Hepatozelluldres Karzinom

Hepatitis C Virus

Hepatitis C Virus Hullprotein E2
Hepatitis C Virus Pseudopartikel
Hepatitis C Virus Cell Culture

Human Leukocyte Antigen

hepatischen Sternzellen

Interferon

Interferon stimulierenden Gene
Leukdmie-Zelllinie

Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor
natural cytotoxicity receptor

Natdurliche Killerzellen

Murine Lymphoblasten-Zelllinie
Peripheral Blood Mononuclear Cell
Polymerase-Kettenreaktion

positiver Vorhersagewerte

Regulated Upon Activation Normal T Cell Expressed And Presumably
Secreted

Rho Kinase

Sustained Virologic Response

Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand
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