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Abkirzungsverzeichnis

ADCC engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
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1. Einleitung

1.1. Die HIV-Infektion

1.1.1. Das Humane Immundefizienz-Virus

Das Humane Immundefizienz Virus ist ein 120 nm groBBes, behulltes RNA-Virus und
gehdrt taxonomisch zur Gattung der Lentiviren aus der Familie der Retroviren (Freed EO
und Martin MA, 2007). Jedes Viruspartikel besteht aus einer Lipidmembran mit
Hullproteinen wie gp120 und gp41. In dieser befindet sich das Capsid-Protein p24, das je
zwei einzelstréangige ss(+)-RNA-Strange enthalt (Gelderblom, 1991). AuBerdem enthalten
im Capsid sind die Enzyme fir die Vermehrung, wie Reverse Transkriptase, Integrase
und Protease (Engelman und Cherepanov, 2012).

Es sind zwei Arten des Virus bekannt, HIV-1 und HIV-2 (Barré-Sinoussi et al., 1983; Clavel
et al.,, 1986). HIV-1 wird in die Gruppen M, N, O und P unterteilt, die wiederum in
verschiedene Subtypen differenziert werden kénnen (Robertson et al., 2000). Je nach
geografischer Lage unterscheidet sich das Vorkommen und die Haufigkeit der Arten und
der einzelnen Typen. HIV-1 ist das virulentere und daher das weltweit haufigere und in
Europa vorherrschende Virus (Gilbert et al., 2003).

1.1.2. Infektion

Weltweit lebten Ende 2018 37,9 Millionen Menschen mit HIV, 1,7 Millionen infizierten sich
2018 neu (WHO, 2020). Die Ubertragung erfolgt Uber Blut oder andere infekti®se
Koérperfliissigkeiten, wobei das Risiko der Ubertragung mit der Viruslast in der
Kérperfliissigkeit korreliert (Shaw und Hunter, 2012). Der haufigste Ubertragungsweg ist
die sexuelle Ubertragung. Aber auch (ber die gemeinsame Nutzung verunreinigter
Utensilien beim intravendésen Drogenkonsum, Stichverletzungen an kontaminierten
Instrumenten, die Gabe von kontaminierten Blutprodukten und die Ubertragung von einer
infizierten Mutter auf das Kind bei der Geburt oder beim Stillen sind mdgliche
Infektionswege (Deeks et al., 2015).

Uber die Bindung des Oberflachenproteins gp120 an den CD4-Rezeptor erkennt das
Virus die Zielzellen. Der CD4-Rezeptor wird hauptséchlich von T-Zellen, aber auch von
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Durch die Bindung kommt



es zu einer Konformationsénderung der Rezeptoren, und es erfolgt eine Bindung an die
Korezeptoren CCR5 oder CXCR4 (Dean et al., 1996; Feng et al., 1996). Durch die
Bindung an CD4 und die Korezeptoren tritt bei gp41 eine Konformationsanderung ein.
Das Virus penetriert die Zielzelle, sodass das virale Kapsid in das Zytoplasma der Zielzelle
gelangt (Murphy und Weaver, 2018). Die viruseigene Reverse Transkriptase wandelt die
virale RNA in DNA um. Diese provirale DNA wird zum Zellkern transportiert und durch
eine virale Integrase an einer beliebigen Stelle in das Genom der Wirtszelle integriert
(German Advisory Committee Blood, 2016). Mit der Integration der viralen DNA in das
Wirtsgenom ist die Infektion der Zelle abgeschlossen, und durch die zelleigene
Genomvermehrung kommt es zur persistierenden HIV-Infektion. Nach erfolgter viraler
Proteinsynthese entstehen Polyproteinprodukte, die durch die HIV-Protease in ihre
funktionellen Bestandteile zerteilt werden, sodass lebenswichtige Proteine flr das Virus
entstehen (Kohl et al., 1988).

1.1.3. Verlauf der Infektion

Nach der Integration in das Genom der Wirtszelle beginnt die Virusreplikation und der
weitere Befall CD4-positiver Zellen. In den ersten Wochen der Infektion, der Akutphase,
treten Symptome &hnlich eines grippalen Infekts wie Fieber, Lymphknotenschwellung
oder Durchfall auf. In dieser Zeit steigt die Viruslast im Blut stark an, wahrend die Zahl der
T-Helferzellen stark abnimmt (Kelley et al., 2007).

In dieser akuten Phase der Infektion sind Untersuchungen besonders interessant, da die
direkten Wirkungen des Virus auf verschiedene Zellen untersucht werden kénnen.

Nach der Akutphase der Infektion verringert sich das Krankheitsgefiihl, es werden
AntikGrper gegen das Virus gebildet, die Viruslast sinkt wieder und die Zahl der T-
Helferzellen erholt sich. Diese Latenzphase mit geringen Symptomen betragt ohne
Therapie mehrere Monate bis hin zu zehn Jahren (Munoz et al., 1989).

In dieser Zeit wird das Immunsystem jedoch zunehmend geschwacht. Es kommt zur
Stérung der zellularen Immunantwort, und diese Immunschwache flihrt ohne adaquate
Therapie zu AIDS. AIDS ist klinisch gekennzeichnet durch das Auftreten von
opportunistischen Infektionen, die durch die enorme Immunschwéachung tédlich verlaufen
(Deeks et al., 2015).

In der chronischen Phase der Infektion kann untersucht werden, welche
Langzeitveranderungen die Infektion zur Folge hat. Da Patienten zu diesem Zeitpunkt
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meist eine wirksame Therapie erhalten, sind Effekte weitgehend auf indirekte
Mechanismen zurlickzufihren. Von besonderem Interesse sind Untersuchungen uber
einen langeren Verlauf der Infektion, um Einflisse des Virus auf Veranderungen in
Abhéngigkeit von der Viruslast und der Dauer der Infektion beurteilen zu kénnen.

1.1.4. Therapie

Um einen fortschreitenden Immundefekt und die Entstehung von AIDS zu verhindern,
muss die Vermehrung des Virus durch eine wirksame antiretrovirale Therapie unterdrickt
werden. Daflr steht mittlerweile eine Vielzahl an Medikamenten zur Verfigung. Bei diesen
handelt es sich um Stoffe, die das Eindringen des Virus in die Zelle verhindern (Entry-
Inhibitoren) oder um Inhibitoren flr essenzielle Enzyme des Virus, wie der Reversen
Transkriptase, Integrase oder Protease (Arts und Hazuda, 2012).

Durch die Benutzung nur eines Medikamentes kann es schnell zur Bildung von
Resistenzen kommen. Deswegen wird fUr die Therapie eine Kombination von mehreren
Medikamenten verwendet (engl. combined antiretroviral therapy (cART)) (Clavel und
Hance, 2004). Auch diese sind regelmaBig auf ihre Wirksamkeit zu Uberprifen und
gegebenenfalls anzupassen.

Bei regelmaBiger Einnahme kann die Viruslast im Blut dauerhaft unter die
Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml gesenkt werden. Dabei ist fir den Erfolg ein méglichst
friher Beginn der Therapie entscheidend. Umso hoéher die CD4-T-Zellzahl bei
Therapiebeginn, desto schneller kann sich diese erholen und desto geringer ist die
Wahrscheinlichkeit flr nicht AIDS bedingte Morbiditaten (Kelley et al., 2009). AuBerdem
ist zu beachten, dass die Therapie nicht heilend ist. Bei richtiger Anwendung wird die
Replikation des HI-Virus fast vollstandig unterdrtickt. Nach Absetzen der Medikamente ist
das Virus aber innerhalb kurzer Zeit wieder nachweisbar (Davey et al., 1999).

Seit Einfihrung der cART hat die AIDS bedingte Mortalitat signifikant abgenommen. Im
Vergleich zur Normalbevdlkerung besteht aber trotz antiretroviraler Therapie eine
verklrzte Lebenserwartung (Lohse et al., 2007; The Antiretroviral Therapy Cohort
Collaboration, 2008). Einen Grund dafiir stellt ein erhdhtes Auftreten von nicht HIV
assoziierten Morbiditaten wie Herzkreislauf-, Leber- und Nierenerkrankungen dar (EI-Sadr
et al., 2006). Auch Koinfektionen, wie zum Beispiel mit Hepatitis C, beeinflussen die HIV-
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Infektion negativ. Dadurch wird der normale Verlauf der Infektion beschleunigt und die
Wirksamkeit einer Therapie verschlechtert sich (Winnock et al., 2004).

1.2. Bakterielle Translokation

Bakterielle Translokation beschreibt das Vorhandensein bakterieller Produkte der
physiologischen Darmflora im systemischen Kreislauf bei fehlender Bakteriamie (Sandler
und Douek, 2012). Dieses Phanomen wird vor allem bei verschiedenen Erkrankungen mit
Stérungen der Darmbarriere beobachtet (Kelly et al., 2012; Pastor Rojo et al., 2007;
Sandler et al., 2011a). Auch bei der HIV-Infektion wurde die Zunahme bakterieller
Bestandteile im Blut bereits vielfach beschrieben (Chege et al., 2011; d'Ettorre et al., 2011;
Sandler et al., 2011b). Dabei wird eine Stérung der Barrierefunktion der Darmwand (engl.
leaky gut) durch die HIV-Infektion als Ursache angesehen (Brenchley et al., 2006; Estes
et al., 2010; Nazli et al., 2010). Diese Schadigung setzt sich dabei aus verschiedenen
Ereignissen an der Schleimhaut des Darms zusammen. Einerseits kommt es bereits friih
in der Infektion zu einer schweren Depletion von CD4(+)-Zellen in der Mukosa und zu
einer verminderten luminalen IgA-Konzentration durch B-Zell-Dysfunktion (Gordon et al.,
2010; Kotler et al., 1984; Sankaran et al., 2008). Diese geringeren IgA-Spiegel und
insbesondere der Verlust von CD4(+)-TH17-Zellen erleichtern eine Zunahme von
Bakterien und damit eine erhdhte bakterielle Translokation. (Bettelli et al., 2008)
AuBerdem kommt es aufgrund einer UberschieBenden Immunreaktion und anhaltender
Entzindung in der Mukosa zu gestérter Differenzierung und Apoptose von Enterozyten
sowie Zerstdérung von Tight Junctions (Estes et al., 2010; Heise et al., 1991; Marchetti et
al., 2013). Dadurch entsteht eine Schadigung der Integritit des Darmepithels mit
vermehrter bakterieller Translokation. Daraus resultierend sind im Blut von HIV(+)
verschiedene Bestandteile wie bakterielle 16s rDNA oder LPS als Zellwandbestandteil
von gram(-) Bakterien in erh6hten Konzentrationen nachweisbar (d'Ettorre et al., 2011;
Kramski et al., 2011). Diese Erhéhung flihrt als Reaktion des Kdrpers zur Steigerung von
LBP als Plasmaprotein zur Bindung von LPS und sCD14, welches von Monozyten
ebenfalls zur LPS-Bindung produziert wird (Brenchley et al., 2006). Ein weiteres Protein
im Blut, das mit bakterieller Translokation assoziiert und bei HIV(+) erhéht ist, ist -FABP,

das nur von Enterozyten produziert und aufgrund von Schadigung ins Blut abgegeben
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wird (Sandler et al., 2011b). Sowohl die bakteriellen Bestandteile wie LPS und 16s rDNA,
aber auch LBP, sCD14 und I-FABP dienen damit als Marker fir bakterielle Translokation.
Das Vorhandensein bakterieller Bestandteile im Blut scheint auch Einfluss auf den
klinischen Zustand der Patienten zu haben. Erhéhte bakterielle Translokation konnte mit
dem Fortschreiten der Krankheit und erhdhter Sterblichkeit bei HIV(+) in Verbindung
gebracht werden (Nockher et al., 1994). Die dauerhafte Stimulation des Immunsystems
durch bakterielle Bestandteile im Blut fUhrt zu einer persistierenden Aktivierung und es
wird angenommen, dass diese chronische Aktivierung einen Grund fir die
Dysfunktionalitat des Immunsystems bei HIV(+)-Patienten darstellt (Ancuta et al., 2008;
Brenchley et al., 2006). Verschiedene Effekte durch bakterielle Translokation wurden
bereits fir Monozyten und CD-4-T-Zellen untersucht (Klatt et al., 2013). Fir weitere Zellen
des Immunsystems fehlen aber Daten Uber den direkten Einfluss von bakterieller
Translokation auf die Funktion dieser Zellen, sodass dies in der vorliegenden Arbeit mit
dem Fokus auf naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) untersucht werden soll.

1.3. Natirliche Killer-Zellen

NK-Zellen gehéren zu den Lymphozyten und sind wichtige Zellen des angeborenen
Immunsystems. Charakteristisch ist die Expression von CD56 und das Fehlen des CD3-
Rezeptors (CD56(+) CD3(-)). NK-Zellen kommen innerhalb von Gewebe, aber auch im
Blut vor. Im peripheren Blut sind unter physiologischen Bedingungen 5-15 % der
Lymphozyten NK-Zellen, wahrend in Geweben wie der Leber bis zu 45 % NK-Zellen
anzutreffen sind (Bjorkstrom et al.,, 2016; Robertson und Ritz, 1990; Whiteside und
Herberman, 1994).

Das besondere Merkmal dieser Zellen ist die Fahigkeit, maligne verénderte oder
virusinfizierte Zellen ohne vorherige Sensibilisierung zu erkennen und zu eliminieren.
Damit dienen sie der Einddmmung von Infektionen, bevor {ber das adaptive
Immunsystem eine Immunantwort vermittelt wird. Damit sie keine eigenen, gesunden
Zellen zerstdéren, kénnen sie anhand der Expression von ,Major Histocompability
Complex" (MHC) Klasse | kdrpereigene von fremden, veranderten oder infizierten Zellen
unterscheiden. Alle kernhaltigen, kdrpereigenen und gesunden Zellen besitzen dieses
Oberflachenprotein und werden durch hemmende Rezeptoren der NK-Zellen erkannt,
sodass keine Aktivierung stattfindet und dadurch eine Selbsttoleranz gegeben ist.



-13 -

Kérperfremde, virusinfizierte oder maligne transformierte Zellen besitzen einen anderen
MHC | oder eine verminderte MHC I-Expression und kénnen dadurch von den NK-Zellen
erkannt und angegriffen werden (Ploegh, 1998). Dieser Mechanismus wird mit der
,Missing self‘-Hypothese beschrieben (Ljunggren und Karre, 1985). Aber die Erkennung
des MHC list nur ein Teil der Aktivierung von NK-Zellen. Von zentraler Bedeutung ist die
Balance zwischen hemmenden und aktivierenden Signalen. Uberwiegen die
aktivierenden Signale gegentber den hemmenden und wird die Zelle aktiviert, stehen der
NK-Zelle verschiedene Mechanismen zur Verfugung. Der Hauptmechanismus der NK-
Zellen besteht in der natlrlichen Zytotoxizitat. Dieser wird durch eine Vielzahl von
aktivierenden Rezeptoren vermittelt (Moretta et al., 2000; Moretta et al., 2001). Eine
Maoglichkeit ist die Sezernierung von Perforin und Granzym. Diese sind in den
zytotoxischen Granula der NK-Zellen gespeichert, lysieren nach Freisetzung die Zielzelle
und leiten deren Apoptose ein (Lowin et al., 1995). Auch Uber die Hochregulierung der
Todesliganden wie TRAIL und FasL, die von NK-Zellen exprimiert werden, ist eine
Apoptose der Zielzelle mdglich (Degli-Esposti, 1999; Oshimi et al., 1996).

Des Weiteren besitzen NK-Zellen durch die Freisetzung von Zytokinen wie IFN-y, TNFa
und GM-CSF wichtige antivirale und immunregulatorische Funktionen (Cuturi et al., 1989;
Smyth et al., 2005). Durch die Produktion und Sezernierung von IFN-y wird die
Entwicklung von T-H1-Zellen geférdert und Makrophagen stimuliert, sodass ihre
Phagozytoseaktivitat gesteigert wird.

AuBerdem stellen NK-Zellen eine Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem dar (Vivier et al., 2011). Ein GroBteil der NK-Zellen besitzt den Fcy-
Rezeptor 1l (CD16). Dieser kann den Fc-Teil von gebundenen Antikérpern erkennen und
die NK-Zelle aktivieren. Diese Form der NK-Zell-Aktivierung wird als ADCC (engl.
Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity) bezeichnet (Wang et al., 2015).

1.3.1. NK-Zell-Subpopulationen

Innerhalb der Gruppe der NK-Zellen werden verschiedene Populationen anhand der
Expression von CD56 unterschieden. Etwa 90 % der NK-Zellen im peripheren Blut
gehoren zu den CD569™-NK-Zellen. Diese exprimieren CD16 sowie KIR und sind flr die
natlirliche Zytotoxizitat zustandig. Eine andere wichtige Gruppe sind die CD56"9"-NK-
Zellen. Diese sind durch das Fehlen bzw. das geringe Vorhandensein von CD16 und KIR
gekennzeichnet. AuBerdem besitzen sie nur eine geringe nattrliche Zytotoxizitat, aber
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produzieren Zytokine wie IFN-y und TNF-a. Sie reagieren stark auf IL-2 oder IL-15
(Cooper et al., 2001). Es wird diskutiert, dass die CD569"-NK-Zellen einen unreiferen
Phanotyp darstellen und sich spater zu CD569™-NK-Zellen entwickeln (Michel et al.,
2016). Diese Einteilung erfasst nicht die komplette Vielfalt der NK-Zellen, jedoch ist sie

die derzeit verbreitetste und wichtigste Einteilung von Subpopulationen.

1.3.2. NK-Zell-Rezeptoren

NK-Zellen besitzen eine Vielzahl von Rezeptoren, die fiir ihre Funktion entscheidend sind.
Rezeptoren kdnnen aktivierend oder inhibierend wirken. Das Zusammenspiel aller
Signale entscheidet, ob ein Angriff stattfindet oder nicht. Die Rezeptoren von NK-Zellen
werden NatUrliche-Killerzell-Rezeptoren (NKR) genannt.

Die wichtigsten Gruppen der NKR umfassen die ,killer immunglobulin-like receptors®
(KIR), die ,natural cytotoxicity receptors“ (NCR) und die CD94/NKG2-Rezeptoren.
Rezeptoren aus der Gruppe der KIR kénnen je nach Rezeptor aktivierend oder hemmend
wirken. Als Liganden wurden bisher HLA-A, -B und -C (Jamil und Khakoo, 2011) sowie
HLA-G identifiziert (Rajagopalan und Long, 1999; Rajagopalan und Long, 2005). Zur
Gruppe der NCR gehéren Rezeptoren wie NKp30, NKp44 oder NKp46. Diese haben alle
eine aktivierende Funktion, wobei bisher kaum Liganden bekannt sind (Moretta et al.,
2001). Die CD94/NKG2-Rezeptoren dienen der Erkennung von HLA-E (Braud et al.,
1998).

Jede NK-Zelle exprimiert nur einen Teil der Rezeptoren, sodass nicht alle identisch sind.
Die Rezeptorzusammensetzung auf der Oberflache der NK-Zellen veréndert sich im Laufe
ihrer Entwicklung. Die Rezeptoren kénnen dadurch in verschiedene Gruppen eingeteilt
werden, wie zum Beispiel Reifungsmarker (CD27, CD57, CD127, KLRG1),
Aktivierungsmarker (CD69, CD38, NKG2D) oder Erschépfungsmarker (PD1) (Abel et al.,
2018; Bi und Tian, 2017).

Auch chronische Infektionen oder Tumore kbénnen zu Verdnderungen der
Rezeptorausstattung der Zellen fuhren (O'Connor et al., 2007; Stojanovic et al., 2013;
Vitale et al., 2014).

1.3.3. Metabolismus von NK-Zellen
Zur Gewabhrleistung eines sicheren Schutzes vor Infektionen und malignen

Veranderungen benétigen die Lymphozyten und die dazugehérigen NK-Zellen nach ihrer
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Aktivierung fir die anstehende Zellproliferation groBe Mengen an Energie und damit einen
gut funktionierenden Stoffwechsel. Dabei muss beachtet werden, dass metabolische
Anstrengungen unter erschwerten Umweltbedingungen, wie limitierte Sauerstoff- und
Nahrstoffangebote, aufzubringen sind. Vor diesem Hintergrund kommen dem
Zellmetabolismus und der Funktion der Mitochondrien in den letzten Jahren immer mehr
Bedeutung und Aufmerksamkeit flr eine suffiziente Funktion der Immunabwehr zu
(Pearce et al., 2013).

Die ATP-Produktion in der Zelle erfolgt Gber die zwei Hauptstoffwechselwege Glykolyse
und oxidative Phosphorylierung. Mithilfe der Mitochondrien kann das Maximum an
Energie in Form von ATP aus dem bei der Glykolyse entstandene Pyruvat generiert
werden. Da in diesen Zellorganellen auBerdem die oxidative Phosphorylierung stattfindet,
spielen Mitochondrien eine entscheidende Rolle im Zellstoffwechsel (Martinez-Reyes und
Chandel, 2020). Analysen des Stoffwechsels haben gezeigt, dass die Gesamtpopulation
von NK-Zellen aus dem peripheren Blut niedrige Raten an Glykolyse und oxidativer
Phosphorylierung besitzen. Diese kénnen durch Stimulation mit Zytokinen deutlich
gesteigert werden (Keating et al., 2016). Allerdings flihrte die chronische Stimulation mit
IL-15 zu einem metabolischen Defekt und zur Erschépfung der NK-Zellen (Felices et al.,
2018). Innerhalb der Gruppe der NK-Zellen unterschieden sich CD569™M-und CD56P"9"-
Zellen auch hinsichtlich ihres Metabolismus. CD56"9"-NK-Zellen exprimieren nach
Stimulation mit IL-2 und IL-12 plus IL-15 héhere Konzentrationen des Glukosetransporters
GLUT1 und zeigen auch eine erh6hte Aufnahme von Glukose. Insgesamt werden sie als
metabolisch aktiver beschrieben. Der erhéhte Energiebedarf ist moglicherweise mit der
gréBeren Produktion von IFN-y zu erklaren (Keating et al., 2016). Bei der gleichen
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte oxidative Phosphorylierung
fir eine suffiziente Zytotoxizitat und IFN-y-Produktion in NK-Zellen notwendig ist. Andere
Autoren haben gezeigt, dass eine verstarkte Glykolyse und erhéhte mTORC1-Aktivitat far
eine funktionierende IFN-y-Produktion nétig sind (Donnelly et al., 2014). Eine Hemmung
der Glykolyse resultiert auBerdem in einer verminderten IFN-y-Produktion (Chang et al.,
2013). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die IFN-y-Produktion durch den zellularen
Stoffwechsel reguliert wird. Da die Glykolyse und oxidative Phosphorylierung relevant fir
die Produktion von IFN-y sind, bilden funktionierende Mitochondrien die Voraussetzung
fir eine suffiziente Produktion von IFN-y. Fir die HIV-Infektion sind bereits Stérungen der
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Mitochondrien beschrieben worden (Jacotot et al., 2001; Macho et al., 1999). Aus diesem
Grund soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die Dysfunktionalitat von NK-Zellen bei

HIV durch mitochondriale Stérungen verursacht wird.

1.3.4. NK-Zellen bei HIV-Infektion

NK-Zellen gehéren nicht zu den Zellen, die von HIV befallen werden. Obwohl sie teilweise
den CD4-Rezeptor und die Korezeptoren besitzen, konnte bisher keine Infektion Ex-vivo
nachgewiesen werden. Nur in vitro konnten bisher Infektionen erzeugt werden (Bernstein
et al., 2009). Trotzdem fuhrt die Infektion mit dem Virus zu einer Beeintrachtigung der NK-
Zellen.

Zu Beginn der Infektion nimmt die Gesamtzahl der NK-Zellen zunachst zu (Alter et al.,
2005). Im Verlauf der Infektion sinkt die Anzahl der NK-Zellen, wahrend die Frequenz der
CD56"9"-NK-Zellen zunimmt (Kaczmarek et al., 2017). AuBerdem findet sich bei HIV-
infizierten Personen eine neue dysfunktionale Population von CD3(-)-, CD56(-)- und
CD16(+)-Zellen (Mavilio et al., 2005).

Nicht nur die Expression von CD56 verandert sich in der viramischen Phase der Infektion.
Auch viele andere NKR werden beeinflusst. Dabei kommt es zu einer vermehrten
Expression von inhibitorischen Rezeptoren, wahrend die Anzahl an aktivierenden NK-
Zellrezeptoren abnimmt (Kottilil et al., 2004; Maria et al., 2003; Mavilio et al., 2003). Diese
Effekte hemmen die Einddmmung der Infektion und férdern somit ein Fortschreiten der
Erkrankung. Unter erfolgreicher Therapie mit cART kommt es zu einer teilweisen
Ruckbildung der phanotypischen Veranderungen, dennoch kann die NK-Zell-Aktivierung
auch noch bei avirdmischen Patienten nachgewiesen werden (Leeansyah et al., 2010;
Lichtfuss et al., 2012).

Auch funktionell kommt es zu Veradnderungen der NK-Zellen. HIV-infizierte CD4-T-Zellen
kénnen Uber die Sekretion des I6slichen NKG2D-Liganden die Expression von NKG2D
auf NK-Zellen reduzieren (Nolting et al., 2010). Dadurch wird die NKG2D-vermittelte
Zytotoxizitat reduziert und NK-Zellen kénnen so ihrer Funktion der Immunabwehr nur
eingeschrankt nachkommen. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen von HIV-
Patienten eine gestérte Zytokin-Sekretion aufweisen und besonders eine verminderte
INF-y-Sekretion besitzen (Goeser et al., 2016).

Es wird vermutet, dass die phanotypischen und funktionellen Veranderungen der NK-
Zellen aufgrund einer chronischen Dauerstimulation durch die standige Aktivierung des
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Immunsystems erfolgen und nicht auf direkte Einwirkungen von HIV auf die NK-Zellen
zurlckzufihren sind. Jedoch konnten bisher nicht die genauen Ursachen flir die
funktionelle Dysfunktion von NK-Zellen bei der HIV-Infektion geklart werden. Daher sollen

mogliche Ursachen mit dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die HIV-Infektion stellt auch nach Jahrzehnten ein weltweites Gesundheitsproblem dar.
Seit der Einflhrung der antiretroviralen Therapie hat die AIDS-bedingte Mortalitat stark
abgenommen. Trotzdem besitzen HIV(+)-Menschen eine verkirzte Lebenserwartung.
Diese ist auf eine anhaltende Dysfunktion des Immunsystems und daraus resultierenden
nicht AIDS-assoziierten Erkrankungen zurlickzufihren.

NK-Zellen besitzen bei der primdren Abwehr von Infektionen eine entscheidende
Funktion. Obwohl sie selbst nicht vom HI-Virus befallen werden, fiihrt eine Infektion des
Korpers zu einer Beeintrachtigung der NK-Zell-Funktion. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass NK-Zellen von HIV-Patienten eine gestdrte Zytokinsekretion aufweisen
(Goeser et al., 2016). Bisher ist aber nicht bekannt, welche Ausléser und Umstande zu
dieser Storung der NK-Zellen fuhren. Daher soll in dieser Arbeit anhand folgender
Fragestellungen naher untersucht werden, welche zugrundeliegenden Ursachen die
Dysfunktionalitat von NK-Zellen bei der HIV-Infektion hervorrufen:

1) Kénnen Subpopulationen von NK-Zellen mit ausgepragter funktioneller Stérung
charakterisiert werden und anhand des Phanotyps Rickschlisse auf die Ursache

der Schadigung gezogen werden?

2) Sind mitochondriale Stérungen ursachlich an der Dysfunktionalitédt von NK-Zellen
bei HIV(+) beteiligt?

3) Gibt es einen Zusammenhang der Dysfunktionalitat von NK-Zellen mit bakterieller

Translokation und wenn ja, welche Mechanismen fihren dazu?



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate
Autoklav
CO2-Inkubator
Durchflusszytometer FacsCanto Il
Durchflusszytometer Fortessa
Heizblock TCR100
Inverses Lichtmikroskop Typ DMI
Invitrogen Qubit-3-Fluorometer
Kuhlzentrifuge 5810R
Lichtmikroskop
LightCycler™-Instrument
MACS-Separator
Mikrozentrifuge
Multipette plus
Neubauer-Zahlkammer

Pipetten (10 ul, 100 ul, 200 pl, 1000 i)

Pipetus

Plattenschittler Typ MTS 2
Sterilbank BSB4A
Vortexer Vibrofix VF1
Zellsorter FACSAria lll
Zentrifuge Avantid-15

Tuttnauer, Wesel

Forma Scientific, Frankfurt a.M.
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Leitz, KbIn

Fisher Scientific, Carlsbad (USA)
Eppendorf, Hamburg

Leitz, KbIn

Roche, Mannheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
IKA-Labortechnik, Staufen

Flow Laboratories, Meckenheim
IKA-Labortechnik, Staufen

BD, Heidelberg

Beckmann, Krefeld

-18 -



2.1.2. Verbrauchsmaterial
Auslaufpipetten (5, 10, 25 ml)
Einweg-Handschuhe
Kryoréhrchen (2 ml)
Light-Cycler™ Platten
MACS-Sé&ulen
Mikrotiterplatte 96-Well
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Polypropylen-Rdéhrchen (15, 50 ml)
Polystyren-FACS-R6hrchen
Reaktionsgefale (1,5 ml)
S-Monovette flr Heparinblut (9 ml)
Zellkulturplatten (24, 48, 96-Well)
Zellsieb (100 pm)

2.1.3. Reagenzien
Ampuwa (steriles Aqua dest.)
ARC reaction Beads
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brefeldin A (BFA)
Chloroform
Comp Beads blank
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(DPBS)
Ethanol, absolut
FcR-Block Reagent
Fetales Kalberserum (FCS)
HS-Nuclease
Ispopropanol
Lipopolysaccharid (LPS)
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Greiner Bio-One, Frickenhausen
Ansell, Brussel, Belgien
Sarstedt, Numbrecht

Roche, Mannheim

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner-Bio One, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD, Heidelberg

Fresenius, Bad Homburg
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Enzo, Lérrach

Roth, Karlsruhe

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt
Pan-Biotech, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Biochrom, Berlin

BioSite, Taby

AppliChem, Darmstadt
Innaxon, Tewkesbury



Mito Tracker Green (MTG)

Oligomycin A

Pancoll human

Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10
mg/ml)-Lésung

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) p
7,4

RPMI 1640 Medium

TMRE

Trypanblau

Ultra Comp eBeads
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Invitrogen, Carlsbad (USA)
Cayman Chemical, Michigan
Pan-Biotech, Aidenbach
PAA, Célbe

H Apotheke des Universitatsklinikums Bonn

Fisher Scientific, Carlsbad (USA)
Cayman, Michigan

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Zombie Aqua BioLegend, San Diego

2.1.4. Primer
Gen Name Sequenz vorwarts (5" 2> 3) Sequenz rickwarts (5" 2 3)
AMPK TTGAAACCTGAAAATGTCCTGCT | GGTGAGCCACAACTTGTTCTT
ATP5D GACGGCACCACCTCCAAATA GGTACGCACCGCCTACTC
ATP5J GGACTGAGTGCAAGAATCAGC GCCTGGGGTTTTTCGATGAC
ATP5J2 AAAATGGCGTCAGTTGGTGAG GGTAATCCCCGAGATGCTCC
ATP5PO AACCCAAAGTGGCTGCTTCT CAAGGTACCTCTCCGCGATG
COX6A1 GACCCGAGTTCATCGCCTAC GCAAAGGGATGGGAGACCAG
COX7A2L | TCCAGAAAGCTGATGGTGTGC CCAGTCCTCTGCAGCCTAAC
COXB5 ATGGGTCCAGTCCCTTCTTT GCTCCATGGCATCTGGA
CPT1A TTCAGTTCACGGTCACTCCG TGACCACGTTCTTCGTCTGG
CYCS ATGGTCTCTTTGGGCGGAAG GGCAGTGGCCAATTATTACTCA
EEF1A1 CTTTGGGTCGCTTTGCTGTT CCGTTCTTCCACCACTGATT
FASN AAGGACCTGTCTAGGTTTGATGC | TGGCTTCATAGGTGACTTCCA
FIST CCAAGAGCACGCAGTTTGAG GACGTAATCCCGCTGTTCCT
GAPDH GAAGGTGGTGAAGCAGGC CTCCTTGGAGGCCATGTG
MRPS11 ACACCAAGTTCAGCACACAGA GTGGGATTGGGGTGTTGTCT
mTOR AGAAGCACGATTTCTAGCCAGT | AGTAGACCTCGCCTTATTTCCA
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NDUFA12 | TTTGGCATCGTTGGCTTCAC ATTGTTCTGGGGTGCCAGTC
NDUFA6 AAGCTACTTCTACCGCCAGC GAAATCCTTTGGCCTTGGCG
PDH1 TGGTAGCATCCCGTAATTTTGC ATTCGGCGTACAGTCTGCATC
PFK L GCTGGGCGGCACTATCATT TCAGGTGCGAGTAGGTCCG
PHB2 TACGAGGAACGAGTGTTGCC GCACAATTTTCTGCCGCTGT
PKM1/2 ATGTCGAAGCCCCATAGTGAA TGGGTGGTGAATCAATGTCCA
SIRT3 GACATTCGGGCTGACGTGAT ACCACATGCAGCAAGAACCTC
SLC25A5 GGCCACATCCCTGTGTTTTG TAGGCGGCTCGGTAGATGAT
SLC2A1 GGAATCGTCGTTGGCATCCT CGAAGCTTCTTCAGCACACTC
TFAM CTTATAGGGCGGAGTGGCAG CAGCTTTTCCTGCGGTGAAT
TIMM23 AGAACATGGCCTGGTCCAAA TATCCCTCGAAGACCACCTGT
TOX CCCCATGAACCATAATGG CCT CCCAGCATATTGGAGACTGTGA
UQCRC1 TGATGTTGGCAGCCGTTTTG GGTCAAGTCTGCACGAGACA
2.1.5. Antikérper

Antikorper Klon Isotyp Hersteller
Anti-CD127 BV605 | A01905 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD14 Biotin | TUK4 Maus, 1gGaax Miteny, Bergisch

Gladbach

Anti-CD14 FITC M5E2 Maus, 1gGaax BioLegend, San Diego
Anti-CD14 rekombinantes Miltenyi, Bergisch
VioGreen REAS9S menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-CD16 APC H7 | B73.1 Maus, 1gGik BD, Heidelberg
Anti-CD16 FITC 3G8 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD16 PerCP 3G8 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD19 rekombinantes Miltenyi, Bergisch
VioGreen REABTS menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-CD20 Miltenyi, Bergisch
VioGreen H120 Maus, lgGix Gladbach
Anti-CD27 PE 0323 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD3 APCfire SK7 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
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rekombinantes

Miltenyi, Bergisch

Anti-CD3 VioGreen | REA613
menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-CD34 Miltenyi, Bergisch
AC136 Maus, 19Gaa
VioGreen Gladbach
Anti-CD38 PE-Cy7 | HIT2 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD45 BUV _
HI30 Maus, IgGix BD, Heidelberg
395
Anti-CD45RA rekombinantes Miltenyi, Bergisch
REA562
APCCy7 (Vio) menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-CD56 APC HCD56 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD56 BUV563 | NCAM16.2 Maus, lgGask BD, Heidelberg
Anti-CD57 FITC HCD57 Maus, IgM BioLegend, San Diego
Anti-CD69 AF700 FNS50 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-CD94 AF700 MMO0181-5F26 | Maus, IgG+ Novus, Wiesbaden
Anti-CD95 BV711 DX2 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-IFN-y BV421 4S.B3 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-IFN-y PE 25723 Maus, 1gGes R&D, Wiesbaden
Anti-KIR3DL1/DL2 rekombinantes Miltenyi, Bergisch
REA970 .
APC menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-KLRG1
14C2A07 Maus, 1gGaax BioLegend, San Diego
PE/Dazzle 594
rekombinantes Miltenyi, Bergisch
Anti-NKG2A PE REA110
menschliches IgG1 | Gladbach
Anti-NKG2C AF488 | 134591 Maus, 1gGi1 R&D, Wiesbaden
Anti-NKG2D BV711 | 1D11 Maus, IgGix BioLegend, San Diego
Anti-NKp44 BV786 | p44-8 Maus, IgGix BD, Heidelberg
Anti-NKp46 APC 9E2 Maus, 1gGik BioLegend, San Diego
Anti-NKp46 BV786 | 9E2/Nkp46 Maus, IgGix BD, Heidelberg
Fisher Scientific,
Anti-PD1 PE-Cy7 eBioJ105(J105) | Maus, 1gG1«

Carlsbad (USA)
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Anti-TCRa/ rekombinantes Miltenyi, Bergisch
REA652

VioGreen menschliches IgG1 | Gladbach

Anti-TLR4 PE HTA125 Maus, 1gG2ax BioLegend, San Diego

Anti-TRAIL BV605 | RIK-2 Maus, 1gGi1 BD, Heidelberg

2.1.6. Zytokine
Zytokin

Rekombinantes humanes IL-2

Rekombinantes humanes IL-12

Rekombinantes humanes IL-15

2.1.7. Kits

Hersteller Dosierung
ImmunoTools, Friesoythe 125 U/ml
ImmunoTools, Friesoythe 20 ng/ml
10 ng/ml
ImmunoTools, Friesoythe 50 ng/ml
25 ng/ml

DuoSet ELISA (I-FABP und LBP)

Fixation/Permeabilization Solution Kit

LEGENDPIex Human Inflammation Panel 1

Mojo Streptavidin Nanobeads

NK Cell Isolation Kit

QuantiTec Reverse Transcription Kit

SPLIT RNA Extraction Kit

2.1.8. Puffer und Medien

RPMiIc

RPMI Medium
10 % FCS

10 U/ml Penicillin

MACS-Puffer
PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA

10 pg/ml Streptomycin

R&D, Wiesbaden

BD, San Jose

BioLegend, San Diego
BioLegend, San Diego
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Qiagen, Hilden

LEXOGEN, Wien

Einfriermedium
10 % FCS

10 % DMSO
80 % RPMI
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2.1.9. Untersuchungsmaterial

FOr die Untersuchungen peripherer NK-Zellen wurden pro Proband 30-40 ml
heparinisiertes Vollblut durch die Immunologische Ambulanz der Medizinischen Kilinik |
des Universitatsklinikums Bonn oder von Gesunden zu Kontrollzwecken vom

Blutspendedienst des Universitatsklinikums Bonn zur Verfligung gestellt.

Alle Patienten wurden Uber die Verwendung des Blutes zu wissenschaftlichen Zwecken
aufgeklart und haben eine Einverstandniserklarung unterschrieben. Die Untersuchungen
sind auf der Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes
(1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgefuhrt worden. Die
Studien sind von der Ethikkommission der Universitat Bonn bewilligt worden (Ethikvotum
04/16). Detaillierte Patientencharakteristika flr die verschiedenen Experimente sind in
den Tabellen 1-3 aufgefuhrt.

Tab. 1: Patientencharakteristik fur die IFN-y-Produktion.

Far die Untersuchung der INF-y-Produktion wurden Gesunde (n=9) und HIV(+)-Patienten
(n=18) verwendet. Die Gruppe der HIV(+) wurde unterteilt in die Gruppe mit CD4-Zellzahl
>400/ul (n=9) und CD4-Zellzahl <400/pl (n=9).

HIV(+) HIV(+)

CD4 >400/ul |  CD4 <400/l Gesunde
Anzahl 9 9 9
Mannliches Geschlecht 2 7 (77,8 %) 7 (77,8 %) 7 (77,8 %)
Alter (Jahre) P 47,4 (33-59) 51,8 (33-64) 27,6 (21-41)
HIV-Status
HIV-Last (Kopien/ml) 9 <40 (100 %) <40 (100 %) -
CD4-Zellen/pl © 10011 ’5%:(,")‘52' 269,6 (182-387) n.a. o
CART @ (1 00 %) 9 (100 %) i
Infektionsdauer (Jahre) ) 1(2-19) 7,75 (1-16) -

a) Anzahl der Falle (Anzahl / Gesamtmenge in %) ® Mittelwert (Wertebereich) © n.a. — nicht analysiert 9
Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml (% von Gesamtmenge)
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Tab. 2: Patientencharakteristik fiir die Genanalyse.
Far die Genanalyse wurden Gesunde (n=11) und HIV(+)-Patienten mit einer CD4-
Zellzahl >400/ul (n=13) und CD4-Zellzahl <400/ul (n=10) einbezogen.

HIV(+) HIV(+)

CD4 >400/ul |  CD4 <400/l Gesunde

Anzahl 13 10 11
Mannliches Geschlecht 2 | 11 (84,6 %) 9 (90 %) 8 (72 %)
Alter (Jahre) P 48,8 (29-67) 47,2 (28-64) 31 (21-49)
HIV-Status
HIV-Last (Kopien/ml) 9 <40 (100 %) <40 (100 %) -
D47 A 711,5 (413- .

-Zellen/ul ®) 1191) 288,7 (140-381) n.a.°
cART @ 13 (100 %) 10 (100 %) -
Infektionsdauer (Jahre) ? 13 (4-27) 5,5 (0,5-11) -

a) Anzahl der Falle (Anzahl / Gesamtmenge in %) ® Mittelwert (Wertebereich) © n.a. — nicht analysiert 9

Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml (% von Gesamtmenge)

Tab. 3: Patientencharakteristik fir den Verlauf der HIV-Infektion.

FlOr die Experimente der phanotypischen Charakterisierung, der IFN-y-Produktion im
Verlauf der Infektion und der Messung mitochondrialer Marker wurden die gleichen
Proben verwendet. Dabei handelte es sich um Gesunde (n=14) und HIV(+)-Patienten
(n=12), die zu den Zeitpunkten 0, 12 und 48 Wochen nach Bekanntwerden der Infektion
Blut zur Verflgung gestellt haben. Aufgrund unzureichender Zellmengen wurden die
Experimente der phanotypischen Charakterisierung und die Messung der IFN-y-
Produktion im Verlauf der Infektion nur mit n=8 Patienten und n=8 Gesunden

durchgeflhrt.
HIV(+) Gesunde

Anzahl 12 14
Mannliches Geschlecht @ 12 (100 %) 10 (71,4 %)
Alter (Jahre) ®) 35,1 (24-56) 35,1 (21-52)
HIV-Status Woche 0
HIV-Last (Kopien/ml) ©) 4447731,3 (9740-10000000) -
CD4-Zellen/ul ® 500,9 (184-1124) n.a.©%

cART @

0 (0 %)

HIV-Status Woche 12

HIV-Last (Kopien/ml) ©)

909108,8 (<40-10000000)

CD4-Zellen/ul ®

795,8 (184-1356)

cART @

12 (100 %)

HIV-Status Woche 48

HIV-Last (Kopien/ml) 9

<40 (100 %)

CD4-Zellen/ul ®

872,5 (454-1539)

cART @

12 (100 %)

a) Anzahl der Falle (Anzahl / Gesamtmenge in %) ) Mittelwert (Wertebereich) 9 n.a. — nicht analysiert 9

Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml (% von Gesamtmenge)
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Far die Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zellsuspension mit einer Trypanblau-Lésung
(0,25 % in destilliertem Wasser) angefarbt. Der Farbstoff kann nur bei einer nicht mehr
intakten Zellmembran in das Zytoplasma der Zelle eindringen und dieses blau farben.
Anhand dieser Farbung kdnnen tote Zellen erkannt und ausgeschlossen werden. Die
Zahlung erfolgt lichtmikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Dabei handelt
es sich um einen Objekttrager, auf den vier GroBquadrate, unterteilt in jeweils 16
Kleinquadrate, eingraviert sind. Ein GroBquadrat besitzt eine Flache von 1 mm?2 und eine
Kammertiefe von 0,1 mm und hat somit ein Kammervolumen von 0,1 pl. Anhand der
Zellzahl eines GroBquadrates und der Verwendung eines Verdinnungsfaktors kann mit
folgender Formel die Zellkonzentration errechnet werden:

Zellzahl/ml = Zellzahl pro GroBquadrat x Verdinnungsfaktor x 104.

2.2.1.2. LPS-Kultur

FOr die Untersuchung der Auswirkungen von bakterieller Translokation auf die
Funktionalitat von NK-Zellen wurde eine in vitro Kultur mit der Zugabe von LPS
durchgefiihrt. Dafiir wurden PBMC oder NK-Zellen Uber drei Tage bei 37 °C in RPMic-
Medium oder mit der Zugabe von 1 ng/ml oder 100 ng/ml hochreinem LPS kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen far 6 h mit IL-12 (10 ng/ml) und IL-15 (25 ng/ml) stimuliert
und durchflusszytometrisch die Funktionalitit gemessen. Die Uberstande der Kulturen

wurden eingefroren und flr weitere Experimente verwendet.
2.2.2. Immunologische Methoden
2.2.2.1. Zellisolation

2.2.2.1.1.Isolation peripherer Blutlymphozyten

Zur Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) aus heparinisiertem Blut
wurde das von Béyum etablierte Verfahren angewendet (Béyum, 1968). Dabei erfolgt eine
Trennung der Blutbestandteile mittels Dichtegradientenzentrifugation. Das synthetische
Polysaccharid Ficoll dient dabei als Trennschicht. Durch die hdhere Dichte von
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Erythrozyten und Granulozyten sammeln sich diese nach der Zentrifugation am Boden
des GefaBes. Darlber befindet sich eine Schicht mit der Ficoll-Lésung. Oberhalb davon
befindet sich das Serum mit den Thrombozyten, wéhrend die Lymphozyten und
Monozyten in der triben Grenzschicht zwischen Ficoll-Lésung und Serum vorkommen.

Durchfiihrung:

e heparinisiertes Blut 1:2 mit PBS verdiinnen

e 15 ml Ficoll-L6sung in 50 ml Falcon geben

e vorsichtig mit verdiinntem Blut Gberschichten

e Zentrifugation bei 1000 g fir 15 min ohne Bremse

e PBMC enthaltende Phase mit Pasteurpipette abnehmen und in neues 50 ml Falcon
Uberfihren

e Falcon mit PBS auffullen
e Zentrifugation bei 500 g ftr 10 min
o Uberstand verwerfen und Pellet in PBS resuspendieren, auf 50 ml auffillen

e Zentrifugation bei 350 g fur 10 min

e Uberstand verwerfen, Pellet resuspendieren, Zellzahl bestimmen

2.2.2.1.2.Immunmagnetische Isolation von NK-Zellen

NK-Zellen wurden aus PBMC durch immunmagnetische Separation isoliert (MACS). Bei
diesem Verfahren werden bestimmte Zellen Uber Oberflachenrezeptoren mit einem
Primarantikdrper, der an Biotin gekoppelt ist, markiert. An den Prim&rantikdrper bindet ein
magnetisch aktiver Sekundarantikdrper. AnschlieBend durchlauft die Zellsuspension eine
Saule in einem starken Magnetfeld und die markierten Zellen verbleiben in diesem
Magnetfeld, wéhrend die nicht markierten Zellen ungehindert hindurchflieBen und
aufgefangen werden. So kénnen zwei Arten der Separation unterschieden werden. Bei
der Positiv-Isolation wird die zu isolierende Zellpopulation mit spezifischen Antikérpern
markiert und somit von den unmarkierten Zellen getrennt. Bei der Negativ-Selektion
werden alle Zellen, die nicht zur Zielpopulation gehéren, mit einem Antikérpergemisch
markiert. Dadurch durchlaufen nur die gesuchten Zellen das Magnetfeld, wahrend alle
anderen darin verbleiben. Fir diese Arbeit wurden zur Isolation von NK-Zellen Negativ-
Selektionen mit Kits der Firma Miltenyi durchgefihrt. Fir die Positiv-Isolationen zur
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Entfernung von Monozyten aus PBMC wurden an Biotin gekoppelte CD14-Antikérper und
Mojo-Streptavidin Nanobeads verwendet.

2.2.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Damit far die Experimente Zellen von genigend Probanden zeitgleich vorhanden waren,
wurden die Zellen isoliert und anschlieBend eingefroren. Daflr wurden PBMC oder
isolierte NK-Zellen in 500 pl Einfriermedium resuspendiert und in ein 2 ml Kryorohrchen
Uberfuhrt. Dieses wurde bei -80 °C eingefroren und nach 2 Tagen bei -150 °C gelagert.
Die eingefrorenen Zellen in den Kryoréhrchen wurden an den entsprechenden
Versuchstagen fur 1 Minute in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Der Inhalt der
Kryoréhrchen wurde in ein mit 9,5 ml angewarmten RPMI Medium, versetzt mit 1 pl
Benzonase, vorbereitetes Gefa3 mit 15 ml Volumen Uberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Zellen fur zehn Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert und danach fir sieben
Minuten bei 350 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml RPMIc Medium gel6st, die Zellen
gezahlt und anschlieBend fir die jeweiligen Experimente verwendet.

2.2.2.3. Ko-Inkubations-Assay

Die funktionellen Untersuchungen von NK-Zellen wurden anhand der Sekretion von IFN-
y nach sechsstindiger Ko-Inkubation mit den Zytokinen IL-12 (20 ng/ml) und IL-15 (50
ng/ml) durchgefihrt.

IFN-y ist ein intrazelluldr produziertes Zytokin. Um dieses nachzuweisen, muss die
Sekretion verhindert werden. Aus diesem Grund erfolgt die Zugabe von Brefeldin A (BFA),
wodurch der sekretorische Proteintransport gehemmt wird und das produzierte IFN-y in

der Zelle akkumuliert.

Durchfiihrung:

o Ubertragung der NK-Zellen in Zellkulturplatte (96-well)
e Zugabe von IL-2 (125 U/ml)

e Inkubation Uber Nacht

e Zugabe der Zytokine

e nach 1 h: Zugabe BFA (5 pyg/ml)

e nach 6 h: Farbung fir Durchflusszytometrie
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2.2.2.4. Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse vieler Zellen in kurzer Zeit bezlglich
GroBe, Granularitdt und markierter Antigene. Daflir werden die Zellen durch einen
Flussigkeitsstrom vereinzelt und passieren so nacheinander einen oder mehrere Laser.
Abhangig von den Eigenschaften der Zelle wird das Licht des auf die Zelle treffenden
Lasers unterschiedlich stark gestreut. Das Vorwartsstreulicht (FSC, engl. Forward
Scatter) ist dabei proportional zur GréBe und das Seitwartsstreulicht (SSC, engl. Side
Scatter) proportional zur Granularitat der Zelle. AuBerdem ist die Detektion oberflachlicher
Antigene oder intrazellularer Proteine moéglich. Dafur werden an Fluorochrom gekoppelte
Antikérper verwendet. Das Fluorochrom wird durch den Laser angeregt, absorbiert Licht
und emittiert dieses direkt wieder. Das fir jedes Fluorochrom spezifisch emittierte Licht
wird von Detektoren gemessen, die das Signal verstarken und in elektronische Signale
umwandeln. Umso starker das markierte Molekll exprimiert wird, desto mehr Licht wird
von der Zelle emittiert.

Flr diese Arbeit wurde flr die durchflusszytometrischen Analysen das FCAS Canto Il (bis
zu 8 Fluorochrome) und das FACS Fortessa (bis zu 18 Fluororchrome) genutzt.
Durchflusszytometrische Messungen, bei denen die Zellen zuséatzlich voneinander
getrennt und gesammelt werden kdnnen, werden als ,Sorten® bezeichnet (Fluorescent
Activated Cell Sorting). Zum Sorten der Zellen wurde fir diese Arbeit der Cell Sorter Aria
[Il verwendet. Fiur die Auswertung und grafische Aufarbeitung der Messdaten wurde die
Software FlowJo 10 genutzt. Die Auswertung erfolgte durch das Setzen von ,Gates* auf
Populationen, die ein bestimmtes Molekll exprimieren, angegeben als Prozent positiver
Zellen. AuBerdem wurde fir die Auswertung der mitochondrialen Marker die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) berechnet und diese mit einer Negativkontrolle zur relativen
Fluoreszenzintensitat (RFI) nach folgender Formel standardisiert:

RFI = MFI (Rezeptor) - MFI (Negativkontrolle) / MFI (Negativkontrolle).

2.2.2.4.1.Farbung lebender Zellen

Zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen beim FACS, wurden die Zellen
vor der Oberflachenfarbung mit ,Zombie Aqua“ gefarbt. Dieser Farbstoff reichert sich nicht
in lebenden, dafir aber in toten Zellen an, sodass die positiv geférbten Zellen
ausgeschlossen werden kénnen. Fir die Farbung wurde 1 pl ,Zombie Aqua“ in 500 pl
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PBS geldst und anschlief3end 50 ul pro 200 pl Medium zugegeben. Anschlie3end wurden
die Zellen fir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einem Schiittler gefarbt,

mit PBS gewaschen und bei 350 g sieben Minuten lang zentrifugiert.

2.2.2.4.2.Farbung von Zelloberflachenmolekiilen

Far die durchflusszytometrischen Analysen wurden die Zellen mit den entsprechenden
Antikdérpern gefarbt. Daflr wurden Antikérperldsungen von 1-8 pl je nach Antikérper in ein
Volumen von 100 ul und einer Zellkonzentration von maximal 107 Zellen/m| verwendet.
AnschlieBend erfolgte die Farbung in Zellkulturplatten oder Polystyren-FACS-Réhrchen
15 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einem Schattler.

Um ungebundene Antikérper zu entfernen, wurden die Proben mit PBS gewaschen, bei
350 g fiir sieben Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in
100 ul PBS resuspendiert.

2.2.2.4.3.Farbung intrazellularer Zytokine

Fdr die intrazellulare Farbung von IFN-y ist die Zugabe von BFA zur Ko-Kultur wichtig,
damit sich das synthetisierte IFN-y in der Zelle akkumuliert. Damit die Antikdrper gegen
IFN-y in das Zellinnere gelangen kénnen, muss die Zellmembran permeabilisert werden.

Dafir wurde das Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilisation Kit benutzt.

Durchfihrung:
e Lebend/Tot-Farbung

e Oberflachenfarbung

e Zugabe von 100 ul PermFix pro Well

e Inkubation fir 30 min, 4 °C

e Zellen mit 100 yl BD WashBuffer 1:10 waschen

e zentrifugieren 600 g, 4 °C

e 1,5 plIFN-y PE AK pro Well in WashBuffer farben

e Inkubation 25 min, 4 °C

e Zellen mit 150 yl PBS waschen

e zentrifugieren bei 500 g, 4 °C

e Uberstand abwerfen, Zellen in 100 pl PBS resuspendieren und in FACS Tubes
Uberfihren
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2.2.2.5. Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die Untersuchung von Plasma auf Marker fir bakterielle Translokation wurde in dieser
Arbeit mittels ELISA durchgefihrt. Dabei wird ein spezifischer Antikbérper
(Primarantikérper) fir das zu untersuchende Protein auf einer Mikrotiterplatte fixiert. Das
gesuchte Protein bindet an den Primarantikbrper und ein an Biotin gekoppelter
Sekundarantikérper, der ebenfalls spezifisch flir das Protein ist, bildet einen Komplex mit
dem Primarantikdrper und dem Protein. Mithilfe des Enzyms Peroxidase erfolgt der
Nachweis des ausgebildeten Antigen-Antikérper-Komplexes. Peroxidase ist dafir an
Streptavidin gekoppelt, das an Biotin bindet. AnschlieBend erfolgt durch Zugabe des
Enzymsubstrates eine enzymatische Reaktion, die zu einem Farbumschlag fihrt. Dieser
wird photometrisch bei 450 nm gemessen und korreliert mit der Menge des gebundenen
Proteins. Anhand einer gleichzeitig durchgefihrten Verdinnungsreihe wird eine
Standardkurve erstellt, mit der die Proteinkonzentration bestimmt werden kann.

In dieser Arbeit wurden DuoSet ELISA fiir I-FABP und LBP der Firma R&D verwendet.

Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.2.6. LEGENDplex-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurde ein weiterer ,Sandwich“-Immunassay benutzt, um den
gewonnenen Uberstand der LPS-Kulturen auf die darin enthaltenen sekretierten Zytokine
zu untersuchen. Dazu wird ein Mix aus verschiedenen Antikorpern, gebunden an kleine
Klgelchen (Beads), fur die zu untersuchenden Proteine zu einer Probe gegeben. Die
spezifischen Antikérper binden ihr Protein und ein zweiter, Biotin-gekoppelter Antikérper
wird hinzugegeben. Dieser ist ebenfalls spezifisch fir das Antigen und bildet zusammen
mit dem ersten Antikérper und dem Protein eine Art Sandwich aus. Biotin wird nun von
Streptavidin-phycoerythrin ~ (SA-PE) gebunden, das als Farbstoff fiur die
durchflusszytometrische Messung dient. Die Bindung von SA-PE an den Sandwich-
Komplex flhrt dazu, dass die Fluoreszenzintensitat im Verhaltnis zur Proteinmenge steht.
Bei der anschlieBenden durchflusszytometrischen Messung werden die Beads nach ihrer
GroBe und interner Fluoreszenz differenziert. Dadurch kénnen spezifische Populationen
fir die zu untersuchenden Proteine unterschieden und deren Fluoreszenzintensitat
bestimmt werden. Gleichzeitig zum Probenansatz wird eine Verdinnungsreihe mit
bekannter Konzentration des Proteins (Standard) durchgefliihrt. Anhand der Intensitat der
Standardreihe kann die Konzentration des Proteins in der Probe bestimmt werden.
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In dieser Arbeit wurde das LEGENDplex Kit ,Human Inflammation Panel 1 von
BioLegend verwendet. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend der Vorgaben des
Herstellers und flr die Auswertung wurde die ,LEGENDplex Data Analysis Software 8.0

verwendet.
2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA-Extraktion

Die Isolation von RNA aus NK-Zellen erfolgte mit dem ,SPLIT RNA Extraction Kit“ der
Firma Lexogen. Dieses kombiniert die Trennung von DNA und RNA mittels
Phenol/Chlororform-Extraktion und die selektive Bindung von RNA an mit Silica
beschichteten Oberflachen. Hierbei werden die Zellen zuerst in Isolationspuffer (IB)
lysiert. AnschlieBend wird die wassrige Losung mit dem Zelllysat in ein Gefa3 mit einem
Phasengel Uberfiihrt. Hier erfolgt weiter die Zugabe von saurem Phenol, Chloroform und
saurem Puffer (AB) nach Anleitung des Herstellers. Durch Zentrifugieren bei 12000 g
werden durch das Phasengel die organische und die wassrige Phase voneinander
getrennt. In der unteren, der organischen Phase, befinden sich nun die DNA, Proteine
und Salze, wahrend sich in der oberen, der wassrigen Phase, die RNA befindet. Die obere
Phase wird nun in ein neues Gefal3 tberfihrt, die RNA wird mit Isopropanol ausgefallt
und UOber eine mit Silica beschichtete Saule laufen gelassen. Dabei bindet die RNA
selektiv an die mit Silica beschichtete Oberflache. Zum Abschluss wird die RNA mit 30 pl
Aufbewahrungspuffer (SB) von der Saule eluiert.

2.2.3.2. Quantifizierung von RNA

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch mit dem Qubit-Fluorometer
von ThermoFisher. Hierbei werden 1 pl der Probe mit Fluoreszenzfarbstoffen gemischt.
Diese sind spezifisch fir RNA und emittieren nur, wenn sie an RNA gebunden haben.
Anhand der Fluoreszenz und des Volumens errechnet das Qubit-Fluorometer die RNA-

Konzentration.

2.2.3.3. Reverse Transkription
Bei der reversen Transkription wird die isolierte RNA mit Hilfe des retroviralen Enzyms
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese ist deutlich stabiler als RNA und

ist auBerdem Voraussetzung fir die Durchfihrung einer Echtzeit-PCR. Die reverse
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Transkription wurde mit dem ,QuantiTect Reverse Transcription Kit“ nach Anleitung des

Herstellers Qiagen vorgenommen.

2.2.3.4. Echtzeit-PCR

Zur Vervielfaltigung definierter DNA-Abschnitte wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) eingesetzt. Sie gliedert sich in drei Abschnitte, die mehrfach wiederholt werden.
Zuerst wird die DNA erhitzt und so die doppelstrangige DNA in Einzelstrange getrennt.
AnschlieBend erfolgt eine Abklhlung auf die spezifische Anlagerungstemperatur der
verwendeten Primer. Zum Schluss synthetisiert die DNA-Polymerase vom Primer
beginnend den komplementaren DNA-Strang.

In dieser Arbeit wurde die quantitative Echtzeit-PCR mit dem LightCycler 2.0 System der
Firma Roche Diagnostics genutzt. Fir die Untersuchung wurden spezifische Primer
verwendet, deren Wirksamkeit mittels Gelelektrophorese getestet wurde. Es wurde cDNA
verwendet, da diese das Expressionsprofil der Zellen zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion
widerspiegelt und sich somit zur Expressionsanalyse von Genen eignet. Die Echtzeit-PCR
ermdglicht bereits wahrend der Amplifikation sowohl eine Detektierung als auch eine
Quantifizierung des Produkts. Dies gelingt durch den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green,
der in die doppelstrangigen DNA-Produkte eingebaut wird. Kontinuierlich wird wahrend
der Reaktion in Echtzeit photometrisch die Fluoreszenzintensitat gemessen. Infolge einer
hohen Anzahl an Templates flihren starker exprimierte Gene zu einem schnelleren
Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Zum Vergleich der Proben wird der Beginn der

exponentiell ansteigenden Amplifikation der PCR-Produkte genutzt.

Durchfiihrung:

Reaktionsansatz bei 4 °C:
e 5yl Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2x)

e 1 pl Primermix (0,5 pM)
e 1 ul Template cDNA
e 3 pl destilliertes Wasser

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 10 min
50 Zyklen: 95°Cfir15s,55°Cfur30s,72°Cfur30s
Detektion der Fluoreszenz: am Ende des 72 °C Schritts
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Schmelzkurvenanalyse:

Denaturierung: 95°Cfir10s
Anlagerung der Sonden: 35°Cfur15s
Schmelzkurve: 40 °C — 80 °C (Heizrate 0,2 °C/s) bei kontinuierlicher

Messung der Fluoreszenz

2.2.4. Statistische Methoden

Die statistischen Analysen in dieser Arbeit wurden mit der Software GraphPad Prism 8.4.2
durchgefihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die
Ergebnisse sind in Balkendiagrammen dargestellt, aus denen sich die Einzelwerte, der
Mittelwert und der Standardfehler ablesen lassen.

Flr die statistische Analyse von mehr als zwei Stichproben wurden folgende Tests
verwendet:
e Vergleich von ungepaarten Werten, die normalverteilt sind: Brown-Forsythe und
Welch-ANOVA Test
e Vergleich von ungepaarten Werten, die nicht normalverteilt sind: Kruskal-Wallis
Test
e Vergleich von gepaarten Werten, die normalverteilt sind: ANOVA Test
Die statistischen Berechnungen wurden jeweils flr multiples Testen durch Kontrolle der
Falschentdeckungsrate mit dem zweistufigen Test nach Benjamini, Krieger und Yekutieli
korrigiert.

Far die Untersuchung von Korrelationen wurde lineare Regression verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Funktionalitat von NK-Zellen

Einen Hauptmechanismus von NK-Zellen zur friihen Aktivierung des Immunsystems und
Eliminierung virusinfizierter Zellen stellt die Sekretion von IFN-y dar (lkeda et al., 2002).
Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Funktionalitdt von NK-Zellen anhand der
Sekretion von IFN-y gemessen.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits ein Defekt der IFN-y-Produktion von
IL-2 stimulierten NK-Zellen bei HIV(+)-Patienten mit chronischer HIV-Infektion
nachgewiesen werden (Goeser et al., 2016). Um zu untersuchen, ob es sich dabei um
einen globalen, Stimulus-unabhangigen Defekt handelt, wurde in der vorliegenden Arbeit
mit IL-12/ IL-15 ein anderer Stimulus verwendet.

Far die Untersuchung der Funktionalitat wurde zunachst eine Kinetik der IFN-y-Produktion
bestimmt. Daflr wurden isolierte NK-Zellen von gesunden Kontrollen und chronischen
HIV(+) mit CD4-Zellzahl >400/ul und <400/ul fir 0, 2, 4 und 6 h mit IL-12 (10 ng/ml) und
IL-15 (25 ng/ml) stimuliert und anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
geféarbt und am FACS hinsichtlich ihrer INF-y-Produktion untersucht. Fir die Messung der
INF-y-Produktion wurde das Gating-Schema, wie exemplarisch in Abb. 1 gezeigt,

verwendet.
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Abb. 1: Gating-Strategie zur Analyse der INF-y-Produktion.

Vorgereinigte NK-Zellen wurden mit Zombie Aqua und Antikérpern gegen CD56, CD3,
CD16 und IFN-y gefarbt und anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht. Die
Dotplots zeigen reprasentativ die Gating-Stratetgie. a) Identifikation der Lymphozyten mit
SSC-A und FSC-A. b) Bestimmung der einzelnen Zellen mittels FSC-W und SSC-W. c)
Bestimmung der lebenden Zellen mit Zombie gegen SSC-A. d) Identifizierung von NK-
Zellen (CD56(+)CD3(-)) mittels CD3 und CD56. e) Differenzierung von CD56"9"- und
CD569M-NK-Zellen mit CD56 gegen CD16. f) & g) Bestimmung der IFN-y-Produktion mit
IFN-y gegen SSC-A in CD569™- und CD56"9"-Populationen.
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In diesen Untersuchungen war schon nach 2 h eine deutliche Produktion von IFN-y zu
sehen, die sich quantitativ bis zum Messpunkt nach 6 h nicht mehr relevant anderte (Abb.
2). Nach 6 h zeigt sich bei weiterhin hoher IFN-y-Produktion die geringste
Standardabweichung und damit die beste Voraussetzung, um Unterschiede festzustellen.
Aus diesem Grund wurde firr die weiteren Versuche die Zeit von 6 h flir die Messung der

IFN-y-Produktion genutzt.

Kinetik IFN-y
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Abb. 2: Kinetik der INF-y-Produktion der CD56*"9"-NK-Zellen.

Far die Evaluierung fur den besten Messpunkt der IFN-y-Produktion wurden vorgereinigte
NK-Zellen von Gesunden (n=9), Patienten mit HIV mit CD4 >400/ul (n=9) und CD4
<400/pl (n=9) Uber Nacht mit IL-2 vorstimuliert und dann fir 0, 2, 4 oder 6 h mit IL-12 und
IL-15 stimuliert. AnschlieBend wurde in Doppelbestimmung durchflusszytometrisch die
IFN-y-Produktion der CD56"9"-NK-Zellen gemessen.

AnschlieBend wurde die NK-Zell-IFN-y-Produktion bei Patienten mit einer chronischen
HIV-Infektion im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersucht. Hierbei fand sich bei
CD56P119M-NK-Zellen von HIV-Patienten unter wirksamer Therapie eine im Vergleich zu
gesunden Kontrollen signifikant gestdrte IFN-y-Produktion. Dies war sowohl bei HIV-
Patienten mit CD4-Zellzahl >400/ul (arithmetisches Mittel + Standardfehler 67,93 % + 4,7
% vs. 48,59 % + 2,7 %; p=0,003) als auch <400/ul (67,93 % + 4,7 % vs. 43,76 % + 4,7 %;
p=0,006) zu beobachten. Die Abnahme zeigte sich auch bei den CD569™M-NK-Zellen
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zwischen Gesund und HIV >400/ul (29,53 % = 6,8 % vs. 10,77% = 2,0 %; p=0,025) sowie
zwischen Gesund und HIV <400/ul (29,53 % + 6,8 % vs. 7,02 % + 1,7 %; p=0,01). In der
Gesamtbetrachtung aller NK-Zellen ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied
zwischen Gesund und HIV >400/ul (31,96 % £ 6,6 % vs. 12,99 % % 2,0 %; p=0,022) und
zwischen Gesund und HIV <400/pl (31,96 % *+ 6,6 % vs. 11,04 % £ 2,3 %; p=0,014).

A) Negativkontrolle HIV(-) HIV(+) CD4 >400/pl HIV (+) CD4 <400 /gl
0,00% | ] 69,3% | ] 45,0% | ] 43,5%
.
3) : —
| o q 1 o q 1
IFN-y
B) IFN-y CD56" oMt IFN-y CD56%™ IFN-y alle NK-Zellen
p=0,003 p=0,025 =0,022

§ — c P

= 100~ 9 80 =0,01

= 100 p=0,002 = . p=Y, | 80 p=0,014

N H, ! ] I 1 1 1

D o 1 N ° c I 1

£ 80 ¥ o 2 .

! Z 00 60

£ R L2 " £ N

2 60| o 3 N ¥ "

8 (3 8 40 [ a0 ]

Q 40 H S 1 O 1

2 Tl [+ " IS "

;: 20- \.;‘ 204 . E 204 | |

; - ° N .

z w I II I ° I l= I

o : : S ol : . ol 1 [0

NS 0

B & )& & 9&\6 ).QQ ® e"& 7@ L@Q

¢ § § ¢ § § ¢ § §
3 8 3 Q
Q Q D S S S

Abb. 3: IFN-y-Produktion von NK-Zellen.

A) Gezeigt ist exemplarisch die durchflusszytometrische Auswertung der IFN-y-
Produktion von HIV(-) und HIV(+) mit CD4 >400/ul und <400/ul von CD56°"9"-NK-Zellen.
B) Die IFN-y-Produktion von NK-Zellen von Gesunden (n=9), HIV mit CD4 >400/pl (n=9)
und CD4 <400/ul (n=9) wurden nach Stimulation mit IL-2 tGber Nacht und anschlieBender
sechsstiindiger ~ Stimulation mit  IL-12  und IL-15 in  Doppelbestimmung
durchflusszytometrisch ermittelt. Zu sehen ist die prozentuale Anzahl positiver NK-Zellen.
Die Ergebnisse wurden fir ungepaarte und normalverteilte Werte berechnet.
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Die Experimente wurden alle mit Zellen durchgefiihrt, die mit IL-2 voraktiviert wurden. Zur
Uberpriifung, ob der Effekt der verminderten INF-y-Produktion nur bei Zellen auftritt, die
mit IL-2 vorstimuliert wurden, wurden die gleichen Experimente auch ohne Stimulation mit
IL-2 durchgeflhrt. Auch hier fand sich eine verminderte Funktionalitat bei HIV(+)-
Patienten (Abb. 4). Dabei zeigte sich bei den CD569"-NK-Zellen ebenfalls eine
signifikante Abnahme zwischen Gesund und HIV >400/ul (44,63 % + 6,7 % vs. 19,41 %
1,9 %; p=0,007) sowie Gesund und HIV <400/ul (44,63 % *+ 6,7 % vs. 17,60 % * 3,9 %;
p=0,005). Die Ergebnisse der CD569™-NK-Zellen wiesen bei zwischen Gesund und HIV
>400/ul mit p=0,06 kein signifikantes Ergebnis auf, wahrend sich zwischen Gesund und
HIV <400/ul ein Unterschied zeigte (10,93 % + 3,7 % vs. 1,62 % * 0,4 %; p=0,04). Auch
in der Betrachtung der Gesamt-NK-Zellen fand sich ein Unterschied zwischen Gesund
und HIV >400/ul (13,91 % % 3,8 % vs. 3,64 % + 0,7 %; p=0,032) und ebenfalls zwischen
Gesund und HIV <400/ul (13,91 % £ 3,8 % vs. 3,41 % £ 1,0 %; p=0,029).
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Abb. 4: IFN-y-Produktion von NK-Zellen ohne IL-2-Stimulation.

Die IFN-y-Produktion von NK-Zellen von Gesunden (n=8), HIV mit CD4 >400/ul (n=9) und
CD4 <400/ul (n=9) wurden nach sechsstindiger Stimulation mit IL-12 und IL-15
durchflusszytometrisch bestimmt. Zu sehen ist die prozentuale Anzahl IFN-y-positiver NK-

Zellen.
Die Ergebnisse wurden fir ungepaarte und normalverteilte Werte berechnet.
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3.2. IFN-y-Produktion im Verlauf der Infektion

Um mehr Erkenntnisse Uber die Stérung der NK-Zellfunktion zu erhalten, und hierbei
insbesondere zu klaren, ob sich eine NK-Zell-Dysfunktion schon in der friihen Phase der
HIV-Infektion findet, wurden Proben von HIV-Patienten Uber den Verlauf von 48 Wochen
nach Bekanntwerden der Infektionen zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 und Woche
48 gesammelt. Die Patienten waren zum ersten Zeitpunkt therapienaiv und wurden
anschlieBend mittels CART behandelt.

Von diesen Proben wurde ebenfalls die Produktion von IFN-y bestimmt. Dabei zeigte sich
eine Abnahme der IFN-y-Produktion bei den HIV(+) im Vergleich zu Gesund. Dieser
Unterschied fand sich in allen untersuchten NK-Zell-Populationen. Bereits direkt nach
Bekanntwerden der Infektion ab Woche 0 konnte die Dysfunktionalitat in der Gruppe der
CD56"9" (Gesund vs. HIV, Woche 0: 64,8 % + 4,9 % vs. 47,8 % * 3,9 %; p=0,018), der
CD569™ (Gesund vs. HIV, Woche 0: 28,3 % + 4,2 % vs. 15,7 % + 4,0 %; p=0,05) und auch
fur alle NK-Zellen (Gesund vs. HIV, Woche 0: 30,8 % 4,0 % vs. 17,2 % + 3,9 %; p=0,028)
nachgewiesen werden. Diese Verminderung der INF-y-Produktion fand sich in Woche 12
ebenfalls fir die CD56"9"t (Gesund vs. HIV, Woche 12: 64,8 % + 4,9 % vs. 44,0 % + 5,9
%; p= 0,019), CD569™ (Gesund vs. HIV, Woche 12: 28,3 % + 4,2 % vs. 14,2 % * 2,4 %;
p=0,015) und fur alle NK-Zellen (Gesund vs. Woche 12: 30,8 % £ 4,0 % vs. 15,1 % + 2,4
%; p=0,006). Auch unter effektiver Therapie nach 48 Wochen zeigte sich keine Erholung
der Funktionalitat. Fir die CD569"t (Gesund vs. HIV, Woche 48:64,8 % + 4,9 % vs. 37,9
% % 3,4 %; p=0,0006), CD569™ (Gesund vs. HIV, Woche 48: 28,3 % + 4,2 % vs. 11,4 %
t 2,4 %; p=0,005) sowie fur alle NK-Zellen (Gesund vs. HIV, Woche 48: 30,8 % + 4,0 %
vs. 12,4 % + 2,5 %; p=0,002) wurden signifikant verminderte Mengen von IFN-y bei HIV(+)
gemessen (Abb. 5).
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Abb. 5: IFN-y-Produktion im Verlauf der HIV-Infektion.

A) Gezeigt ist exemplarisch die durchflusszytometrische Auswertung der IFN-y-
Produktion von HIV(-) und HIV(+) zu den Zeitpunkten Woche 0 (WO0), Woche 12 (W12)
und Woche 48 (W48) nach Bekanntwerden der Infektion von CD562"9"-NK-Zellen.

B) Isolierte NK-Zellen von Gesunden (n=8) und HIV-Patienten (n=8) an den Wochen 0,
12, 48 nach Bekanntwerden der Infektion wurden Uber Nacht mit IL-2 stimuliert und
anschlieBend 6 h mit IL-12 und IL-15 stimuliert. AnschlieBend wurde
durchflusszytometrisch die IFN-y-Produktion gemessen. Dargestellt ist die prozentuale
Anzahl positiver NK-Zellen.

Die Ergebnisse wurden flr ungepaarte und normalverteilte Werte berechnet.
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3.3. Phanotypische Charakterisierung funktionell divergenter NK-Zellen

AnschlieBend wurde untersucht, ob spezifische NK-Zell-Subpopulationen mit einer
besonders ausgepragten funktionellen Stérung zwischen HIV(+) und Gesund zu
identifizieren sind, und wodurch diese Zellen ph&notypisch charakterisiert sind. Hierfur
wurden mittels Multiparameter-Durchflusszytometrie verschiedene NK-Zell-Rezeptoren
hinsichtlich ihrer Expression auf CD5619"-NK-Zellen und die IFN-y-Produktion nach

Stimulation mit IL-2 Gber Nacht und anschlieBend mit IL-12 und IL-15 untersucht.

Bei den Rezeptoren handelte es sich um typische Reifungs- und Differenzierungsmarker
(CD27, CD57, CD127, KLRG1, CD45, CD45RA), Aktivierungsmarker (CD69, CD38,
NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKp44, NKp46) und Erschépfungsmarker (PD1). Weiterhin
wurden folgende andere Marker untersucht: KIR, TRAIL, CD94, CD95.

Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass die Populationen von CD56%™- und CD56P"9nt-
NK-Zellen beide von der funktionellen Stérung betroffen sind (siehe Abb. 5). Des Weiteren
konnten keine Subpopulationen mit besonders stark ausgepragten funktionellen
Stérungen anhand der untersuchten Rezeptoren identifiziert werden. Auch zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der Expression der untersuchten Rezeptoren
zwischen den Gruppen der IFN-y-negativen und IFN-y-positiven Zellpopulationen.
Exemplarisch werden im Folgenden die Ergebnisse fur CD27, CD57, PD1 und KLRG1
gezeigt (Abb. 6).
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Abb. 6: Phanotypische Charakterisierung von NK-Zell-Populationen.

In den Abbildungen sind exemplarisch die Analysen der Expression von NK-Zell-Markern
auf IFN-y(+)- (mit (+) dargestellt) und IFN-y(-)-Populationen (mit (-) dargestellt) der
CD56"9"-NK-Zellen gezeigt. Daflir wurden Gesunde (n=8) und HIV(+) (n=8) im Verlauf
von Woche 0 (WO0) Gber Woche 12 (W12) bis Woche 48 (W48) auf Unterschiede der
Rezeptorexpression in den genannten Populationen untersucht.
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3.4. Mitochondriale und metabolische Genexpressionsanalyse

Arbeiten der vergangenen Jahre belegen die Wichtigkeit des Metabolismus fir die
Funktion der Zelle und zeigen, dass eine Stdérung des Zellmetabolismus auch eine
Einschrankung der Zellfunktion zur Folge hat (Pearce et al., 2013). Der Prozess der IFN-
y-Produktion ist mit einem hohen Energiebedarf verbunden. Da diese benétigte Energie
Uber metabolische und mitochondriale Stoffwechselwege erzeugt wird, wurden nun
wichtige mitochondriale und metabolische Gene hinsichtlich ihrer Expression in
Gesunden sowie chronischen HIV(+) unter effektiver Therapie mit CD4-Zellzahl >400/ul
und <400/ul untersucht.

Dabei zeigte sich, dass mitochondriale und Metabolismus-assoziierte Gene in der Gruppe
der HIV(+) im Verhaltnis zu den HIV(-) verandert sind (Abb. 7). Diese Veranderungen
auBern sich als Dysregulationen, die als verstarkte oder verminderte Expression der Gene
auftreten. Die Unterschiede finden sich sowohl in der Gruppe der CD569"- als auch bei
den CD569M-NK-Zellen.

ight i
CD56°"9 CD564M
CYCSH -
TF_/l-}M— T?XR/H—
mTor= -
CPT1A- AC'P(PCSﬁ—
ATP5J2+ TOX—
ATF”\?')';’IE: NDTLEFEg_
NDUFAG— SLC2A1
SLCoA AERRIAS HIV CD4 <400/l
oot o0l
- PFK—
COX6A1— COX5B- mm HI|V CD4 >400/ul
FIS1— COX7A2L
ATP5J— ATP5J2—
COX7A2L SLC25A—
PHB2- PHB2 -
PDH1 - NDUFA12-
ATP5D— UQCRL14
PFK= COX6A1—
NDUFA124 EFASN-
FASN— ATP5D—
TOX= PDH1—
PKM1/24 MPK—
SIRT3— PKM1/2-
SLC2A1 - SIRT3—
UQCRL1+ MRPS11-
I I I 1 1 1 1 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Expression im Verhaltnis zu HIV(-) Expression im Verhéltnis zu HIV(-)

Abb. 7: Genexpressionsanalyse wichtiger Stoffwechsel-Gene.

Far die Analyse wurden NK-Zellen von Gesunden (n=11) und HIV(+) mit CD4 >400/pl
(n=12) und <400/ul (n=10) in die CD569"- und CD56%™-Population gesortet und
anschlieBend die Genexpression der dargestellten Gene in Doppelbestimmung im
Verhéltnis zu den Housekeeping-Genen EEF1A1 und GAPDH mittels gPCR gemessen.
Dargestellt sind die Ergebnisse der HIV(+) mit CD4 >400/ul und <400/l im Verhaltnis zu
den HIV(-) aufgetrennt in CD56Prght und CD569™,
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3.5. Mitochondriale Masse und Membranpotenzial im Krankheitsverlauf

Durch die Ergebnisse der Genanalyse wurde die Hypothese, dass eine mitochondriale
Schadigung als Ursache fiir die Stérung der IFN-y-Produktion eine Rolle spielt, verstarkt.
Zur weiteren Untersuchung dieser Annahme wurden wichtige Parameter der
Mitochondrien gemessen.

Bei der Messung der mitochondrialen Masse wurde der Farbstoff MitoTracker Green
verwendet. Bei den Experimenten zeigte sich eine Abnahme der mitochondrialen Masse
der CD56"9"-NK-Zellen bereits zu Beginn der Infektion und eine weitere Abnahme in den
folgenden Wochen (Gesund vs. HIV, Woche 0: 1511 £170,7 vs. 899,4 + 155,8; p=0,014,
Gesund vs. HIV, Woche 12: 1511 + 170,7 vs. 581,4 £ 62,9; p=<0,0001 und Gesund vs.
HIV, Woche 48: 1511 £ 170,7 vs. 534,9 + 67,35; p=<0,0001) (Abb. 8). Bei den CD569™-
NK-Zellen und in der Gruppe aller NK-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede
beziglich der mitochondrialen Masse festgestellt werden.
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Abb. 8: Mitochondriale Masse im Verlauf der Infektion.

A) Gezeigt ist die durchflusszytometrische Analyse der MTG-Expression als Histogramm.
B) Isolierte NK-Zellen von Gesunden (n=14) und HIV-Patienten (n=12) in den Wochen
0,12 und 48 (W0, W12 und W48) nach klinischem Bekanntwerden der Infektion wurden
nach Stimulation mit IL-2 Ober Nacht mit MitoTracker Green gefarbt und die relative
Fluoreszenzintensitat (RFI) durchflusszytometrisch bestimmit.

Die Ergebnisse wurden fir ungepaarte und normalverteilte Werte berechnet.

Flr die Messung des Membranpotenzials der Mitochondrien wurden die Zellen mit dem
Farbstoff TMRE angeféarbt. Hierbei zeigte sich ebenfalls im Verlauf der ersten 48 Wochen
nach Bekanntwerden der Infektion eine Abnahme in der Population der CD56°"9"-NK-
Zellen. Bei den CD569"-NK-Zellen fand sich kein signifikanter Unterschied des
mitochondrialen Membranpotenzials zwischen Gesund und Woche 0. Ab Woche 12 zeigte
sich bei den NK-Zellen von HIV(+) jedoch ein signifikant reduziertes Membranpotenzial
der Mitochondrien (Gesund vs. HIV, Woche 12: 7,3 + 0,8 vs. 4,3 + 0,5; p=0,003 und
Gesund vs. HIV, Woche 48: 7,3 + 0,8 vs. 3,9 + 0,4; p=0,0009). In der Population der
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CD569m-NK-Zellen und der gesamten NK-Zellen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 9).
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Abb. 9: Mitochondriales Membranpotenzial im Verlauf der Infektion.

A) Gezeigt ist die durchflusszytometrische Analyse der TMRE-Expression als
Histogramm.

B) Isolierte NK-Zellen von Gesunden (n=14) und HIV-Patienten (n=12) in den Wochen 0,
12 und 48 (W0, W12 und W48) nach klinischem Bekanntwerden wurden nach Stimulation
mit IL-2 Gber Nacht mit Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester (TMRE) gefarbt und die relative
Fluoreszenzintensitat (RFI) durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse wurden fiir die CD56P"9"-NK-Zellen fiir ungepaarte und normalverteilte
Werte berechnet. Fiir die Gruppe der CD569™- und alle NK-Zellen wurden die Ergebnisse
fir ungepaarte und nicht normalverteilte Werte berechnet.

Um zu Uberprifen, ob es Zusammenhange zwischen der Abnahme der mitochondrialen
Masse und des mitochondrialen Membranpotenzials gibt, wurden die Ergebnisse
miteinander korreliert. Dabei zeigte sich eine positive Korrelation zwischen diesen beiden
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mitochondrialen Markern (Abb. 10). Des Weiteren wurden die Ergebnisse der
mitochondrialen Marker mit den Ergebnissen der IFN-y-Produktion der gleichen Zellen
korreliert, um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen den Veranderungen der
Mitochondrien und der NK-Zell-Funktion besteht. Dabei zeigte sich fir beide Marker eine
positive Korrelation, sodass von einem Zusammenhang zwischen Abnahme der

mitochondrialen Marker und der Abnahme der IFN-y-Produktion auszugehen ist.
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Abb. 10: Korrelation mitochondrialer Marker mit der IFN-y-Sekretion.

Die IFN-y-Sekretion aus den vorherigen Experimenten wurden mit der mitochondrialen
Masse und dem mitochondrialen Membranpotenzial korreliert. Diese korrelieren positiv
miteinander, ebenso die mitochondriale Masse mit dem Membranpotenzial.

Die Ergebnisse wurden mit linearer Regression erzielt.
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3.6. Bakterielle Translokation bei der HIV-Infektion

An den Zeitpunkten Woche 0 und Woche 48 wurde auch Plasma der Patienten gesammelt
und anschlieBend analysiert. Daflir wurden in Kooperation mit Christoph Hoffmeister
mittels ELISA I-FABP (engl. intestinal fatty acid binding protein) als Marker fiir eine
gestorte epitheliale Barriere und LBP (engl. lipopolysaccharide binding protein) als Marker
der bakteriellen Translokation untersucht. Dabei fand sich eine erhéhte Konzentration von
[-FABP und LBP im Serum von HIV(+), wobei die Ergebnisse aufgrund einer kleinen
Anzahl an Proben nicht signifikant sind. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Marker fiir bakterielle Translokation im Serum.

Dargestellt sind die Serumkonzentrationen fir I-FABP (Gesund (n=4), HIV Woche 0 (n=3)
und HIV Woche 48 (n=5)) sowie LBP (Gesund (n=4), HIV Woche 0 (n=4) und HIV Woche
48 (n=4)) in pg/mlim Plasma.

Um zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Abnahme der
Funktionalitdit und den Markern fiir bakterielle Translokation gibt, wurden diese
Ergebnisse mit den Ergebnissen der IFN-y-Produktion im Verlauf korreliert. Dabei zeigte
sich eine negative Korrelation flur I-FABP und LBP (Abb. 12).
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Abb. 12: Korrelation von INF-y mit I-FABP und LBP.

Die in vorherigen Experimenten gemessene INF-y-Produktion wurde mit Markern fur
bakterielle Translokation, I-FABP (n=11) und LBP (n=13), aus dem Plasma der gleichen
Probanden korreliert.

Die Ergebnisse wurden mit linearer Regression erzielt.
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3.7. In vitro Kultur fir bakterielle Translokation

Um den Zusammenhang der bakteriellen Translokation mit der Abnahme der
Funktionalitdt der NK-Zellen zu untersuchen und mehr Gber den Mechanismus der
Schédigung zu erfahren, wurde ein in vitro Modell fir die bakterielle Translokation
verwendet. Daflr wurden Zellen fir drei Tage entweder in normalem Medium oder
Medium, das mit 1 ng/ml oder 100 ng/ml LPS versetzt wurde, bei 37 °C kultiviert und

anschlieBend die Funktionalitat der Zellen untersucht.

3.7.1. Einfluss von LPS auf die Funktion nicht-aufgereinigter NK Zellen

Zunachst wurden in der LPS-Kultur vollstandige PBMC kultiviert. Nach drei Tagen und
anschlieBender Stimulation mit [L-12 und IL-15 fand sich eine dosisabhangige
Verminderung der INF-y-Produktion der Population der CD56"9M-NK-Zellen durch
Kultivierung in Anwesenheit von LPS, die bei 100 ng/ml LPS signifikant war (Medium vs.
100 ng/ml LPS: 15,1 % £ 1,2 % vs. 11,87 % = 1,3 %; p=0,0017). Die Ergebnisse sind in
Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: IFN-y-Produktion nach LPS-Kultur mit PBMC.

A) Gezeigt ist exemplarisch die durchflusszytometrische Auswertung der IFN-y-
Produktion von CD5619"-NK-Zellen nach dreitagiger LPS-Kultur.

B) PBMC (n=15) wurden drei Tage in Medium, Medium mit 1 ng/ml LPS oder Medium mit
100 ng/ml LPS Kkultiviert. AnschlieBend 6 h mit IL-12 und IL-15 stimuliert und danach
durchflusszytometrisch die IFN-y-Produktion der NK-Zellen gemessen.

Die Ergebnisse wurden fir gepaarte und normalverteilte Werte berechnet.

Da die Kultivierung von kompletten PBMC in LPS-haltigem Medium zu einer Hemmung
der IFN-y-Produktion von CD56P19"-NK-Zellen in den n&chsten
Experimenten untersucht werden, ob dieser Effekt auf einer direkten Wirkung von LPS

auf die NK-Zellen beruhte.

fOhrte, sollte

3.7.2. Expression des LPS-Rezeptors TLR4 auf NK-Zellen
Zellen mit einem TLR4-Rezeptor erkennen LPS und kénnen darauf reagieren. Die
Expression von TLR4 auf NK-Zellen wird jedoch kontrovers diskutiert (Kanevskiy et al.,
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2013; O'Connor et al., 2006). Um die Expression dieses Rezeptors auf verschiedenen
Zellen zu untersuchen, wurden PBMC angefarbt und verschiedene Populationen
hinsichtlich ihrer TLR4-Rezeptor-Expression betrachtet. Dabei zeigte sich, dass nur sehr
wenige NK-Zellen (4,8 % + 1,1 %), dafir aber ein GroBteil der Monozyten (54,9 % + 5,5
%) den Rezeptor besitzen (Abb. 14).
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Abb. 14: TLR4-Rezeptor-Expression auf Monozyten und NK-Zellen.

A) Gezeigt ist exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse der TLR4-Expression
auf NK-Zellen und Monozyten.

B) Von Probanden (n=4) wurden PBMC angefarbt und die Expression vom TLR4-
Rezeptor auf NK-Zellen und Monozyten bestimmt. Dargestellt ist der Prozentsatz TLR4-
positiver Zellen.

3.7.3. Einfluss von LPS auf die Funktion aufgereinigter NK-Zellen

Durch die vorhandene Expression von TLR4 auf NK-Zellen scheint eine direkte Wirkung
von LPS auf NK-Zellen mdéglich. Um dies weiter abzuklaren, wurden NK-Zellen
vorgereinigt und anschlieBend fur drei Tage in der LPS-Kultur kultiviert. Abb. 15 zeigt,
dass es hier nicht zu einer Hemmung, sondern nach Kultivierung mit 100 ng/ml LPS zu
einem Anstieg der IFN-y-Produktion bei den CD56"9"-NK-Zellen kam (Medium vs. 100
ng/ml LPS: 9,12 % £ 1,9 % vs. 15,54 % * 2,4 %; p=0,003). Auch in der Gruppe der
CD569M-NK-Zellen zeigte sich eine vermehrte IFN-y-Produktion bei 100 ng/ml LPS
(Medium vs. 100 ng/ml LPS: 2,32 % £ 0,7 % vs. 3,24 % £ 0,7 %; p=0,038) und ebenso in
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der Gesamtgruppe aller NK-Zellen (Medium vs. 100 ng/ml LPS: 2,6 % = 0,7 % vs. 4,7 %
+ 0,96 %; p=0,01).
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Abb. 15: IFN-y-Produktion nach LPS-Kultur mit NK-Zellen.

NK-Zellen (n=7) wurden mit Hilfe von MACS-Isolation aus PBMC isoliert und fir drei Tage
in Medium, Medium mit 1 ng/ml LPS oder 100 ng/ml LPS kultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen 6 h mit IL-12 und IL-15 stimuliert und durchflusszytometrisch die IFN-y-

Produktion gemessen.
Die Ergebnisse wurden fur gepaarte Werte und normalverteilte Werte berechnet.

Aus diesen Befunden schlussfolgerten wir, dass die initial beobachtete LPS-induzierte
Hemmung der NK-Zell-Funktion nicht auf einen direkten Mechanismus beruhte, sondern
eine weitere Zellpopulation in die Inhibierung der NK-Zellen nach Stimulation mit LPS

involviert war.

3.7.4. Einfluss einer Monozyten-Depletion auf die LPS-induzierte Hemmung der
NK-Zell-Funktion
Um zu untersuchen, ob Monozyten aufgrund ihrer starken TLR4-Expression ursachlich
flr die Abnahme der IFN-y-Produktion der NK-Zellen sind, wurden diese bei den nachsten
Experimenten mittels MACS vor Beginn der LPS-Kultur entfernt. Nach dreitagiger Kultur
und Stimulation zeigte sich in den Kulturen mit vollstandigen PBMC bei den CD56brigh-
NK-Zellen eine Abnahme der IFN-y-Produktion bei 100 ng/ml LPS, wéhrend dieser Effekt
bei den Monozyten-depletierten Kulturen nicht auftrat. Vielmehr zeigte sich hier, ahnlich
wie bei den Versuchen mit aufgereinigten NK Zellen, eine Zunahme der IFN-y-Produktion
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der CD569"-NK-Zellen bei 100 ng/ml LPS (Medium vs. 100ng/ml LPS: 20,2 % + 3,4 %
vs. 25,3 % £ 2,4 %; p=0,005) (Abb. 16). AuBerdem zeigte sich eine insgesamt erhdhte
IFN-y-Produktion in den Kulturen nach Monozyten-Entfernung (Medium mit Monozyten
vs. Medium ohne Monozyten: 15,3 % £ 1,4 % vs. 20,2 % £ 3,4 %).
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Abb. 16: IFN-y-Produktion nach LPS-Kultur und Monozyten-Depletion.

Aus PBMC (n=9) wurden mit Hilfe von MACS-Isolation CD14(+)-Zellen entfernt. Die
restlichen PBMC wurden drei Tage in Medium, Medium mit 1 ng/ml LPS oder Medium mit
100 ng/ml LPS kultiviert. Danach wurden sie 6 h mit IL-12 und IL-15 stimuliert und
durchflusszytometrisch die IFN-y-Produktion gemessen. Dabei wurde auf NK-Zellen

gegated.
Die Ergebnisse wurden fir gepaarte und normalverteilte Werte berechnet.

3.7.5. Analyse der Uberstinde der LPS-Kultur

Um weitere Informationen Uber den Mechanismus der LPS-induzierten NK-Zell-Stérung
zu erhalten, wurden die Uberstande der LPS-Kulturen mittels Legendplex analysiert.
Dabei wurde untersucht, ob sich Unterschiede in der Zytokin-Konzentration zwischen den
Kulturen mit bzw. ohne LPS sowie vor bzw. nach Monozyten-Depletion finden. Hierbei
zeigte sich in den Ansatzen ohne vorherige Entfernung der Monozyten ein dosis-
abhangiger Anstieg der Konzentrationen von IL-18 (Medium vs. 1 ng/ml LPS [pg/ml]: 6,6
+ 1,8 vs. 974,6 + 236,2; p=0,0011, Medium vs. 100 ng/ml: 6,6 + 1,8 vs.1680 + 284,3;
p=<0,0001 und 1 ng/ml LPS vs. 100 ng/ml LPS:974,6 £ 236,2 vs. 1680 + 284,3; p=0,0057)
und IL-10 (Medium vs. 1 ng/ml LPS [pg/ml]: 208,0 £ 122,1 vs. 3117,0 + 648,9; p=0,00086,
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Medium vs. 100 ng/ml: 208,0 + 122,1 vs. 6031,0 + 1018; p=<0,0001 und 1 ng/ml vs. 100
ng/ml: 3117,0 + 648,9 vs. 6031,0 £ 1018; p=0,008) nach Stimulation mit LPS (Abb. 17).
Zudem war bereits bei 1 ng/ml LPS eine signifikante Erhdéhung der TGF-B
Konzentrationen nachweisbar (Medium vs. 1 ng/ml LPS [pg/ml]: 12,8 £ 1,7 vs. 29,9 + 3,9;
p=0,0002, Medium vs. 100 ng/m LPS: 12,8 £ 1,7 vs. 28,7 + 2,9; p=0,0001).

Im Gegensatz dazu unterschieden sich jedoch in den Kulturen mit vorheriger Entfernung
der Monozyten die Konzentrationen von IL-1B, IL-10 und TGF-B nicht zwischen den
Ansatzen mit und ohne LPS. Insgesamt zeigten sich in den Uberstdnden nach

Monozyten-Depletion eine deutlich verminderte Konzentration der Zytokine IL-13, IL-10
und TGF-B.
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Abb. 17: Messung der Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden.

Nach dreitagiger Kultur von vollstandigen PBMC (n=15) und PBMC ohne Monozyten
(n=9) wurden die Uberstdande des Mediums eingefroren und spater mit Legendplex die
Konzentration verschiedener Zytokine gemessen.

Die Ergebnisse wurden fir gepaarte und normalverteilte Werte berechnet.

Um einen Zusammenhang der Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden mit der IFN-
y-Produktion zu untersuchen, wurden diese Werte miteinander korreliert. Dabei zeigte
sich eine negative Korrelation fur IL-13 und TGF-B (Abb. 18).
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Abb. 18: Korrelation Zytokine mit IFN-y.

Die IFN-y-Produktion der CD56P"9"-NK-Zellen fiir die verschiedenen Konditionen nach
der LPS-Kultur (n=36) wurde mit den jeweils gemessenen Konzentrationen der Zytokine
IL-1B3, IL-10 und TGF-B in den Uberstanden der LPS-Kultur korreliert.

Die Ergebnisse wurden mit linearer Regression erzielt.
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4. Diskussion

HIV(+) Patienten besitzen trotz effektiver Therapie eine verringerte Lebenserwartung
(Lohse et al., 2007; The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2008). Obwohl NK-
Zellen selbst nicht von den HI-Viren befallen werden, konnte in vielen Studien gezeigt
werden, dass die Infektion zu einer chronischen Aktivierung und Abnahme der
Funktionalitat von NK-Zellen fihrt. Da NK-Zellen virusinfizierte und maligne veranderte
Zellen direkt abtdten kénnen, fahrt ihre reduzierte Funktionalitdt zu einem erhéhten Risiko
an anderen Infektionen oder Tumoren zu erkranken. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die verminderte Funktionalitdt von NK-Zellen bei HIV(+) mit einer Stérung
der Mitochondrien assoziiert ist. AuBerdem wurde ein Zusammenhang der
Dysfunktionalitat von NK-Zellen mit bakterieller Translokation gezeigt und fur die
Schadigung potenziell ursachliche Zytokine identifiziert.

4.1. NK-Zell-Funktionalitat bei HIV

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine verminderte Funktionalitdt von NK-Zellen bei
HIV(+). Dieser Defekt wurde bei NK-Zellen mit IL-2 Vorstimulation und anschlieBender
Stimulation mit IL-12 und IL-15 nachgewiesen. Die Vorstimulation mit IL-2 diente dabei
der Steigerung der Aktivitat von NK-Zellen (Domzig et al., 1983). Auch andere Autoren
haben bereits gezeigt, dass eine Stimulation mit IL-2 den Defekt der NK-Zellfunktion nicht
wiederherstellen kann und decken sich damit mit den Ergebnissen dieser Arbeit
(Bonavida et al., 1986; Sirianni et al., 1994). Fir T-Zellen konnte sowohl eine verminderte
Expression des IL-2 Rezeptors, als auch von STAT5, einem wichtigen Protein im IL-2
Signalweg, nachgewiesen werden (David et al., 1998; Pericle et al., 1998). Damit scheint
ein Defekt der IL-2 Antwort eine wichtige Rolle bei der HIV-induzierten
Zelldysfunktionalitdt von T-Zellen zu spielen. Ein ahnlicher Mechanismus fur die
verminderte Funktionalitat von NK-Zellen ist unwahrscheinlich, da der Defekt auch ohne
IL-2 Stimulation far NK-Zellen in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte.

Da die NK-Zellen mit IL-12 und IL-15 stimuliert wurden, kommen auch Stérungen der
Signalwege dieser Zytokine als mdégliche Ursachen der Dysfunktionalitat in Betracht.
Vingerhoets et al. (1998) konnten eine verminderte IL-12 Rezeptorexpression bei der HIV-
Infektion beschreiben. Auch die Expression von im IL-15 Signalweg wichtigen Proteinen
wie STAT3 und STATS ist im Rahmen einer HIV-Infektion verandert (Kuchipudi, 2015;
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Pericle et al., 1998). Da eine verminderte Funktionalitat von NK-Zellen bei HIV aber auch
mit anderen Stimuli wie PMA/lonomycin, Ko-Kultur mit HuH7A2HCVreplicon-Zellen oder
K562-Zellen und damit unabh&ngig von IL-12 und IL-15 nachgewiesen werden konnte, ist
ein alleiniger Defekt der IL-12 und IL-15 Antwort auszuschlieBen (Azzoni et al., 2002;
Goeser et al., 2016; Kared et al., 2018). Generell ist ein einzelner Defekt in Anbetracht
der verschiedenen Stimuli fraglich, wohingegen eine allgemeine Dysfunktion von NK-

Zellen wahrscheinlicher erscheint.

Die Dysfunktion war sowohl bei unbehandelten Patienten direkt nach Diagnose der
Infektion (WO0), in den folgenden Wochen unter Therapie (W12 und W48) und auch in der
chronischen Phase der Infektion unter Therapie nachweisbar. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen von Azzoni et al. (2002), die ebenfalls zeigen
konnten, dass sich der Defekt auch unter effektiver Therapie nicht zurtickbildet. Andere
Untersuchungen, die eine verminderte Funktionalitdt von NK-Zellen bei HIV nachweisen
konnten, haben dafiir nur einzelne Zeitpunkte analysiert (Alter et al., 2005; Goeser et al.,
2016; Mavilio et al., 2005). Neu ist, dass in dieser Arbeit Gber den Zeitraum der ersten 48
Wochen nach Bekanntwerden der Infektion an drei Zeitpunkten Material von den gleichen

Patienten gesammelt und analysiert wurde.

FOr die Experimente von chronisch HIV(+) wurden NK-Zellen von RNA(-)-Patienten
verwendet und diese nach der Anzahl vorhandener T-Helferzellen in eine Gruppe mit
hoher CD4-Zellzahl (>400/ul) und niedriger CD4-Zellzahl (<400/ul) eingeteilt. Beide
Gruppen wiesen eine verminderte IFN-y-Sekretion auf, wobei keine signifikanten
Unterschiede zwischen diesen Gruppen festgestellt werden konnten. Diese Ergebnisse
decken sich mit Untersuchungen von Draenert et al. (2004), die keinen Zusammenhang
zwischen der absoluten CD4-Zellzahl und der HIV-spezifischen Immunantwort finden
konnten. Dabei scheint die effektive Therapie einen Einfluss auf den Zusammenhang
zwischen IFN-y-Produktion von NK-Zellen und CD4-Zellzahl zu haben. Wahrend flr
HIV(+) ohne Therapie von Goeser et al. (2016) Unterschiede der INF-y-Produktion von
NK-Zellen in Abhangigkeit der CD4-Zellzahl beschrieben wurden, konnten auch in deren
Untersuchungen far HIV(+) mit effektiver Therapie keine Unterschiede der IFN-y-
Produktion zwischen Gruppen mit hoher und niedriger CD4-Zellzahl festgestellt werden.
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Die Einteilung erfolgte anhand der T-Zellzahl, da diese als Marker fir den Verlauf der
Infektion genutzt wird (Fahey et al., 1990). Fir die Prognose der Infektion dagegen ist
eine Orientierung am Peak der Viruslast aussagekraftiger, wie bereits mehrfach gezeigt
werden konnte (Estill et al., 2012; Mellors et al., 1996). Da sich die Patienten aber unter
wirksamer cART befinden und die Viruslast damit unter der Nachweisgrenze ist, kann
anhand der T-Zellzahl die immunologische Rekonstitution Gberprift und damit das
Infektionsgeschehen abgeschatzt werden. Eine geringe CD4-Zellzahl bedeutet dabei
einen verminderten Immunstatus und damit ein erhdhtes Risiko fur opportunistische
Infektionen (Ford et al., 2017). FlOr die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde ein
Grenzwert flr die CD4-Zellzahl von 400/l verwendet. Dieser Wert wurde gewéhlt, da es
sich dabei um einen haufig verwendeten Grenzwert handelt (Knobel et al., 2008; Re et
al., 2000; Stéhr et al., 2007).

4.2. Phanotypische Charakterisierung

Die Gruppe der NK-Zellen ist sehr heterogen und besteht aus funktionell und
phanotypisch unterschiedlichen Subpopulationen. Durch die HIV-Infektion wird die
Zusammensetzung dieser Gruppe beeinflusst und veréandert. Auftretende Veranderungen
der Rezeptorausstattung von NK-Zellen bei der HIV-Infektion sind bereits vielfach
beschrieben worden (Maria et al., 2003; Wong et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob Subpopulationen unterschiedlich von der Dysfunktion betroffen sind
und somit Subpopulationen bei HIV(+) identifiziert werden kdnnen, die eine besonders
geringe INF-y-Produktion besitzen und durch welche Rezeptoren diese charakterisiert

sind.

Bisher wurde in verschiedenen Studien festgestellt, dass die HIV-Infektion zu einem
reiferen NK-Zell-Phanotyp fihrt (Hong et al., 2010; Kaczmarek et al., 2017). Dieser HIV-
typische Phanotyp ist verbunden mit einer Zunahme von CD57 und einer Abnahme der
Expression von CD27, CD127, NKG2A, NKG2D, NKp44 und NKp46 (Bisio et al., 2013;
Kaczmarek et al., 2017; Maria et al., 2003; Parsons et al., 2014). Dieser Phanotyp ahnelt
dem der CD569M-NK-Zellen, die als die reiferen NK-Zellen beschrieben werden und
generell weniger INF-y produzieren (Freud et al., 2006). Aus diesem Grund ist es
wahrscheinlich, dass die genannten Rezeptoren auch bei einer besonders
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dysfunktionalen Subpopulation von NK-Zellen Veranderungen zu Gesunden aufweisen.
AuBerdem besitzen NK-Zellen von HIV(+) eine erh6hte Expression von CD69 und CD38,
wodurch eine chronische Aktivierung gezeigt wird (Fogli et al., 2004; Kuri-Cervantes et
al., 2014). Da Brenchley et al. (2006) belegen konnten, dass die chronische Aktivierung
mit einer Dysfunktion von Immunzellen assoziiert ist, erscheinen auch diese Rezeptoren
interessant fur die Untersuchung von Dysfunktionalitat. Fir den Erschépfungsmarker PD1
wurde eine verstarkte Expression sowohl bei virdmischen als auch avirdmischen
Patienten beschrieben (Norris et al., 2012). Alvarez et al. (2010) haben gezeigt, dass
verstarkte Expression von PD1 zu einer verminderten Produktion von IFN-y flhrt. Das in
der vorliegenden Arbeit keine HIV-typischen Veranderungen beobachtet werden konnten,
ist mit der breiten Streuung der Ergebnisse bei gleichzeitig geringer Probenzahl zu
begrinden. Die Ergebnisse stehen damit nicht im Gegensatz zur Literatur, da aufgrund
der vielféltigen Beschreibungen zu phéanotypischen Veranderungen wéahrend der HIV-
Infektion davon auszugehen ist, dass bei Erhdhung der Probenzahl diese Veranderungen

ebenfalls nachweisbar waren.

In der Literatur wurde bereits das Vorkommen einer stark vermehrten und dysfunktionalen
Population von CD3(-)-, CD56(-)- und CD16(+)-Zellen bei viramischen HIV(+)
beschrieben (Mavilio et al., 2005). Wahrend die Autoren diskutieren, dass diese
Subpopulation fir die beeintrachtigte Funktion der gesamten NK-Zellpopulation
verantwortlich sein kann, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass auch
andere Populationen wie die CD569"- und CD569™-NK-Zellen eine verminderte

Produktion von IFN-y bei HIV(+) aufweisen und damit von der Stérung betroffen sind.

Bei den untersuchten Rezeptoren auf NK-Zellen von HIV(+) konnte keine Assoziation zur
Abnahme der Sekretion von INF-y festgestellt werden. Damit konnte in dieser Arbeit keine
Subpopulation mit ausgepragter funktioneller Stérung identifiziert und charakterisiert
werden. Aus diesem Grund deuten die Ergebnisse eher auf eine globale Schadigung als
Ursache fir die Dysfunktionalitat der NK-Zellen bei HIV(+) hin. Hierbei muss bedacht
werden, dass nur ein geringer Anteil der Rezeptoren und mdglichen Subpopulationen
untersucht werden konnte. Wie Horowitz et al. (2013) gezeigt haben, entstehen durch die
verschiedenen Kombinationen von NK-Zell-Rezeptoren bis zu 30000 phéanotypische
Populationen pro Individuum, sodass viele Subpopulationen bei den Untersuchungen der
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vorliegenden Arbeit nicht erfasst werden konnten. Aufgrund der Vielzahl von Rezeptoren
und méglichen Subpopulationen ist eine Verwendung von speziellen Analyseprogrammen
zur Identifizierung von Subpopulationen, wie zum Beispiel von Pohimeyer et al. (2019)

verwendet, flr weitere Untersuchungen zu erwagen.

4.3. Mitochondriale Veranderungen von NK-Zellen

In dieser Arbeit wurde auBerdem untersucht, ob die Dysfunktionalitat von NK-Zellen bei
HIV(+) durch mitochondriale oder metabolische Stérungen verursacht sein kann. Die
Ergebnisse zeigen bei NK-Zellen von HIV(+) Patienten verédnderte Expressionen von
verschiedenen  mitochondrialen und Metabolismus-assoziierten  Genen. Die
Dysregulationen fanden sich dabei bei Genen, die an unterschiedlichen metabolischen
und mitochondrialen Prozessen der Zelle beteiligt sind. Ein einzelner, gestérter Signalweg
lieB sich nicht identifizieren und somit ist ein globaler Defekt wahrscheinlich. Diese
Erkenntnisse ahneln Ergebnissen von Fisicaro et al. (2017), die fur erschépfte Hepatitis-
B-spezifische = CD8-T-Zellen eine starke Expressionsveranderung  wichtiger
mitochondrialer und Metabolismus-assoziierter Gene zeigen konnten und diese auf
Einschréankungen verschiedener zellulérer Prozesse zurickflhren.

Nachdem eine veranderte Expression von Stoffwechselgenen bei HIV-Patienten
nachgewiesen werden konnte, wurden weitere Eigenschaften der Mitochondrien
untersucht. Ein entscheidendes Merkmal von Mitochondrien besteht in der Fahigkeit
einen Protonengradienten an der inneren Mitochondrienmembran zu erzeugen. Das
dadurch  entstehende  Transmembranpotenzial wird anschlieBend flr die
Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) genutzt
(Divakaruni und Brand, 2011; Rich und Maréchal, 2010). Damit ist ein funktionierendes
mitochondriales Membranpotenzial entscheidend an der Energiegewinnung der Zelle
beteiligt. Da es unter physiologischen Bedingungen relativ konstant gehalten wird und ein
Absinken unter pathologischen Bedingungen beschrieben wurde, kann eine Veranderung
Hinweis auf eine Schadigung der Mitochondrien sein (Popkov et al., 2015; Zorova et al.,
2018). Ein weiterer Marker fur die Eigenschaften von Mitochondrien ist die mitochondriale
Masse. Damit I&sst sich nicht untersuchen, wie viele Mitochondrien vorhanden sind oder
wie grofi3 die einzelnen Mitochondrien sind, aber es gibt eine Aussage Uber die gesamte
Masse an Mitochondrien, die der Zelle zur Energiegewinnung zur Verfligung steht.
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Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften wurden fir die Untersuchungen die
mitochondriale Masse sowie das mitochondriale Membranpotenzial ausgewahlt. Fir die
Messung der mitochondrialen Masse wurde friiher beschrieben, dass die Farbung mit
MTG vom Membranpotenzial abhangt (Keij et al., 2000). In einer neueren Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass sich MTG unabhangig vom Membranpotenzial in den
Mitochondrien anreichert und sich damit gut als unabhéangiger Farbstoff fir die
mitochondriale Masse eignet (Doherty und Perl, 2017).

Bei HIV und anderen Infektionen konnten bereits mitochondriale Stérungen
nachgewiesen werden (Jacotot et al.,, 2001; Macho et al., 1999). In der vorliegenden
Arbeit konnten ebenfalls Unterschiede in mitochondrialer Masse und mitochondrialem
Membranpotenzial bei HIV(+) gezeigt werden. Fir beide Marker wurde eine Abnahme in
der Population der CD56P"9"-NK-Zellen nachgewiesen. Dabei muss bedacht werden,
dass die CD56P9"-NK-Zellen den GroBteil der energieaufwendigen Zytokinproduktion
ausfihren. Das deckt sich mit der Beobachtung von Keating et al. (2016), die einen
erhéhten Energiebedarf fir diese Population beschreiben. Dieser erhdhte Energiebedarf
kdénnte zu einer friheren Schadigung bei diesen Zellen flhren.

Eine Abnahme der mitochondrialen Masse und des mitochondrialen Membranpotenzials
ist dabei mit einer verringerten Fahigkeit der Zelle fir Energieproduktion assoziiert, was
die Zelle in ihrem ganzen Stoffwechsel beeinflusst. Fir Tumore konnte gezeigt werden,
dass Veranderungen der Mitochondrien zu einer verminderten Funktionalitdt von NK-
Zellen fuhrt (Zheng et al., 2019). Auch andere Autoren beschreiben den Zusammenhang
eines gestérten Metabolismus mit einer Stérung der Funktion von NK-Zellen. In einer
Studie bei Adipositas konnte gezeigt werden, dass ein gestérter metabolischer Signalweg
zu einer Dysfunktion von NK-Zellen fihrt, indem er die Bildung von zytotoxischen
Synapsen hemmt (Michelet et al., 2018). Mah et al. (2017) haben nachgewiesen, dass
der Glukosestoffwechsel von NK-Zellen eine entscheidende Rolle bei der
Infektionsabwehr spielt. Bei Mausen resultierte die Hemmung der Glykolyse in einer
verminderten Clearance von MCMV-infizierten Zellen und beeinflusste die Kontrolle der
Virdmie und damit das Uberleben der Tiere. Diese Studien zeigen, dass metabolische
Einschrankungen einer Zelle zu einer verminderten Funktionalitat fihren kénnen und
damit einen mdglichen Mechanismus fir die Dysfunktionalitdt von NK-Zellen bei

Infektionen mit HIV darstellen. Bei einer in vitro Studie konnte nachgewiesen werden,
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dass eine mitochondriale Stérung ursachlich fir eine verminderte IFN-y-Sekretion sein
kann (Miranda et al., 2016). Dabei wurde gezeigt, dass verminderte Expression von PGC-
1a, einem entscheidenden Protein der mitochondrialen Biogenese, bei NK-Zellen zu einer
verringerten  mitochondrialen  Masse, einem  reduziertem  mitochondrialen
Membranpotenzial sowie zu einer verringerten IFN-y-Produktion flhrt. Diese Ergebnisse
belegen den Zusammenhang zwischen der Funktion der Mitochondrien und der
Produktion von IFN-y. Diese Assoziation konnte auch mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Dabei korrelierte die Abnahme der mitochondrialen
Masse und des mitochondrialen Membranpotenzials mit der Abnahme der INF-y-
Produktion der NK-Zellen.

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass eine HIV-assoziierte
Dysregulation metabolischer und mitochondrialer Prozesse maBgeblich in die
beobachtete Stérung der NK-Zell-Funktion bei HIV-Patienten involviert ist.

4.4. Bakterielle Translokation und LPS-Kultur

Im weiteren Abschnitt der Arbeit wurden mdgliche Ursachen fir die Schadigung der
Mitochondrien und die Dysfunktionalitat der NK-Zellen untersucht. Dabei sind als Ursache
flr eine Schadigung der Mitochondrien auch die antiviralen Medikamente zur Behandlung
der HIV-Infektion zu bedenken. Bei den ersten antiviralen Medikamenten konnten
Schéaden von Mitochondrien nachgewiesen werden (Arnaudo et al., 1991; Pinti et al.,
2006; White, 2001). Aber auch bei neueren antiviralen Medikamenten ist diese
unerwinschte Nebenwirkung nicht auszuschlieBen. Jedoch konnte Subashini et al.
(2016) bei Untersuchungen von Mitochondrien von HIV(+) Schaden sowohl bei Patienten
mit und ohne Therapie feststellen. Auch bei Untersuchungen des Einflusses von typischen
cART-Medikamenten auf die Funktionalitédt von NK-Zellen in in vitro Experimenten konnte
kein Einfluss nachgewiesen werden (ToVinh et al., 2022). AuBerdem war der Defekt auch
bei Patienten ohne Therapie (Woche 0) nachweisbar, sodass eine mégliche Schadigung
der Mitochondrien durch die Therapie als Ursache fir die Dysfunktionalitat keine
entscheidende Rolle zu spielen scheint.

Eine weitere mdgliche Ursache fur die Dysfunktionalitat der NK-Zellen stellt die bakterielle

Translokation mit daraus resultierender und persistierender Immunaktivierung dar. Die
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bakterielle Translokation im Rahmen der HIV-Infektion wurde bereits von mehreren
Autoren beschrieben (Chege et al., 2011; Dinh et al., 2015; d'Ettorre et al., 2011). In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Korrelation zwischen der Abnahme der NK-Zell-
Funktionalitdt und der Zunahme der bakteriellen Translokation anhand der Marker LBP
und |-FABP gezeigt werden. Ein &hnlicher Zusammenhang von Dysfunktionalitadt und
bakterieller Translokation wurde auch fir B-Zellen beschrieben (Jiang, 2012). Um diesen
Zusammenhang weiter zu untersuchen und die Auswirkungen der bakteriellen
Translokation auf die NK-Zellen besser zu verstehen, wurde ein in vitro Modell far
bakterielle Translokation verwendet. Daflir wurde LPS eingesetzt, da es als Bestandteil
der Zellwand von Gram-negativen Bakterien als Haupttreiber der Immunaktivierung durch
bakterielle Translokation gilt und im Blut von HIV(+) deutlich erhéht ist (Brenchley et al.,
2006; Gregson et al., 2009). Aus diesen Grinden wird LPS als Modell fir bakterielle
Translokation auch von anderen Autoren wie Pandrea et al. (2008) verwendet.

Zellen wurden fir drei Tage in reinem Medium, Medium versetzt mit 1 ng/ml LPS oder
100 ng/ml LPS kultiviert und anschlieBend auf ihre INF-y-Produktion untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass bei der Kultivierung von PBMC mit 100 ng/ml LPS eine
Abnahme der IFN-y-Produktion von CD56"9"-NK-Zellen stattfindet. Daraufhin wurden
NK-Zellen auf das Vorhandensein des TLR4-Rezeptors zur Wahrnehmung von LPS
untersucht. Es fand sich eine geringe Expression und bei der Kultivierung von reinen NK-
Zellen fand sich eher eine Aktivierung, jedoch keine Abnahme der Funktionalitat. Aus
diesem Grund wurden Monozyten als Zellen mit hoher TLR4-Rezeptor-Expression als
mogliche Ursache identifiziert und bei Experimenten mit PBMC und Depletion von
Monozyten konnte ebenfalls kein Defekt mehr nachgewiesen werden. Damit legen diese
Ergebnisse eine indirekte Hemmung von Monozyten auf NK-Zellen als Ursache fur die
Dysfunktion von NK-Zellen nahe.

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass LPS zu einer Aktivierung von NK-Zellen fihrt
(Goodier und Londei, 2000; Varma et al., 2002). Dabei werden verschiedene Wege der
LPS-induzierten Aktivierung von NK-Zellen diskutiert. Beim indirekten Weg reagieren
dendritische Zellen oder Makrophagen auf LPS und aktivieren Uber Zytokine die NK-
Zellen (Gerosa et al., 2002). Beim direkten Weg wird von TLR4-Expression auf NK-Zellen
ausgegangen, sodass eine direkte Reaktion stattfinden kann. Daflir konnte sowohl die
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Oberflachenexpression von TLR4 auf NK-Zellen (O'Connor et al., 2006), als auch die
intrazellulare Expression (Souza-Fonseca-Guimaraes et al., 2012) und die funktionelle
Aktivitat (Mian et al., 2010) gezeigt werden. Da LPS als Ligand hauptsachlich seine
Wirkung Uber TLR4 entfaltet, wird die Expression von TLR4 auf NK-Zellen von
verschiedenen Autoren als Voraussetzung fir die direkte Wirkung von LPS auf die Zellen
angenommen (Lu et al., 2008; Palsson-McDermott und O'Neill, 2004). Es gibt jedoch auch
Autoren, die davon ausgehen, dass NK-Zellen kein TLR4 exprimieren und trotzdem direkt
auf LPS Uber einen anderen als den TLR4-Weg reagieren kénnen (Kanevskiy et al.,
2013). Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen, dass ein geringer Prozentsatz der NK-
Zellen TLR4 besitzen und somit auch eine direkte Reaktion auf LPS méglich ist. Jedoch
besitzen NK-Zellen eine viel geringe Expression als zum Beispiel Monozyten, die auch
deutlich starker darauf reagieren kénnen. Ob die vermehrte IFN-y-Produktion der
vorgereinigten NK-Zellen bei 100 ng/ml LPS auf den direkten Weg Uber die geringe
Expression von TLR4, indirekt durch Verunreinigungen mit anderen Zellen oder auf beide

Mechanismen zuriickzufihren ist, ist damit nicht sicher zu klaren.

In den LPS-Kulturen mit Monozyten fanden sich weniger INF-y-(+)-NK-Zellen, als in den
Kulturen nach Monozyten-Depletion oder reinen NK-Zellen. Die verstarkte IFN-y-
Produktion in Abwesenheit von Monozyten deckt sich mit Beobachtungen von Goodier
und Londei (2000), die ebenfalls feststellten, dass die Anwesenheit von CD14(+)-Zellen
die NK-Zell-Proliferation und IFN-y-Produktion hemmt und eine Depletion von CD14(+)-
Zellen in LPS-Kulturen zu einer deutlichen Steigerung der IFN-y-Produktion flihrt. Damit
ist davon auszugehen, dass die Aktivierung von Monozyten durch LPS eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung der NK-Zell-Dysfunktion spielt.

Wahrend die verminderte INF-y-Produktion bei den ex-vivo-Experimenten bei CD56Pr9"-
und CD569M-NK-Zellen nachweisbar war, fand sich flir die mitochondriale Masse und das
mitochondriale Membranpotenzial sowie die Dysfunktionalitdt nach der LPS-Kultur der
Defekt nur in der Population der CD569"-NK-Zellen. Diese Unterschiede kénnen fiir die
LPS-Kultur mit dem erhdéhten Energiebedarf der CD56P9"-NK-Zellen und der damit
verbundenen friheren Schadigung erklart werden (Keating et al., 2016). Eine andere
Méglichkeit ist ein durch die verschiedenen Funktionen der Zellpopulationen bedingter
unterschiedlicher Mechanismus der Zellschadigung.
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Als Limitierung ist zu nennen, dass aufgrund von begrenztem Vorhandensein von
Probenmaterial nur wenige Messpunkte flr die Marker der bakteriellen Translokation
erhoben wurden. Da aber bakterielle Translokation durch HIV bereits vielfach beschrieben
wurde, ist trotzdem von validen Ergebnissen auszugehen. AuBerdem sind die
verwendeten Konzentrationen von LPS als Marker flr bakterielle Translokation
unphysiologisch hoch. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass bei HIV-
Patienten die Konzentration von LPS im Plasma nur im Pikogramm-Bereich pro ml liegt
(Brenchley et al., 2006; Funderburg et al., 2012). Fir die Umsetzbarkeit mussten jedoch
diese deutlich erhdhten Konzentrationen verwendet werden. Von Nedvetzki et al. (2007)
wurden ebenfalls Konzentrationen von 50 ng/ml bis 200 ng/ml verwendet und Goodier
und Londei (2000) verwendeten sogar Konzentrationen von 1 pg/ml. Damit werden diese
erhdhten Konzentrationen auch von anderen Autoren fUr in vitro Modelle mit LPS
eingesetzt. Weiterhin muss bedacht werden, dass diese Kultur nur eine kurze Dauer von
drei Tagen hatte. Damit kann nur in Ansatzen eine chronische Dauerstimulation
dargestellt werden. Dieser Faktor wird jedoch wieder durch die kurzfristig sehr hohe
Konzentration von LPS etwas ausgewogen.

Anhand der vorherigen Ergebnisse wurde anschlieBend untersucht, welche Zytokine der
Monozyten ursachlich fir die Schadigung der NK-Zellen sind. Bei der Untersuchung auf
typische inflammatorische Zytokine in den Uberstanden der LPS-Kulturen konnten IL-10,
IL-18 und TGF-B bei 100 ng/ml LPS mit einer signifikant héheren Konzentration als in
reinem Medium nachgewiesen werden. Erh6hungen der Konzentrationen von IL-10, IL-
163 und TGF-B finden sich dabei nicht nur nach der LPS-Kultur, sondern konnten bereits
von verschiedenen Autoren im Serum von HIV(+) nachgewiesen werden (Dinh et al.,
2015; Lotz und Seth, 1993; Parato et al., 2002; Stylianou et al., 1999). Wahrend im Blut
von HIV(+) die Zytokine von verschiedenen Zellen stammen kénnen, zeigten sich in den
Experimenten dieser Arbeit die Spiegel der Zytokine nach Monozyten-Depletion deutlich
vermindert, sodass Monozyten nach LPS-Stimulation hauptverantwortlich fir die
Sekretion von IL-10, IL-1B und TGF-B sind.

Flr das Zytokin IL-10 wird zwar einerseits eine stimulierende Wirkung auf B-Zellen
beschrieben, aber hauptséchlich hat es eine antiinflammatorische Wirkung (lyer und
Cheng, 2012; Rousset et al., 1992). Die Hemmung der T-Zell-Funktion und auch deren
INF-y-Produktion durch IL-10 wurden schon mehrfach festgestellt (Mocellin et al., 2004a;
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Waal Malefyt et al., 1991). Wéhrend IL-10 auf T-Zellen eine eindeutig hemmende Wirkung
besitzt, gibt es unterschiedliche Wirkungen auf NK-Zellen. Auf der einen Seite wird eine
erhbéhte Zytotoxizitat durch Stimulation mit IL-10 beobachtet, wahrend andererseits eine
Abnahme der Produktion von TNF-a und IFN-y bei in vitro Experimenten gezeigt werden
konnte (Mocellin et al., 2004b). Auch von Jiang et al. (2018) wurde eine hemmende
Wirkung von IL10 auf die IFN-y-Produktion beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass
sich IL-10 negativ auf die IFN-y-Produktion von T-Zellen und NK-Zellen auswirkt und
dieses Zytokin damit eine mogliche Ursache fir die Dysfunktionalitat von NK-Zellen bei
HIV darstellt.

Auch TGF-B gehért zu den antiinflammatorischen Zytokinen (Sanjabi et al., 2009) und
auch far dieses Zytokin konnte nachgewiesen werden, dass es die IFN-y-Produktion von
NK-Zellen hemmen kann (Jiang et al., 2018). Interessanterweise wurde von Komai et al.
(2018) ein synergistisch-hemmender Effekt von TGF-B in Kombination mit IL-10
beschrieben. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die beiden Zytokine durch
Beeinflussung metabolischer Stoffwechselwege die Immunantwort von B-Zellen hemmen
kénnen. Auch fur den NK-Zell-Metabolismus wurde fir TGF-3 bereits eine hemmende
Wirkung auf mTORC1 beschrieben (Zaiatz-Bittencourt et al., 2018). Diese Ergebnisse
decken sich mit den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit, dass sowohl eine erhdhte
TGF-B Konzentration, als auch mitochondriale Stérungen mit einer NK-Zell-Dysfunktion
assoziiert sind.

IL-1B hingegen ist in der Literatur vorrangig als proinflammatorisches Zytokin bekannt
(Lopez-Castejon und Brough, 2011). Aber trotz dieser Wirkung konnte fir IL-1B3 eine
zellschadigende Wirkung auf CD4-T-Zellen bei der HIV-Infektion nachgewiesen werden
(Freeman et al., 2016). Daher erscheint es méglich, dass IL-1B3 bei der HIV-Infektion auch
auf NK-Zellen schadigend wirken kann. Diese Vermutung wurde durch die Korrelation der
Zytokinkonzentrationen mit der INF-y-Produktion von NK-Zellen in dieser Arbeit bestatigt.
Dabei konnte eine negative Korrelation fir IL-18 und TGF-B nachgewiesen werden. Das
bedeutet, dass mit steigender Zytokinkonzentration die INF-y-Produktion der NK-Zellen
abgenommen hat. Diese Ergebnisse verstarken die Hypothese, dass die Zytokine an der
Dysfunktionalitat von NK-Zellen beteiligt sind.

Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Zytokine die Expression
von Rezeptoren auf NK-Zellen beeinflussen und damit ihre Funktion beeintrachtigen
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kénnen. So kann TGF-B den Rezeptor NKp-30 herunterregulieren, wahrend IL-10 zu einer
verstarkten Expression verschiedener inhibitorischer NKR fuhrt (Castriconi et al., 2003;
Parato et al., 2002). Diese phéanotypischen Verénderungen sind in Ubereinstimmung mit
dem HIV-typischen NK-Zell-Ph&notyp und zeigen den Einfluss von Zytokinen auf die
Genregulation von NK-Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Zytokine IL-10, IL-1B3 und TGF-B beeinflussend und
schadigend auf Immunzellen und insbesondere NK-Zellen wirken kbnnen. Dabei ist bisher
nicht geklart, ob der Effekt auf ein einzelnes Zytokin oder das Zusammenwirken

verschiedener Zytokine zurlckzufuhren ist.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen zur bakteriellen Translokation einen
Zusammenhang dieser mit der Abnahme der Funktionalitat von NK-Zellen. In den in vitro
Experimenten der LPS-Kultur konnte gezeigt werden, dass keine direkte Schadigung der
NK-Zellen stattfindet. Stattdessen konnten Hinweise auf den Mechanismus einer
indirekten Hemmung von NK-Zellen durch Monozyten, die Zytokin vermittelt erfolgt,
dargelegt werden. Um diese Ergebnisse zu validieren, sind weitere Versuche nétig. Dazu
sollte Gberpruft werden, ob die Uberstande aus den LPS-Kulturen hemmend auf isolierte
NK-Zellen wirken. AuBerdem sollte mit Blockierungsexperimenten Uberprift werden,
welche Zytokine die Hauptrolle bei der Schadigung spielen. Auch mit rekombinanten
Zytokinen sollte weiter getestet werden, welche Zytokine ursachlich sind. Zudem ist bisher
nicht geklart, ob der NK-Zellschadigung in der LPS-Kultur der gleiche Mechanismus
zugrunde liegt, wie bei den ex-vivo untersuchten NK-Zellen. Daflir sind im Anschluss an
die LPS-Kultur mitochondriale Marker wie Masse und Membranpotenzial zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Seit der Einfiihrung der cART hat die AIDS-bedingte Mortalitat bei HIV-positiven Personen
deutlich abgenommen. Trotzdem besitzen HIV(+)-Patienten auch unter effektiver
Therapie eine klrzere Lebenserwartung als HIV(-)-Personen. Als Grund daflr wird neben
unerwlinschten Wirkungen der Therapie eine fortbestehende Immundefizienz und
Immundysregulation durch eine chronische Aktivierung des Immunsystems
angenommen. NK-Zellen spielen bei der anti-viralen Immunantwort eine wichtige Rolle,
da sie virusinfizierte Zellen erkennen und lysieren kénnen. Bisherige Studien konnten
zeigen, dass NK-Zellen von HIV(+)-Personen eine gestdrte Zytokin-Sekretion aufweisen.
Allerdings konnte bisher nicht die Ursache fur diese Stérung geklart werden, sodass das
Ziel dieser Arbeit in einem besseren Verstandnis der HIV-assoziierten Stérung der NK-
Zell-Funktion bestand.

Zunachst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die gestdrte Zytokin-
Sekretion mit einem Stimulus mit IL-12 und IL-15 bereits direkt nach Bekanntwerden der
Infektion sowie in den darauffolgenden 48 Wochen und in der chronischen Phase der
Infektion nachweisbar ist. Dabei war diese Stérung unabhangig von der Aktivierung mit
IL-2 und bildete sich auch unter wirksamer Therapie nicht zurick.

Durch die HIV-Infektion veréndert sich die Rezeptorausstattung von NK-Zellen. Durch
eine phanotypische Charakterisierung wurde untersucht, ob Subpopulationen mit
ausgepragter funktioneller Stérung identifiziert und Gber den Phanotyp Rickschlisse auf
die Ursache der Dysfunktion gezogen werden kénnen. Bei den untersuchten Rezeptoren
far Erschépfung, chronische Aktivierung, Reifung und Differenzierung fanden sich aber
keine Unterschiede und es konnten keine Subpopulationen charakterisiert werden.

Eine Stérung des Zellmetabolismus kann Einschréankungen der Zellfunktion zur Folge
haben. Verschiedene Ergebnisse aus anderen Studien konnten darlegen, dass der
Zellmetabolismus die IFN-y-Produktion aktiv beeinflussen kann. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene Gene flr mitochondriale und
metabolische Schllsselenzyme in der Population der CD5619"- und CD569™-NK-Zellen
dysreguliert sind. Dabei scheint der Defekt global zu sein. AuBerdem konnte
durchflusszytometrisch gezeigt werden, dass die mitochondriale Masse und das
mitochondriale Membranpotenzial bei HIV-Patienten verringert sind. Dabei korrelierte die
Abnahme der mitochondrialen Marker mit der Funktionalitat der NK-Zellen. Aus diesen
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Grinden ist eine mitochondriale Schadigung als Ursache fir die verminderte
Zytokinsekretion anzunehmen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, wie es zu der Stdérung der NK-Zellen
kommen kann. Bakterielle Translokation wird als wichtige Ursache flr die chronische
Aktivierung des Immunsystems bei der HIV-Infektion angenommen. Auch bei NK-Zellen
scheint der Reiz der bakteriellen Proteine zu einer Erschépfung zu fihren. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen eine negative Korrelation von Markern der bakteriellen Translokation
und der Funktionalitat von NK-Zellen. Um den Mechanismus zu verstehen, wurde ein in
vitro Modell fir bakterielle Translokation entwickelt. Durch Kultivierung von Zellen Gber
drei Tage in LPS-haltigem Medium wurde der Einfluss von LPS auf die Zellen untersucht.
Dabei konnte eine Abnahme der IFN-y-Produktion von CD56"9"M-NK-Zellen bei der
Kultivierung von vollstandigen PBMC gezeigt werden. Da bei der Kultivierung von
gereinigten NK-Zellen und von PBMC ohne Monozyten dieser Effekt nicht auftrat, ist von
einem indirekten Mechanismus der Schadigung durch aktivierte Monozyten auszugehen.
In den Uberstanden der Kulturen mit PBMC konnten anschlieBend stark erhdhte
Konzentrationen von IL-113, IL-10 und TGF-B nachgewiesen werden, wahrend diese nach
Monozyten-Depletion deutlich vermindert waren. Fir diese Zytokine konnten bereits
schadigende Wirkungen auf Immunzellen nachgewiesen werden, sodass sie als Ursache

flr die Schadigung von NK-Zellen wahrscheinlich sind.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die verminderte Funktionalitat
von NK-Zellen bei HIV(+) mit einer Stérung der Mitochondrien assoziiert ist. Des Weiteren
wurde ein Zusammenhang der Dysfunktionalitdt von NK-Zellen mit bakterieller
Translokation gezeigt sowie ein mdglicher indirekter Schadigungsmechanismus vermittelt
durch Zytokinsekretion aktivierter Monozyten aufgezeigt.
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