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Zusammenfassung

Die bisher vorherrschende starre Einteilung Nattrlicher Killer (NK)-Zellen in CD56P™
und CD56M9" Subtypen scheint zu stark vereinfacht. Es wird versucht, sich der
Komplexitat dieser Lymphozyten-Population durch Beschreibung spezifischer NK-Zell-

Subpopulationen anzunahern.

Die Funktion von NK-Zellen wird durch eine Vielzahl von aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren reguliert. Dartber hinaus beeinflussen ko-stimulatorische
Molekile deren Funktion. Hinweise dahingehend, dass CD27, ein Mitglied der TNFR-
Familie, neben der Relevanz im B- und T-Zellsystem auch Einfluss auf das Signaling
fir NK-Zellen hat, nehmen zu. Uberdies scheint, wie im Mausmodell gezeigt wurde,
die CD27-vermittelte Aktivierung von NK-Zellen fur die Immunantwort gegen Virus-
infizierte Zellen von Bedeutung zu sein. Die hier generierten funktionellen Daten zur
Untersuchung von CD27-exprimierenden NK-Zellen weisen auf ein starkes anti-virales
Potential von CD27(+)CD56"M9" NK-Zellen gegeniiber HCV-replizierenden HUH7Repiikon
Zellen hin. Dabei scheint die anti-virale Wirkung nicht zwangslaufig an eine direkte
CD27/CD70-Interaktion gebunden zu sein, wie Experimente mit Blockierung von CD70
ergaben. Allerdings lie3 sich die anti-virale Effektivitdit von NK-Zellen durch Pra-
Stimulation mit CD27 noch steigern. Bei HIV(+) Patienten mit akuter Hepatitis C Virus
(HCV)-Infektion war eine hohe Frequenz CD27(+) NK-Zellen mit einem spontan
ausheilenden Verlauf der HCV-Infektion assoziiert. Die CD27-Expression korrelierte
hier mit der Sekretion von IFN-y und der Fahigkeit zur Hemmung der HCV-Replikation.
Die Expression von CD27 scheint eine Population aktivierter NK-Zellen zu

kennzeichnen, die Uber starkes anti-virales Potential verfligen.

Murine Daten belegen, dass NK-Zellen durch Eliminierung aktivierter Hepatischer
Sternzellen (HSC) anti-fibrotische Aktivitat besitzen. Als entscheidende Komponente
der angeborenen Immunitat sind NK-Zellen in die frihe Kontrolle und
Immunpathogenese der HCV-Infektion involviert. Chemokine und Chemokin-
Rezeptoren regulieren dabei maf3geblich die hepatische Rekrutierung von NK-Zellen.
Im Zusammenhang mit Hepatitis C wurde eine Assoziation des Chemokin-Rezeptors
CXCR3 und seiner Liganden mit dem Fibrose-Stadium beschrieben. Daher liegt eine

Rolle dieser Chemokine in Bezug auf die HCV-induzierte Leberschadigung nahe.



Mechanistisch konnte dies bisher nicht geklart werden, zudem lagen keine

funktionellen humanen Daten vor.

Experimente mit isolierten humanen NK-Zellen ergaben, dass die Expression von
CXCRa3 distinkte NK-Zell-Populationen definiert. Durch funktionelle Untersuchungen in
Ko-Inkubationsexperimenten lie3 sich bei gesunden Probanden die starkste anti-
fibrotische Aktivitat gegeniber HSC in der CXCR3(+)CD569" Subpopulation
nachweisen. Die chronische HCV-Infektion war mit einer signifikant erhéhten Frequenz
CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen assoziiert. Allerdings stellte sich heraus, dass bei
chronischer HCV-Infektion dieser NK-Zell-Subtyp sowohl hinsichtlich Degranulation,
als auch IFN-y-Sekretion beeintrachtigt war. Dadurch war die Eliminierung aktivierter
HSC ineffizient und die Regulation von fibrotischen Umbauprozessen in der Leber
gestort. Darlber hinaus konnte eine intra-hepatische Akkumulation von
CXCR3(+)CD56H19"  NK-Zellen in fortschreitenden Stadien der Leberfibrose
nachgewiesen werden. Mittels Blockierungsexperimenten lie3 sich nachweisen, dass
bei dieser NK-Zell-Subpopulation eine Aktivierung tber den NKG2D-Rezeptor fur die
anti-fibrotische Aktivitat entscheidend ist. Insgesamt weisen meine Untersuchungen
darauf hin, dass eine intra-hepatische Anreicherung CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen,
deren Funktion eingeschrankt ist, an der Progression der Leberfibrose bei chronischer

Hepatitis C-Infektion entscheidend beteiligt ist.
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1 Die Hepatitis C Virus-Infektion

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus ist ein hepatotropes Virus und gilt seit seiner Identifizierung 1989
(vorher Non-A / Non-B Hepatitis) weltweit als eine der Hauptursachen chronischer
Leberschadigungen 1. Die resultierende Entziindung der Leber kann nach
langjahrigem Verlauf zur Leberfibrose bzw. —zirrhose und zur Entwicklung eines
Hepatozellularen Karzinoms (HCC) fuhren. Obwohl Hepatozyten das primére Ziel des
Virus darstellen, kann es auch mit Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen

interagieren 23,

Das HC Virus besitzt ein Einzelstrang-RNA-Genom in Plusstrangorientierung und wird
taxonomisch der Familie der Flaviviidae und der Gattung der Hepaciviren

zugeordnet?.

1.2 Klinik und Therapie der HCV-Infektion

Weltweit geht die WHO von 130 - 180 Millionen (in Deutschland etwa 500000) HCV-
positiven Individuen aus #. Das Hepatitis C Virus infiziert vorwiegend Hepatozyten, in
denen es repliziert und fuhrt zu einer entziindlichen Erkrankung der Leber. Da das
Virus selbst nicht zytopathisch ist, scheint die HCV-assoziierte Schadigung der Leber
weniger direkt durch das Virus, sondern eher durch die Immunantwort des Wirtes

verursacht zu sein .

Die Transmission erfolgt hauptsachlich Gber Blutkontakt. Dabei sind die meisten
Neuinfektionen auf Mehrfachbenutzung kontaminierten Spritzbestecks
Drogenabhangiger zurtckzufihren. Etwa 20% der Infektionen bleiben ungeklarten
Ursprungs. Eine Impfung gegen Hepatitis C gibt es bisher nicht, was sich u. a. in der
hohen Mutationsrate des Virus und der grof3en genetischen Diversitat begrindet.
Bisher sind 6 Genotypen mit zahlreiche Subtypen beschrieben, die sich hinsichtlich
Transmission, geographischer Verteilung und Therapieansprechen unterscheiden 7.
In Europa herrscht die Genotyp (GT) 1-Infektion vor, welche mit dem schlechtesten

Ansprechen auf die bisherige Standardtherapie assoziiert ist 8-,
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Etwa 75% aller HCV-Infektionen verlaufen ohne primare Krankheitssymptome,
weshalb die Infektion oftmals nicht diagnostiziert wird. Nach einigen Wochen
Inkubationsdauer etabliert sich eine leicht verlaufende Leberentziindung, die sich
meist in grippeartigen Symptomen &uf3ert. Nach dieser ,akuten Phase® der HCV-
Infektion, die bis zu 26 Wochen anhalt, entscheidet sich, ob das Virus erfolgreich vom
Immunsystem des Wirtes eliminiert worden ist oder sich eine chronische HCV-Infektion
etabliert. Letzteres erfolgt bei etwa 80% aller Infizierten und wird im weiteren Verlauf
zumeist vom fibrotischen Umbau der Leber begleitet. Innerhalb von Dekaden
entwickeln 20-40% der Patienten eine Leberzirrhose. Bei jahrlich etwa 5% der
zirrhotischen Patienten bildet sich ein Hepatozellulares Karzinom (HCC), welches eine

haufige Indikation flir eine Lebertransplantation darstellt 1213,

Die Fibrose der Leber ist das Ergebnis chronischer Leberschadigung mit gleichzeitiger
Akkumulation Extrazellularer Matrix (EZM) -Proteine 4. Wird die Leber lediglich akut
geschadigt, regenerieren die Parenchymzellen und apoptotische/nekrotische Zellen
werden ersetzt. Dies wird von einer inflammatorischen Reaktion und begrenzter
Ablagerung von EZM begleitet. Erfolgt allerdings eine persistierende Schadigung, ist
es moglich, dass die Regeneration der Leber nur unzureichend erfolgt. Dies hat zur
Folge, dass Hepatozyten in einer Art Wundheilungsprozess durch kollagenreiches

Gewebe ersetzt werden 15,

In den 80er Jahren wurden Hepatische Sternzellen (HSC) als die Hauptproduzenten
des in der Leber synthetisierten Kollagens identifiziert 16. In der gesunden Leber stellen
die im Disse-Raum lokalisierten HSC den Hauptspeicherort fir Vitamin A dar. Infolge
chronischer Leberschadigung werden sie aktiviert und transdifferenzieren in
Myofibroblasten-ahnliche Zellen, wodurch sie kontraktile, pro-inflammatorische und
fiborogene Eigenschaften erhalten 7. Aktivierte HSC migrieren in der Leber zu Orten
der Gewebereparatur, wo sie akkumulieren und die Bildung breiter
Bindegewebssepten initiieren. Eine Akkumulation von EZM resultiert, wenn die
Synthese die Degradation Ubersteigt. Die Aktivitat von EZM-abbauenden Matrix-
Metalloproteasen (MMP) ist bei der chronischen Hepatitis C verringert, da es zu einer
Uberexpression von deren Inhibitoren, den TIMPs (tissue-inhibitor of

metalloproteases), kommt 18
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Im Verlauf der Fibroseprogression wird das Sinusendothel durch Kapillarendothel
ohne Fenestrae ersetzt. Es erfolgt die Kapillarisierung der Sinusoide. Eine tonische
Kontraktion der HSC bewirkt eine zusatzliche Resistenzerhéhung im Lebersinusoid,
die zum Pfortaderhochdruck beitragt.

Seit den 90er Jahren wird angenommen, dass der Prozess der Fibrotisierung
reversibel ist, was die Suche nach anti-fibrotischen Therapien stimuliert hat 1. In der
experimentell induzierten Fibrose bewirkte die Beendigung der Leberschadigung eine
Regression 2. Im Menschen konnte dies, nach erfolgreicher Behandlung der
zugrundeliegenden Erkrankung, bis zu einem bestimmten Grad auch beobachtet
werden 2122, Eine Beseitigung aktivierter HSC durch Apoptose, bzw. deren
Ruckfihrung in  einen ruhenden Status scheinen der Fibroseregression
vorauszugehen 2324 Allerdings existieren diesbezlglich noch zahlreiche

unbeantwortete Fragen.

Die Leberbiopsie gilt methodisch als Gold-Standard zur Untersuchung der
Leberfibrose 2°. Histologisch lasst sich auf die Ursache der Leberschadigung
schlieen, der Grad der Nekroinflammation und das Fibrose-Stadium bestimmen. Fur
die vorliegende Arbeit stellten Biopsien die Grundlage der intra-hepatischen NK-Zell-
Analysen dar.

Als bisherige Standardtherapie der HCV-Infektion galt die kombinierte Gabe von
pegyliertem IFN-a (peglFN) und Ribavirin (RBV) Uber 24 Wochen (GT 2 & 3) bzw. 48
Wochen (GT 1) 28, Das Ziel der HCV-Therapie stellt das Erreichen der Virusfreiheit
dar. Als ausgeheilt gilt ein Patient, wenn 6 Monate nach Therapieende die HCV-RNA
nicht mehr detektierbar ist. Speziell fur Infizierte mit HCV GT 1 lag die Therapie-
Ansprechrate jedoch unter 50% &°. Faktoren wie weibliches Geschlecht, niedriges
Lebensalter, Normalgewicht und eine niedrige Ausgangs-Viruslast beglnstigen den
Erfolg der Therapie ?’. Mit Zulassung neuer Medikamente, wie der Virus-spezifischen
Proteaseinhibitoren Boceprevir und Telaprevir, die mit peglFN und RBV zur Triple-
Therapie kombiniert werden, hat sich die Ausheilungschance fur Patienten mit GT 1-
Infektion verbessert. Allerdings wird sie von neuen und starkeren Nebenwirkungen

begleitet %,
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1.3 Die HCV/HIV-Ko-Infektion

Der Verlauf der HCV-Infektion wird durch eine zusatzliche Infektion mit dem HI
(Humanes Immundefizienz) Virus verschlechtert. Aufgrund der geschwachten
zellularen Immunantwort scheinen der Infektionsverlauf und besonders die
Progression der Leberfibrose beschleunigt zu sein 2°-3%, Dadurch verkirzt sich bei
HCV-Patienten mit gleichzeitiger HIV-Infektion der Zeitraum bis zur Entwicklung einer
Leberzirrhose und damit die Lebenserwartung 3233, Ferner steigt das Risiko zur
Entwicklung eines HCC deutlich 34,

Die Pravalenz von HCV bei HIV-Infizierten ist europaweit recht hoch. Allerdings variiert
sie stark in Abhangigkeit vom Transmissionsweg. Hamophilie-Patienten (60%) und
intraventése Drogenkonsumenten (bis 90%) sind besonders haufig betroffen 3537,
Hepatitis C scheint wiederum die HIV-Infektion negativ zu beeinflussen, indem
beispielsweise der natlrliche Verlauf der Infektion beschleunigt und das Ansprechen

auf eine hoch aktive antiretrovirale Therapie (HAART) verschlechtert wird 38,
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2 Naturliche Killer-Zellen bei der HCV-Infektion

2.1 Naturliche Killer-Zellen

Naturliche Killer (NK)-Zellen sind eine heterogene Lymphozyten-Subpopulation und
stellen einen zentralen Bestandteil des angeborenen Immunsystems dar. Hierbei
werden NK-Zellen Ublicherweise anhand der Expression des Oberflachenmolekiils
CD56 und dem Fehlen des T-Zell-Rezeptors (CD3) von den anderen Lymphozyten-
Populationen unterschieden.

Im peripheren Lymphozytenpool finden sich unter physiologischen Bedingungen etwa
5-10% NK-Zellen, wobei in bestimmten Organen, wie der Leber, der NK-Zell-Anteil 30-
50% betragen kann 3°. Intra-hepatisch sind NK-Zellen hauptsachlich in den Sinusoiden

lokalisiert, wo sie meist an endothelialen Zellen adhéarieren 3949,

Charakteristisches Merkmal der NK-Zellen ist ihre Fahigkeit, maligne transformierte
oder virusinfizierte Zellen direkt — ohne vorheriges Priming - zu eliminieren. Hierbei
kommt es nach Kontaktaufnahme mit der Zielzelle zur Adhé&sion und zur Ausbildung
einer sogenannten immunologischen Synapse. In der NK-Zelle gebildete intra-
zellulare Granula werden polarisiert und per Exozytose sezerniert 4342, In den
zytotoxischen Granula enthaltenes Perforin und Granzym lysieren die Zielzelle und
induzieren deren Apoptose. Alternativ kann die Apoptose-Induktion auch durch die auf
NK-Zellen exprimierten bzw. von ihnen sezernierten ,Todes-Liganden* FasL (CD95L)
und TRAIL (CD253) vermittelt werden 4344,

Zudem besitzen NK-Zellen durch ihre Zytokinsekretion (u. a.: IFN-y, TNF-a, GM-CSF,
M-CSF) auch wichtige anti-virale und immunregulatorische Bedeutung 454",
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2.1.1 NK-Zell-Rezeptoren

Da NK-Zellen Uber keine Antigen-spezifischen Rezeptoren verfigen, wird ihre
Funktion hauptsachlich tGber aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren (NKR)
reguliert. 4849 Hierbei wird die Aktivitait der NK-Zelle durch die Balance aus
aktivierenden und hemmenden Signalen bestimmt.

Wichtige Vertreter humaner NKR stellen NKG2-Rezeptoren, Natural Cytotoxicity
Receptors (NCR) und die Killer Immunglobulin-like receptors (KIR) dar.
NKG2-Rezeptoren sind C-Typ Lektin-ahnliche Membranproteine, die oberflachlich (mit
Ausnahme von NKG2D) als Heterodimer mit dem Lektin-&hnlichen Polypeptid CD94
exprimiert werden. Wahrend NKG2A nach Interaktion mit seinem Liganden HLA-E
inhibierende Signale vermittelt, fihrt die Stimulation von NKG2C, E und H zur
Aktivierung der NK-Zelle. NKG2D vermittelt nach Interaktion mit MICA/B und ULBP
ebenfalls aktivierende Signale *°.

Die Gruppe der NCR umfasst ausschliel3lich aktivierende Rezeptoren der Ig-
Superfamilie. Identifiziert sind zum jetzigen Zeitpunkt NKp30, NKp44, NKp46 und
NKp80 °152, Die Liganden dieser Rezeptoren sind bisher nicht bekannt. Lediglich fiir
NKp46 wurde die Bindung an Hamagglutinin und Hamagglutinin-Neuraminidase von
Influenza und Parainfluenza-Viren beschrieben 3.

Die SLAM (Signaling lymphocyte activation molecules) -Rezeptoren 2B4, CD48, NTB-
A und CRACC scheinen bezuglich der NK-Zell-Aktivierung mehr als Ko-Rezeptoren
zu fungieren 5456, Wahrend sie dabei Gberwiegend die aktivierende Wirkung anderer
NK-Zell-Rezeptoren  verstarken, scheint die  Bindung unterschiedlicher

Adaptermolekiile auch hemmende Auswirkungen auf die NK-Zell-Funktion zu haben
57

Die Familie der KIR umfasst sowohl hemmende als auch aktivierende Rezeptoren. Als
Liganden wurden bisher die klassischen HLA-Molektlen HLA-A, -B und -C, sowie das
nicht-klassische HLA-G Molekul beschrieben 58-¢0,

Vermutlich  verleint  die  unterschiedliche Expression  dieses  grofien
Rezeptorrepertoires den einzelnen NK-Zell-Populationen spezifische Eigenschaften.
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2.1.2 Ko-Stimulation von NK-Zellen

Neben den NK-Zell-Rezeptoren scheinen auch ko-stimulatorische Molekile die
Funktion von NK-Zellen sowohl direkt als auch indirekt zu beeinflussen, indem sie den

Schwellenwert zur Aktivierung modulieren.

So konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass durch die Interaktion des ko-
stimulatorischen Molekills CD28 mit seinem Liganden CD80 die Zytokinsekretion,

Zytotoxizitat und Proliferation von NK-Zellen gesteigert werden 6162,

Ein bisher hauptsachlich auf T-Zellen untersuchtes ko-stimulatorisches Molekiil stellt
CD27, ein Mitglied der TNFR (tumor necrosis factor receptor) -Familie dar. Der
zytoplasmatische Schwanz von CD27 assoziiert mit TRAF2 und -5, wodurch die
Signaltibertragung an die Jun N-terminale Kinase und NF-kB erfolgt 3. Wahrend CD27
konstitutiv auf der Mehrzahl der Lymphozyten exprimiert wird, findet sich der
zugehdorige Ligand CD70 hauptsachlich auf B- und T-Zellen sowie auf Dendritischen

Zellen, kann aber auch von NK-Zellen exprimiert werden %4,

Die Interaktion von CD27 und CD70 hat Einfluss auf verschiedene biologische
Funktionen. CD27 unterstitzt die Expansion Antigen-spezifischer naiver T-Zellen und
hat als ko-stimulatorischer Rezeptor Bedeutung fur die effektive Generierung von
Memory-T-Zellen. In CD277- Mausen auRerte sich dies in einer Beeintrachtigung der
Bildung von T-Gedachtniszellen in Form einer verspateten Antwort bei Re-Exposition
sowie einer reduzierten Anzahl CD8* Virus-spezifischer T-Zellen 85, Die Interaktion von
CD27 und CD70 spielt zudem bei der Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen
eine Rolle %, Hierbei erfolgt nach CD27/CD70-Wechselwirkung eine starke Sekretion

der Immunglobuline IgG und IgM 7.

Des Weiteren deutet eine zunehmende Anzahl experimenteller Daten darauf hin, dass
die CD27/CD70-Interaktion auch die Aktivitat von NK-Zellen moduliert 6869, Daten aus
Mausexperimenten lassen vermuten, dass eine durch CD27 vermittelte Aktivierung
von NK-Zellen in die Immunantwort gegen Virus-infizierte Zellen involviert ist ’°. Dabei
konnte kdirzlich gezeigt werden, dass die Expression von CD27 definierte
Subpopulationen von NK-Zellen mit distinkter Reaktionsfahigkeit und migratorischem

Potential markiert 71.72,
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2.2 NK-Zell-Subpopulationen

Bisher wurden NK-Zellen anhand der Expressionsdichte des Oberflachenmolekiils
CD56 in zwei distinkte Populationen, CD56P™ und CD56M9" NK-Zellen, unterteilt 7374,
Hierbei wird angenommen, dass CD56"9" NK-Zellen die unreifere Subpopulation
reprasentieren und im Laufe der Zeit zu CD56P'™ NK-Zellen differenzieren 7576,

Neben phanotypischen Unterschieden variieren beide Subpopulationen auch
beziglich ihrer Funktion. Dabei wurde CD56P™ NK-Zellen, die etwa 90% der NK-Zellen
im peripheren Blut ausmachen, vorwiegend zytotoxisches Potential zugeschrieben,
wahrend CD56H9" NK-Zellen durch ihre Zytokin-Produktion eher mit
immunregulatorischen Funktionen in Zusammenhang gebracht wurden 77-7°, Diese
ursprungliche funktionelle Einteilung bezog sich allerdings auf ruhende Zellen und gilt
mittlerweile als zu stark vereinfacht. So zeigte sich, dass die Stimulation mit
verschiedenen Zytokinen oder die Interaktion mit unterschiedlichen Zielzellen einen
starken Einfluss auf die Funktion der beiden NK-Zell-Subpopulationen besitzt. So
exprimieren CD56H9" NK-Zellen, neben dem auf allen NK-Zellen vorhandenen
intermediar affinen IL2-Rezepter IL-2RBy, den hoch affinen Rezeptor IL-2Ra. Dadurch
stimulieren bei dieser NK-Zell-Subpopulation, im Gegensatz zu CD56P™ NK-Zellen,
bereits geringe IL-2-Konzentrationen die Produktion von IFN-y und steigern die
zytotoxische Aktivitat 882 Insgesamt scheinen beide NK-Zell-Populationen ein
vergleichbares zytotoxisches Potential aufzuweisen, das abhangig vom jeweiligen
Stimulus unterschiedlich leicht aktiviert werden kann.

Mittlerweile werden NK-Zellen als komplexe, heterogene Lymphozyten-Population
angesehen. Es wird daher nun versucht, die verschiedenen NK-Zell-Subpopulationen
phénotypisch und funktionell genauer zu charakterisieren. Allerdings fehlen noch
einheitliche Standards, wie spezifische Subtypen definiert werden sollen. So wurde in
den vergangenen Jahren von unterschiedlichen Arbeitsgruppen vorgeschlagen, NK-
Zell-Subpopulation auf Grundlage des Reifungszustands, der Effektor-Funktion oder
des Migrationspotentials zu charakterisieren 838, wahrend in anderen Arbeiten die

Expression bestimmter Oberflachenmolekiile als Definitionskriterium verwendet wurde

72,87-90
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Hierbei ist zu beachten, dass die unterschiedlichen Definitionskriterien zumindest
teilweise Uberlappende NK-Zell-Subtypen beschreiben. So konnte unsere
Arbeitsgruppe beispielsweise zeigen, dass sich NK-Zellen anhand der Expression des
NK-Zell-Rezeptors NKp46 in spezifische Subpopulationen einteilen lassen, die sich
gleichzeitig hinsichtlich ihrer anti-viralen Eigenschaften als auch durch die Expression
des Chemokin-Rezeptors CCR5 und damit ihres Migrationsverhaltens voneinander

unterscheiden 90-°1,

Ein weiteres Beispiel hierfur ist die Definition von NK-Zell-Subtypen anhand der
Expression von CD27. Im Mausmodell wurden Unterschiede im Phanotyp, der
Gewebeverteilung, den Effektor-Funktionen und des Migrationspotentials zwischen
CD27(+) und CD27(-) Populationen beobachtet 7. NK-Zellen aus CD277- Mausen
erlangen die volle phéanotypische Reife und sind im ruhenden Zustand funktionell
unauffallig. Nach Stimulation wiesen sie jedoch eine verringerte Zytotoxizitat und
Zytokinsekretion auf, die auf der verstarkten Expression inhibitorischer Rezeptoren auf
NK-Zellen beruhen konnte °2. Analog lassen sich im Menschen NK-Zell-
Subpopulationen anhand der CD27-Expression definieren. Dieser Marker war bisher
lediglich zur Beschreibung unreifer Zellen wahrend des NK-Zell-Reifungsprozesses
herangezogen worden . Interessanterweise wiesen CD27(+)/(-) NK-Zellen auch hier
Unterschiede hinsichtlich der Kompartmentierung, des Rezeptorprofils und der

Funktion auf. Allerdings sind die Berichte zu funktionellen Daten noch  uneinheitlich

72,88
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2.3 Naturliche Killer-Zellen bei der HCV-Infektion

2.3.1 NK-Zellen bei der akuten Hepatitis C-Infektion

Basierend auf immungenetischen Arbeiten existieren Hinweise, dass NK-Zellen einen
Einfluss auf die Immunpathogenese und den Verlauf der akuten HCV-Infektion
nehmen %%, Es konnte eine Assoziation zwischen dem KIR-Genotyp und dem
Verlauf einer HCV-Infektion nachgewiesen werden . Bei Patienten, die den Genotyp
des inhibitorischen KIR2DL3 Rezeptors in Kombination mit seinem Liganden HLA-C1
trugen, wurde eine spontane Viruseliminierung besonders haufig beobachtet. Zudem
trat bei Patienten, die erfolgreich mit einer auf IFN-a basierenden HCV-Therapie
behandelt worden waren, dieser Genotyp signifikant haufiger auf, als bei Patienten mit
schlechtem Therapie-Ansprechen °3. Funktionelle Daten tiber NK-Zellen in der akuten
Phase einer HCV-Infektion sind allerdings aufgrund seltener Untersuchung von

Patienten unmittelbar nach Infektion nur begrenzt vorhanden.

Amadei und Kollegen berichten in einer der wenigen Arbeiten zur akuten Hepatitis C-
Infektion von einer Verschiebung in der Zusammensetzung der CD56-Population hin
zum CD56M9"-Phanotyp, die mit dem Infektionsverlauf zu korrelieren scheint °7. Dieser
Anstieg an CD569" NK-Zellen ging bei Patienten, welche die Virusinfektion spontan
ausheilten, wieder auf das Niveau Gesunder zuriick. Bei Patienten, die eine
chronische Infektion entwickelten, blieb die Zunahme der CD56H9" NK-Zellen
bestehen. Gleichzeitig beobachteten die Autoren eine verstarkte Expression des
aktivierenden Rezeptors NKG2D auf NK-Zellen akut HCV-Infizierter. Funktionell
korrelierte diese Veranderung mit einer verstarkten Degranulation und IFN-y-
Sekretion. Die erhdhte Degranulationsaktivitat wurde von einer weiteren Gruppe
bestatigt °8. Eine generelle Aktivierung von NK-Zellen wurde auch von unserer
Arbeitsgruppe bei der akuten Hepatitis C-Infektion von HIV(+) Patienten  beobachtet
9, Dabei verfiigten NK-Zellen in diesem Infektionsstadium Uber ein effektives anti-
virales Potential, das mit einer robusten Sekretion von IFN-y assoziiert war und in vitro
die HCV-Replikation im Replikonmodell hemmen konnte. Spontan-Ausheiler wiesen
dabei eine wesentlich starkere IFN-y-Antwort auf als Patienten, bei denen sich eine
chronische Infektion etablierte. Als weitere Merkmale waren auch hohe
Expressionslevel der aktivierenden Rezeptoren NKp46 und NKG2D mit der spontanen

Eliminierung der HCV-Infektion assoziiert. Phanotypisch wurde andererseits bei
10
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Patienten mit spontaner Ausheilung eine geringere Haufigkeit von NKp30(+),
NKp46(+), CD161(+) und NKG2D(+) NK-Zellen beobachtet als bei Patienten mit einem

chronischen Infektionsverlauf.

2.3.2 NK-Zellen bei der chronischen Hepatitis C-Infektion

Im Unterschied zur akuten Hepatitis C-Infektion existieren fur die chronische Phase
zahlreiche Veroffentlichungen, in denen von Unterschieden in der Frequenz, des
Phanotyps, sowie der Funktion der NK-Zellen berichtet wird. Die Deutung dieser
Untersuchungen ist uneinheitlich. Eine reduzierte Frequenz intra- und extra-
hepatischer Naturlicher Killer-Zellen wird ebenso diskutiert wie die veranderte

Zusammensetzung der CD56-Subpopulationen 100-102,

Unter den Veranderungen des Phanotyps wird aber eine gesteigerte Expression des
inhibierenden Rezeptors NKG2A recht einheitlich beschrieben 100103104 Diese geht
einher mit einer verringerten zytotoxischen Wirkung gegen HLA-E-exprimierende
Zellen %4, Dariliber hinaus scheint die gesteigerte NKG2A-Expression die Funktion
Dendritischer Zellen (DC) zu modulieren: IL-15 ist ein wichtiger Faktor fir die
Proliferation und Funktion von NK-Zellen und liegt bei Patienten mit chronischer HCV-
Infektion deutlich verringert vor 10519 Dendritische Zellen gehen mit NK-Zellen einen
sogenannten ,cross-talk” ein und stellen eine wichtige IL-15-Quelle dar. Die Produktion
von IL-15 ist unter HCV-Einfluss allerdings unzureichend. Dies reflektiert
wahrscheinlich die verringerte Kapazitat der NK-Zellen, Dendritische Zellen zu

aktivieren 106107

Wahrend der chronischen Phase der Infektion sind NK-Zellen offenbar in ihrer
Funktion gestort. Dabei wird eine Polarisierung der Zellen in Richtung Zytotoxizitat
diskutiert 198, Andererseits sprechen Experimente mit direktem Zell-Zell-Kontakt
zwischen NK-Zellen und HCV-infizierten Hepatomzellen hingegen fiir eine verminderte
Kapazitat zur Degranulation und Lyse von Zielzellen. Die Abnahme der Degranulation
hangt in diesen Experimenten mit einer verringerten Expression der aktivierenden

Rezeptoren NKG2D und NKp30 zusammen.

Andere Arbeiten berichten davon, dass als weiterer wichtiger anti-viraler Mechanismus

auch die Bildung von IFN-y gestort ist 109-111_ Dije unterschiedlichen Befunde zu einer

veranderten Degranulation wurden auf eine erhohte Expression aktivierender
11



Einleitung

Rezeptoren wie NKG2C, NKp44, NKp46 und NKp30 zurlickgefihrt 108,109,112,113
Vor allem der NKG2D-Signalweg wird fur die Abwehr des HC-Virus von einigen
Gruppen als bedeutungsvoll bewertet. Allerdings sind die Berichte zu den
Beobachtungen des Phéanotyps hierbei am widersprichlichsten: sie reichen von

unveranderter, erhohter, bis zu verringerter NKG2D-Expression 108112114,

Zahlreiche Zytokine wurden als bedeutsam fir eine NK-Zell-Aktivierung und die NK-
Zell-Funktion bewertet. Besonderes Interesse erlangte dabei das Typ Il Interferon
IL28B (IFNA3), weil ein Polymorphismus nahe des IL28B-Genlocus (rs12979860) als
wichtiger Wirtsfaktor fur eine spontane Eliminierung des HC Virus identifiziert wurde
115 Dieser Befund wurde nachfolgend genutzt, um den Erfolg einer Interferon-Therapie
bei Hepatitis C vorauszusagen 115116 Allerdings konnte kuirzlich gezeigt werden, dass
sich der Krankheitsverlauf noch besser durch die Kombination des IL28B-Genotyps
mit dem HLA-C-Typ abschatzen lasst /. Interessanterweise scheint bei der HCV-
Infektion der 1L28B-Polymorphismus mit der NK-Zell-Funktion verknlpft zu sein. Die
Analyse chronisch HCV/HIV(+) Patienten ergab eine Assoziation des fur die
Ausheilung unvorteilhaften Genotyps (CT bzw. TT) mit einer beeintrachtigten NK-Zell-

Funktion 118,

12
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2.3.3 NK-Zellen und Fibrose

Neben dem Schutz vor Pathogenen und transformierten Zellen geben Versuche im
Mausmodell Hinweise darauf, dass NK-Zellen anti-fibrotisches Potential besitzen
119120 |n  Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte bei Mausen mit
dysfunktionalen NK-Zellen eine schnellere Progression zur Fibrose beobachtet werden
121 In diesen Experimenten korrelierte die NK-Zell-Aktivitat mit dem Grad der HCV-
assoziierten Leberfibrose 122, Nach Aktivierung Gber NKG2D konnen NK-Zellen in
aktivierten hepatischen Sternzellen Uber TRAIL Apoptose induzieren 1?0, HSC
exprimieren nach Ubergang in den aktivierten Zustand verstarkt MICA (NKG2D-
Ligand) und den TRAIL-Rezeptor auf ihrer Oberflache. Dadurch werden aktivierte HSC
gegeniiber einer Lyse durch NK-Zellen vermehrt suszeptibel 123124, Derart wird das
Ausmald der Fibrose in der Leber begrenzt. Ist die Funktion von NK-Zellen gestort,
resultiert vermehrt Fibrose. Von NK-Zellen sezerniertes IFN-y tragt ferner zur direkten
Hemmung der HSC-Aktivierung bei 119125,

Die Relevanz dieser Befunde fur den Menschen konnte durch unsere Gruppe
nachgewiesen werden %6, Wir konnten zeigen, dass NK-Zellen HCV-positiver
Patienten auch in aktivierten humanen HSC effektiv Apoptose induzieren konnen. Die
Apoptose-Induktion war kontaktabhangig und wurde durch TRAIL, NKG2D und FasL
vermittelt. Dabei war besonders bemerkenswert, dass eine inverse Korrelation

zwischen der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitdt und dem Fibrosestadium vorlag.
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3 Losliche Komponenten der angeborenen Immunitat

Das menschliche Immunsystem hat unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um
sich vor eindringenden Pathogenen, wie Viren, zu schitzen. Hierbei unterscheidet
man zwischen der angeborenen, unspezifischen und der adaptiven, spezifischen
Immunitdt. Neben I6slichen  Faktoren wie  Zytokinen/Chemokinen  und
Komplementfaktoren umfasst die unspezifische Abwehr auch Zellen wie Makrophagen
oder Naturliche Killer-Zellen, die in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht werden.
Bei der adaptiven Immunabwehr existieren analog zellulare (B- und T-Zellen) und
humorale (Antikorper) Komponenten. Die Effektormechanismen von angeborener und

erworbener Immunitat sind miteinander vernetzt.

Beim Eintritt von Viren in den menschlichen Organismus greift als erster
Abwehrmechanismus die angeborene Immunitat. Dabei sind Interferone (IFN) die
Schlusselzytokine, welche die Zellen in einen anti-viralen Status versetzen und zur
Aktivierung und Regulation der zellularen Komponenten, wie NK-Zellen, fiihren. Der
toll-like Rezeptor (TLR) abhangige und der RIG-I/MDA5-Signalweg stellen die
Haupterkennungsmechanismen viraler Nukleinsduren dar und fihren zur Induktion
von Typ | (IFN-a, -B) und Typ I (IFN-A1-3) IFN 127-130,

Trotz effizienter Abwehrmechanismen sind einige Viren (wie HCV und HIV) in der
Lage, eine chronische Infektion zu etablieren, indem sie die Immunantwort unterlaufen.
Dafur haben diese Viren verschiedene Mechanismen entwickelt, die allerdings bisher
nur teilweise verstanden sind. Es existieren jedoch Hinweise, dass auch eine

Hemmung der Aktivitat Natlrlicher Killer-Zellen hierbei von Bedeutung  ist 1317133,

3.1 Zytokine und Chemokine

Zytokine sind als humorale Faktoren auch fir die angeborene Immunitat essentiell. Die
von unterschiedlichen Zellen auf Aktivierung hin sezernierten Polypeptide wirken als
Mediatoren in vielfaltiger Weise auf weitere Zellen mit geeigneten Rezeptoren. Zu
ihnen zahlen beispielsweise Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren,
Wachstumsfaktoren und Chemokine. Neben IFN-y ist das als T-Zell-Wachstumsfaktor
beschriebene Interleukin-2 (IL-2) ein wichtiges Zytokin fur die vorliegende Arbeit. I1L-2
wird hauptsachlich von CD4(+) T-Zellen, in geringerem Maf3e auch von CD8(+) T-
Zellen, sezerniert und wirkt vornehmlich autokrin. Darliber hinaus beeinflusst es B-
14
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Zellen und NK-Zellen. Auf Letztere hat es proliferative und aktivierende Wirkung,
wodurch sich das zytolytische Potential verstarkt 134135 Aktivierte Dendritische Zellen,
NK-Zellen, sowie NKT-Zellen scheinen auch zu einer IL-2-Produktion fahig zu sein,

deren biologische Relevanz aber noch unklar ist 136-138,

Chemokine stellen eine Familie kleiner, chemotaktisch aktiver Zytokine dar. Sie
regulieren Uber Gradienten die gerichtet Migration von Leukozyten, indem sie an G-
Protein-gekoppelte transmembrane Chemokin-Rezeptoren binden. Neben wichtigen
Funktionen waéhrend Inflammation und Abwehr haben sie Bedeutung bei der
Regulation der Embryonalentwicklung, Angiogenese, Lymphozytenwanderung,
Wundheilung und Hamatopoese '3°. Abhangig von der Position der beiden N-
terminalen Cysteinreste lassen sich Chemokin-Rezeptoren in 4 Subfamilien
unterteilen. Der fir diese Arbeit relevante Chemokin-Rezeptor CXCR3, Mitglied der
CXC-Familie, wurde in Bezug auf die Leukozyten-Migration in die Leber bisher

hauptsachlich auf T-Zellen untersucht 140:141,

Die akute und chronische HCV-Infektion sind mit der Rekrutierung diverser Subtypen
von Immunzellen ins Leberparenchym assoziiert. Dieser inflammatorische Prozess ist
essentiell fur die Suppression der viralen Replikation, kann andererseits jedoch zur
Ausbildung einer nekroinflammatorischen Leberschadigung und zum Fortschreiten der

Entziindung in Richtung Fibrose flihren 1427144,

CXCRa3 ist in die Rekrutierung aktivierter Lymphozyten in die inflammatorische Leber
involviert und spielt bei der HCV-Infektion eine Schlisselrolle fir die Regulation der
Rekrutierung von Immunzellen in die Leber. Es wurde gezeigt, dass die intra-
hepatischen mRNA-Spiegel der CXCR3-assoziierten Chemokine CXCL9 (Mig,
monokine induced by IFN-y), CXCL10 (IP-10, IFN-y-inducible protein 10) und CXCL11
(I-TAC, interferon-inducible T cell a-chemoattractant) bei HCV(+) Patienten mit
fortgeschrittener Nekroinflammation und Fibrose signifikant hoéher sind. Dariber
hinaus sind die Liganden bei HCV(+) Patienten im Vergleich mit Gesunden extra- und
intra-hepatisch  Uberexprimiert 145-147. Zudem scheinen CXCR3-exprimierende
Lymphozyten im Leberparenchym von Patienten mit HCV-Infektion  vorzuherrschen
148,149 Es wird diskutiert, ob Chemokine die Progression des fibrotischen Umbaus

direkt unterstutzen 19,
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Beispielsweise wurde in verschiedenen Studien bei der HCV-Infektion fir CXCR3
gezeigt, dass erhohte intra-hepatische mRNA- und Plasma-Spiegel des CXCRS3-
Liganden CXCL10 einen negativen Pradiktor fur das Therapie-Ansprechen darstellen
und direkt mit dem Fibrose-Stadium assoziiert sind 146:147.151.152 " Djeser scheinbare
Widerspruch kann zum Teil dadurch erklart werden, dass CXCL10 via DDP4
(Dipeptidylpeptidase 1V) durch N-terminale Trunkierung in eine dominant negative
(antagonistische) Variante des Proteins verwandelt wird %3, Bei HCV-Patienten lag
eine gesteigerte DDP4-Aktivitat vor %%, Zudem dominierte im Plasma derjenigen
chronisch HCV-Infizierten, die nicht erfolgreich auf eine Therapie ansprachen, die
trunkierte CXCL10-Form. Wie Casrouge und Kollegen beobachteten, ist diese
verkirzte CXCL10-Form zwar noch zur Bindung an den Rezeptor CXCR3 fahig,
induziert jedoch keine Aktivierung und Signaltransduktion 5. Daraufhin erfolgt nur

eine begrenzte Migration von CXCR3(+) Lymphozyten in Richtung des Gradienten.

Typ Il Interferone induzieren sehr effektiv die Chemokine CXCL9 und CXCL10 16,
Zudem ist CXCR3 eng an Tw1 Immunantworten gekoppelt 157. Daher kdnnte CXCR3
die Rekrutierung von Twi Effektorzellen in die entziindete Leber unterstiitzen. Diese
Zellen generieren einerseits eine anti-virale Immunantwort, fihren andererseits
womaoglich zur Schadigung des Lebergewebes 158, Nach der Infektion mit HCV konnte
ein deutlicher Anstieg in der Expression von Typ | und Il Interferon-regulierten Genen

nachgewiesen werden 159160,
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4  Zielsetzung der Arbeit

Naturliche Killer (NK)-Zellen sind als wesentlicher Bestandteil der angeborenen
Immunitat von zentraler Bedeutung. Mittlerweile werden NK-Zellen als komplexe,
heterogene Lymphozyten-Population angesehen und es wird versucht, verschiedene
Subpopulationen anhand phanotypischer und funktioneller  Kriterien zu
charakterisieren. Einheitliche Standards zur Definition spezifischer Subtypen fehlen
bisher. Die Funktion von NK-Zellen wird durch eine Vielzahl aktivierender und
inhibierender Rezeptoren reguliert. Daneben scheinen ko-stimulatorische Molekiile
deren Funktion direkt oder indirekt zu modulieren. Es existieren Hinweise, dass die
Stimulation von NK-Zellen tiber CD27 in die Immunantwort von NK-Zellen involviert ist.
Da NK-Zellen eine bedeutende Rolle in der friihen Kontrolle viraler Infektionen spielen,
erscheint CD27 im Kontext der HCV-Infektion interessant. Daher sollte im ersten Tell
der vorliegenden Arbeit Uberprift werden, ob sich anhand der Expression des ko-
stimulatorischen  Molekils CD27 unterschiedliche NK-Zell-Subpopulationen
unterteilen lassen. Weiterhin sollte der Einfluss der Ko-Stimulation auf die Funktion
dieser Zellen untersucht und ihre Bedeutung im Zusammenhang mit einer HCV-

Infektion geklart werden.

Epidemiologische und funktionelle Daten deuten stark darauf hin, dass NK-Zellen den
natirlichen Verlauf einer HCV-Infektion beeinflussen. Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind jedoch bisher nicht komplett verstanden. Da fir murine NK-Zellen
eine anti-fibrotische Aktivitat nachgewiesen wurde, ist dies auch fur den Menschen
denkbar. Die hepatische Infiltration mit immunkompetenten Zellen gilt als ein
histologisches  Kennzeichen der HCV-Infektion. Die damit verbundene
Entzindungsreaktion wird als entscheidender Faktor bei der Immunpathogenese der
Infektion betrachtet. Hierbei sind Chemokine entscheidend an der Rekrutierung von
Lymphozyten in die Leber beteiligt. Bei der HCV-Infektion scheinen der Chemokin-
Rezeptor CXCR3 und seine Liganden bezlglich der Leberschadigung von Bedeutung
zu sein. Die Vermutung, dass CXCR3-exprimierende NK-Zellen eine Rolle bei der
HCV-assoziierten Leberschadigung spielen, sollte im zweiten Teil der Arbeit tGberpruft
werden. Dazu sollte analysiert werden, inwieweit die Expression von CXCR3
abgrenzbare distinkte NK-Zell-Subpopulationen charakterisiert. Ferner sollte die
Bedeutung dieser Zellen fur den Verlauf einer chronischen HCV-Infektion und der
17
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damit assoziierten Leberfibrose durch Untersuchungen der anti-fibrotischen Aktivitat

bestimmt werden.

18



Material

1 Gerate

Material

Autoklav

COz2 Inkubator
Durchflusszytometer FacsCalibur
Durchflusszytometer FacsCanto II
Feinwaage BP 61

Inverses Lichtmikroskop Typ DMI
Kihlzentrifuge
LightCycler™-Instrument
MACS-Separator Vario
Mikroplattenleser Sunrise®
Mikrozentrifuge

Multipette® plus

Pipetten (10 pl, 200 pl, 200 pl, 1000 pl)

Plattenschiittler Typ MTS 2
Sterilbank BSB4A

Sterilisator Typ F-60
Tischzentrifuge Biofuge 13
Vortexer Vibrofix VF1
Einfrierbox ,Mr. Frosty*
Mikroplattenleser Infinite® M200
Zellsorter FACSAria lll

Nanodrop

Tuttnauer, Wesel

Forma Scientific, Frankfurt a.M.
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Sartorius, Goéttingen

Leitz, KOIn

Beckman Coulter, Minchen
Roche, Mannheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Perkin Elmer, Mannedorf, Schweiz
Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
IKA-Labortechnik, Staufen

Flow Laboratories, Meckenheim
Dr. Grul3 KG, Neuss

Haereus, Osterode
IKA-Labortechnik, Staufen
Nalgene, Schwerte

Tecan, Mannedorf, Schweiz
BD, Heidelberg

PEQLAB, Erlangen
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Verbrauchsmaterial

Material

Auslaufpipetten (5, 10, 25ml)
Chirurgische Einmal-Skalpelle
Deckglaser
Einmalfiltrationsgerate
Einweg-Handschuhe

Transwell® 6,5mm; 3,0 um Poren
MACS-R06hrchen

MACS-Saulen

LumiNunc-Platte, 96-well
Light-Cycler™ Kapillaren
Neubauer-Zahlkammer

Parafilm®

Pasteurpipetten
Polypropylen-Réhrchen (15, 50 ml)
Polystyren-FACS-R6hrchen
ReaktionsgefalRe (1,5ml)
S-Monovette fir Heparinblut (9ml)
Wattestabchen

Zellkulturflaschen (25, 75cm?)
Zellkulturplatten (24, 48, 96-Loch)
Zellsieb (100um)

Kryoréhrchen (2ml)

Greiner-Bio One, Frickenhausen
B. Braun, Melsungen

Menzel, Braunschweig

Nunc, Wiesbaden

Ansell, Brussel, Belgien
Corning, Amsterdam, Niederlande
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
ThermoFisher Scientific, Schwerte
Roche, Mannheim

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim,

Brand, Wertheim

Greiner-Bio One, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

LIDL, Neckarsulm

Greiner-Bio One, Frickenhausen
Greiner-Bio One, Frickenhausen
BD, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht
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Material

Reagenzien

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Accutase

Ampuwa (steriles Aqua dest.)
Bovines Serumalbumin (BSA)
CellFix™ Fixierlosung
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol, absolut

Fotales Kalberserum

Harnstoff

HCV Core Protein (rekombinant)
fusioniert mit B-Galaktosidase

HCV NS3 Protein (rekombinant)
aa 1450 - 1643, fusioniert mit
[3-Galaktosidase

Lipopolysaccharid (LPS)

Paraformaldehyd (PFA)

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

Peptidoglykan (PGN)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) pH
7,4

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
Trypanblau

Trypsin EDTA

Primer (Echtzeit-PCR)

Steady-Glo® Luciferase Assay System
Ficoll-Separationsmedium
Erythrozyten-Lysepuffer
Nicht-essenzielle Aminosauren (NEA)
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Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Coélbe

Fresenius, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fitzgerald, Acton, USA

Fitzgerald, Acton, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
PAA, Colbe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Apotheke des Universitatsklinikums

Bonn
PAA, Colbe

Merck, Darmstadt
PAA, Coélbe

TIB Molbiol, Berlin
Promega, Mannheim
PAA, Colbe

BD, Heidelberg

Biochrom, Berlin



G418 (Geneticin)

Material

Brefeldin A aus Penicillium brefeldianum

Golgi Stop
Blasticidin

EDTA
Hyaluronsaure (HA)

Sternzell-Medium & -Zusatze
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PAA, Cdlbe

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD, Heidelberg

PAA, Colbe

PAA, Colbe

SERO TECH, Dusseldorf
ScienCell, Carlsbad, CA, USA



4  AntikOrper

Antikorper

Anti-2B4 PE
Anti-CD107a PE
Anti-CD127 PE
Anti-CD158b FITC
Anti-CD16 PerCP
Anti-CD27 (aktivierend)
Anti-CD27 PE
Anti-CD3 APC/Cy7
Anti-CD3 PerCP
Anti-CD45 Brilliant Violet
Anti-CD48 PE
Anti-CD56 APC
Anti-CD56 APC
Anti-CD62L PE
Anti-CD70 (blockierend)
Anti-CD70 PE
Anti-CD94

Anti-CRACC PE

Anti-CXCR3 FITC

Material

Klon

H4A3

HIL-7R-M21

CH-L

3G8

0323

0323

UCHT-1

SK7

HI30

394607

B159

HCD56

DREG-56

BU 69

113-16

131412

235614

49801
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Isotyp
Ziege, lgG
Maus, 1gGik
Maus IgG1
Maus, 1gG2skK
Maus IgG1
Maus, IgGik
Maus IgG1
Maus IgG1
Maus IgGik
Maus, 1gGiK
Maus, 1gGzs
Maus, 1gGik
Maus 1gG1
Maus, 1gGiK
Maus IgG1
Maus IgG1
Maus IgG1
Maus 1gGaa

Maus IgG1

Hersteller
R&D, Wiesbaden
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Biolegend, San Diego,
USA

Biolegend, San Diego,
USA

Biolegend, San Diego,
USA

Biolegend, San Diego,
USA

Biolegend, San Diego,
USA

Biolegend, San Diego,
USA

R&D, Wiesbaden

BD, Heidelberg

Biolegend, San Diego,
USA

BD, Heidelberg

Abcam, Cambridge, USA

Biolegend, San Diego,
USA

R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden



Anti-IFN-y (blockierend)
Anti-INF-y PE
Anti-NKG2A PE
Anti-NKG2D (blockierend)
Anti-NKG2D PE
Anti-NKp30 PE
Anti-NKp46 PE
Anti-NTBA PE
Isotyp-Kontrolle FITC
Isotyp-Kontrolle FITC
Isotyp-Kontrolle PE

Isotyp-Kontrolle PE

Material

NIB42

25723

131411

149810

149810

210845

195314

292811

MOPC-21

11711

MOPC-21

133303
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Maus IgG1
Maus, 1gGzs
Maus 1gG2a
Maus 1gG1
Maus IgG1
Maus 1gG2a
Maus, 1gGzs
Maus IgG2aa
Maus, IgGik
Maus IgG1
Maus, IgGik

Maus, 1gGzs

Biolegend, San Diego,
USA

R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

Biolegend, San Diego,
USA

R&D, Wiesbaden

Biolegend, San Diego,
USA

R&D, Wiesbaden



Material

5 Zytokine
Rekombinantes humanes IL-2 R&D Systems, Minneapolis, USA
Rekombinantes humanes IL-12 R&D Systems, Minneapolis, USA
Rekombinantes humanes IL-15 R&D Systems, Minneapolis, USA
Rekombinantes humanes CXCL10 PromoKine, Heidelberg
Rekombinantes humanes CCL5 PromoKine, Heidelberg
6 Kits
NK cell Isolation Kit Il Miltenyi, Bergisch Gladbach
Monocyte Isolation Kit Il Miltenyi, Bergisch Gladbach
Human IP-10 ELISA Kit Ray Biotech, Norcross, USA
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden
QuantiTec Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden
Cytofix/Cytoperm Permeabilization ™ BD, Heidelberg

7  Zelllinien und priméare Zellen

HUH7 A2Repiikon humane transfizierte Hepatomzelllinie,
V. Lohmann, R. Bartenschlager, Heidelberg

K562 humane Leukamie-Zelllinie; generiert aus Patientin
mit chronisch myeloischer Leukamie
(Blastenstadium) ATCC CCL-243

Primare HSC primare aktivierte humane hepatische Sternzellen,
ScienCell, Carlsbad, CA, USA
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8 Puffer und Medien

MACS-Puffer
PBS

0,5% BSA

2 mM EDTA

Pufferkontrolle fir NS3/Core-Stimulation

Aqua dest.

8 M Harnstoff

20 mM Tris-HCI pH 8.0

10 mM [3-Mercaptoethanol

Erythrozyten-Lysepuffer (10x)

1l Aqua dest.

89,9 g NH4CL

10,0 g KHCOs3

0,37g Tetra Sodium EDTA
pH 7.3

Medium fur primére Zellen

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
10% FCS

10U/ml Penicillin

10pg/ml Streptomycin
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Medium fir HUH7A2Replikon Zellen
DMEM high Glucose 4.5¢/I

10% FCS

10U/ml Penicillin

10pg/ml Streptomycin

1% NEA (nicht-essenzielle Aminosauren)
1mg/ml Geneticin
3u/ml Blasticidin

Medium fir K562 Zellen

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
10% FCS

10U/ml Penicillin

10pg/ml Streptomycin

Monozyten-Medium

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
5% FCS

10U/ml Penicillin

10pg/ml Streptomycin

Medium fir primare Hepatozyten

Sternzell-Basalmedium

2% FCS

1% Wachstumsfaktoren-Zusatz
10U/ml Penicillin

10pg/ml Streptomycin

Einfriermedium

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
10% FCS

10% DMSO
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9 Untersuchungsmaterial

Fur die phanotypischen und funktionellen Untersuchungen peripherer NK-Zellen
wurden 20-30ml heparinisiertes Vollblut durch die Hepatologische Spezialambulanz,
die Gastroenterologische Ambulanz und die Immunologische Ambulanz der
Medizinischen Klinik | des Universitatsklinikums Bonn zur Verfigung gestellt. Zudem
wurde Vollblut aus der ,Praxis am Ebertplatz® in Kéln bezogen. Zur Analyse intra-
hepatischer NK-Zellen standen nicht benotigte Anteile von routinemallig an der
Medizinischen Klinik | durchgefuhrten Leberbiopsien zur Verfigung. Von allen in der
Arbeit eingeschlossenen Patienten wurde zuvor eine Einverstandniserklarung tber die
Verwendung des Materials zu wissenschaftlichen Versuchszwecken unterschrieben.
Alle Studien sind von der Ethikkommission der Universitat Bonn bewilligt worden.

Die detaillierte Patientencharakteristik ist den Tabellen zu entnehmen. Zu Tabelle 1 ist
anzumerken, dass alle Patienten mit HIV/akuter HCV-Ko-Infektion zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses mindestens ein Jahr lang mit einer HAART behandelt wurden.
Aufgrund der erhaltenen Immunkompetenz konnte in diesen Patienten modellhaft eine
akute HCV-Infektion untersucht werden. Tabelle 2 beinhaltet die Daten aller Patienten
mit chronischer Hepatitis C-Infektion, von denen Blut- sowie Lebergewebe-Proben zur

Verfligung standen.
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Tabelle 1: Patientencharakteristik CD27

HIV(+) | aHCV(+) HIV(+) | cHCV(+) HIV(+) Gesunde Kontrollen
akut -> spontan akut > chronisch
ausgeheilt
Anzahl 12 18 11 7 11
Mannliches Geschlecht ™ 12 {100%) 18 {100%) 10 {91%) 5 (71%) 5 (46%)
Alter (Jahre} ™ 387 (31-50) 41.6 (27 — 52) 46.2 (38 - 58) 46.9 (34 - 58) 30.8 (21 -52)
Risikofaktoren
MSM =T 11 [92%) 14 (78%) 4 (36%) 5 (71%) -
Andere/Unbekannt ® 1 (8%) 4 (22%) T (64%) 2 (259%) -
Klinische Daten
ALT (U™ 784 (23 - 3208) T36 (26 — 3644) T4 (4-181) 26 (16 — 40) n.a
AST (UM 501 (16 — 1638) 424 (24 — 2008) 51 (20— 102) 19 (16 — 24) n.a
HIV-Status
HIV-Last (Kopien/mi) = Al = h0 = Al = Al -
CD4 Zellen /pl ® 646 (358 — 873) 698 (300 -1377) 624 (354 - 1151) 751 (421 - 1189) na
CD28 Zellen /pl® 1270 (407 — 1794) 1178 (220 - 2775) 1087 (254 —2249) | 1011 (366 — 1574) n.a
HAART® 12 (100%) 18 (100%) 11 (100%) 7 (100%]) -
Fl-basiart™ 10 (83.3%) 14 [77.8%) T (63.6%) 3(42.9%) -
Micht Pl-basiert ™ 2 (16.7%) 4(22.2%) 4 (36.4%) 4(57.1%) -
HCV-Status
HCV-Last (x10F Kopien/ml} ™ 148 (=0.1—89) 14.5 (=0.1 - 68) 4.9 (04— 28) - -
HCV-Genotypen: - -
Genotyp 1% 7 (5B%) 13 (7T2%) 9 (82%) - -
Genotyp 2 - - B - -
Genotyp 3 - E N - -
Genotyp 4 ¥ - 4 (22%) 2 (158%) - -
Unbestimmiter Genotyp * 5 (42%) 11(6%) - - -

Tabelle 2: Patientencharakteristik CXCR3

HCW RNA(+) Gesunde Kontrollen
Anzahl a7 27
Weibliches Geschlecht® 16 (28 1%) 13 (48 1%)
Alter {Jahre)®) 4695 (17 -72) 291 (22 - 49)
Klinische Daten
ALT AR 96.2 (13 - 384) na.®
y-GT 142921 -957) na.s
HCV-Status -

HCW-Last (x108 Kopien/ml) ¥

52(na.—233)

HCV-Genotypen:

Genotyp 19

29 (50 9%)

Genotyp 29 3(5.3%) -
Genotyp 39 8(14.0%) -
Genotyp 4 2 4(7.0%) -

Unbestimmter Genotyp =

13(228%)

a Anzahl der Falle (Anzahl / Gesamtmenge in %)

b) Mittelwert (Wertebereich)

© n.a. — nicht analysiert

9 MSM (men who have sex with men)

€) Viruslast unterhalb des Detektionslimits von 50 Kopien/ml
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Methoden

1  Zellkultur und zellbiologische Methoden

1.1 Kultivierung der HUH7 A2gepiikon Zelllinie

In der vorliegenden Arbeit wurde die HUH7 AZ2repikon Zelllinie (im Weiteren
HUH7replikon) verwendet, welche sich autonom replizierende subgenomische HCV
RNA enthalt. Neben einem Resistenzgen fir Neomycin (G418) codiert das Replikon
auch fur die Nicht-Struktur-Proteine NS3-NS5B. Zusatzlich ist ein Luciferase-Gen
vorhanden, mit dessen Hilfe eine direkte sensitive Quantifizierung der HCV RNA-

Replikation moglich ist 161162,

Die Zelllinie wurde freundlicherweise von V. Lohmann und R. Bartenschlager (Institut
fur Molekulare Virologie, Heidelberg) zur Verfigung gestellt. Hierbei handelt es sich
um adhérente Zellen, die in DMEM mit 10% f6talem Kélberserum (FCS), 1%
Penicillin/Streptomycin, 1% nicht essentiellen Aminosduren (NEA), sowie den
Antibiotika G418 (1mg/ml) und Blasticidin (3ug/ml) kultiviert wurden. Huh7repiikon Zellen
wurden zwei Mal wochentlich passagiert. Dabei wurden sie mit Accutase geldst und in

einer Verdiinnung von 1:4 neu ausgesat.

1.2 Kultivierung der K562 Zelllinie

Die MHC-I defiziente K562 Zelllinie wurde in RPMI 1640 Medium mit 10%FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Zur Passage der Suspensionszellen wurde 1ml der
Zellsuspension in eine neue Kulturflasche mit 25ml frischem Medium Uberfuhrt. Alle

Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (Laminar Flow) durchgefihrt.

1.3 Kultivierung primérer Zellen

Isolierte primare aktivierte humane hepatische Sternzellen wurden 2-4 Passagen in
definiertem Sternzellmedium (StemCell) mit 2% FCS, 1% Sternzellwachstumszusatz,
10U/ml Penicillin und 10pg/ml Streptomycin bei 5%CO2 und 37°C im Brutschrank
kultiviert und bis zum Gebrauch kryokonserviert. Die HSC wurden 2 Tage vor

Versuchsbeginn aufgetaut und in Kultur genommen.

Zur Kurzzeit-Kultivierung isolierter NK-Zellen wurden diese in einer Konzentration von

1x10% Zellen/ml in RPMI 1640 Medium / 10%FCS / 1%P/S bei 37°C Uber Nacht unter
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Zugabe von 25U/ml IL-2 (soweit nicht anders im Text angegeben) im Brutschrank
kultiviert. Monozyten wurden in RPMI 1640 / 5% FCS / 1%P/S kultiviert.

1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte lichtmikroskopisch anhand einer Neubauer-
Zahlkammer. Hierbei handelt es sich um einen Objekttrager, auf den 4 GrofRquadrate
(wiederum unterteilt in 16 Kleinquadrate) mit jeweils einer Flache vom 1mm?2und einer
Kammertiefe von 0,1mm eingraviert sind. Das somit vorliegende Kammervolumen
innerhalb eines Grol3quadrates betragt 0,1ul. Zum Ausschluss toter Zellen aus der
Zahlung wird die Zellsuspension mit einer Trypanblau-L6sung (0,025% (w/v) in Aqua
dest.) angefarbt. Hierbei kann der Farbstoff nur das Zytoplasma jener Zellen blau
anfarben, die aufgrund einer nicht mehr intakten Zellmembran daftir durchlassig
geworden sind. Aus dem Volumen eines Grof3quadrates unter Berucksichtigung des
Verdunnungsfaktors ergibt sich zur Berechnung der Zellkonzentration folgende

Formel:

Zellzahl/ul = Zellzahl in einem Grol3quadrat x Verduinnungsfaktor x 10.
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2 Immunologische und molekularbiologische Methoden
2.1 Zellisolation

2.1.1 Isolation peripherer Blutlymphozyten durch Ficoll-Dichtegradienten-

Zentrifugation nach Boyum

Periphere mononukleére Blutzellen (PBMC) wurden aus frischem, heparinisiertem Blut
mittels der von Béyum entwickelten Methode separiert 183, Hierbei erfolgt durch
Dichtegradientenzentrifugation die Trennung der Blutbestandteile aufgrund ihrer
Grof3e und Dichte. Das stark verzweigte synthetische Polymer Ficoll aus Saccharose
und Epichlorhydrin dient dabei als Gradientenbildner. Nachdem die Ficoll-Lésung mit
verdinntem antikoaguliertem Blut tGiberschichtet und anschlie3end zentrifugiert wurde,
befinden sich Lymphoyzyten und Monozyten in der milchigen Interphaseschicht am
Grenzbereich zur Ficoll-Losung. Wahrend Erythrozyten und Granulozyten am Boden
pelletieren, sammeln sich Serum und Thrombozyten im Uberstand. Mit einer
Pasteurpipette kann daraufhin die mit PBMC angereicherte Interphaseschicht

vorsichtig abgenommen werden.

Durchfiihrung

» antikoaguliertes Blut 1:2 mit PBS verdiinnen

* 15ml Ficoll-Losung in 50ml Falcon vorlegen

» vorsichtig mit verdinntem Blut tGberschichten

» Zentrifugation bei 2400 U/min ftr 20min ohne Bremse

* PBMC enthaltende Interphase mit Pasteurpipette abnehmen
« Uberfuihren in ein 15ml Falcon und mit PBS waschen

e Zentrifugation bei 1750 U/min ftr 20min

« Uberstand verwerfen

» Zellpellet in PBS resuspendieren und auf 15ml auffillen

» Zentrifugation bei 1350u/min
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» Uberstand verwerfen
o Zellpellet in PBS resuspendieren

* Bestimmung der Zellzahl

2.1.2 Immunmagnetische Isolation von Naturlichen Killer-Zellen und

Monozyten

Aus PBMC von Patienten und gesunden Probanden wurden Natirliche Killer-Zellen
und Monozyten mittels immunmagnetischer Separation gewonnen. Bestimmte
Zellpopulationen kdnnen auf diese Weise durch Bindung an Magnetpartikel aus einer
heterogenen Zellsuspension isoliert werden. Dabei erfolgt die Markierung der Zellen
Uber biotinylierte Antikdrper, welche spezifische Oberflachenproteine der Zielzellen
erkennen. Mit Hilfe eines magnetisch aktiven Sekundarantikorpers, der sich spezifisch
gegen Biotin richtet, werden Antigen-Antikérper-Komplexe magnetisch detektierbar.
Wird die Zellsuspension in einer Séule anschlieend einem Magnetfeld ausgesetzt,
bleiben so die magnetisch markierten Zellen haften, wahrend unmarkierte Zellen als
Eluat die Saule passieren. Es lassen sich zwei Arten der Zellseparation unterscheiden:
die Positiv-Isolation, bei der die zu isolierende Zellpopulation mit spezifisch gegen
definierte Oberflichenmolekile gerichtete Antikbrper markiert und von den
durchflieRenden unmarkierten Zellen separiert wird und die Negativ-Selektion, bei der
alle unerwiinschten Zellen durch ein Antikérpergemisch markiert und somit in der

Séaule zurlickgehalten werden und sich die Zielpopulation im Eluat findet.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliel3lich Negativselektionen mit Kits der Firma

Miltenyi entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt.
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2.1.3 Isolation von CXCR3(+) / (-) und CD27(+) / (-) NK-Zell-Subpopulationen

Durch Negativ-Selektion gewonnene NK-Zellen gesunder Spender wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD56 und CXCR3 bzw. CD27 gefarbt und
in der Flow Cytometry Core Facility, Institut fir Molekulare Medizin, Bonn am
FACSAria Il Cell Sorter (BD) hinsichtlich einfach- und doppelt-positiver Fluoreszenz
sortiert. Die NK-Subpopulationen wurden in Kulturmedium aufgefangen, mit IL-2
stimuliert und direkt im Anschluss in weiterfihrenden Experimenten eingesetzt oder

Uber Nacht im Brutschrank aufbewahrt.

2.2  Generierung von Monozyten-Uberstanden

Um zu untersuchen, ob die Sekretion von CXCL10 in humanen Monozyten durch HCV-
Proteine induziert werden kann, wurden diese in einer Konzentration von 5x10° /ml in
Medium aufgenommen und in eine 24-well Platte pipettiert. Die Stimulation der

Monozyten erfolgte mit:
» HCV Core 3ug/ml
« HCV NS3 S5ug/ml
* Peptidoglykan lpg/mi

fur 24h im Brutschrank. Als Negativkontrolle wurde Medium, versetzt mit dem Puffer,
in dem HCV Core und HCV NS3 geldst vorlagen, eingesetzt. Im Anschluss an die
Inkubation wurde der Uberstand in 200pl-Aliquots abgenommen und fiir weitere
Bestimmungen bei -20°C eingefroren. Monozyten-Uberstande wurden im CXCL10-

ELISA und im Migrations-Assay eingesetzt.

2.3 Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Der ELISA stellt eine sehr sensitive immunbiologische Nachweismethode dar, die den
guantitativen Nachweis von Antigenen Uuber eine enzymatische Farbreaktion

ermaglicht.

In dieser Arbeit wurde ein sogenannter ,Sandwich” ELISA verwendet, um den CXCRS3-
Liganden CXCL10 im Uberstand stimulierter Monozyten nachzuweisen. Dazu wird ein

CXCL10-spezifischer Antikdrper (Priméarantikorper) auf einer Mikrotiterplatte
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immobilisiert. Durch Zugabe einer Probe, welche das zu untersuchende Protein
enthélt, kann dieses vom Primarantikérper gebunden werden. Wird ein weiterer
Antikdrper (Sekundarantikoérper) hinzugefigt, der gleichermal3en gegen das Antigen
gerichtet, dartber hinaus zusatzlich an Biotin gekoppelt ist, kann der Nachweis
ausgebildeter Antigen-Antikdrper-Komplexe erfolgen. Dazu wird dem Ansatz das
Enzym Peroxidase beigefligt, das an Streptavidin gekoppelt ist. Letzteres bindet an
den Biotinrest des Sekundarantikorpers. Die Zugabe des Enzymsubstrates resultiert
nach Ablauf der enzymatischen Reaktion in einem Farbumschlag, dessen
Lichtabsorption bei 450nm gemessen wird und mit der Menge gebundenen CXCL10
korreliert. Parallel zu den Probenansatzen wird eine Verdinnungsreihe des Proteins
in bekannter Konzentration (Standard) mitgefuhrt. Durch Vergleich der Extinktionen
der Standardreihe kann die Menge an Protein im Probengemisch bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde ein Human IP-10 ELISA Kit der Firma RayBio verwendet. Die

Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Angaben des Herstellers.

2.4 Migrations-Assay

Der Migrations-Assay diente in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der

gerichteten Migration von NK-Zellen entlang eines Zytokingradientens.

Grundlage des Versuches stellt die von Boyden beschriebene Methode dar, bei der
Zellen durch eine porése Membran hindurch in Richtung eines Gradienten wandern
164 7u diesem Zweck wurden Zellkultureinsatze (Transwell) verwendet, welche die
Vertiefungen einer 24-well Mikrotiterplatte in zwei Kammern unterteilen. Auf die porose
Membran wurden 2x10° NK-Zellen in einem Volumen von 100ul ausgesat, denen
durch die 3um groRen Poren eine Passage moglich war. In der unteren Kammer
befanden sich Uberstande stimulierter Monozyten (s. 1112.2) bzw. PBS mit/ohne
Stimulus (Gesamtvolumen 600ul). Die Migration der NK-Zellen erfolgte in die untere
Kammer hinein. Nach 3.5h wurden die migrierten NK-Zellen aus der unteren Kammer

zur weiteren Analyse mittels Durchflusszytometrie entnommen.
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Als Stimuli wurden eingesetzt:
« Monozyten-Uberstand aus PGN-Stimulation
« Monozyten-Uberstand aus HCV-Core-Stimulation
* rhIL-12 (50nQ)
« CCLS5 (100ng)
« CXCL10 (100 / 600ng)

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde folgende Formel zur Berechnung des
Migrations-Index herangezogen:

MI = Anzahl migrierte Zellen in PBS mit Stimulus / Anzahl migrierte Zellen in PBS ohne

Stimulus.

2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

25.1 Prinzip

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir durchflusszytometrische Messungen das
FacsCanto Il (BD, Heidelberg) genutzt, das eine parallel Analyse von bis zu 8
Fluorophoren zulasst. Methodisch erlaubt die Durchflusszytometrie, viele Zellen in

kurzer Zeit hinsichtlich ihrer Eigenschaften zu analysieren.

Durch einen Flussigkeitsstrom fokussiert, werden die Zellen vereinzelt und
nacheinander an einem Laser vorbeigefihrt. Dabei wird das Licht unterschiedlich stark
gestreut. Die Streuung des Lichtes wird durch die Eigenschaften der Zelle bestimmit,
sodass die Messung des Vorwartsstreulichts (FSC, Forward Scatter) Ruckschlisse
auf die Grol3e und des Seitwartsstreulichts (SSC, Side Scatter) auf die Granularitat der
Zelle zulasst. Zusatzlich ist der Nachweis oberflachlicher und intra-zellularer Antigene
maoglich. Durch Bindung Fluorochrom-gekoppelter Antikérper kdnnen diese ebenfalls
im SSC detektiert werden. Die Intensitat der Fluoreszenz ist dabei abhangig von der
Anzahl der pro Zelle gebundenen Fluoreszenzfarbstoffmolekile. Das fur jedes

Fluorochrom spezifisch emittierte Licht wird auf Detektoren geleitet. Die Signale
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werden verstarkt und letztlich in Daten fir die weitere computergestitzte Auswertung

umgewandelt.

Eine spezielle Form der Durchflusszytometrie stellt das sogenannte Sorten
(Fluorescent Activated Cell Sorting) dar. Hierbei kdbnnen Zellen eines heterogenen
Gemisches aufgrund ihrer Eigenschaften mit Hilfe Fluzoreszenz-markierter Antikorper

voneinander separiert und fur weitere Analysen angereichert werden.

Die Auswertung und graphische Aufarbeitung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der
FlowJo Software (Tristar, Ashland, USA). Ausgewertet wurden durch Setzen von
sogenannten Gates jene Zellen, die ein bestimmtes Molekul exprimieren, angegeben
als Prozent positive Zellen (vgl. Abb. 9). Eine weitere Mdglichkeit stellt die Angabe der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) durch die Software dar, die Riickschlisse auf die
Expressionsdichte eines Molekils einer eingegrenzten Zellpopulation zulédsst. Dazu
wurde der jeweilige Marker anhand des zugehdrigen Isotyp-Antikdrpers (Kontrolle)

nach folgender Formel zum RFI (relative Fluoreszenzintensitat) normiert:

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

2.5.2 Markierung von Zelloberflachenmolekulen

2.5.2.1 Farbung von Oberflachenantigenen primarer Zellen und Zelllinien

Zur phanotypischen Charakterisierung von aufgereinigten PBMC, NK-Zellen oder
Zielzellen wurden 5pl Antikorperlosung (CD3-PerCP 1pl) in einem Probenvolumen von
100ul und einer Zellkonzentration von 108 Zellen/ml eingesetzt. Die Farbung erfolgte
in Polystyren-FACS-R6hrchen fur 25min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zur
Entfernung ungebundener Antikdrper wurde der Ansatz mit PBS gewaschen,
zentrifugiert (1350rpm, 10min) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
100pl Cellfix resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert.

Zur Analyse der intra-hepatischen NK-Zell-Zusammensetzung dienten Leberbiopsien.
Unter Zuhilfenahme eines Zellspatels wurde die Biopsie durch ein Sieb (100um)
gedriickt und die mechanisch vereinzelten Zellen in PBS gewaschen (1350rpm,
10min). Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog der zuvor beschriebenen

Vorgehensweise.
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2.5.2.2 Farbung von Oberflachenantigenen im Vollblut

Bei Farbungen im Vollblut wurden 100ul heparinisiertes Vollblut mit PBS verdunnt (1:1)
und dem Waschschritt nach der Oberflachenantigen-Farbung eine Erythrozytenlyse
angeschlossen. Erythrozyten sind im Vergleich mit Leukozyten und anderen
kernhaltigen Zellen gegen eine hypotone Lyse empfindlicher und kdnnen durch
Inkubation mit einer hypotonen LOsung aus einem Zellgemisch entfernt werden.
Hierfir wurden die Zellen in 1ml Lysepuffer resuspendiert, nach 10minutiger
Inkubation zweimalig mit PBS gewaschen und darin aufbewahrt. Die Messung erfolgte

innerhalb der ndchsten 2 Stunden.

2.5.2.3 Farbung intra-zellularer Zytokine

Nach Permeabilisierung der Zellmembran kdnnen intra-zellular akkumulierte Proteine
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern nachgewiesen werden. Die intrazellulare
Farbung von IFN-y erfolgte mit Hilfe des Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilisation
Kits (BD).

Durchfiihrung:
« Uberfuihren der Zellen in FACS-R6hrchen

* Zugabe entsprechender Menge Antikorper zur

Oberflachenantigenfarbung (25min, dunkel)
*  Waschen mit 2ml PBS / 2% FCS; 1350rpm, 10min
« Verwurf des Uberstandes
» Pellet in 50l Cytofix/Cytoperm resuspendieren
* Inkubation 20min, 4°C
* Waschen mit 500ul Perm / Wash; 1350rpm, 10min (2x)
* Zugabe von 5pl anti- IFN-y-Antikorper
* Inkubation 30min, 4°C, dunkel
* Waschen mit 1ml Perm / Wash; 1350rpm, 10min
o Pelletin 100ul Cellfix resuspendieren
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2.6 Ko-Inkubations-Assays

Zur funktionellen Untersuchung von NK-Zellen wurden diese mit Zielzellen (HSC /
HUH7replikon) fir 5 Stunden ko-inkubiert und anschlieend die Expression von CD107a
als Marker der Degranulation oder die Sekretion von IFN-y durch NK-Zellen
gemessen. Alle funktionellen Untersuchungen mit NK-Zellen in dieser Arbeit wurden

(soweit nicht anders vermerkt) mit IL-2 (25U) stimulierten NK-Zellen durchgefuhrt.

Der CD107a-Assay bedient sich der Tatsache, dass NK-Zellen nach Erkennung und
Konjugation von Zielzellen mit ihren zytotoxischen Granula neben den lytischen
Komponenten zugleich das Lysosomen-assoziierte Membranprotein 1 (LAMP-1 /
CD107a) freisetzen und dieses zuganglich zur FACS-Antikérpermarkierung wird. Um
die endozytotische Internalisierung des Molektls zu unterbinden, wird wahrend der
Ko-Inkubation GolgiStop (BD) zugegeben, welches durch das enthaltene Monensin

durch Ansduerung die Aufnahme in Endosomen blockiert.

Zum Nachweis intra-zellular produzierter Zytokine wie IFN-y muss deren Sekretion aus
der Zelle verhindert und die Akkumulation innerhalb der Zelle begunstigt werden. Zur
Hemmung des sekretorischen und lysosomalen Proteintransports erfolgt daher die
Zugabe von BFA (Brefeldin A).

Durchfiihrung:
* Aussaat der Zielzellen in Zellkulturplatte (48-well)
» Zugabe der NK-Zellen im Verhéltnis 1:1
* Hinzufugen von 5pl anti-CD107a-AK zum Ko-Inkubationsansatz
* nach 1h Zugabe von 0.5ul GolgiStop bzw. 2.5ul BFA (10ug/ml)

« nach beendeter Inkubation: Uberfiihren der Anséatze in FACS-Rdhrchen

zur Farbung fir die Durchflusszytometrie (siehe 2.5.2.1)
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2.7 Luciferase-Assay

Zur Untersuchung des anti-viralen Potentials von NK-Zellen wurden diese, bzw.
generierte NK-Zell-Uberstande, mit HUH7repikon Zellen inkubiert. Letztere wurden dazu
in 48-well-Platten ausgesat, nach 3h das Medium abgesaugt und mit NK-Zellen bzw.
NK-Zell-Uberstanden in unterschiedlichen E:T-Verhaltnissen iber einen Zeitraum von
24h kultiviert. Als Anhaltspunkt fir die basale Luciferase-Aktivitat (Kontrolle) wurden
analog behandelte Ansatze ausschliel3lich mit HUH7Repikon-Zellen mitgefthrt. Vor
Messung der Luciferase-Aktivitdt wurden die Zellen aller Anséatze mit je 100ul Steady-
Glo (Steady-Glo Luciferase assay System, Promega) fir 8min schuttelnd im Dunkeln
lysiert. Die Losung wurde luftblasenfrei in eine LumiNunc-Platte (96-well) Gbertragen
und die Lumineszenz als Aktivitdt der Luciferase auf einem Mikrotiterplattenleser
(Tecan) gemessen. Die Hemmung der HCV-Replikation wurde als Abnahme an
Luciferase-Aktivitat betrachtet. Die Berechnung der prozentualen Hemmung der in

vitro-HCV-Replikation folgte der Formel

% Hemmung = 100 — [Lumineszenz (Probe) / Lumineszenz (Kontrolle) x 100].

2.8 RNA-Extraktion

Die Isolation von RNA aus humanen hepatischen Sternzellen erfolgte mit Hilfe des
RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen. Hierbei wurden die Zellen in Lyse-/Bindungspuffer
vorbereitet und die frei werdende RNA mittels Ethanol selektiv an eine Silica-Gel-
Membran gebunden. Durch wiederholtes Zentrifugieren und Waschschritte mit
speziellen Puffern wurden DANN, Proteine und Salze beseitigt, die RNA von der Saule

geldst und letztlich in destilliertem Wasser eluiert.
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2.9 Reverse Transkription und Echtzeit PCR

29.1 Prinzip

Bei der Reversen Transkription erfolgt das Umschreiben von RNA in DNA (cDNA),
katalysiert vom retroviralen Enzym Reverse Transkriptase. Die Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro-Amplifikation definierter DNA-Abschnitte.
Hierbei katalysiert die DNA-Polymerase die Reaktion und synthetisiert, ausgehend von
2 Oligonukleotid-Primern, die an gegenlaufig komplementare DNA-Strange binden,
neue DNA-Fragmente. In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Echtzeit-PCR
(real-time PCR) angewendet. Methodisch ermdéglicht sie, bereits wahrend der
Amplifikation die Zunahme des PCR Produkts sowohl zu quantifizieren als auch zu
detektieren. Sie wurde mit dem LightCycler® 2.0 System der Firma Roche Diagnostics
durchgefuhrt. Hierbei erfolgte eine photometrische Messung der Fluoreszenz, die von
DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen wie SYBR® Green wahrend der
Amplifikations-Reaktion erzeugt wird. Die Intensitat der Fluoreszenz ist abhangig von
der Menge des entstehenden PCR-Produktes. Stark exprimierte Gene bewirken
aufgrund der hohen vorliegenden Template-Anzahl eine schnellere Zunahme der

Fluoreszenz.

Der Beginn der exponentiellen Amplifikation der PCR-Produkte wird zum Vergleich der
Proben herangezogen. Als interne Qualitatskontrolle erfolgt nach Beendigung der
Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse. Hierbei werden die PCR-Produkte langsam
stufenweise erhitzt und gleichzeitig kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen.
Wahrend der Denaturierung ergibt sich ein abfallendes Fluoreszenzsignal bei einer fur
jedes Produkt bestimmten Temperatur (Schmelzpunkt), woraus sich graphisch eine
charakteristische Schmelzkurve erstellen lasst.
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2.9.2 Untersuchung des Einflusses von CXCL10 auf die Genexpression pro-

fibrotischer Proteine in HSC

Zur Untersuchung der potentiell pro-fibrotischen Wirkung von CXCL10 auf aktivierte
HSC wurde die Expression von Collagen und a-SMA auf Transkriptionsebene mit Hilfe
des LightCycler® FastStart DNA MasterPYS SYBR Green | Kits analysiert. Als Probe
kam cDNA aus CXCL10-stimulierten bzw. unstimulierten HSC zum Einsatz. Die

Primer-Paare fur Col1lAl und a-SMA wurden von der Firma Qiagen bezogen.
Bei 4°C wurde der folgende Reaktionsansatz vorbereitet:

* 5ul Maxima SYBR Green PCR Master Mix (2x)

1pl Primer-Mix (0.5uM)

1l Template (CDNA)

3ul ddH:20

Fur die PCR wurde das folgende Programm genutzt:
10 min 95°C [initiale Denaturierung]
95°C fir 15 sec, 55°C fir 30 sec, 72°C fur 30 sec [50 Zyklen]

am Ende des 72°C Schritts [Detektion der Fluoreszenz]

Schmelzkurvenanalyse:
95°C fir10 s [Denaturierung]
35°Cfir15s [Sonden-Anlagerung]

40°C — 80°C (Heizrate 0,2°C/ s) bei kontinuierlicher Messung der Fluoreszenz

3 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung wurde die Software GraphPad Prism (Version 5.0a)

genutzt. Mann-Whitney-U-Tests und ungepaarte t-Tests wurden zum Vergleich des
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NK-Zell-Phanotyps, der zytotoxischen Antwort, von Zytokin-Konzentrationen sowie der
Luciferase-Aktivitat herangezogen. Der gepaarte Student t-Test kam bei
Untersuchungen des NK-Zell-Ph&notyps zwischen gepaarten Leber- und Blutproben

zum Einsatz. Zur Untersuchung von Korrelationen wurde eine Lineare Regression

genutzt.

Ein zweiseitiger p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen (*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001). Die Daten wurden dargestellt als Boxplot, Balkendiagramm

(mit Standardabweichung) oder als Einzelwerte unter Angabe des Mittelwertes.
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IV. [Ergebnisse

1 Definition von NK-Zell-Populationen anhand der CD27-

Expression

1.1 CD27-Expression auf peripheren NK-Zellen

Zum Nachweis von CD27(+) NK-Zellen wurden Vollblutproben gesunder Spender
nach Zugabe Fluoreszenz-markierter Antikdrper im FACS untersucht (Abb. 1).

SSC
cb27

FSC CD56 CD56

Abb. 1: Expression von CD27 auf peripheren NK-Zellen. Vollblut gesunder Spender wurde mit
Antikdrpern gegen CD56, CD3 und CD27 gefarbt und hinsichtlich der Expression von CD27
durchflusszytometrisch untersucht. Die Abbildung verdeutlich das Setzen der Gates zur
Quantifizierung CD27(+) NK-Zellen.

Hierbei zeigte sich, dass anhand der CD27-Expression vier verschiedene NK-Zell-
Subpopulationen (CD56H9"CD27(+), CD56"9"CD27(-), CD56P™CD27(+) und
CD56PMCD27(-)) unterscheidbar sind. Im zirkulierenden Blut wurde CD27
hauptsachlich von CD569" NK-Zellen exprimiert (Abb. 2). Daher konzentrierten wir

uns in den anschlieBenden Untersuchungen auf diese Population.
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Abb. 2: CD27-Expression auf peripheren NK-Zellen. Quantifizierung der durchflusszytometrischen
CD27-Analyse auf NK-Zellen. Dargestellt ist die Anzahl % CD27-positiver NK-Zellen an der
Gesamtpopulation bzw. den beiden CD56(+) Subpopulationen (n=29). ***p<0.001

1.2 Funktion CD27(+) NK-Zellen
AnschlieRend wurde untersucht, ob sich CD27-positive und CD27-negative CD56H9h

NK-Zellen hinsichtlich ihrer Funktion unterscheiden. Hierfur wurden isolierte NK-Zellen
gesunder Spender nach 5-stindiger Ko-Inkubation mit HUH7repiikon Zellen in Bezug
auf ihr zytotoxisches Potential untersucht. Hierbei wurde die Expression des
Degranulationsmarkers CD107a auf CD27(+) und CD27(-)CD569" NK-Zellen

verglichen.
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Abb. 3: Zytotoxische Aktivitdt von CD27(+) und CD27(-) Zellen. Isolierte NK-Zellen gesunder
Probanden wurden mit HUH7repiikon Zellen ko-inkubiert (1:1) und anschlie3end auf Degranulation
(n=4) hin untersucht. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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CD27(+)CD569" NK-Zellen waren im Vergleich zu CD27(-)CD569" NK-Zellen
deutlich zytotoxisch aktiver [69.7% + 1 vs 54.2% + 3.5; p<0.01] (Abb. 3).

Die Sekretion von IFN-y stellt einen der Hauptmechanismen zur Eliminierung Virus-
infizierter Zellen dar %5, Daher wurde als nachstes das Potential zur IFN-y Sekretion
von CD27(+) und CD27(-)CD56Hi9" NK-Zellen verglichen. Wie Abb. 4A verdeutlicht,
sezernierten CD27(+)CD56H9" NK-Zellen signifikant mehr IFN-y als ihr CD27-
negatives Pendant [19.2% + 2.3 vs 13.5% % 2; p<0.01].

Ubereinstimmend damit ergaben Versuche, bei denen die Hemmung der HCV-
Replikation durch gesortete CD27(+) bzw. CD27(-)CD569" NK-Zellen analysiert
wurde, eine wesentlich potentere anti-HCV-Aktivitat von CD27(+) Zellen [54.8% % 6.5
vs 42.8% + 5.8; p<0.001] (Abb. 4B).
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Abb. 4: Anti-virale Aktivitat von CD27(+) und CD27(-)CD56Mig" NK-Zellen. (A) Isolierte NK-Zellen
gesunder Spender (n=6) wurden mit HUH7repiikon Zellen zur Analyse der IFN-y-Produktion ko-inkubiert
(1:1). (B) Gesortete CD27(+)/CD27(-)CD56Hi9" NK-Zellen (n=9) wurden mit HUH7repikon Zellen fiir 24h
ko-inkubiert (1:5) und die Aktivitat der Luciferase — als Maf3 fir die in vitro-Hemmung der HCV RNA-
Replikation — in den Zielzellen bestimmt. n.s. nicht signifikant; **p<0.01, **p<0.001
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1.3 Regulation der anti-viralen Funktion von CD27

Im Weiteren sollte die starke anti-virale Aktivitat von CD27(+)CD56"9" NK-Zellen naher
untersucht werden. In einem ersten Ansatz wurde hierbei die Rolle von IFN-y
analysiert. Dazu wurden wiederum Ko-Inkubationen von HUH7repikon Zellen mit
gesorteten CD27(+) bzw. CD27(-)CD569" NK-Zellen gesunder Spender durchgefihrt
und die biologische Aktivitat von IFN-y mittels Zugabe eines blockierenden Antikorpers
unterbunden. Dieser Ansatz resultierte sowohl bei CD27(+) als auch bei CD27(-)
Zellpopulationen in einer deutlich verminderten Fahigkeit zur Hemmung der HCV-
Replikation [CD27(+) 54.8% + 6.5 vs 29.8% + 5.7; CD27(-) 42.8% + 5.8 vs 16.4% =+
1.8; jeweils p<0.01] (Abb. 5).
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Abb. 5: Einfluss der Blockierung von IFN-y auf die Hemmung der Replikation. Gesortete
CD27(+)/CD27(-) CD56Ma" NK-Zellen (n=9) wurden ohne bzw. in Anwesenheit eines blockierenden
IFN-y-Antikdrpers mit HUH7Repiikon Zellen (1:5) fiir 24h ko-inkubiert. Ein 1gG-spezifischer Antikdrper

diente als Kontrolle. Als MaR fiir die Hemmung der HCV-Replikation wurde die Lumineszenz bestimmt.
#p<0.01
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Um zu klaren, ob die Interaktion von CD27 mit seinem Liganden CD70 in die effektive
anti-virale Aktivitat CD27-positiver NK-Zellen involviert ist oder alternativ die
Expression von CD27 lediglich eine NK Zell-Population mit besonders ausgepréagter
Potenz charakterisiert, wurden isolierte NK-Zellen gesunder Probanden in
Anwesenheit von IL-12 in anti-CD27-beschichteten Platten kultiviert. In Kontroll-
Experimenten wurden NK-Zellen auf anti-lgG-beladenen bzw. unbeschichteten Platten
inkubiert. Anschliel3end wurden die NK-Zellen auf ihre anti-HCV Aktivitat getestet. Wie
Abb. 6A zu entnehmen ist, fuhrte die Pra-Stimulation mit anti-CD27 zu einer signifikant
erhoéhten Blockierung der viralen Replikation durch CD56M9" NK-Zellen [25.9% + 4.5
vs 48% + 3.5; p<0.01].

Allerdings fuhrte die Blockierung von CD70 auf der Oberflache von HUH7 repiikon Zellen
(Abb. 6B) durch einen neutralisierenden anti-CD70 Antikérper nur zu einer diskreten
Verringerung der anti-viralen Aktivitat der NK-Zellen [55.5% + 7.8 vs 59.5% + 7.1;
p<0.05] (Abb. 6C).
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Abb. 6: Rolle der CD27/CD70-Interaktion. IL-12 aktivierte NK-Zellen gesunder Spender (n=8) wurden
fur 24h ohne bzw. in Anwesenheit von Antikdrpern gegen CD27 / 1gG kultiviert und anschliel3end zur Ko-
Inkubation mit HUH7repiikon Zellen (1:5) eingesetzt (A). Nachweis der Expression von CD70 auf
HUH7repiikon Zellen (schwarz) im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (grau) nach durchflusszytometrischer
Analyse (B). Isolierte CD56"9" NK-Zellen (n=5) wurden unter Zugabe eines blockierenden CD70-
Antikdrpers mit HUH7repiikon Zellen (1:5) inkubiert und anschlieBend die Luciferase-Aktivitat als Indikator
der HCV-Replikationshemmung bestimmt (C). n.s. nicht signifikant; *p<0.05; **p<0.01
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1.4 Bedeutung CD27(+) NK-Zellen bei der HCV-Infektion

Abschlief3end sollte eine mdgliche in vivo-Relevanz der beobachteten starken anti-
viralen Aktivitdt CD27-exprimierender NK-Zellen untersucht werden. Hierflr wurde in
einem ersten Schritt die Frequenz CD27(+) NK-Zellen in unterschiedlichen
Patientengruppen bestimmt. Untersucht wurden HIV mono-infizierte Personen, HIV(+)
Patienten mit einer akuten bzw. chronischen HCV-Ko-Infektion, sowie gesunde
Kontrollen. Hierbei lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit

CD27(+) NK-Zellen zwischen den Gruppen nachweisen (Abb. 7).
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Abb. 7: CD27-Expression auf peripheren NK-Zellen unterschiedlicher Patientengruppen. PBMC
akut HCV/HIV (n=30) bzw. chronisch HCV/HIV-Ko-Infizierten (n=11), HIV(+) (n=7) und Gesunden (n=11)

wurden in Bezug auf CD27-exprimierende NK-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. n.s. nicht
signifikant

Allerdings fand sich nach Aufteilung der HIV(+) Patienten mit akuter Hepatitis C in
Patienten mit Spontanausheilung der HCV-Infektion und Patienten, die eine
chronische Hepatitis C entwickelten, ein signifikant hoherer Anteil von CD27(+) NK
Zellen in der Gruppe der Spontanausheiler [9.8% + 1.5 vs 4.9% + 0.7; p<0.01] (Abb.
8A).

Aufgrund der beschrankten Menge der zur Verfigung stehenden Zellen dieser
Patienten konnten keine CD27(+) und CD27(-) NK-Zellen fur weitere funktionelle
Charakterisierungen isoliert werden. Es lie sich jedoch nachweisen, dass die

Frequenz CD27(+) NK-Zellen bei Patienten mit akuter HCV-Infektion sowohl mit der
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Sekretion von IFN-y, als auch mit der NK-Zell-vermittelten Hemmung der HCV-

Replikation positiv korrelierte (Abb. 8B, C).
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Abb. 8: CD27-Expression korreliert mit Ausheilung der akuten HCV-Infektion.

NK-Zellen akut HCV/HIV(+) Probanden (n=12 aa, akut->ausgeheilt e, n=18 ac, akut->chronisch o)
wurden hinsichtlich der Expression von CD27 untersucht (A). Korrelation der CD27-Expression auf
Gesamt- bzw. CD56"9" NK-Zellen mit der Produktion von IFN-y (n=27) (B) und anti-HCV-Aktivitat (n=25)
(C). **p=<0.01
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2 Funktionelle und phanotypische Charakterisierung von NK-

Zellen anhand der CXCR3-Expression

2.1 Expression von CXCR3 auf peripheren NK-Zellen

Zur Untersuchung des Expressionsmusters von CXCR3 auf peripheren NK-Zellen
wurden Vollblutfarbungen durchgefiihrt. Als Resultat der Durchflusszytometrie zeigte
sich, dass sowohl CD56P'™, als auch CD56M9" NK-Zellen in CXCR3(+) und CXCR3(-)
Subpopulationen unterschieden werden kénnen (Abb. 9). In der CD56M9" Population
war hierbei die Frequenz von NK-Zellen, die CXCR3 exprimieren, deutlich héher als
bei CD56°™ NK Zellen [75.1% + 5.2 vs 15.7% * 3.5; p<0.001] (Abb. 10).
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Abb. 9: Gating-Strategie zur Analyse der CXCR3-Expression. PBMC im Vollblut wurden mit
Antikdrpern gegen CD56, CD3 und CXCR3 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die Dotplots
zeigen reprasentativ die Gating-Strategie. Lymphozyten wurden tber den Forward und Side Scatter
gegated und NK-Zellen als CD56(+)CD3(-) Lymphozyten definiert.
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Abb. 10: CXCR3-Expression auf peripheren NK-Zellen. Vollblut gesunder Spender (n=6) wurde
beziglich der Expression von CXCR3 durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist die Frequenz
CXCRS3-positiver Zellen in der NK-Zellgesamtpopulation sowie den CD56(+)-Subpopulationen.

% n< 0,001

2.2 Phanotypische Charakterisierung CXCR3(+) NK-Zellen

Zur weiteren Charakterisierung CXCR3(+) NK-Zellen wurden die vier oben definierten
NK-Zell-Subtypen hinsichtlich der Ko-Expression bestimmter Reifungs- und
Differenzierungsmarker durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind hier die
Daten fur die Reifungsmarker CD27 und CD127 (a-Untereinheit des IL7-Rezeptors),
das Adhasionsmolekil CD62L (L-Selektin; ,Homing“-Rezeptor) und CD94, das mit
NKG2-Rezeptoren dimerisiert und den Komplex stabilisiert. Wie Abb. 11 zu
entnehmen, konnten signifikante Unterschiede in der Expressionsstarke
nachgewiesen werden, wobei die CXCR3(+)CD56M9" Population die hdchste
Expression von CD27, CD127 und CD62L aufwies. Ferner war auffallig, dass sich die
Expression von diesen Markern stufenweise von CXCR3(+)CD569" (iber CXCR3(-
)CD56HM9h nach CXCR3(+)CD56P™ zu CXCR3(-)CD56P™ verringerte.

[CD27:67.1% + 3.4 vs 39.5% * 7.1; p<0.001; vs 26.1% + 2.6 vs 2.6% * 0.7; p<0.001,
CD127: 77.7% £ 1.7 vs 46.3% + 4.6; p<0.001; vs 16.2% + 1.7 vs 4.3% + 0.8; p<0.001,;
CD62L: 95.6% * 0.9 vs 66.8% + 5.7; p<0.001; vs 62.3% + 4.6 vs 27.2% + 2.3; p<0.001;
CD94:99.8% + 0.1 vs 98.7% £ 0.6; n.s.; vs 91.8% £ 3.3 vs 91.1% * 3; n.s.]. Fur CD94
lieR sich lediglich ein Unterschied zwischen CD56M9" und CD56°™ NK-Zellen
beobachten, der unabhangig von der CXCR3-Expression war [99.2% + 0.3 vs 91.5%
+2.1].
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Abb. 11: CXCR3-Expression teilt NK-Zellen in phanotypisch unterschiedliche
Subpopulationen. NK-Zellen gesunder Spender (n=8) wurden nach Antikérperfarbungen fiir die
Durchflusszytometrie hinsichtlich gleichzeitiger Expression von CXCR3 und der gezeigten Marker
ausgewertet. Angegeben ist die Anzahl % positiver Zellen bzw. die Relative Fluoreszenz Intensitat.
n.s. nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Da die Expression von NK-Zell-Rezeptoren eng mit der Entwicklung und Funktion von
NK-Zellen in Zusammenhang steht, wurde im Folgenden die Expression von
Rezeptoren unterschiedlicher NK-Zell-Rezeptor-Familien auf den CXCRS3-
Subpopulationen untersucht 166167, Bei NKG2A (Abb. 12A) und NKp44 (Abb. 12B) lag
eine graduelle Verringerung der Expression zwischen den vier NK-Zell-Subtypen in
Abhangigkeit der CXCR3-Expression vor [NKG2A: 78.9% * 2.6 vs 64.5% + 7.1;
p<0.05; vs 46.7% + 5.1 vs 36.1% £ 5.9; p<0.05; NKp44: 32.9% = 5.7 vs 26.6% + 4.4;
p<0.05; vs 8.5% * 1.6 vs 4.6% = 1.4; p<0.001]. Hinsichtlich der Oberflachendichte der
NKG2D-Expression (Abb. 12A) unterschieden sich CXCR3(+) NK-Zellen signifikant
von CXCR3(-) NK-Zellen durch eine héhere Expression sowohl im CD569" als auch
im CD56°™ Subtyp [34.8 + 4 vs 28 + 3; p<0.01; vs 33.9 + 3.1 vs 24.6 + 2.1; p<0.001].
Im Unterschied dazu war die Assoziation von CXCR3 mit den Mitgliedern der SLAM-
Rezeptor-Familie NTBA, CD48 und CRACC umgekehrt: hier exprimierten
CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen am wenigsten NTBA [56% * 6.5 vs 73.9% + 4.6;
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p<0.001; vs 90.2% + 1.6 vs 95.2% * 0.9; p<0.001], CD48 [32.4% * 4.8 vs 58.5% * 6.5;
p<0.001; vs 70.6% * 3.6 vs 87% =+ 2.3; p<0.001] bzw. CRACC [34% + 4.5 vs 54.4% *
7.5; p<0.01; vs 68.3% + 3.1 vs 79.5% + 3.1; p<0.01], bei letzterem war die Expression
unabhangig von der CD56-Subpopulation (Abb. 12C). Die Oberflachenexpression von
NKG2C, NKp30, NKp46 und 2B4 wies hingegen keine signifikante Assoziation mit der
Expression von CXCR3 auf (Abb. 12A-C).
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Abb. 12: NK-Zell-Rezeptor-Expression auf CXCR3(+) und CXCR3(-) NK-Zell-Subpopulationen. Auf
NK-Zellen gesunder Probanden (n=8) wurde durchflusszytometrisch die Ko-Expression von NK-Zell-
Rezeptoren und CXCR3 untersucht. Angegeben ist die Anzahl % positiver Zellen bzw. die relative
Fluoreszenz Intensitét. n.s. nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
2.3 Funktionelle Charakterisierung CXCR3(+) NK-Zellen

Nachdem der Nachweis phanotypisch distinkter NK-Zell-Populationen durch die
Expression von CXCR3 erbracht wurde, sollte geklart werden, ob sich diese
hinsichtlich ihrer Funktion unterscheiden. Isolierte NK-Zellen wurden hierfir mit der
hamatopoetischen Tumorezelllinie K562 ko-inkubiert. Diese zeichnet sich durch
Defizienz des MHC-Komplexes (fehlendes inhibitorisches Signal) als besonders NK-
Zell-sensitiv aus und kann in Ko-Kultur mit NK-Zellen lysiert werden. Daher wurden
K562 Zellen bisher standardmafRig zur Analyse von allgemeinen NK-Zell-Effektor-
Funktionen von vielen Arbeitsgruppen eingesetzt. CXCR3(+) NK-Zellen unterschieden
sich gegenlber K562 Zellen nur geringfugig in ihrem zytotoxischen Potential von den
CXCR3(-) NK-Zellen [36.4% + 4. vs 41.5% * 3.6; n.s.]. Die Sekretion von IFN-y durch
CXCR3(+) NK-Zellen war hingegen deutlich geringer, als durch CXCR3(-) NK-Zellen

[9.9% + 1.6 vs 17.7% + 1.1; p<0.05] (Abb. 13).
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Abb. 13: Effektor-Funktionen CXCR3(+) NK-Zellen nach Inkubation mit K562 Zellen. Isolierte NK-
Zellen gesunder Spender wurden nach Ko-Inkubation mit K562 Zellen (Verhaltnis 1:1)
durchflusszytometrisch hinsichtlich CXCR3-Expression und ihrer Degranulation (A, n=11) bzw. IFN-y-
Sekretion (B, n=6) untersucht. n.s. nicht signifikant, *p<0.05.

Zur Analyse der Effektor-Funktion beider NK-Subpopulationen gegentber Leberzellen
wurden Ko-Inkubationen mit HUH7repiikon Zellen durchgefiihrt. Uberraschenderweise
ergaben sich hier Ergebnisse, die zur Kultur mit K562-Zellen genau entgegengesetzt
waren. Dies trifft sowohl auf die Degranulation [21% + 2.8 vs 15% * 1.7; p<0.01] (Abb.
14A) als auch die Sekretion von IFN-y zu [6.4% + 1.5 vs 3.4% * 1; p<0.01] (Abb. 14B).
In diesen Experimenten erwiesen sich CXCR3(+) NK-Zellen als potentere Population.
Des Weiteren wurde, im Hinblick auf die HCV-Infektion in der Leber, das Potential
CXCR3(+)/(-)CD56M9" NK-Zellen zur Hemmung der HCV-Replikation untersucht. Wie
in Abb. 14C ersichtlich, verfigten CXCR3-exprimierende NK-Zellen tber ein signifikant
hoheres anti-virales Potential als ihr CXCR3-negatives Pendant [93.9% * 1.4 vs 72%
+5.1/89% +£3.1vs67.9% +5.1/83.7% + 4.7 vs 62.3% * 2.9; p<0.001].
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Abb. 14: Anti-virale Aktivitat CXCR3(+) NK-Zellen nach Ko-Inkubation mit HUH7Rrepiikon Zellen.
Isolierte NK-Zellen gesunder Spender wurden nach Ko-Inkubation mit HUH7Repikon Zellen (1:1)
durchflusszytometrisch hinsichtlich CXCR3-Expression und ihrer zytotoxischen Aktivitat untersucht. (A)
Analyse der NK-Zell-Degranulation, n=14; (B) Sekretion von IFN-y, n=12; (C) In vitro-Hemmung der

HCV-Replikation durch gesortete CD56"19" NK-Zellen (n=5) nach Ko-Inkubation mit HUH7Repiion Zellen.
#*p0.01
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Als weitere Zielzellen wurden aktivierte primare hepatische Sternzellen in der Ko-
Kultur mit NK-Zellen untersucht. Durch diese Experimente konnte speziell die anti-
fibrotische Aktivitat beider NK-Zell-Subpopulationen verglichen werden. Erneut liel3
sich durch CXCR3(+) NK-Zellen eine signifikant starkere Degranulation [23.6% + 3.5
vs 10% + 1.8; p<0.001] nachweisen als durch die CXCR3-negative Population (Abb.
15A). Dabei bestand eine Abhangigkeit von der eingesetzten Effektor:Target Ratio
(Abb. 15C). CXCR3(+) NK-Zellen stellten sich auch nach Ko-Inkubation mit HSC
wesentlich effektiver in der Sekretion von IFN-y heraus als CXCR3(-) NK-Zellen [5.4%
+ 1.2 vs 2% + 0.5; p<0.05].
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Abb. 15: Anti-fibrotische Aktivitdt CXCR3(+) NK-Zellen nach Ko-Inkubation mit HSC. Isolierte NK-
Zellen gesunder Spender (n=14) wurden nach Ko-Inkubation (Verhaltnis 1:1) mit HSC
durchflusszytometrisch hinsichtlich CXCR3-Expression und ihrer zytotoxischen Aktivitdt untersucht.

61



Ergebnisse

Analyse der (A) NK-Zell-Degranulation und (B) IFN-y-Produktion. (C) Vergleich der NK-Zell-
Degranulation nach Ko-Inkubation mit HSC in unterschiedlichen Effektor zu Target (E:T) Verhéltnissen
(n=5). *p=0.05, ***p=<0.001
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Interessanterweise bestatigte sich nach Kultivierung mit HSC die gleiche Korrelation
zwischen der CXCR3-Expression und der NK-Zell-Aktivitat auch bei Analyse der vier
NK-Zell-Subtypen (Abb. 16A): es lag eine graduelle Verminderung der Degranulation
zwischen den vier Subtypen von CXCR3(+)CD56H19" [34.7% + 4.4] Uber CXCR3(-
)CD56HMi9" [22.7% + 2.7; p<0.001] nach CXCR3(+)CD56P™ [13.9% + 2.8] zu CXCR3(-
)CD56P™[7.3% + 5.6; p<0.05] vor. Analog verhielt es sich mit der Sekretion von IFN-y
[8.7% + 1.5 vs 6.6% + 1; p<0.05 vs 2.3% + 0.5 vs 1.5% * 0.5; p<0.01] (Abb. 16B). Die
starkste anti-fibrotische Aktivitat ging demnach von CXCR3(+)CD569" NK-Zellen aus.
Da CXCR3/CXCR3-Liganden eine Rolle bei der HCV-assoziierten Leberfibrose zu
spielen scheinen, lag der Fokus bei den weiteren Untersuchungen auf diesen
Zielzellen 146147, Da die hochste Expression von CXCR3 auf CD56Md" NK-Zellen zu
verzeichnen war (siehe Abb. 10) und diese Subpopulation in der Leber vermehrt
vorliegt, wurde sich bei den anschlieBenden Experimenten auf CD569" NK-Zellen

konzentriert 168,
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Abb. 16: Anti-fibrotisches Potential von CXCR3(+) NK-Zellen. Isolierte NK-Zellen (n=14) wurden
nach Ko-Inkubation mit HSC (1:1) durchflusszytometrisch beziglich CXCR3-Expression und
Degranulation (A) bzw. Sekretion von IFN-y (B) analysiert. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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2.4 Rolle von NKG2D fur die NK-Zell-Aktivitdat CXCR3(+) NK-Zellen

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der NKG2D-Rezeptor eine
entscheidende Rolle bei der NK-Zell-vermittelten Eliminierung hepatischer Sternzellen
spielt 29, Wie von unserer Gruppe gezeigt, exprimieren auch humane hepatische
Sternzellen die NKG2D-Liganden ULBP-2 und MICA/B auf ihrer Oberflache 5. Die in
Absatz 2.2 untersuchte Oberflachenexpression von NKG2D auf CXCRS3-
exprimierenden und CXCR3-negativen Subpopulationen zeigte hinsichtlich der
Frequenz NKG2D-positiver Zellen keinen Unterschied zwischen den Gruppen.
Allerdings divergierten die Ergebnisse deutlich beziiglich der Expressionsdichte des
Rezeptors: auf CXCR3(+) NK-Zellen war die NKG2D-Rezptordichte signifikant héher
als auf NK-Zellen ohne CXCR3-Expression (Abb. 12 A).

Um eine mogliche funktionelle Bedeutung von NKG2D hinsichtlich des Abtbtens
hepatischer Sternzellen durch humane NK-Zellen zu analysieren, wurde in
Blockierungsexperimenten die Aktivierung der NK-Zellen Uber diesen Rezeptor-
Signalweg durch Zugabe eines neutralisierenden anti-NKG2D Antikdrpers wahrend
der Ko-Inkubation unterbunden. Daraus resultierte eine deutlich verminderte
Degranulation sowohl durch CXCR3(+)CD569" [14.6% + 3 vs 6.4% * 1.6; p<0.001]
als auch durch CXCR3(-)CD56M9" NK-Zellen [7.8% + 1.9 vs 3.8% + 1; p<0.05] (Abb.
17A). Darlber hinaus fuhrte die Blockierung von NKG2D zur Aufhebung der
urspranglich beobachteten (Vgl. Abb. 16A) signifikant unterschiedlichen Zytotoxizitat
zwischen CXCR3-positiven und CXCR3-negativen CD569" NK-Zellen [6.4% + 1.6 vs
3.8% £ 1; n.s.] (Abb. 17B).
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Abb. 17: Einfluss von NKG2D auf die anti-fibrotische Aktivitdt CXCR3(+) NK-Zellen. Isolierte NK-
Zellen (n=8) wurden mit bzw. ohne Zugabe eines neutralisierenden anti-NKG2D-Antikérpers im
Verhéltnis 1:1 mit HSC ko-inkubiert. Die NK-Zell-Populationen wurden im Anschluss hinsichtlich der
Expression von CXCR3 und CD107a aufgeschliisselt. Als Kontrolle fiir die Blockierung diente ein IgG-
spezifischer Antikdrper (A). Zytotoxischer Vergleich von CXCR3(+) und CXCR3(-)CD56H19" NK-Zellen
(n=8) nach NKG2D-Blockade (B). n.s. nicht signifikant, *p<0.05, ***p<0.001
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2.5 Einfluss des CXCR3 Liganden CXCL10 auf die Fibrose-Entwicklung

in hepatischen Sternzellen

Im Lebergewebe HCV-infizierter Patienten konnten vermehrt Transkripte der CXCR3-
Liganden (speziell CXCL10) nachgewiesen werden 146, Ob eine starke Expression von
CXCL10 Auswirkungen auf hepatische Sternzellen hat und moéglicherweise sogar zu
deren Aktivierung fihren kann, sollte auf mMRNA-Ebene tberprift werden.

Dazu wurden HSC mit CXCL10 (400pg/ml) stimuliert und anschlie3end die Produktion
der pro-fibrotischen Proteine Col1Al (Kollagen Typl alphal) und a-SMA (a-smooth
muscle actin) auf mRNA-Ebene analysiert. Im Vergleich zu Kontrollen, in denen
unstimulierte HSC zum Einsatz kamen, liel3 sich jedoch kein signifikanter Unterschied
in der Induktion dieser Proteine nachweisen (Abb. 18A).

Es bestand weiterhin die Moglichkeit, dass CXCL10 einen indirekten Effekt ausibt,
indem es durch seine chemotaktische Wirkung zur Rekrutierung weiterer CXCL10-
sensitiver immunkompetenter Zellen fuhrt und ferner, dass HSC unter Virus-Einfluss
selbst zur CXCL10-Sekretion veranlasst werden konnten. Um dieser Vermutung
nachzugehen, wurde getestet, ob HCV-Proteine grundsatzlich fahig sind, die Sekretion
von CXCL10 zu induzieren. Dazu wurden Stimulationsexperimente modellhaft an
isolierten Monozyten durchgefiihrt, da diese konstitutiv TLR2 exprimieren und durch
Bindung der HCV-Proteine NS3 und Core eine Entzindungsantwort ausgelost wird.
Monozyten wurden mit dem TLR2-Liganden Peptidoglykan (PGN) als Positiv-Kontrolle
und den HCV-Proteinen Core und NS3 uber 24h stimuliert und anschliel3end die
Zelliberstande mittels ELISA auf die Sekretion von CXCL10 analysiert. Verglichen mit
Ansétzen, denen kein Stimulus zugegeben worden war, induzierte das HCV Core-
Protein eine vierfach hohere Sekretion von CXCL10 in den Monozyten [4.2 £ 0.2 vs 1,
p<0.001]. Durch PGN-Stimulation erfolgte eine etwa 3-fach héhere CXCL10-
Produktion im Vergleich zur Kontrolle [3.3 £ 0.2 vs 1; p<0.001], wohingegen NS3
keinen Effekt bewirkte. (Abb. 18B). Ob HCV-induziertes CXCL10 chemotaktisch
wirksam ist, wurde in Migrations-Assays, basierend auf dem Zwei-Kammer-Prinzip von
Boyden, getestet 64, NK-Zellen gesunder Probanden wurden, getrennt durch eine
Membran die sie passieren mussen, von chemokinhaltigem Medium separiert. Als
Stimuli dienten der CCR5-Ligand CCL5 (als nicht CXCR3-spezifisches Chemokin),
hrCXCL10 (100 bzw. 600ng/ml) und Uberstande aus der vorausgegangenen
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Monozyten-Stimulation. Die starkste NK-Zell-Migration wurde von rekombinantem
CXCL10[1.6+0.2/1.4+0.1; p<0.05 vs PBS] bzw. von in den Uberstand sezerniertem
CXCL10 ausgelost. Als Vergleich dienten Experimente mit rhiL-12 (Positiv-Kontrolle)
[1.1], CCL5[1.1 £ 0.1] und die Negativ-Kontrolle ohne Chemokin-Gradienten (PBS) [1]
(Abb. 18C). Im Anschluss erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung des MFI
von CXCR3 auf den migrierten NK-Zellen. Hierbei zeigte sich, dass praferenziell
CXCR3(+) NK-Zellen durch CXCL10 (Abb. 18D) bzw. Uberstand HCV Core-
stimulierter Monozyten (nicht gezeigt) durch die Membran der Migrationsplatte
wanderten [CXCL10 100/600ng: 7.8 +0.2/8.4+0.8; PBS: 7.1 £ 0.4; IL-12: 7.1 £ 0.1;

CCL5:7.3+£0.2].

A)
- 1.51 1.5
o= —_
€9 3
= B -]
T 2 1.0 =5 @ 1.04
2« =¥
o 2T
c 2 o g
S8 05 IS 05
= >-'< u:; “;-c
gz 1%
0.0- 0.0
CXCL10 unstimuliert CXCL10 unstimuliert
B) 5 )

c

o5

D24

=w

=< ~

V

7 R

| ] O -

o c

‘T Q

Y.

O x 2

>

O

1

67



C)

D)

Ergebnisse

*

2.0+ )
*
o
o
£ 151
]
: T
E 7 T
2 1.04
= %
A A PO SR
Q e \ oﬁ’.\@o‘b 0-\;@ O \§:§go 00“‘43‘?
CXCL10 - I = |
600ng
CXCL10 - —a—
100ng
IL-12 - —o—1
CCLS -
PBS 4 —0—
L) 1

I I L) I I I
60 65 70 75 80 85 9.0 95 10.0
MFI CXCR3

Abb. 18: HCV Core-induzierte CXCL10-Sekretion fiihrt zu praferentieller Rekrutierung CXCR3(+)
NK-Zellen. (A) Analyse der mRNA Level von Kollagen und a-SMA nach quantitativer rtPCR von
CXCL10-stimulierten bzw unstimulierten HSC (n=2), normalisiert gegen [(-Aktin. (B) Monozyten
gesunder Spender (n=6) wurden fur 24h mit PGN (1pg/ml), HCV Core (3pug/ml) und HCV NS3-Protein
(5pug/ml) stimuliert und die Uberstande mittels ELISA auf Anwesenheit von CXCL10 getestet. (C)
Migration von NK-Zellen gesunder Probanden (n=3/1) gegen Medium mit CCL5 (100ng/ml), IL-12
(50ng/ml), CXCL10 (100, 600ng/ml), sowie Uberstanden aus (B) und ohne Chemokin (PBS). (D)

Durchflusszytometrische Bestimmung des CXCR3-MFI auf NK-Zellen 60min nach erfolgter Migration.
n.s. nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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2.6 CXCR3(+) NK-Zellen bei der HCV-Infektion

2.6.1 Intra-hepatische Akkumulation CXCR3(+) NK-Zellen

Angesichts des starken anti-fibrotischen Potentials der CXCR3(+)CD5619" NK-Zell-
Population wurde eine Assoziation zwischen den fortgeschrittenen Stadien einer HCV-
assoziierten Leberfiborose und einer geringeren Frequenz dieser Zellen im
Lebergewebe vermutet. Intra-hepatische NK-Zellen aus Leberbiopsien HCV-positiver
Patienten wurden durchflusszytometrisch hinsichtlich der Expression von CXCR3 in
der CD56H9" Population untersucht. Dabei wurden die Leberbiopsien nach dem
Metavir Fibrose-Score in 2 Klassen unterteilt: Fo - F2 und F3, 4. Es fand sich ein
deutlicher Unterschied zwischen Patienten mit keiner oder milder Fibrose und den
Patienten mit deutlich fortgeschrittener Fibrose. Uberraschenderweise lieRen sich
signifikant mehr intra-hepatische CXCR3(+) NK-Zellen bei Patienten mit Fs/Fs-Fibrose
nachweisen [20.4% + 4.2 vs 10% * 2.1; p<0.05] (Abb. 19).
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Abb. 19: Intra-hepatische Akkumulation CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen bei fortgeschrittener
Fibrose. Periphere (Vollblut) und intra-hepatische (Leberbiopsie) CD56Hi9" NK-Zellen HCV-positiver
Patienten wurden bezuglich der Expression von CXCR3 durchflusszytometrisch untersucht und mit
dem Grad der Leberfibrose korreliert (milde n=9/ fortgeschrittene Fibrose n=6). Die Aufteilung beider
Gruppen erfolgte anhand des Metavir Fibrose-Scores (Fo-F2 versus Fss) n.s. nicht signifikant, *p<0.05
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2.6.2 Anti-fibrotische Aktivitdt CXCR3(+) NK-Zellen bei der HCV-Infektion

Zur Klarung der unerwarteten Anreicherung CXCR3-positiver NK-Zellen im
Lebergewebe wurde die Aktivitdt von NK-Zellen HCV-infizierter Spender in Ko-
Inkubations-Experimenten mit HSC nadher betrachtet. Anders als bei NK-Zellen
Gesunder (Vgl. Absatz 2.3) lieBen sich hier keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich HSC-induzierter Degranulation und IFN-y-Sekretion zwischen den
CXCR3(+) und CXCRS3(-)CD56Hig" NK-Zell-Populationen nachweisen (Abb. 20A).
Auffallig war, dass CXCR3(+)CD569" NK-Zellen von Patienten signifikant weniger
degranulierten als diejenigen von Gesunden [15.3% + 3 vs 34.7% + 4.4; p<0.01].
Zudem war die Sekretion von IFN-y im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
vermindert [3.9% + 0.8 vs 8.7% + 1.5; p<0.01] (Abb. 20B). Die gestorte zytotoxische
Aktivitat trat auch bei CXCR3(-)CD56M9" NK-Zellen auf, allerdings war die signifikant
verminderte IFN-y-Produktion ein spezifischer Befund fir den CXCR3(+)CD56Hi9"
Subtyp.
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Abb. 20: Gestorte anti-fibrotische Aktivitat von CXCR3(+) CD56M9" NK-Zellen bei der HCV-
Infektion. Degranulation und IFN-y-Sekretion durch CD56M9" NK-Zellen (n=11) von HCV(+)
Probanden nach Ko-Inkubation mit HSC (1:1; A). Vergleich der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitat
zwischen HCV(-) (n=14) und HCV(+) Spendern (n=11) nach Ko-Inkubation mit HSC (B).

n.s. nicht signifikant, *p<0.05, ***p<0.001
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2.6.3 Phéanotypische Analyse peripherer NK-Zellen

Ubereinstimmend mit dem Expressionsmuster auf peripheren NK-Zellen gesunder
Spender war die Frequenz CXCR3(+) NK-Zellen bei Patienten in der CD56i9"
Population signifikant hther als in der CD56°™ Population. Bei Vergleich der Haufigkeit
CXCR3-exprimierender NK-Zellen zwischen beiden Gruppen offenbarte sich
allerdings ein signifikanter Unterschied. Die HCV-Infektion war mit einer signifikant
erhohten Frequenz CXCR3(+) NK-Zellen assoziiert, die sich mafRgeblich auf die
CD56H9" Population zuriickfuihren lieB [87.2% + 2.8 vs 75.1% + 5.2; p<0.05] (Abb. 21).
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Abb. 21: Frequenz CXCR3(+) NK-Zellen bei HCV(+) und HCV(-) Probanden. Periphere NK-Zellen
von HCV(+) (n=10) und HCV(-) Spendern (n=6) wurden durchflusszytometrisch beziglich der
Expression von CXCR3 untersucht. . n.s. nicht signifikant, *p<0.05, ***p<0.001
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Da CXCR3(+) NK-Zellen aus Patienten mit HCV-Infektion offensichtlich funktionell
gestort sind, wurde der Phanotyp von NK-Zellen bei HCV(+) Patienten mit dem
gesunder Probanden (s. Absatz 2.2) verglichen, um dadurch einen Hinweis auf die
Ursache der unterschiedlichen NK-Zell-Funktionalitat zu erhalten.

CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen von Erkrankten unterschieden sich nicht erheblich
hinsichtlich der Expression von Differenzierungs-/Adhasionsmarkern von denen
Gesunder (Daten nicht gezeigt). Unterschiede liel3en sich allerdings im Vergleich der
Expression von NK-Zell-Rezeptoren nachweisen. Bei HCV(+) Probanden fand sich
eine hohere Dichte des hemmenden NKG2C Rezeptors auf der Oberflache der
CXCR3(+) NK-Zellen [RFI 1.9 £ 0.4 vs 0.6 £ 0.2; p<0.05], sowie eine signifikant
verringerte Expression des aktivierenden NKp46 Rezeptors [RFI 22 + 5.4 vs 78 £ 21.5;
p<0.05]. Allerdings wiesen CXCR3(+) NK-Zellen von Spendern mit chronischer
Hepatitis C-Infektion eine hoéhere Expression von NKp44 [RFI 2 £ 0.2 vs 1 £ 0.2;
p<0.01] und CRACC [RFI 3.9 £ 0.4 vs 2.5 + 0.3; p<0.05] auf (Abb. 22).
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Abb. 22: Veranderte Rezeptor-Expression auf NK-Zellen HCV(+) Patienten. Vergleich der mit
CXCRS3 ko-exprimierten Rezeptoren (RFI) auf peripheren NK-Zellen HCV(+) und HCV(-) Probanden
(n=8) nach durchflusszytometrischer Untersuchung. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, hat der NKG2D-Rezeptor grof3en Einfluss auf die anti-
fibrotische Aktivitat von NK-Zellen. Somit schien es naheliegend, dass Verdnderungen
beziiglich dieses Rezeptors auch fiir eine veranderte Aktivitidt von CXCR3(+)CD56Hiah
NK-Zellen bei der HCV-Infektion bedeutsam sind. Nach Analyse der Expression von
NKG2D auf peripheren NK-Zellen aus HCV-infizierten Spendern liel3 sich im Vergleich
mit NK-Zellen Gesunder eine signifikant verringerte Expression beobachten [RFI 17.9
+ 3.4 vs 34.8 + 4; p<0.01] (Abb. 23). Die verminderte NKG2D-Expression lieR sich
auch bei CXCR3(-)CD56M9" Zellen nachweisen [RFI 11 + 2.7 vs 28 + 3; p<0.01].
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Abb. 23: Verminderte Expression von NKG2D auf NK-Zellen HCV(+) Patienten. Periphere NK-
Zellen Gesunder (n=4), sowie von Patienten (n=7) wurden durchflusszytometrisch hinsichtlich der

Expression des NKG2D Rezeptors untersucht. Dargestellt ist die relative Fluoreszenzintensitat.
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V. Diskussion

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus fuhrt in der Mehrheit der Falle zu einer
chronischen Erkrankung, die im weiteren Verlauf haufig mit einer progredienten
Leberzellschadigung und der Ausbildung einer Leberfibrose assoziiert ist. Die hierbei

zugrunde liegenden Mechanismen sind bisher nur teilweise verstanden.

Eine zunehmende Anzahl von Arbeiten deutet jedoch darauf hin, dass NK-Zellen in
diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zukommt, da diese Lymphozyten-
Population sowohl anti-virale Eigenschaften besitzt als auch anti-fibrotisch wirken

kann.

Hierbei ist zu erwédhnen, dass NK-Zellen eine heterogene Population darstellen, die
aus phanotypisch und funktionell unterschiedlichen Subpopulationen besteht.
Allerdings sind diese Subpopulationen momentan nur unzureichend charakterisiert.
Zudem ist die Bedeutung der einzelnen NK-Zell-Subtypen im Kontext der HCV-
Infektion noch vollig unklar. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Zellpopulationen,
die anhand der Oberflachenexpression von CD27 bzw. CXCR3 definiert wurden,
hinsichtlich ihrer Rolle fir den Verlauf der Hepatitis C Virus-Infektion untersucht.
Hierbei standen die anti-virale und anti-fibrotische Aktivitat dieser Zell-Populationen im

Vordergrund.
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1 Definition von NK-Zell-Subpopulationen anhand der CD27-
Expression

Die Funktion von NK-Zellen wird durch eine Vielzahl aktivierender und inhibierender
Rezeptoren reguliert. Daneben scheinen ko-stimulatorische Molekiile deren Funktion
direkt oder indirekt zu modulieren. Experimentelle Daten lassen vermuten, dass die
Interaktion von CD27, ein Mitglied der TNFR-Familie, mit seinem Rezeptor CD70 die
Aktivitat von NK-Zellen moduliert %889, Daneben existieren Hinweise, dass die
Stimulation von NK-Zellen Gber CD27 in die Immunantwort von NK-Zellen involviert ist
0, Da NK-Zellen die erste Barriere des angeborenen Immunsystems zur Abwehr von

Viren darstellen, erscheint CD27 besonders im Kontext der HCV-Infektion interessant.

Bei Analyse des Expressionsmusters von CD27 auf peripheren NK-Zellen ergab sich
eine vorwiegende Expression auf CD569" NK-Zellen. Die Unterscheidung distinkter
NK-Zellen anhand der CD27-Expression deckt sich mit friheren Berichten in Mensch
und Maus, in denen CD27-exprimierende Zellen hauptsachlich im CD56Md" NK-Zell-

Subtyp nachgewiesen werden konnten 717288,

Die Funktionalitat von CD27-positiven bzw.-negativen NK-Zellen wurde anhand von
Ko-Inkubationsexperimenten mit HUH7repikon Zellen untersucht. Dabei stellten sich
isolierte CD27(+)CD56M9" NK-Zellen als signifikant zytotoxisch aktiver im Vergleich zu
CD27(-) NK-Zellen heraus. Neben einer starkeren Degranulation war auch die IFN-y-
Sekretion durch CD27(+) Zellen signifikant hoher. Diese Ergebnisse liel3en sich
anhand durchflusszytometrisch gesorteter Zellen bestatigen. Andere Arbeiten, die das
Potential zur Zytokinsekretion von humanen CD27(+) und CD27(-) NK-Zellen
verglichen, beschrieben Ubereinstimmend CD27-exprimierende Zellen als die
potentere Population. In diesen Experimenten sezernierten CD27(+)CD56H19" NK-
Zellen nach Zytokinstimulation (IL-12/15 bzw. IL-12/18) gréBere Mengen an IFN-y 72,
Auch nach PMA/lonomycin-Stimulation verfigten CD27(+) NK-Zellen Uber eine
starkere Fahigkeit zur Produktion inflammatorischer Zytokine wie IFN-y oder TNF-
a & Widersprichlich gestalten sich die Befunde hinsichtlich des
Degranulationspotentials der durch CD27 definierten NK-Zell-Subpopulationen.
Wahrend Ergebnisse aus Maus-Experimenten ebenfalls CD27(+) NK-Zellen als

zytotoxisch aktiver charakterisierten, definierte die Gruppe um van Lier CD27(-) NK-
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Zellen als die zytolytisch wirkungsvollere Population %72, Dabei untersuchten sie die
Wirksamkeit mit einem !Chromium release assay gegen die myeloische Leukamie-
Zelllinie K562 und nicht - wie in der vorliegenden Arbeit - gegen Leberzellen (primare
HSC und HUH7repikon Zellen). Die unterschiedlichen Beobachtungen kénnten
methodischen Ursprungs sein, wie Hinweise einer weiteren Veroffentlichung, in der
humane NK-Zellen im Zusammenhang mit der Expression von CD27 untersucht
wurden, vermuten lassen . Hierbei konnte fir CD27(+) NK-Zellen nach Kontakt mit
K562 Zellen eine geringere zytotoxische Aktivitat als fur ihr CD27-negatives Pendant
nachgewiesen werden. Nach Ko-Inkubation mit MICA-transfizierten P815 Zellen
(NKG2D-spezifisches zytotoxisches Potential) war dieser funktionelle Unterschied
zwischen beiden NK-Zell-Populationen allerdings nicht mehr vorhanden. CD27(+) NK-
Zellen wiesen hierbei ahnliche zytotoxische Kapazitat auf, bzw. Uberstiegen noch jene
der CD27-negativen NK-Zellen. Moglicherweise scheint fur die Bewertung der
zytotoxischen Aktivitat von CD27-Subpopulationen bedeutsam zu sein, mit welcher
Zielzelle und Uber welche Signale sie aktiviert werden. Daher konnte eine
unterschiedliche Stimulation der NK-Zellen Uber verschiedene Signalwege zu
Differenzen in der NK-Zell-Aktivierbarkeit je nach untersuchten Zielzellen beitragen.
FUr ein insgesamt starkeres zytotoxisches Potential der CD27(+) NK-Zellen spricht
allerdings auch die hohere Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, NKp44
und NKp46, wohingegen auf CD27(-) NK-Zellen mehr CD158a/b (inhibitorische KIR)

detektiert wurde 72:88,

Fur eine Beurteilung der NK-Zell-Funktion im Zusammenhang mit der Hepatitis C-
Infektion bedeutsam sind insbesondere die mittels Luciferase-Assays generierten
Daten, die zeigen, dass auch das anti-virale Potential der NK-Zell-Subpopulationen
gegenuber einem HCV-Replikon deutlich differierte. CD27(+) Zellen besitzen demnach
eine starke anti-virale Wirkung. Durch CD27(+)CD56M9" NK-Zellen wurde eine
wesentlich stérkere in vitro-Hemmung der HCV RNA-Replikation ausgeldst als durch
Zellen ohne CD27-Expression. Dieser Hemmungs-Effekt liel3 sich zwar auch in der
CD27-defizienten Population nachweisen, war aber geringer ausgepragt. Somit
scheint die Expression von CD27 funktionell distinkte NK-Zell-Populationen zu
reflektieren, die positiv mit der anti-viralen in vitro-Aktivitat korreliert. IFN-y stellt eines

der Schlusselzytokine der NK-Zell-Funktion dar 165, In vitro konnte es als essentiell fir
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die anti-virale Aktivitat von NK- und CD8* T-Zellen nachgewiesen werden 90:99.169,
Neben der Wichtigkeit als Komponente der angeborenen Immunantwort ist die
Produktion von Zytokinen fur die Induktion der sich anschlieRenden adaptiven
Immunantwort von Bedeutung. Anhand von Blockierungsexperimenten mit
neutralisierendem Antikdrper gegen IFN-y wurde die Wichtigkeit dieses Zytokins flr
die anti-virale Wirkung von CD27(+) NK-Zellen belegt. Dies unterstreicht weiter eine
maogliche Bedeutung von CD27(+) NK-Zellen und lasst vermuten, dass sie durch eine
frihe Produktion von IFN-y (und moglicherweise weiterer Zytokine) zur Kontrolle von

Virusinfektionen, wie beispielsweise durch Hepatitis C, beitragen.

Durch Pra-Stimulation von NK-Zellen mit einem aktivierenden CD27-Antikorper konnte
die Fahigkeit zur Hemmung der viralen Replikation bei gesorteten CD27(+)CD56Hidh
NK-Zellen noch weiter gesteigert werden. Dies weist auf eine moglicherweise direkte
Rolle von CD27 fur die Effektor-Funktionen der NK-Zellen hin. Die beobachtete
Steigerung der NK-Zell-Aktivitat durch CD27-Pra-Stimulation deckt sich mit Daten aus
dem Mausmodell, bei der diese auf einen IFN-y-abhangigen Mechanismus
zuruckgefuhrt worden war. Die Veranderungen der IFN-y-Produktion hatten allerdings

in diesen Versuchen keinen Einfluss auf die Zytotoxizitat der NK-Zellen 7°.

CD27 wurde bisher auf NK-Zellen hauptsachlich als Reifungsmarker betrachtet. Dabei
galten NK-Zellen, die CD27 exprimieren, als eher unreife Population 8°. Da das
Expressionsprofil dieses Markers dem von CD56 ahnelt und auf CD56P™ NK-Zellen
nur geringe Mengen von CD27 nachweisbar waren, liegt ein CD56-ahnliches
Reifungsprofil nahe (CD5619">CD56P™) 75, Es ist anzunehmen, dass die Expression
von CD27 wahrend der NK-Zell-Reifung herunterreguliert wird. Mdglicherweise

verandert sich daher auch die Aktivierbarkeit der Zellen im Verlauf der Reifung.

Neben der Charakterisierung des Reifungszustandes von NK-Zellen hat CD27
zusatzliches Interesse dadurch erlangt, dass es durch Interaktion mit CD70 wesentlich
an Prozessen der Immunitats-/Toleranz-Regulation beteiligt sein soll 1%, CD70 stellt
den bisher einzig im Menschen bekannten Bindungspartner von CD27 dar %4. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit die Relevanz der CD27/CD70-Interaktion fir die anti-
HCV-Aktivitdt von NK-Zellen untersucht. Die Blockade von CD70 auf HUH7Rreplikon
Zellen resultierte lediglich in einer leichten Reduktion der HCV-Replikations-

Hemmung. Die anti-virale Wirkung von NK-Zellen scheint daher nicht zwangslaufig an
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eine direkte CD27/CD70-Interaktion gebunden zu sein. Alternativ kdnnte eine basale
Aktivitat von NK-Zellen vorliegen, die unabhangig von CD27/CD70 ist. Vermutlich wird
das CD27-Molekul an sich nicht fur die anti-HCV-Aktivitat der NK-Zellen bendétigt.
Vielmehr scheint die Expression von CD27 eher jene NK-Zellen zu kennzeichnen, die
per se Uber ein starkes anti-virales Potential verfiigen. Die Bedeutung von CD27(+)
NK-Zellen wird auch in Versuchen mit knockout-Mausen erkennbar %2, Zwar blieb die
Anzahl von NK-Zellen bei den CD277 -Mausen unbeeinflusst und die NK-Zellen
erreichten eine volle phanotypische Reife, allerdings wiesen die NK-Zellen bei diesen
Tieren eine erhdhte Expression inhibitorischer Rezeptoren auf, die sich im ruhenden
Zustand nicht auf die basalen Effektor-Funktionen der NK-Zellen auswirkte. Unter
Stimulation wiesen NK-Zellen aus CD27-7-Mausen jedoch eine verringerte zytolytische
Aktivitat und Zytokin-Produktion auf. Die Befunde aus CD27-defizienten Mause deuten
darauf hin, dass CD27 fur die Entwicklung von NK-Zellen weniger wichtig zu sein
scheint, aber fir deren Aktivierung und Funktionalitat hingegen eine bedeutende Rolle
spielt. Dies deckt sich mit der in der vorliegenden Arbeit gefundenen héheren Aktivitat
humaner CD27-exprimierender NK-Zellen.

Zur Untersuchung der in vivo-Relevanz CD27-exprimierenden NK-Zellen wurde deren
Haufigkeit im Blut von Patienten untersucht. Beim Vergleich der Haufigkeit CD27-
positiver NK-Zellen bei unterschiedlichen Patienten, beispielsweise solcher mit akuter
oder chronischer HCV/HIV-Ko-Infektion, HIV-mono-Infizierten und Gesunden
offenbarten sich keine relevanten Unterschiede. Allerdings lie3 sich bei akuter
Hepatitis C-Infektion von HIV-positiven Patienten ein Unterschied feststellen zwischen
den Patienten, die das Hepatitis C Virus spontan ausheilten und jenen, bei denen sich
eine chronische Infektion entwickelte. Bei den Ausheilern war eine signifikant héhere
Frequenz CD27(+) NK-Zellen nachweisbar. Dartber hinaus korrelierte in dieser
Gruppe die Frequenz CD27(+) NK-Zellen sowohl mit der Sekretion von IFN-y als auch
mit der NK-Zell-vermittelten Hemmung der HCV-Replikation. Eine hohe Anzahl CD27-
exprimierender NK-Zellen scheint demnach mit der spontanen Ausheilung einer
akuten HCV-Infektion in HIV(+) Probanden assoziiert zu sein. CD27(+) NK-Zellen
verfugen neben einer hohen Degranulationspotenz auch lber eine starke IFN-y-
vermittelte anti-virale Kapazitat. Im Hinblick auf eine effektive Virusbekdmpfung bei

einer akuten Hepatitis C-Infektion scheint es also naheliegend, dass ein erhdhtes
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Vorkommen dieses aktiven NK-Zell-Subtyps u.a. als friilhe Quelle von IFN-y und

maoglicherweise anderer Zytokine, wesentlich zur Viruseliminierung beitragt.

Neben der Wichtigkeit fur die Funktion von NK-Zellen ist CD27 auch bedeutend fir die
Funktion weiterer Zelltypen. Andere Arbeiten im Zusammenhang mit der chronischen
HCV-Infektion berichten vom Verlust CD27-exprimierender Lymphozyten als Folge der
chronischen Immunaktivierung. Damit deckt sich die Beobachtung, dass
kontinuierliche Stimulation Gber CD27 zu einem signifikanten Abfall der NK-Zell-Zahl
in vivo fuhrt 171, Ebenso wurde von einem Zusammenhang zwischen dem Verlust der
CD27(+) B-Zell-Population und der gestorten Aktivierung von B-Zellen bei
fortgeschrittenen Stadien der HCV-induzierten Leberfibrose-/zirrhose berichtet 172,
Auch der ,cross-talk“ von NK-Zellen mit Dendritischen Zellen (DC), der eine
bedeutungsvolle Rolle im Zuge angeborener Immunantworten hat und zur Sekretion
von IFN-y durch NK-Zellen fiihrt, wird durch die Expression von CD27 beeinflusst 88173,
In Experimenten mit murinen NK-Zellen verfligten CD27(+) NK-Zellen Gber ein deutlich
hoheres Potential zur IFN-y-Produktion als CD27(-) NK-Zellen, wenn diese mit DC ko-
inkubiert wurden. Moglicherweise spielen CD27-exprimierende NK-Zellen eine
entscheidende Rolle beim frihen ,cross-talk“ zwischen NK-Zellen und DC in den
lymphatischen Organen. Fir diese Vermutung spricht auch der Befund, dass CD27(+)
NK-Zellen gegeniiber CD27(-) NK-Zellen in den Lymphorganen als vorherrschende
Population identifiziert wurden 8. Da besonders die TH1 -Antwort durch NK-Zell-
sezernierte Zytokine unterstitzt wird, ergibt sich hier eine Verknipfung zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem. Im Hinblick auf die starke IFN-y-
Sekretion konnte der CD27(+) NK-Zell-Subtyp fir das sogenannte Priming der

adaptiven Immunitat relevant sein.
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2 Die Bedeutung CXCR3-exprimierender Naturlicher Killer-Zellen

Die Rekrutierung von NK-Zellen in die Leber wird wesentlich durch Chemokine und
Chemokin-Rezeptoren reguliert. Dabei ist der Chemokin-Rezeptor CXCR3 in die
Rekrutierung aktivierter Lymphozyten in die entziindete Leber involviert. Er spielt
wahrscheinlich auch eine Schlisselrolle fir die Regulation der Immunzell-
Kompartmentierung zwischen Leber und Blut wahrend der HCV-Infektion.
Diesbezuglich konnte gezeigt werden, dass die Expression des Chemokin-Rezeptors
CXCR3 und zugehdriger Liganden mit dem Fibrosestadium assoziiert sind 145147 | Dies
lied vermuten, dass auch CXCR3-exprimierende NK-Zellen eine Rolle in der HCV-
assoziierten Leberschadigung spielen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht

wurde.

Anhand der Expression von CXCR3 war eine Unterteilung von NK-Zellen in distinkte
Subpopulationen mdglich, die sowohl phénotypisch als auch funktionell voneinander

abgrenzbar sind.

Die Charakterisierung peripherer NK-Zellen hinsichtlich der Expression des Chemokin-
Rezeptors CXCR3 ergab, dass sowohl in den CD56P™ als auch in den CD5619" NK-
Zellen CXCR3(+) Zellen vorkommen. Dabei war die Haufigkeit CXCR3(+) NK-Zellen
beim CD56M9" Subtyp deutlich erhoht. Anhand der CXCR3-Expression lieRen sich vier
NK-Zell-Subpopulationen  definieren: CXCR3(+)CD56H9"  CXCR3(-)CD56"i9",
CXCR3(+)CD56P™ und CXCR3(-)CD56P™, Bei der weiteren phanotypischen
Charakterisierung konnte eine stufenweise Abnahme der Expression von
Reifungsmarkern (CD27, CD127 und CD62L) von CXCR3(+)CD56M9" iber CXCR3(-
)CD56M9" nach CXCR3(+)CD56P™ bis hin zu CXCR3(-)CD56°™ NK-Zellen
nachgewiesen werden. Das Modell der NK-Zell-Reifung von CD56M9" zu CD56P™
Zellen ist von Veranderungen der Expression anderer Oberflachenmarker begleitet 7.
Dementsprechend ist eine Identifikation unterschiedlicher Reifungsstadien anhand der
Expression bestimmter Marker mdglich. CXCR3(+)CD56H19" NK-Zellen scheinen die
unreifste der vier CXCR3-Subpopulationen zu reprasentieren, da auf ihnen die hdchste
Expression von CD27, CD127 und CD62L — allesamt Marker unreifer NK-Zellen —
nachgewiesen wurden 728487.88 Auf den CXCR3(+)CD569" NK-Zellen war zudem die
Expressionsdichte von CD94 am hdchsten. Passend dazu wurde beschrieben, dass

die Expression von CD94 im Laufe der Reifung von CD56M9" zu CD56P'™ NK-Zellen
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herunterreguliert wird 73174175 Eine dynamische Regulation der CXCR3-Expression

wahrend der NK-Zell-Reifung erscheint daher naheliegend.

Da die Expression von NK-Zell-Rezeptoren eng mit der Entwicklung und Funktion von
NK-Zellen im Zusammenhang steht, wurde die Anwesenheit unterschiedlicher NK-
Zell-Rezeptor-Familien auf den CXCR3-Subpopulationen untersucht 7. Dabei
offenbarten sich deutliche Unterschiede: CXCR3(+) NK-Zellen exprimierten signifikant
mehr NKG2A, NKG2D und NKp44 als CXCR3(-) Zellen. Bezuglich Ko-Expression von
NK-Zell-Rezeptoren der SLAM-Rezeptor-Familie war die Assoziation mit CXCR3
entgegengesetzt; hier war die Expression der SLAM-Rezeptoren auf CXCR3(+) NK-
Zellen deutlich niedriger als auf CXCR3(-) Zellen.

Aufgrund der unterschiedlichen Expression von NK-Zell-Rezeptoren waren
funktionelle Unterschiede zwischen CXCR3-exprimierenden und -negativen NK-Zell-
Subtypen anzunehmen, die mittels Ko-Inkubationsexperimenten bestatigt werden
konnten. Bei Analyse der NK-Zell-Effektor-Funktionen mit MHC-defizienten K562
Zellen als Zielzellen ergab sich kein relevanter Unterschied im zytotoxischen Potential
zwischen CXCR3(+) und CXCR3(-) NK-Zellen. Allerdings war die Sekretion von IFN-y
durch CXCR3(+) Zellen deutlich geringer. Da K562 Zellen eher zur Untersuchung von
NK-Zell-Funktionen im Zusammenhang mit hdmatologischen Fragestellungen dienen,
wurden sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit als nicht geeignet gehalten, um NK-
Zellen im Zusammenhang mit Fibrose und der HCV-Infektion zu untersuchen. Als
besseres Modell zur Untersuchung der Effektor-Funktionen bei Hepatitis C boten sich
HUH7repiikon Zellen an, die es zusatzlich erméglichen, anti-virale Funktionen von NK-
Zellen zu beurteilen. Tatsachlich ergaben sich zwischen CXCR3(+) und CXCR3(-) NK-
Zellen mit diesen Zielzellen deutliche Unterschiede: CXCR3-exprimierende NK-Zellen
wiesen ein signifikant starkeres zytotoxisches Potential auf und sezernierten
wesentlich mehr IFN-y. IFN-y hat sich als bedeutsames Zytokin fur die anti-virale
Funktion von NK-Zellen herausgestellt 16>, Passend dazu ergab sich anhand des
Luciferase-Assays mit HUH7repiikon Zellen eine signifikant starkere Hemmung der in
vitro-HCV Replikation durch CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen als durch CXCR3(-) NK-
Zellen. Das hohere anti-virale Potential CXCR3(+) NK-Zellen lasst sich durch die
beobachtete starkere Sekretion von IFN-y im Vergleich zu CXCR3(-) NK-Zellen
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erklaren, da bereits nachgewiesen werden konnte, dass IFN-y essentiell fir die anti-
virale Aktivitat von NK- und CD8* T-Zellen in vitro ist 9999169,

Daten zur Expression von CXCR3 im Zusammenhang mit HCV beziehen sich
Uberwiegend auf Prozesse der Entziindung und Fibrose. Interessanterweise konnte
ein Zusammenhang zwischen CXCR3-Liganden, insbesondere CXCL10, und dem
Therapieansprechen hergestellt werden. Hohe Level von CXCL10 wéhrend der akuten
HCV-Infektion waren mit einer geringeren Chance einer spontanen Ausheilung
assoziiert 176, Als Konsequenz aus diesen Beobachtungen wurde von den Autoren ein
Schwellenwert von CXCL10 bei akuter Hepatitis C-Infektion zur therapeutischen
Intervention postuliert. Alternativ wurde die Kombination der CXCL10-Spiegel im
Serum mit bestimmten SNPs im IL28B-Gen vorgeschlagen, um jene Patienten mit
akuter HCV-Infektion, bei denen aller Voraussicht nach eine spontane Eliminierung
des Virus erfolgen wird, von denen mit frihem Therapiebedarf zu unterscheiden 177,
Bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion wurde in Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen bei akuter HCV-Infektion ebenso ein hoher CXCL10-Plasmaspiegel
vor Behandlungsbeginn als Pradiktor fir das Nicht-Ansprechen auf eine anti-virale

Therapie beschrieben 178179,

Durch Ko-Inkubationsexperimente mit aktivierten HSC, die ein Modell fiir die Vorgange
wahrend des fibrotischen Umbaus der Leber darstellen, wurde das anti-fibrotische
Potential von CXCR3(+) und CXCR3(-) NK-Zellen bestimmt. Analog zu den Daten mit
HUH7repiikon Zellen stellten sich CXCR3(+) NK-Zellen als die potentere NK-Zell-
Population heraus. Sowohl hinsichtlich Degranulation als auch IFN-y-Sekretion wiesen
sie ein signifikant héheres Potential als CXCR3(-) NK-Zellen auf, aktivierte hepatische
Sternzellen zu eliminieren. Dabei bestétigte die Untersuchung bei verschiedenen
Effektor:Target-Verhaltnissen die Spezifitat der Befunde. CXCR3(+) NK-Zellen
verfuigen demnach (Uber ein ausgepragtes anti-fibrotisches Potential.
Interessanterweise zeigten die vier phanotypisch unterschiedlichen CXCR3-NK-Zell-
Subpopulationen auch hinsichtlich einer Induktion des Zelltods in aktivierten humanen
HSC die gleichen funktionellen Unterschiede: CXCR3(+)CD569" NK-Zellen wiesen
die starkste Aktivitait gegen HSC auf. Ahnlich zur stufenweisen Abnahme der
Reifungsmarker-Expression wurde eine progressive Abnahme der Degranulation und
IFN-y-Sekretion von CXCR3(+)CD56H9" NK-Zellen hin zu CXCR3(-)CD56°™ NK-
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Zellen beobachtet. Die starke Aktivitat gegen HSC lasst sich mit den Resultaten der

phanotypischen Untersuchungen verknuipfen.

Da die Expression der SLAM-Molekiile invers mit den funktionellen Unterschieden der
NK-Zell-Aktivitat korrelierte, ist anzunehmen, dass diese Ko-Rezeptoren fir die anti-
fibrotische Aktivitdt der verschiedenen NK-Zell-Subpopulationen von geringerer
Bedeutung sind. Mdglicherweise beeinflussen sie aber den NK-Zell-Kontakt zu
benachbarten Zellen.

Auf CXCR3(+)CD56Md9h NK-Zellen konnten die hdchsten Expressionsdichten der
aktivierenden Rezeptoren NKG2D und NKp44 nachgewiesen werden. Versuche im
Mausmodell hatten zudem gezeigt, dass aktivierte HSC durch NK-Zellen tiber NKG2D-
Aktivierung eliminiert werden 120, Ubereinstimmend damit konnte der Einfluss von
NKG2D auf die Funktion humaner NK-Zellen bestétigt werden. Die Blockierung von
NKG2D filhrte zu einer starken Reduktion der NK-Zell-Degranulation und zur
Aufhebung des funktionellen Unterschiedes zwischen CXCR3(+) und CXCR3(-) NK-
Zellen nach Aktivierung durch primare humane HSC. Die funktionelle Relevanz von
NKG2D konnte weiterhin durch die eigene Beobachtung gestitzt werden, dass dieser
Rezeptor bei der NK-Zell-vermittelten Induktion der Apoptose in HSC beteiligt ist 6.
Insgesamt untermauerten diese Befunde die bedeutende Rolle von NK-Zellen flr die
Regulation fibrotischer Umbauprozesse in der Leber. In einer friiheren Arbeit konnte
gezeigt werden, dass HCV-Proteine humane hepatische Sternzellen direkt aktivieren
kdonnen 18, Wie durch unsere Gruppe nachgewiesen, resultierte die Stimulation von
HSC mit dem HCV Core-Protein in einem signifikanten Anstieg der Expression der pro-
fibrotischen Proteine TIMP2 (Tissue inhibitor of Metalloproteinase 2), MMP2
(Matrixmetalloproteinase 2) und Collal (Kollagen Typ 1 alpha 1) 8. Der
Aktivierungsprozess wird hierbei durch Bindung von HCV Core an TLR2 (Toll-like-
Rezeptor 2) vermittelt %2, Eine effektive Eliminierung aktivierter HSC durch
CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen konnte daher eine wichtige Bedeutung fiur die
Regulation der fibrotischen Veranderungen bei einer chronischen HCV-Infektion
haben. Befunde aus CXCR3”- Mausen liefern weitere Hinweise, dass CXCR3 als anti-
fibrotischer Regulator in der Leber fungiert 183, Wie Arbeiten der letzten Jahre zeigen,
ist eine hohe Expression der Liganden von CXCR3, insbesondere CXCL10, mit einer

progressiven  Leberschadigung und Fibrose assoziiert 147148151 Diese
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widerspruchlichen Befunde kénnen zum Teil durch die Identifikation einer
antagonistischen Form von CXCL10 bei HCV(+) Patienten erklart werden 155, DDP4
(Dipeptidylpeptidase 1V) bewirkt eine N-terminale Trunkierung von CXCL10, die zur
Bildung einer dominant negativen Form des Proteins fihrt. Trunkiertes CXCL10 kann
zwar noch an CXCR3 binden, induziert allerdings keine Signallibertragung 153155,
Infolgedessen wird die CXCR3-vermittelte Rekrutierung immunkompetenter Zellen in
die Leber behindert, was in einer extra-hepatischen Akkumulation CXCR3-
exprimierender Zellen resultieren konnte. Tatsachlich lie3 sich in unseren
Untersuchungen eine Assoziation der HCV-Infektion mit einer signifikant erhéhten
Frequenz peripherer CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen nachweisen. Im Hinblick auf die
starke anti-fibrotische Aktivitat dieses NK-Zell-Subtyps lasst dies auf eine mdgliche
Assoziation fortgeschrittener Fibrosestadien bei chronischer HCV-Infektion mit einer
geringeren Anzahl CXCR3(+)CD56"9" NK-Zellen in der Leber schlieBen. Entgegen
diesen  Erwartungen war stattdessen die  Haufigkeit intra-hepatischer
CXCR3(+)CD56H19" NK-Zellen bei Patienten mit fortgeschrittener Fibrose jedoch
erhoht. Die daraufhin veranlassten funktionellen Untersuchungen von NK-Zellen bei
Patienten mit chronischer HCV-Infektion ergaben eine spezifisch fur den
CXCR3(+)CD56M9"  Subtyp gegentiber gesunden Probanden verringerte
Degranulation und IFN-y-Sekretion in der Ko-Kultur mit aktivierten humanen HSC.
Unter dem Einfluss einer chronischen Infektion mit HCV scheint demzufolge die anti-
fibrotische Aktivitat von CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen beeintrachtigt zu sein.

Leider war die Anzahl intra-hepatischer CXCR3(+) NK-Zellen aufgrund des nur
begrenzt verfugbaren Lebergewebes aus Biopsien fir funktionelle Versuche nicht
ausreichend. Es herrscht daher noch Klarungsbedarf, inwieweit intra-hepatische
CXCR3(+) NK-Zellen tatsachlich in ihrer Aktivitat gestort sind oder gar pro-fibrotische
Effekte ausuben. Allerdings konnten wesentliche Mechanismen, die einer gestorten
Aktivitat peripherer CXCR3(+)CD569" NK-Zellen bei der HCV-Infektion zugrunde
liegen, teilweise aufgeklart werden. Wahrend die NK-Zell-Reifungsmarker bei
Gesunden und Patienten in &hnlichem Umfang exprimiert wurden, differierte die
Expression der NK-Zell-Rezeptoren. Auf CXCR3(+)CD56"9" NK-Zellen von Patienten
mit chronischer HCV-Infektion waren signifikant hohere Mengen des hemmenden

Rezeptors NKG2C aber eine reduzierte Expression des aktivierenden Rezeptors
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NKp46 vorhanden. Durch diesen Unterschied lieR sich eine funktionelle
Beeintrachtigung dieses NK-Zell-Subtyps erklaren. Die hohere Expression von NKp44
und CRACC auf Patientenzellen korrelierte aber nicht mit der veranderten Funktion
der NK-Zellen in diesen Untersuchungen. Moglicherweise sind diese Rezeptoren nicht
maf3geblich an der anti-fibrotischen Aktivitdt von NK-Zellen beteiligt. Diese Vermutung
sollte in weiteren Untersuchungen Uberprift werden.

Als wichtiges Ergebnis wird durch die Experimente mit Ko-Kultur verschiedener
Zielzellen die Relevanz von NKp46(+) NK-Zellen dahingehend gestérkt, dass durch
diesen Rezeptor eine Subpopulation von NK-Zellen definiert wird, die sowohl
supprimierend auf die HCV-Replikation wirkt, als auch effektiv zur Beseitigung
aktivierter HSC beitragt °°. Dariiber hinaus weisen die NK-Zellen von Patienten mit
chronischer Hepatitis C-Infektion eine deutlich verringerte Expression von NKG2D auf.
Diese Befunde konnten ebenfalls eine Erklarung fir die beobachtete reduzierte anti-
fibrotische NK-Zell-Aktivitat bei chronischer Hepatitis C liefern. Im Einklang damit
stehen die Daten von Séne und Kollegen, die Unterschiede zwischen Patienten mit
chronischer HCV-Infektion und gesunden Probanden nur hinsichtlich der
Expressionsstarke von NKG2D, nicht aber in der Haufigkeit NKG2D-positiver Zellen
fanden 184, Von anderen Arbeitsgruppen wurde allerdings auch von einer erhéhten
NKG2D-Expression unter HCV-Einfluss berichtet 119185 Dies deutet darauf hin, dass
die Aktivitat von NK-Zellen unter chronischem HCV-Einfluss durch komplexe
Mechanismen verandert wird.

Eine Reduktion der NKG2D-Expression auf NK-Zellen konnte bei Patienten mit
Lungen- und Kolonkrebs durch den Einfluss von TGF-3 nachgewiesen werden. Dieses
Zytokin fuhrte zu einer Verringerung der lytischen Aktivitat der NK-Zellen 18, Des
Weiteren ist beschrieben, dass die Serumspiegel von TGF-B bei Patienten mit
chronischer HCV-Infektion mit dem Grad der Leberfibroseprogression korrelieren 87,
TGF-p stellt ein Schllsselzytokin der Leberfibrogenese dar und wirkt hemmend auf die
Funktion von NK-Zellen. Dies konnte mdglicherweise auch in den vorliegenden
Ergebnissen zur reduzierten Funktion CXCR3(+) NK-Zellen bei HCV(+) Patienten
beitragen 188, In Ubereinstimmung mit dieser Vermutung wurde berichtet, dass die HC
Viruslast invers mit dem TGF-B-Spiegel korreliert 8. Wie Takehara und Kollegen
zeigen konnten, ist bei chronischer Hepatitis C die Induktion der NKG2D-Liganden

MICA/B auf Dendritischen Zellen verringert und fihrt zu einer schwécheren Interaktion
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mit NKG2D auf den NK-Zellen 1%, Da unsere Beobachtungen einer verringerten
Expression von NKG2D bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion nicht spezifisch
fir den CXCR3(+)CD56M9" Subtyp waren, scheinen weitere Mechanismen flr die
Beeintrachtigung der NK-Zell-Aktivitat unter HCV-Einfluss eine Rolle zu spielen. IFN-
o beispielsweise steuert die Zytokin- und Chemokin-Produktion von NK-Zellen, sowie
deren Zytotoxizitat. Moglich ware, dass die funktionellen Defekte auf einer viralen
Interferenz mit IFN-a-Signalwegen beruhen und zu einer reduzierten Aktivierung von
NK-Zellen von HCV(+) Patienten mit geringerer Lysekapazitat filhren 1%, Als weiterer
wichtiger Faktor fiir die Aktivierung, Proliferation und das Uberleben von NK-Zellen
wurde IL-15 beschrieben %%, Im Lebergewebe HCV-positiver Patienten liegt IL-15
signifikant erhoht vor %2, Dieses IL-15 konnte an Rezeptoren auf NK-Zellen binden
und zu deren Herunterregulation und Internalisierung fihren. Somit waren die
Rezeptoren fiur eine nachfolgende Stimulation nicht mehr verfigbar. An Bedeutung
gewinnt dieser Gedanke durch die Tatsache, dass IL-15 einen Teil des IL-2 Rezeptors
(IL-2Rpy) von NK-Zellen bindet und damit die Aktivierung von NK-Zellen tber dieses
Zytokin eingeschrankt sein konnte 193, Tatsachlich konnte unsere Arbeitsgruppe fir die
HCV/HIV Ko-Infektion nachweisen, dass eine gestorte Sekretion von IL-2 durch
Verlust von CD4* T-Zellen zu einer ineffektiven Stimulation der NK-Zell-Funktion fuhrt
194_

Die beobachtete intra-hepatische Akkumulation CXCR3(+)CD56M9" NK-Zellen bei
HCV(+) Patienten mit fortgeschrittener Fibrose kdnnte an der Progression der HCV-
induzierten Leberfibrose beteiligt sein. Denkbar wére, dass eine verstarkte
Rekrutierung CXCR3(+)CD569" NK-Zellen in die Leber erfolgt, um die HCV-
Replikation in infizierten Leberzellen zu hemmen und die fibrotischen Umbauprozesse
durch Eliminierung aktivierter HSC in der Leber einzudammen. Da dieser NK-Zell-
Subtyp bei HCV(+) Patienten jedoch funktionell beeintrachtigt zu sein scheint, ist diese
Rekrutierung ineffizient. Tatsachlich konnten in Lebern HCV-infizierter Patienten
deutlich erhdhte mRNA-Level der CXCR3 Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 im
Vergleich mit Gesunden nachgewiesen werden. Insbesondere die Transkripte flr
CXCL10 stiegen mit dem Grad der Inflammation und Leberfibrose an. Durch
Immunfarbung konnte die Expression von CXCL10 in Biopsien HCV(+) Patienten
besonders in Hepatozyten nachgewiesen werden, wahrend CXCL10 in gesunden

Lebern nicht detektierbar war 46, CXCL10 scheint demnach fir die HCV-induzierte
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Nekroinflammation und Fibrose von Bedeutung zu sein. Untermauert wird diese
Hypothese durch die in der hier vorliegenden Arbeit an Monozyten generierten Daten.
Diese ergaben, dass HCV Core eine effektive Sekretion von CXCL10 induziert,
wodurch ein funktioneller Chemokin-Gradient gebildet wird. In den in vitro
Migrationsexperimenten resultierte dies in einer praferentiellen Rekrutierung von
CXCR3(+) NK-Zellen. Im Mausmodell wurde beobachtet, dass auch HSC nach IFN-y-
Stimulation zur Sekretion von CXCL10 fahig sind 1. Werden diese Beobachtungen
auf die Situation in der humanen Leber mit HCV-Infektion Ubertragen, so kann
angenommen werden, dass die durch HCV induzierte Bildung von CXCL10 durch HSC
zu einer weiteren funktionell relevanten Steigerung der ohnehin groRen Mengen an
CXCR3-Liganden fiihrt, was sich mit den Daten von Zeremski und Kollegen deckt 146,
Dies konnte zu einer weiteren Rekrutierung CXCR3(+) NK-Zellen fihren, welche
jedoch fur die Kontrolle der HSC keine Bedeutung hétte, da diese NK-Zellen in ihrer
Funktion gestort sind. Dartber hinaus kdnnte auch die HCV-induzierte Expression von
CXCL10 zusatzliche inflammatorische CXCR3(+) Lymphozyten anlocken, die durch
Expression pro-inflammatorischer Zytokine die Entziindung und Nekrose in der Leber
weiter intensivieren konnten 139, Ahnliches konnte bereits fir isolierte T-Zellen aus
Lebern HCV(+) Patienten beobachtet werden 1%, Diese waren u.a. beziglich ihres
Potentials zur IFN-y-Produktion beeintrachtigt und nur zu einer ineffektiven Hemmung
des HC Virus fahig. Allerdings produzierten die funktionell gestorten CD4(+) T-Zellen
selbst weiterhin Chemokine und Zytokine und stimulierten wiederum andere Zellen zur
Zytokin-Produktion.

Neben der Leber sind CXCR3-exprimierende NK-Zellen auch bei fibrotischen
Umbauprozessen anderer Organe von Bedeutung. Hier wird CXCR3, analog zu
unseren Befunden bei Gesunden, anti-fibrotische Wirkung zugeschrieben. Mittels
unilateraler Ureter-Obstruktion bei CXCR3” Mausen bzw. Einsatz von CXCL10-
neutralisierenden Antikérpern konnte gezeigt werden, dass die Blockierung von
CXCL10/CXCR3 wesentlich zum Fortschreiten der Nierenfibrose beitragt *°’. Bei der
pulmonalen Fibrose, die zur Zerstérung des Lungengewebes mit Funktionsverlust
fuhrt, scheint CXCR3 ebenfalls fur die Regulation dieser Prozesse wichtig zu sein und
reguliert speziell die Bildung von IFN-y 1%, Versuche an CXCR3 k.o0.-Mausen wiesen
nach Bleomycin-induzierter pulmonaler Fibrose auf einen selektiven Defekt bei der

Rekrutierung von CD8* Lymphozyten und NK-Zellen in die Lunge hin. Dies fuhrte zu
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einer deutlichen Verminderung der frihen IFN-y-Antwort und einer verringerten
Expression von CXCL10 in der bronchoalveolaren Lavage. Des Weiteren liel3 sich eine
drastische Abnahme der NK-Zell-Zahl, auch in unbehandelten M&ausen ohne
Bleomycin-Gabe, nachweisen. Bei diesen Tieren schien CXCR3 flur die NK-Zell-
Homdoostase notwendig zu sein. Die Experimente zur pulmonalen Fibrose belegen,
dass CXCR3-exprimierende Zellen -speziell pulmonale NK-Zellen- notwendig und
ausreichend fur die Produktion von IFN-y sind. IFN-y stellte hier den entscheidenden
Faktor fur die Polarisierung der Immunantwort vielmehr in Richtung Aufhebung der

Fibrose als zu deren Progression dar.
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2  Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ADCC

ALT
APC
a-SMA
AST
BFA
BSA

bzw.

Caspase

cDNA

CD
CXCR
Da

DMEM

DNA
EDTA
ELISA

engl.
etal.
Fa.
FACS
FasL

Fec

FCS

FITC
FSC

Abbildung

engl. antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity

Alanin-Aminotransferase
Allophycocyanin

engl. a-smooth muscle actin
Aspartat-Aminotransferase
Brefeldin A

Rinderserumalbumin (engl. bovine
serum albumine)

beziehungsweise

Cystein abhéngige Aspartat-spezifische
Protease

komplementare DNA (engl.
complementary DNA)

engl. cluster of differentiation
CXC-Chemokin-Rezeptor
Dalton

engl. Dulbecco’s modified eagle’s
medium

Desoxyribonukleinsédure
Ethylendiamintetraacetat

engl. Enzyme-linked-Immunosorbent
assay

englisch

und andere (lat. et aliter)

Firma

engl. fluorescence activated cell sorting
Fas-Ligand

konstante Region eines
Immunglobulins

fotales Kéalberserum (engl. fetal calf
serum)

Fluorescein-Isothiocyanat

Vorwartsstreulicht (engl. forward
scatter)

Gramm
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MACS

MFI
MHC

min
MMP
MSM
n

NCR

NK-Zellen
n.s.

NS

oD

p

PBMC
PBS

PCR

PE
PerCP
PFA
PGN
pH
PHA
RBV
RFI
rh
RNA
RT

SEM

Milli, Meter

Mikro

Magnetische Zellsortierung (engl. magnetic

activated cell sorter
mittlere Fluoreszenzintensitat

Haupthistokompatibilitaitskomplex; engl.
major histocompatibility complex

Minute

Matrixmetalloproteinase

engl. men who have sex with men
nano, Anzahl

naturliche Zytotoxizitatsrezeptoren (engl.
natural cytotoxicity receptors)

Naturliche Killerzellen

nicht signifikant

nicht-Struktur Protein

optische Dichte

statistische Wahrscheinlichkeit

engl. peripheral blood mononuclear cells
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung

Polymerase-Kettenreaktion (engl.
polymerase chain reaction)

Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein
Paraformaldehyd
Peptidoglykan

lat. potentia Hydrogenii
Phytohemagglutinin
Ribavirin

relative Fluoreszenzintensitéat
rekombinant human

engl. ribonucleic acid
Raumtemperatur

Sekunde

Standardfehler des Mittelwertes (engl.
standard error of mean)



GT

HAART
HBV

HCV
HIV
HLA
HSC
IFN

LAMP-1

LPS
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Glutamyl-Transferase SSC
Stunde SVR
hochaktive antiretrovirale Therapie
N ] Tab.
Hepatitis B Virus
) TCR
Hepatozellulares Karzinom (engl.
hepatocellular carcinoma) TGF
Hepatitis C Virus
TIMP
humanes Immundefizienz Virus
) TLR
humanes Leukozyten-Antigen
] TNF
hepatische Sternzellen
TRAIL
Interferon
Immunglobulin U
Interleukin ULBP1-6
internationale Einheiten (engl. 7.B.
international units)
: °C
kilo
engl. killer cell immunglobulin like
receptors
Liter

Lysosomen assoziiertes Membran-
Protein-1

Lipopolysaccharid
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Seitwartsstreulicht (engl. side scatter)

dauerhaftes virologisches Ansprechen
(engl. sustained virological response)

Tabelle
engl. T cell receptor

transformierender Wachstumsfaktor (engl.
transforming growth factor)

engl. tissue inhibitors of metalloproteinases
engl. toll-like receptor
Tumornekrosefaktor

engl. TNF-related apoptosis inducing
ligand

Unit(s), Einheit der Enzymaktivitat
UL16 bindendes Protein 1-6
zum Beispiel

Grad Celsius
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