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1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus

Seit Mitte der siebziger Jahre ist aufgrund klihesc und epidemiologischer Beobachtungen

bekannt, dass neben den beiden Hepatitiden A ureinB weitere Form der Ubertragbaren
Hepatitis existieren muss. Diese parenteral, véenmaldurch Bluttransfusionen, erworbene
Erkrankung wurde zunachst als Posttransfusionsitispbheziehungsweise als Non-A-Non-B-
Hepatitis bezeichnet (Dienstag et al., 1983).

Erst 1989 gelang es, aus dem Serum artifiziell ziafter Schimpansen mit Hilfe
molekularbiologischer Techniken Virus-RNA zu isoéie (Choo et al., 1989). Es zeigte sich,
dass 90% der Non-A-Non-B-Hepatitiden auf eine Ititek mit dem Hepatitis C Virus (HCV)
zurtckzufiihren sind (Choo et al., 1990).

Anhand von Analysen der RNA-Genomsequenzen, edalgt Unterteilung der verschiedenen
Isolate in Genotypen. Bisher sind 6 Genotypen mierschiedlicher geographischer Verteilung
bekannt. Die Genotypen 1, 2 und 3 kommen weltweit in Afrika und in Agypten wird der
Genotyp 4 gefunden. Die Genotypen 5 und 6 kommenwibgend in Sudafrika, Australien und
Hongkong vor (Davidson et al., 1995; Heintges urahds, 1997 Yoshioka et al., 1992).

Da das Virus erst 1989 entdeckt und ein Screenen@tiitkonserven erst Anfang der 90er Jahre
eingefuhrt werden konnte, ist ein Grof3teil der HYektionen bis zu diesem Zeitpunkt auf
kontaminierte Blutprodukte zurtickzuftihren. Durche dtinfihrung der Untersuchung von
Blutprodukten auf HCV-Kontamination 1990 sank di@hE transfusionsassoziierter HCV-
Infektionen erheblich

Den Hauptibertragungsweg stellt heute die Mehriasleadung von Spritzbesteck bei i.v.-
Drogenabhéangigen (das sogenannte “needle sharidgf) Es wurden aber auch andere
Infektionswege, wie haufig wechselnder Sexualkantaker auch die Ubertragung von Mutter
auf das Kind beschrieben (Zeuzem et al., 1995).

Weltweit sind schatzungsweise 1% der Bevolkerung deim Hepatitis C Virus chronisch
infiziert. Schatzungen fir Europa gehen von 1,2zhi% Millionen HCV-positiven Personen aus.
In der BRD liegt die Durchseuchung bei etwa 0,4%rads ergibt sich bezogen auf die
Gesamtbevdlkerung eine geschéatzte Zahl von 320if@derten Personen, zu denen jahrlich
5000 Neuinfektionen hinzukommen (RKI, 2006).
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1.1.1 Klinik und Verlauf der HCV Infektion

Etwa 75% der HCV-Infektionen verlaufen priméar ohi@ankheitszeichen. Nach einer
Inkubationszeit von ca. 8 (2-26) Wochen kommt esp@rar zu einem milden Anstieg der
Transaminasen. Nur in 10-20% der Félle wird eingapsigter Anstieg der Leberenzyme oder
ein lkterus beobachtet. Ein Drittel der Patienti&agkin dieser Zeit Uber grippeartige Symptome.
Fulminante Infektionsverlaufe mit akutem Lebervgesasind aul3erst selten.

In 50-70% der Infektionen geht die Hepatitis C jguon eine chronische Verlaufsform dber,
welche abgesehen von allgemeiner Abgeschlageniseiuim Auftreten von Komplikationen der
Leberzellschadigung typischerweise asymptomatisclaurft.

Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion haban signifikant erhdhtes Risiko eine
Leberzirrhose oder ein hepatozellulares Karzinom emtwickeln (Hoofnagle et al., 1997;
Kiyosawa et.al., 1995; Realdi et al., 1982; Zeustral.,1995). So gilt die chronische Hepatitis C
als Hauptursache fir das hepatozellulare Karzinanh stellt die haufigste Indikation flr eine
Lebertransplantation dar (Montalbano und Neff, 2005

Die Hepatitis C Infektionen stellen aufgrund ihretativen H&aufigkeit, vor allem aber wegen
ihres langen und chronischen Verlaufs, ein grofRedizmisches und gesundheitliches Problem
dar. Die Frage, warum das Virus so haufig lebemgslpersistiert, ist Gegenstand intensiver
Forschungsarbeit und nur ansatzweise verstanden.

Zahlreiche Studien beschreiben einen Zusammenhaisgten einer gestorten Immunantwort
und dem klinischen Verlauf der HCV Infektion.

1.2 Virusinfektion und Immunantwort

Das menschliche Immunsystem hat unterschiedlicheelbmechanismen gegen eindringende
Pathogene wie Viren entwickelt. Ublicherweise usthieidet man hierbei zwischen der so
genannten angeborenen und der erworbenen Immun@dnti®ee initiale, unspezifische
Immunantwort wird durch das angeborene Immunsystermittelt, welches sowohl zellulére
(z.B. Naturliche Killerzellen (NK) und Makrophagenals auch losliche Bestandteile
(Zytokine/Chemokine) umfasst. Die erworbene Immudwant stellt den Antigen-spezifischen
Arm des Immunsystems dar und besteht ebenfalls zallslaren (B- und T-Zellen) und
humoralen (Antikorper) Komponenten. Arbeiten deztlen Jahre zeigten, dass es zwischen
diesen beiden Bestandteilen des Immunsystems adggepegulatorische Interaktionen gibt.

Trotz dieser vielfaltigen und im allgemeinen seffizenten antiviralen Abwehrmechanismen,
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gelingt es einigen Viren, der menschlichen Immuwart zu entgehen, und so eine chronische
Infektion zu etablieren. Hierzu zahlt das Hepat@isvirus (HCV), das aufgrund seiner hohen
Pravalenz und seiner Humanpathogenitat von besenBetevanz fir den Menschen ist.

Die Mechanismen, Uber die dieses Virus dem Immuasysentgeht, sind vielfaltig und
momentan nur unvollstdndig verstanden. Jedoch medich die Hinweise, dass eine ineffektive
Virus-spezifische CD8(+) T-Zell-Antwort fur die Gimifizierung des Virus eine wichtige Rolle

spielt.

1.3 T-Zellen
T-Zellen sind ein zentraler Bestandteil der adagtiimmunantwort. Hierbei werden CD4(+) T-
Helferzellen, CD8(+) T-Suppressorzellen und zytdolke CD8(+)T-Zellen (CTL)

unterschieden. T-Lymphozyten konnen die Anwesenligitazellularer Krankheitserreger

erkennen, da infizierte Zellen den T-Zellen aukeith©berflache Peptidfragmente prasentieren,
die aus den Poteinen der Krankheitserreger stamigatoxische CD8(+) T-Zellen erkennen
hierbei Peptide von 9-11 Aminoséuren, die durchtdaspmen aus den urspringlich viralen
Proteinen geschnitten werden. Spezifische Transpbringen diese Viruspeptide in der Bindung
an Major Histocompatibility Complex (MHC)-KlasseMelekiile an die Zelloberflache. Die
Erkennung dieser MHC |-Peptid-Komplexe durch derZell-Rezeptor (TCR) fuhrt zur
Aktivierung der CD8(+) T-Zellen mit anschlielendeyse der infizierten Zelle. Daher spielt
dieser Zelltyp eine wichtige Rolle fur die Elimir@at von Viren sowie fir die Erkennung
intrazellularer Veranderungen.

Zytotoxische CD8(+) T-Zellen wirken durch die Fetimung von zwei Klassen vorgeformter
Zytotoxine. Die so genannten Granzyme vermittelme itWirkung durch Induktion des
programmierten Zelltods in der Zielzelle. Perfoist ein zytolytisches Protein, das in die
Zellmembran der Zielzelle eindringt und hier Pobddet. Durch diese kdnnen anschliel3end die
Granzyme in die Zielzelle gelangen und Apoptoseumelren. Diese lytischen Granula sind
Membran-gebundene sekretorische Lysosme, deren Kenilysosomen assoziierte Membran
Glycoproteine (LAMPSs) enthélt, darunter auch CD1QIZAMP-1). Diese sind normalerweise
nicht an der Oberflache der T-Lymphozyten expritiliach Aktivierung der CD8(+) T-Zellen
Uber den T-Zell-Rezeptor kommt es zu einer Fusiengtanularen Membran mit der T-Zell-
Membran und anschlieRender Sekretion des zytohgisdnhaltes der Granula und somit zur

CD107a-Expression auf den T-Zellen, welche durdsitytometrisch als Marker fir die
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zytolytische Funktion gemessen werden kann.

In Bezug auf die Hepatitis C Infektion konnte ggteiverden, dass eine inverse Korrelation
zwischen dem Ausmal3 der CTL-Antwort und der Virsislarhanden ist (Hiroishi et al., 1997;
Nelson et al., 1997; Rehermann et al., 1998)glich scheinen CD8(+) T-Zellen prinzipiell in
der Lage, die HCV-Infektion zu kontrollieren (Kokiet al., 1997) Trotzdem entwickelt die
Mehrzahl der infizierten Patienten eine chronisd¢hepatitis C, was auf eine insuffiziente
Immunantwort hinweist.

In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, dadsudktion von CD8(+) T-Zellen nicht

nur durch den T-Zell-Rezeptor, sondern auch dur€hzZill-Rezeptoren reguliert wird.

1.4 NK-Zellrezeptoren

NK Zell-Rezeptoren (NKR) umfassen eine heterogenaup@e oberflachenexprimierter
Molekule, welche spezifische Liganden auf der Obehfe der Zielzelle binden. Man kann
zwischen hemmenden und aktivierenden Rezeptorereraghieiden. NK- und T-Zellen
exprimieren sowohl aktivierende als auch hemmen#d@ Nwobei ihre Aktivitat durch die

Balance der hemmenden und aktivierenden Signadesidivon der Zielzelle tber NKR erhalten,
bestimmt wird.

Wichtige Vertreter humaner NKR sind die CD94/NKGgzRptoren, die ,Natural Cytotoxicity”

Rezeptoren (NCR) sowie die ,Killer-Immunglobulifkd® Rezeptoren (KIR), wobei

insbesondere die NKG2-Rezeptoren fur die RegulatmmT Zell-Funktionen relevant sind.

CD94/NKG2-Rezeptoren und deren Ligand HLA-E

In dieser Gruppe werden integrale NKG2-Membrangbyoteine zusammengefasst. Bis auf den
NKG2D-Rezeptor, sind sie alle auf der Oberflache &leterodimere mit CD94, einem
invarianten Typ Il, Lectin-ahnlichen Polypeptid, pexniert. CD94 besitzt keinen
zytoplasmatischen Schwanz und kann daher keineagigrermitteln, ist jedoch essentiell fur die
Oberflachenexpression der NKG2-Rezeptoren. EinigezeRtoren besitzen aktivierende
Eigenschaften (NKG2C, NKG2D), wéahrend anderen (NKG2d B) eine hemmende Funktion
zukommt.

In einer Reihe von Studien konnte gezeigt werdassdler inhibitorische NKR NKG2A eine
wichtige Rolle in der Regulation der CTL Funktioati{Braud et al., 2003; Jabri et al., 2002;

Moser et al., 2002). So konnten beispielsweisesepei al. bereits 1999 nachweisen, dass die
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schwache zytolytische Aktivitat NKG2A-positiver Melom-spezifischer CTL durch die
Blockade des CD94/NKG2A-Rezeptors aufgehoben wekdante.

Die physiologische Bedeutung der NKG2A-Expressiarf &-Zellen ist momentan nicht
vollstandig verstanden, jedoch wird vermutet, ddB$52A fur die Feineinstellung der CD8(+)
T-Zell-Antwort von Bedeutung ist, indem dieser Niie¢ Schwelle fur die Aktivierung tGber den
T-Zell-Rezeptor hoch reguliefChristopher et al., 2001; D’Andrea et al., 1998p9dr et al.,
2002).

Der Ligand fur CD94/NKG2A und NKG2C ist das nichassische MHC I-Molekil HLA-E
(Borrego et al., 1998). HLA-E ist ein nicht-polynpbbes MHC Klasse | Molekdl, welches in den
meisten humanen Zellen transkribiert wird (Ulbreetital., 1992, Wei und Orr, 1990). Die
Expression von HLA-E an der Zelloberflache ist atthg von der Bindung spezifischer Peptide,
welche Ublicherweise aus der Signalsequenz klde=iddHC Klasse | Molekile stammen. Diese
Peptide werden nach ihrer Prozessierung im Zyttseajesetzt und anschlieRend mittels eines
Jransporters-associated in antigen processing” RFAbhédngigen Mechanismus in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert (Steveinsle 2001; Ulbrecht et al., 1998). Hier
binden sie an HLA-E. Dadurch wird der Komplex @aslikroglobulin und HLA-E stabilisiert.
Dieser wird dann tber den Golgi-Apparat an dieasdflache transportiert.

Interessanterweise konnten wir in Vorarbeiten nagben, dass die chronische Hepatitis C mit
einer erhéhten intrahepatischen HLA-E Expressi@oagert ist. Als mdgliche Erklarung hierfur
konnten wir zeigen, dass das Hepatitis C Viruseiar Peptid (HCV-Corg 49 kodiert, welches
an HLA-E binden und dadurch die Expression von HEAtabilisieren kann (Nattermann et al.,
2005).

1.5 Chemokine

Chemokine (chemotaktische Zytokine) haben eine tigehBedeutung fir eine effektive

Immunantwort, da durch sie die entsprechenden Zalles Immunsystems an den Ort der
Entzindung rekrutiert werden (Furie et al., 1996nkel et al., 1995). Sie bilden eine Gruppe aus
immunregulatorischen Proteinen mit Molekulargewachzwischen 8 und 12 kDa und enthalten
vier konservative Cysteine, die zwei Disulfidbriekieilden, wodurch sie eine hohe Stabilitat
erhalten. Der fir die biologische Aktivitat sehrchiige N-Terminus ist kurz und flexibel,
wahrend der C-Terminus aus einefHelix besteht (Clore et al., 1995). Die mehr al3 4

bekannten verschiedenen Chemokine werden aufgren@akition ihrer konservierten Cysteine
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in sogenannte CXC-¢-Chemokine), CC- B-Chemokine), C- {-Chemokine) und CX3C- &
Chemokine) eingeteilt (Mackay et al., 1997; Priésthal., 1995).

Ein vier-Stufen-Modell beschreibt wie Lymphozytemrch Chemokine aus der Blutbahn heraus
gelockt werden und in das entzundliche Gewebe grigimi In einem ersten Schritt kommt es
durch eine Selektin/Selektin-Ligand Interaktion zWRollen der Lymphozyten entlang des
GefalRendothels, im zweiten Schritt gehen Chemaokampteren auf der Oberflache der
Lymphozyten mit Chemokinen eine Bindung ein, dia dem Gefallendothel prasentiert werden.
Dies fuhrt zur Aktivierung von Integrinen und zudié&sion der Lymphozyten an die Gefaldwand.
Im letzten Schritt folgt die transendotheliale Miggon der Zellen aus dem Gefal3 in den
perivaskularen Raum. Von dort aus migrieren die ledel entlang eines
Chemokinkonzentrationsgradienten in Richtung deziUewmleten Gewebes (Baggiolini et al.,
1998; Kambayashi et al., 2000)

Bei Patienten mit einem HCV-assoziierten Leberzbbslen findet sich eine erhohte
intrahepatische Sekretion verschiedener inflamnsaioer Chemokine wie beispielsweise CCL5
(friher RANTES = regulated upon activiation, norriiatell expressed and secreted) (Bonacchi
et al., 2003; Kusano et al., 2000; Luthleral., 2001Narumi et al., 1997; Shields et al., 1999
Inflammatorische Chemokine  spielen  bei  verschiedeneAutoimmunkrankheiten,
Allergieantworten, Entziindungen oder Infektionemeegrof3e Rolle. Ihre Expression wird durch
pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1, mar-Nekrose-Faktoer und Interferony
induziert. Beztiglich der Hepatitis C konnten wihand von in vitro Experimenten zeigen, dass
die Interaktion des HCV E2 Hiull-Proteins mit dentréispanin CD81 zu einer vermehrten CCL5
Freisetzung fuhrt und somit mdglicherweise an daholeten intrahepatischen CCL5-Expression
bei HCV-Patienten beteiligt ist. Im Gegensatz daatte das HCV-Core Protein keinen Einfluss
auf die CCL5-Sekretion (Nattermann et al., 200¥Yichtige weitere Mitglieder dieser
Chemokinfamilie sind CCL2 und CCL3 (friher: MIP [onaphage inflammatory protein] -
1a und MIP-1B). Uber zellulare Herkunft und Funktion dieser Chemekgibt Tabelle 1.1 eine
Ubersicht.

Lymphatische Chemokine wie beispielsweise CCL21clfabbekannt als SLC: Secondary
lymphoid tissue chemokine oder Exodus 2) werdenearschiedenen Geweben lymphatischer
Organe (von hochendothelialen Venolen in Lymphknated Peyerschen Plaques sowie von
Stromazellen in den T-Zell-Zonen sekundarer lymigklher Organe), aber auch von spezifischen

Zellen aul3erhalb ddgmphatischen Systems konstitutiv exprimiert unwditir die Organisation
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spezialisierter Mikroumgebungen mitverantwortli@a@giolini und Dahinden, 1994; Baggiolini

et al., 1997; Godessart und Kunkel, 2001).

CCL21 steuert wahrend der chronischen HCV-Infektidie Rekrutierung CCR7-positiver

Lymphozyten in die entziindete Leber und ist moglialeise an der Aufstellung eines ,tertiaren
lymphatischen Gewebes*” beteiligt (Kratz et al., @9¥oneyama et al., 2001). Chemokinen
kommt somit eine zentrale Bedeutung bei der Orcleeshg und Kompartimentalisierung von

Immunreaktionen zu.

Tabelle & Herkunft und Funktion wichtiger humaner CC-Chemokine

Chemokin Zellulare Herkunft Hauptsachliche Funktioan

RANTES T-Lymphozyten,Fibroblasten, = Chemotaxis von T-Zellen,
Monozyten / Makrophagen, Monozyten, Eosinophilen

Mesangialzellen, verschiedene

Zelllinien

MIP-1a Lymphozyten, Fibroblasten, Chemotaxis von T-Zellen,
Monozyten / Makrophagen, Monozyten; hemmt Proliferation
Neutrophile, Eosinophile, hamatopoetischer Stammzellen
Mastzellen

MIP-18 Lymphozyten, Fibroblasten, Chemotaxis von T-Zellen,
Monozyten / Makrophagen, Monozyten; hemmt Proliferation
Neutrophile, Eosinophile, hamatopoetischer Stammzellen

Mastzellen, Tumorzell Linien

Exodus2=CCL21 Lymphoides Gewebe, Chemotaxis von z.B naiven T-
dendritische Zellen, Endothel,  Zellen in die unterschiedlichen
Hochendotheliale Venolen, lymphatischen Organe

Lymphkapillaren

1.6 Chemokinrezeptoren

Die einzelnen Chemokine werden von speziellen Rerep, den so genannten
Chemokinrezeptoren erkannt. Diese befinden sichdem Zelloberflache und sind G-Protein
(heterotrimeres GTP-bindendes Protein) gekoppelte ezeptoren mit sieben

Transmembrandoméanen, die extrazellulare SignatlagnZellinnere weiterleiten (Murphy et al.,
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1994). Die Ligandenbindung an Chemokinrezeptoremirke eine Inhibition der intrazellularen
Produktion von zyklischem Adenosinmonophosphat (BAMDartber hinaus gibt es Hinweise
auf die Beteiligung weiterer intrazellularer Signahsduktionswege. Aufgrund der
Ligandenspezifitat  fur die  verschiedenen  Chemokmifan  kodnnen  mehrere
Chemokinrezeptorfamilien unterschieden werden: C, CXC, CX3C RezeptoreiwWahrend die
Rezeptorfamilien nur Liganden der entsprechenderen@kinfamilien binden, bestehen
innerhalb einer Rezeptorfamilie Uberlappende Ligaspezifitaten. So binden etwa CC-
Chemokine - mit Ausnahme von Eotaxin (Ligand nur @CR3) und MIPB (Ligand nur far
CCR5) - in der Regel an mehrere Chemokinrezeptoren. Tabelle 1.2 sind die
Ligandenspezifitaten der CC-Chemokinrezeptorenrmusengefasst.

In dieser Arbeit befassen wir uns mit den CC-Chenrekeptoren CCR5 und CCRY.

Der CCR7 Rezeptor wird hauptsachlich auf Leukazye&primiert. Seine Funktion liegt im
Wesentlichen darin, die gerichtete Migration harpagtischer Zellen in die lymphatischen
Organe zu steuern und damit die Entwicklung deptidan Immunantwort zu koordinieren. Mit
Hilfe des Rezeptors CCR7 wandern verschiedene lmwdn-Populationen tber die Blut- und
Lymphbahn in lymphatische Organe ein.

CCRS5 ist der Rezeptor fur die Chemokine CCL3/MtB-CCL4/MIP-13 und CCL5/RANTES.
Er wird vor allem von Monozyten und TH1(T-Helferssi)-Lymphozyten (Loetscher et al.,
1998) nicht jedoch von TH2-Lymphozyten exprimieftdi1/TH2-Zellen sind Subklassen von
CD4-positiven T-Zellen und besitzen ein unterscliceds Zytokinprofil. CCR5 spielt jedoch
auch eine wichtige Rolle in der Rekrutierung CD8[+Jellen.

Viele Studien haben nachgewiesen, dass dem CCR&sRez bezuglich infektibser

Erkrankungen vielfaltige Funktionen in der Reguatder Immunantwort zukommen.

Tabelle 2: CC-Chemokinrezeptoren und deren Liganden

Rezeptoren Liganden

CCR5 RANTES, MIP-Io, MIP-13

CCR1 RANTES, MIP-In, MCP-1, MCP-3
CCR7 Exodus2, MIP-8

CXCR3 IP10, Mig
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Das CCR5-Gen ist von verschiedenen Mutationen fbetro Hierzu zahlt die CCRS32
Mutation. Es handelt sich hierbei um eine Deletion 32 Basenpaaren im offenen Leserahmen
des Gens (CCR$32). Hierdurch kommt es zu einer Verschiebung desetasters, die zur
Expression eines defekten Proteins fuhrt, welchelst an der Zelloberflache exprimiert wird.
Auch die Heterozygotie fir die CCR32 Mutation (CCR5 WT32), welche bei etwa 10%-20%
einer kaukasischen Population vorkommt, fuhrt zwmeeisignifikant reduzierten CCR5-
Oberflachenexpression.

Interessanterweise konnte in mehreren Untersuclmungehgewiesen werden, dass eine CCR5-
Defizienz mit einer deutlich verstarkten T-Zell-Amrt assoziiert ist. So zeigten Versuche an
Knockout-Mausen, bei denen das CCR5-Gen klnstlidgeschaltet wurde, dass diese Mause
sich normal entwickelten, aber im Rahmen einer eriat monocytogenes Infektion eine
verstarkte Immunantwort auf einen T-Zell-abhangidemtigenstimulus zeigten (Zhou et al.,
1998). CCRb5-defiziente Mause, die mit dem Mykobautae-tuberkulosis infiziert wurden,
zeigten ebenfalls eine verstarkte T-Zell-Antwortgdod et al., 2004).

Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch in Mausmod@ieer lymphozytischen Choriomeningitis
Virus Infektion sowie bei verstarkten Immunantwartauf eine Melanom-spezifische DC
(Dendritic Cell) basierte Impfung (Nansen et ab02).

Auch bei nicht-infektiésen Entzindungsreaktionehesat CCR5 eine wichtige Rolle in der
Regulation von T-Zell-Funktionen zu besitzen. Sarke kirzlich gezeigt werden, dass CCR5 -/-
Mause, bei denen eine T-Zell-vermittelte Autoimmeypdititis induziert worden war, einen
signifikant starkeren Leberschaden aufwiesen, es oh der Vergleichsgruppe mit CCR5 +/+
Mausen der Fall war (Moreno et al. 2005). Ahnli€rgebnisse fanden sich bei Mausen mit einer
Cerulin-induzierten akuten Pankreatitis. Auch ligarden sich bei den CCR5-defizienten Tieren
eine deutlich ausgepragtere Organveranderung atiehaVNildtyp-Mausen (Moreno e al., 2006).
In Bezug auf die HCV-Infektion konnte gezeigt werddass die CCRE2 Mutation mit einer
spontanen Elimination des Virus assoziiert ist.@adkonnte hier nachgewiesen werden, dass bei
Tragern der CCRA&32 Mutation die hepatische Entziindungsreaktiomgeri ausgepragt war als
bei Personen, die eine Homozygotie fir den Wild-T@ER5 WT7WT) zeigten (Goulding et al.,
2005). Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch beiHigratitis B-Infektion. Auch hier war der

A32-Polymorphismus mit einer spontanen Ausheilusgzgert (Thio et al., 2006).
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Allerdings ist momentan noch nicht verstanden, WIERS5 die zellulare Immunantwort
beeinflusst.

Hier kdnnen grundsatzlich zwei Mechanismen diskutierden. Zum einen ist vorstellbar, dass
CCRS5 selbst Signale vermittelt, die zu einer Andgrdes Aktivierungsstatus der Immunantwort
fuhren.

Zum anderen kdonnte CCR5 eine spezifische Subpapulabn CD8(+) T-Zellen definieren, die
beispielsweise durch die Expression bestimmter N#l-Rezeptoren charakterisiert ist — und
hierdurch spezifisch reguliert wird.

Dies wurde in der vorliegenden Arbeit untersuchsblesondere wurde untersucht, ob es eine Ko-
Expression der Chemokinrezeptoren CCR5 und CCR7dent NK-Rezeptoren NKG2A bzw.
NKG2C gibt und welche funktionelle Bedeutung dies h
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1.7 Fragestellung

Das Chemokin/Chemokinrezeptorsystem Ubt eine 2ZentRolle bei der Regulation der
Immunantwort aus. Ob dabei das Zusammenspiel mitRegKeptoren fir die Regulation der T-
Zell-Antwort von Bedeutung ist sollte anhand die&dseit untersucht werden.

Im einzelnen sollten folgende 4 Punkte beantwaevertien:

1. Unterscheiden sich CD8(+) T-Zellen von Theraméren HCV-Patienten,
HCV(+) Patienten wahrend einer antiviralen Therapied einer gesunden
Kontrollgruppe hinsichtlich der Expression der NKIlZRezeptoren NKG2A und
NKG2C bzw. der Chemokinrezeptoren CCR5 und CCR77?

2. Gibt es eine spezifische Ko-Expression der Chémezeptoren CCR5 bzw.
CCR7 mit den NK-Zell-Rezeptoren NKG2A bzw. NKG2Cnterscheiden sich
diesbezuglich Lymphozyten von HCV(+) und HCV(-y$tmen?

3. Welchen funktionellen Einfluss hat der NKG2A-Rptor auf die zytotoxische
Aktivitat CCR5(+)CD8(+) T-Zellen im Vergleich zu Q7 (+)CD8(+) T-Zellen?
Unterscheiden sich diesbezlglich Lymphozyten vo@VH) und HCV(-)

Personen?

4, Unterscheiden sich NKG2A-positive und NKG2A-riga CD8(+) T-Zellen
hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens in Richturdes inflammatorischen
Chemokins CCL5 bzw. in Richtung des lymphatischemer@okins CCL21?
Unterscheiden sich diesbezlglich Lymphozyten vo@VH) und HCV(-)

Personen?
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2 Material

2.1 Reagenzien fur die FACS-Analyse

* Ampuwa Fa. Fresenius AG, Bad Homburg

* Lysis Puffer Fa. BD Biosciences, San Jose, CA

* Fixierlosung (CellFix) Fa. BD Biosciences, Helmeg

* PBS (pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklinikBonn
* Antikorper siehe Tabelle 2.1

(CD3-PerCP, CD8-APC, CCR5-FITC, CCR7-FITK®RA-PE, NKG2C-PE)

Tabelle 3: Antikorper, die zur Darstellung der untesuchten Zelloberflachen-Antigene

verwendet wurden

Antikorper Firma Typ Ig- Klon Kat.Nr. Verw. AK
Subfrkt

CD3 PerCP BD Monokil. IgG1 SK7 345766 1, 1,
Biosciences Maus

CDS8 APC BD Monokl. lgG1 SK1 345775 I, 10, 1l
Biosciences Maus

NKG2C PE Beckmann IgG I
Coulter
Immunotech

NKG2A PE Beckmann IgG I, 1,
Coulter
Immunotech

CCR5 FITC BD Monokl. lgG2a 2D7 555992 I

Biosciences Maus

CCR7 FITC R&D Systems  Monokl.  IgG2a 150503 FAB197F I

Maus
Iso-PE Beckmann IgG 0]
Coulter
Immunotech
Iso-FITC R&D Systems IgG 0]

l: verwendeter Antikorper fur Phanotyp. Facsamalys
Il verwendeter Antikérper fir den Migrationsassay
[l verwendeter Antikérper fir den CD107a-Assay

O: Isotypenkontrolle
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2.2 Reagenzien fir die Seperation von peripheren 8lymphozyten

* Ficoll-Seperationsmedium Fa. Biochrom, Berlin
(D =1,077g/cm3)
* PBS(pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklinikBonn

2.3 Reagenzien fiur den Migrationsassay

* RPMI 1640 Medium Fa. Biochrom, Berlin od Pasghhustria
e CCL5 (rHu RANTES) Fa. PromoKine, Heidelberg

* FCS (Fetales Kélberserum) Fa. PAA LaboraroResching, Austria
e CCL21 (rHu Exodus) Fa. PromoKine, Heidelberg

* PBS(pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklinikBonn
* Antikorper siehe Tabelle 2.1

e unmarkierte CD81 Antikdrper Fa. BD Bioscienddsidelberg

* rekomb. HCV E2-Glykoprotein Genotypla Fa. Chiron, Emeryville, USA
e Carbonat-Puffer (pH 9,6) Fa. Merck, Darmstadt

15 mM NaCGOs und 35 mM NaHC® in Ampuwa l6sen und sterilfiltrieren
(CD3-PerCP, CD8-APC, NKG2A-PE, NKG2C-PE)

2.4 Reagenzien fir den CD107a -Zytotoxizitdtsassay

*  RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin Fa. PAA Laboraes, Pasching, Austria

e OKT3 Fa. Janssen-Cilag, Neuss

* NKG2A-PE Fa. Beckmann Coulter Immunotech, $ari
e CD107a-FITC Fa. BD Pharmingen, Heidelberg

* Monensin Fa. BD Biosciences, Heidelberg

* PBS(pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklinikBonn

* Antikorper siehe Tabelle 2.1

e HCV-Core Uberstande
( CD3-PerCP, CD8-APLC

2.5 Sonstige Materialien
* Polystyren-FACS-RoOhrchen, 6 mi Fa. Falcon / Be®@arkinson, Heidelberg

* Einweg-Pipettenspitzen Fa. Biozym, Oldendorf
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10ul, 200ul, 200ul, 1000u!
Polypropylen-Réhrchen 15 und 50ml
Einweg-Handschuhe, Satin plus
Pasteurpipetten

Auslaufpipetten 5ml,10ml
Trypanblau

Neubauer-Zahlkammer improved
Migrationsplatte

Desinfektinsmittel

Eppendorf-Cups 2 ml

S-Monovette fir heparinisiertes Blut, 10 ml
Mikrotiterplatten 12 bis 96 well

FCS (Fetales Kalberserum)

Penicillin/Streptomycin

Laborgeréte
Zentrifuge GS-6KR
Absauggerat
Vortex Genie 2
Brutschrank Modell 3111
Kuhlschrank
Sterilbank Gelaire
Durchflusszytometer FACSCalibur
USA

mit CELL Quest Software
Invers-Lichtmikroskop  Typ DM IL
Pipetten 10ul, 100ul, 200ul,
1000ul

Fa. BD Biosce=, Heidelberg
Fa. SafeSkin, @algn

Fa. Brand, Wertheim

Fa. BD Biosciences

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Eich, Heidelberg

Fa. ClemoTx, USA

Fa. Eppendorf, hamburg
Fa.sBzdt, Numbrecht

Fa. Greiner lmaoe, Frickenhausen
Fa. Biochrom, Berlin

Fa. PAA, Cdlbe

Fa. Beckman, Miinchen

Fa. Scientific Industries
Fa. Life Sciences Intgrikfurt
Fa. Liebherr
Fa. Flow Laboratories, Mettiem
Fa. Becton Diskin, San Jose, Californien

Fa. Leica, Wetzlar

Fa. Eppendorf, Hamgbu
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2.7 Untersuchungsmaterial

Fur die folgende Arbeit wurden jeweils 10 ml hepesiertes Blut von 37 kaukasischen Patienten
durch die Hepatologische Ambulanz der Medizinisckenk | zur Verfiigung gestellt (Tab. 4).

Die Patienten wurden in drei Gruppen aufgeteilt:dem Hepatitis C Virus chronisch infizierte
Patienten, die sich zu diesem Zeitpunkt unter kemedizinischen Therapie befanden und als
naiv bezeichnet werden. Desweiteren wurden Patiemt&hrend und nach einer antiviralen
Therapie untersucht. Als Vergleichskollektiv dieetee Gruppe von 30 gesunden Kontrollen.
Die Studie entsprach den Ethik-Richtlinien der DRe&tion von Helsinki und wurde
ordnungsgemald entsprechend dem Ethikantrag ,Umntensg der NK-Zell-Rezeptorexpression

in der HCV-Infektion* (Prof. Dr. U. Spengler, 02B)0durchgefihrt.

Tabelle 4: Anzahl und klinische Daten von Patientewlieser Studie

HCV RNA(+) HCV RNA (- HCV RNA (-)” Kontrollgruppe
Anzahl 20 10 7 30
weiblich” 11 (55%) 1 (10%) 3 (43%) 19 (63,3%)
Alter? 47,1 (21 - 64) 42,5 (23 -68) 46,9 (25 - 63) 242 {B0)
Klin. Daten
ALT U/LY 89,2 (28 - 276) 46,1 (21 - 122) 50,3 (14 - 116 .a%h
y-GT? 52,5 (13 - 287) 43,6 (16 - 69) 23,9 (16 - 38) n.a.
Viruslast’ 4,5 (y - 23,4) 0,56 (0 - 4,2) 0,7 (0-3,7) -
(x 10PKopien/ml)
3 patienten wahrend Therapie 9 Mittelwert

®) patienten nach Therapie ® n.a. = nicht analysiert

® Anzahl (Anzahl/Gesamtzahl in %) "y steht fiir < 200.000 Kopien/ml
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3 Methoden

3.1 Isolierung peripherer Blutlymphozyten durch

Ficolldichtegradientenzentrifugation

Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) wurdenhnder von Boyum (Boyum, 1968)
entwickelten Methode aus heparinisiertem Blut Separ

Das synthetische Polysaccharid Ficoll ist ein redes; stark verzweigtes Polymer aus
Saccharosemonomeren, die Uber Epichlorhydrin kesumegzt sind. Die Ficoll-Losung besteht
aus 5,7 g Ficoll 400 und 9 g Natriumdiatrizoat 400 ml Wasser, woraus sich eine Dichte von
1,077 g/ml ergibt. Das Natriumdiatrizoat dient @&hohung der Dichte von Ficoll. Zusatzlich
bewirkt Ficoll die Agglutination von Erythrozytemd Granulozyten und beschleunigt so deren
Sedimentation.

Zur Fraktionierung von peripherem Blut wird das Midium verdinnte Blut vorsichtig auf eine
Ficollschicht gegeben. Es ist von entscheidendedeBeing, dass sich die beiden Phasen
wahrend des Uberschichtens nicht vermischen. D®idiete der Ficoll-Hypaque-Losung groRer
ist als die der Lymphozyten, Monozyten und Thronybea, aber geringer als die von
Erythrozyten und der meisten Granulozyten, pelletieletztere durch die anschlie3ende
Zentrifugation am Boden des Zentrifugenéhrchensmiplyozyten und Monozyten kénnen
aufgrund ihres spezifischen Gewichts nicht in deolrennlésung eindringen. Sie bilden einen
schmalen, milchigen Ring an der Grenzschicht zuoolFilm Uberstand sammeln sich Plasma,
Thrombozyten und PBS. Auf die Bremse sollte vertatkverden, da es beim Bremsvorgang zu
einer Vermischung der vorher getrennten Phasen lkomkann. Die PBMC-Schicht wird
vorsichtig abpipettiert, so dass moglichst keinoRiciberfihrt wird, da es igewissem Grade
zytotoxisch wirkt (Abb. 1).
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Die Separation der Lymphozyten erfolgt unter sterien Bedingungen nach folgendem

Protokoll:

* 9 ml antikoaguliertes Blut 1:1 mit PBS verdinnen

* 15 ml Ficoll in ein steriles 50 ml Zentrifugenr6hen vorlegen

* vorsichtig mit verdiinntem Blut Uberschichten

* Zentrifugieren (25 min, 2400 g, ohne Bremse, beirR@meperatur)

* PBMC-Ring (Interphase) vorsichtig mit einer Pipgeibnehmen, in ein neues Reaktionsgefald
Uberfuhren und mit PBS auffullen

e Zentrifugieren (10 min, 1350 g, low Bremse, bei Réamperatur)

 ist der Uberstand noch stark getriibt, werden disdNschritte wiederholt

e Uberstand abnehmen und Zellpellet in 1 ml RPMI-Metiresuspendieren

* Bestimmung der Zellzahl

A B ¢
Verdunntes

A heparinisiertes 1 Serum

; : > PBMC ————

[T A ]

Ficoll-
Lésung Erythrozyten+ : e PBMC
\/ Granulozyten

Abb. 1: Seperation peripherer Blutlymphozyten mit Ficoll-L6sung

3.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl der aufgereinigten Lymphozyten wurdé& iilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt (Abb. 2). Der Boden einer Zahlkammer igtjaweils zwei rechtwinkligen Zahlnetzen
versehen, die aus Linien in definierten Abstandestdhen. Durch das Aufbringen eines
Deckglases auf zwei Stegen wird Uber der Bodendl@h Raum abgegrenzt, in dem die Zellen
einer Suspension mikroskopisch ausgezahlt werdemedd Die Zahlnetze sind unterhalb des
Kammerbodens eingraviert und bestehen aus 4 Grdfmea mit allseitig dreifachen
Begrenzungslinien (Abb. 3). Jedes dieser GroR3qtedrat einer Seitenlange von 1 mm ist

zusatzlich in 16 Kleinquadrate mit einfachen Begtemyslinien unterteilt. Ein Gro3quadrat hat
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ein Volumen von 0,1ul. Das Volumen ergibt sich das Flache von 1mm?2 und einer Tiefe von
0,1 mm.

Aus dem Volumen eines Gro3quadraten und dem Vetdigsfiaktor ergibt sich folgende Formel
zur Berechnung der Zellkonzentration:

Zellzahl in einem GroRquadrat x Verdiinnungsfaktatk = Zellzahl / ml

1 mm Abstand s
dhlquadrate
Deckglas g

Deckglas
o Zdhlquadrate

Steg

Abb. 2: Schematische Darstellung einer Neubauer-Zahlkammer

Durchfihrung:

10 pl Zellsuspension 1:10 mit 0,25 %iger TrypanHlédgung verdinnen (markiert
beschadigte / tote Zellen)

* Deckglas durch Anhauchen leicht befeuchten undicittig auf die Stege der Zahlkammer
schieben

(es miussen Newtonsche-Ringe sichtbar werden)

* 1-2 Tropfen der verdinnten Zellsuspension an derdas Deckglases pipettieren
* Auszéhlen der lebenden Zellen eines Grof3quadmatéschtmikroskop

* Berechnen der Zellkonzentration mit oben genarfroemel

| auszuzaniendes
| ._.__,_.-r"'

T

Groliquadrat (x Zellen/0,1 pl}

i
i

]
|

T
|
|
|
l
|

Abb. 3: Aufbau

1.1 | des Zahlfeldes
einer Neubauer-
Zahlkammer zur

Ll Bestimmung der
Lymphozytenzahl
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Die Zellen wurden in RPMI-Medium mit 1% FCS und S9enicillin/Streptomycin-Zusatz
aufgenommen (1Mio. Zellen /ml) und Uber Nacht ineeiMikrotiterplatte in den Brutschrank
gestellt. Am n&chsten Tag wurden die Zellen zunéotstrifugiert (10 min, 1350 g, low Bremse,
bei Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworf@ie. Zellen wurden in 1 ml RPMI-
Medium mit 10% FCS und 5% PenStrep resuspendiedt nach dem oben beschriebenen

Verfahren erneut gezahlt.

3.3 Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence actated cell sorting)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf Messung unterschiedlicher Eigenschaften
einzelner Zellen, die in einem Flussigkeitsstronmeai Laserstrahl passieren. Jede Zelle
interagiert dabei mit dem Laserlicht, was zu ef@geuung des Lichtes fuhrt. Die Streuung wird
durch verschiedene zellbiologische Parameter widgio&e, Zellmembran, Zellkern und
Granularitat beeinflusst. Dartber hinaus koénnenloBelflachen-Antigene und intrazellulare
Strukturen durch Markierung mit Fluorochrom-kongrgen Antikdrpern nachgewiesen werden.
Man unterscheidet dabei zwischen direkter und akdiar Fluoreszenzfarbung. Bei der direkten
Fluoreszenzfarbung sind die spezifischen Antikorgieekt mit einem Fluorophor konjugiert,
wahrend bei der indirekten Immunfluoreszenz eirigzenzmarkierter Sekundarantikdrper an
den ersten, spezifischen Antikdrper bindet. Die spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen versetzte
Zellsuspension wird aus dem Proberohrchen tber ®tablkapillare durch Uberdruck in die
Messkuvette Uberfiihrt. Durch die umgebende Trégssitkeit werden die Zellen beschleunigt
und zum Analysepunkt transportiert. Dieses Prinzipd als hydrodynamische Fokussierung
bezeichnet. Als Lichtquelle dient ein luftgekuhlteArgon-lonenlaser mit einer
Anregungswellenlange von 488 nm. Das von uns vetetenDurchflusszytometer Facscalibur
ermdglicht die gleichzeitige Messung folgender sgiter Parameter:
1. Vorwartsstreulicht (,forward light scatter®, Fy@ntlang der Richtung des einfallenden
Lichtes, welches ein Mal fur die Gro3e der zu soierenden Zelle darstellt.
2. Seitwartsstreulicht (,side scatter, SSC), weklsich im rechten Winkel zum einfallenden
Strahlausbreitet und Aussagen tber die intrazellulaen@aritat erlaubt.
3. Fluoreszenz, welche ebenfalls im Seitwartsgtieulerfasst wird und durch spezielle Spiegel und

Filtersysteme in die verschiedenen Spektralbereiehlegt wird (siehe Abbildung 4a). Dies erméglicht

eine gleichzeitige Analyse von bis zu vier versdbeigen Zielantigenen.
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Die Abbildung 4b zeigt die Bandbreite der Detekskenale FL1-FL4 und die Emissionsspektren
der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe FITC, PE, AR€CPerCP. Die optischen Signale werden
mittels Photomultiplier und Photodioden in eleldhe Signale umgewandelt, die dann mit Hilfe
der Software Cell Quest Pro graphisch dargestetitausgewertet werden kénnen.

Vor jeder Messung mussen die Geréteeinstellungen d@ jeweils verwendeten
fluoreszenzmarkierten Antikorper angepasst wer@ges geschieht mit Hilfe von sogenannten
Isotypkontrollen, die nur aus dem konstanten Antgieis Antikérpers (Fc-Fragment) und dem
jeweiligen  Fluorophor  bestehen. Es werden dabei dielessschwelle, die
Fluoreszenzsignalverstarkung und die Kompensatiosigdlungen festgelegt. Diese sind
notwendig, um die spektrale Uberlappung der Flummezfarbstoffe zu korrigieren. Dabei wird
der jeweils in das benachbarte Spektrum reicheradbaliteil von dem urspringlichen Signal

subtrahiert.
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Mall- Seitwiirtsstreulicht (SSC)
kiivette| o /
)o

—————  vorwansstreulicht (FSC)

o \
» \\‘\TH_. FL-1-Fluoreszenz
Filter
+ FL-2-Fluoreszenz
ilter

TragerfiGssigkait mit H
Einzelzelflen
FL-3-Fluoreszanz
Filter

b)

FL1 (530/30) FL2 (585/42) FL4 (661/16) FL3 (670+)

500 600 700

Abb. 4: Durchflusszytometrie
(nach BD Biosciences, Einfihrung in die Durchflysgemetrie, 2000)
a. Arbeitsweise und Strahlengang
b. Bandbreite der Detektionskanéle und Emissiorkéspeder Fluorophore

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die NKG2ind die Chemokinrezeptorexpression
sowie deren Ko-Expression auf CD8(+) T-Lymphozywer verschiedenen Studiengruppen
untersucht.

CD8(+) T-Lymphozyten wurden durch Fluorochrom-Aitiger (spater aufgefihrt) markiert und
phanotypisch untersucht.
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3.4 NKG2A/NKG2C und CCR5/CCR7 Expression auf CD8(+)T-Zellen

bzw. die NKG2- und Chemokinrezeptor Ko-Expression
Aus den PBMCs (peripheral blood mononuclear cals) 3 Studiengruppen (HCV RNA(+)

Patienten, HCV RNA(-) gesundes Vergleichskolleldowie Patienten unter einer pegylierten

IFN/Ribavirin Therapie) wurde die Expression demmhreenden NKG2A- und des aktivierenden
NKG2C-Rezeptors sowie die Expression der Chemo&iG&5 und CCR7 auf CD8(+) T Zellen
in seperaten Versuchen durchflusszytometrisch rbesti In einem darauffolgenden Schritt ist
die Ko-Expression der NK-Rezeptoren mit den bei@aemokinrezeptoren auf CD8(+) T-Zellen
HCV-infizierten Patienten und gesunden Probandéersiacht worden.

3.4.1 Isolierung peripherer Lymphozyten mittels Lysis-Puffer

Die Seperation der Lymphozyten erfolgte aus VollblttAnalysen nach folgendem Protokoll:
* 9 ml Heparin Blut

* 5 FACS-Ro6hrchen (6 ml) mit jeweils 200 ul Blut &

* zujedem FACS-Rd6hrchen jeweils 1800ul Lysis-Pufiezugeben (1:10 verdinnt)
e gut vortexen und 10 min unter der Sterilbank stdhssen

* FACS-Ro6hrchen bis zum Rand mit PBS fullen und nesch

* Zentrifugieren (10 min, 1200 g, geringer Bremse Remumtemperatur)

e Uberstand verwerfen

e Sediment in 3 ml PBS resuspendieren

* Zentrifugieren (10 min, 1200g, low Bremse, bei Reamperatur)

e Uberstand verwerfen

Die in 3.4.1 angefertigten 5 FACS-R6hrchen wurd@ndie seperate Bestimmung des NKG2A-
und NKG2C-Rezeptors sowie des CCR5 und CCR7 ndghrfden Schema weiter vorbereitet:

1. CD8/NKG2A

2. CD8/CCR5

3. CD8/CCR7

4. CD8/Isotypkontrolle-PE

5. CD8/Isotypkontrolle-FITC
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Nun folgte die Zugabe der Antikorper:

Rohrchen 12 jeweils 10ul antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, antiNKGRE,
Rohrchen 22 jeweils 10ul antiCD3PerCP, antiCD8 APC, antiCCRbE-
Rohrchen 32 jeweils 10ul antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, antiCaRTC
Rohrchen 42 jeweils 5ml antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, anti MelgG-Pe,
Rohrchen 52 jeweils 5ml antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, anti-MeugG-FITC
(dasselbe in einem seperaten Versuch mit antiNKBEL

Ahnlich erfolgte die Bestimmung der Ko-Expressiorer dNKG2-Rezeptoren und der
Chemokinrezeptoren:
Die in 3.4.1 angefertigten FACS-ROhrchen beschrifte

1. CD8/CCR5

2. CD8/CCR7

3. CD8l/Isotypkontrolle

Nun folgte die Zugabe der Antikdrper:

Rohrchen 12 jeweils 10ul antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, antiNKGRE, antiCCR5-FITC
Rohrchen 22 jeweils 10ul antiCD3PerCP, antiCD8 APC, antiNKGRE, antiCCR7-FITC
R6hrchen 32 jeweils 5ml antiCD3 PerCP, antiCD8 APC, anti MeugG-Pe, anti-Mouse IgG-
FITC

(dasselbe in einem seperaten Versuch mit antiNKBEL

e 15 min Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur

* injeweils 2ml PBS waschen

* Zentrifugieren (10 min, 1200g, low Bremse, bei Reamperatur)
» Uberstand abgieRRen

e Zellpellet in 200ul Fixierlosung (CellFix) resusieren

* bis zur FACS-Analyse bei 4°C aufbewahren



-31-

3.4.2 Auswertung beziglich der phénotypischen Chakaerisierung der CD8 T-Zellen

Nach Markieren der Oberflachenantigene mit denifipelzaen Fluorochrom-Antikérpern wurde
die oberflachliche Expression von Rezeptoren am HAerdt gemessen. Dabei wurde der
Rezeptorbesatz prozentual angegeben. Anhand dReseentwerte wurden im GraphPad-

Programm flir jede Studiengruppe statistische Graphstellt.

3.5 Migrationsassay

Mit dem Migrationsassay ist es moglich die Migrastihigkeit von Zellen gegentber
bestimmten chemotaktischen Reizen nachzuweisen. Zaél der migrierten Zellen kann mit
dem Durchflusszytometer bestimmt werden. Gleicigz&inn von der migrierten Zellpopulation
die Zahl derjenigen Zellen bestimmt werden, die danuntersuchenden Rezeptor tragen. In
diesem Ansatz migrierten PBMCs (peripheral blood nomuclear cells) gegen CCL5
(FRANTES), HCV E2 stimulierten Lymphozytenibersténdind gegen CCL21.

Nach 4 stindiger Migrationszeit wurde sowohl dieza&ml aller migrierten Zellen als auch die
Anzahl der NKG2A positiven migrierten Zellen innaln von einer Minute
durchflusszytometrisch  bestimmt. Dabei wurden CD8(#-Zellen zundchst durch

Oberflachenmarker markiert und hervorgehoben.

3.5.1 Gewinnung von HCV E2-Uberstanden fir den Migationsassay

In diesem Versuch sollte die Migration der CD8(+)Zd&llen gegen HCV E2-Uberstande
beobachtet werden und mit der Migration gegen HQ@WeCUberstande und unstimulierten
Uberstanden verglichen werden. Dafiir wurden zun&stisnulationsexperimente mit CD81-
spezifischen Antikérpern und mit rekombinantem HER-Protein an PBMC durchgefihrt. Die
Bindung von HCV EZ2 flhrt in vivo zur Quervernetzwiagn CD81. Um diese Quervernetzung in
vitro nachzuahmen, kénnen auch auf Platten imnsbite Antikbrper bzw. immobilisiertes
HCV E2-Protein verwendet werden. FuUr diesen Versigth wurden T-Zellen mit

immobilisierten CD81-spezifischen Antikérpern Gb&tacht stimuliert und anschlie3end
funktionell bzw. phanotypisch charakterisiert. D&wmobilisieren der CD81-spezifischen
Antikdrper erfolgte mit Hilfe eines Carbonatpufferach dem Protokoll von Wack (Wack et al.,
2001).
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Durchfihrung:
je 100 pl CD81-spezifische Antikorper (5 pg/ml)Garbonatpuffer (pH 9,6) in eine 96 Well-
Platte pipettieren
Inkubation tber Nacht bei 4 °C
2x mit 200 ul PBS waschen
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen durchgafie von 200 ul FCS
Inkubation 30 Minuten bei 37 °C
Waschen mit 200 pl PBS
jeweils 1 x 16 PBMC Zellen in 200 pl RPMI zupipettieren
Uber Nacht Inkubation bei 37 °C und 5 % L£O

Analyse der Zellen (siehe unten)

3.5.1.1 Stimulationsexperimente mit rekombinantenCV E2-Protein

Bei folgendem Versuchsteil wurden jeweils 1 X I0Zellen von gesunden, HCV-negativen
Spendern mit immobilisiertem rekombinantem HCV E2t8in stimuliert. Dazu wurden in
einem ersten Schritt HCV E2-spezifische Antikorperiner 96 Well-Platte immobilisiert und
anschlieBend fir 1 h bei 37 °C mit HCV E2-Protdi@ [1g ) beschichtet. Die Stimulation erfolgte
wie unter Kapitel 3.4.4 tber Nacht im BrutschraRlr die Gewinnung der HCV E2-Uberstande
wurde die Platte zentrifugiert und die Uberstandgemommen. Der Migrationsversuch erfolgte
wie in 3.4.3 beschrieben.

(Gewinnung von HCV-Core-Uberstanden analog)

3.5.2 Protokoll zum Migrationsassay gegen CCL5, HZ E2 stimulierten Uberstanden und
CCL21

Die Migration erfolgt in einer 5 pm Nitrocellulogdatte. Je nach Anzahl der verwendeten wells

und der Zellmenge, wurden die Zellen in einem basten Volumen RPMI-Medium

aufgenommen (hier: ca. 800000 Zellen/30ul Zellsnspa/well). Diese wurden im oberen

Kompartiment der Migratonsplatte aufgetragen.

Die Zellen migrierten gegen eine Chemokinldsung eniier Konzentration von 25ng / 300l

PBS.

In 6 wells fand die Migration gegen Chemokin stalts Leerwert diente die Migration gegen

PBS.
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Das folgende Protokoll beschreibt die Migration amBeispiel eines der oben aufgeflhrten

Chemokine:

1 ml Zellsuspension nach Zellzahlbestimmung zamgréren (10 min, 1350 g, low Bremse,
bei Raumtemperatur)

Uberstand mit einer Pasteurpipette vorsichtig atpsau

Zellen in (12x30) 360 pl RPMI-Medium mit 10% FCSdusPo PenStrep resuspendieren

in einem FACS-ROhrchen PBS mit rHu RANTES so vardiin, dass eine Konzentration
von 150 ng / 1800 pl (RANTES / PBS) vorliegt

jeweils 300 ul dieser Losung in 6 wells der Migrasplatte pipettieren (es mussen kleine
Tropfen entstehen, sodass die Migrationsmembramafdgften kann)

Migrationsmembran anbringen

pro well 30 pl Zellsuspension auf die Membran gipetn

Deckel auflegen und Migrationsplatte fir 4h in @¥ntschrank(4°C) stellen

nach 4h Migrationsplatte zentrifugieren (10 min5Q38, low Bremse, bei Raumtemperatur)
Uberstand vorsichtig abpipettieren und verwerfen

1 Eppendorfer-ReaktionsgefaRe mit CD8 beschrifteid @inen AntikOrper Mastermix
herstellen: jeweils (6 x 5 ul) 30 pl antiNKG2A-PantiCD3-PerCP und antiCD8-APC in
240 ul PBS verdinnen

CD8er well-Reihe mit je 55ul Mastermixlosung ausmdeCD8-Eppendorfergefald
resuspendieren

Inkubation 15 min im Dunkeln

Wells mit PBS auffillen

Zentrifugieren (10 min, 1350 g, low Bremse, bei Réamperatur)

Uberstand abpipettieren

Wells mit 200ul PBS resuspendieren und in FACS-Ré&mdiberfihren

Zahl der migrierten Zellen durchflusszytometris@stimmen.
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3.5.3 Auswertung der Migration
Die Bestimmung der gewanderten Zellen erfolgte rdelnkierung der Zellen am FACS-Gerat.
Die Zellzahl wurde innerhalb einer Minute bestimiie graphische Darstellung ergab sich aus
dem Quotienten der gewanderten Zellen gegen Chenuokl der gewanderten Zellen gegen dem
Medium-Ansatz ohne Chemokin. Fir jedes Experimenirden drei Migrationsindices
angegeben:
1.alle gewanderten Zellen gegen Chemokin / alleagpel@rten Zellen gegen Medium-Ansatz
ohne Chemokin
2. NKG2A(+) gewanderte Zellen gegen Chemokin / NKG2 gewanderten Zellen im Medium-
Ansatz ohne Chemokin
3. NKG2A(-) gewanderte Zellen gegen Chemokin / NKG2 gewanderte Zellen Im Medium-
Ansatz ohne Chemokin

Alle Experimente erfolgten mindestens im DreifachsAtz.

3.6 Zytotxizitdtsbestimmung anhand des CD107a-Asga

Nachdem die Zellen gegen Chemokin und PBS gewandsrtd, wurde ihre
zytotoxische/funktionelle Aktivitat mit Hilfe desfl07a-Assays untersucht.

Zytotoxische CD8(+) T-Lymphozyten vermitteln diedeyihrer Zielzellen unter anderem Uber
den zytotoxischen Inhalt ihrer Granula (Perforiraizym). Diese lytischen Granula besitzen
eine Lipiddoppelschicht in der verschiedene Glyotgine verankert sind (LAMP=lysosomal
associated membrane glycoproteins), darunter aashGD107a-Glycoprotein (LAMP-1). Die
Sekretion erfolgt durch Bindung der granularen Meanban die zellulare Membran. Dadurch
erscheint das CD107a-Protein auf der OberflacheEdfkektorzelle. Ohne Antigenpréasentation
und anschlieRende CD8 T-Zell Aktivierung kommensdi®roteine auf der Oberflache von T-
Zellen normalerweise nicht vor. Mit Hilfe diesessags kann die Expression des granularen
Membranproteins CD107a auf der Oberflache von CBIBeA durchflusszytometrisch gemessen
werden und damit die zytotoxische Aktivitat bestibwerden.

Die zytotoxische Aktivitdt gewanderter Zellen wurtich dem folgenden Protokoll bestimmit:
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Die folgenden Versuchsschritte wurden in den vorhegen Protokollen ausfihrlich

beschrieben:

PBMCs wurden aus 30 ml heparinisertem Blut Ubemwlklichtegradientenzentrifugation
gewonnen

die Zellen migrierten 4h gegen RANTES (10 wellsiiiABS (10 wells). In 4 wells befanden
sich Zellen, die nicht migrierten

nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen iPMR 1640-Medium + 1% FCS uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C gelagert (1Mio. Zeifel Medium)

Protokoll zum CD107a-Assay:
In drei Ansatzen wurden 100000 Zellen in 150 pl RRBUO Medium ohne FCS aufgenommen.

Im ersten Ansatz wurden CD8 T-Lymphozyten durchdfieulatorische Wirkung von antiCD3

aktiviert. In einem zweiten Ansatz sollte diesemsiierende Wirkung durch die hemmende

Wirkung von antiNKG2A vermindert werden. Der dritdasatz war eine Negativkontrolle und

sollte dazu dienen eine mdgliche CD107a-Spontaesspmn zu untersuchen. Um eine vorzeitige

Rezirkulation der Granula zurtick in das Cytoplastnaverhindern, wurde nach 1h Monensin

(Golgistop) hinzubegeben. Nach weiteren 4h Inkwpaiim Brutschrank wurden die Zellen

antiCD8 markiert. Anschlie3end erfolgte die durakfizytometrische Bestimmung der CD107a-

Expression.

Zellen aus dem Brutschrank entnehmen, gut mischdrzellzahl bestimmen
Zellen in RPMI 1640-Medium ohne FCS so verdinneassd100000 Zellen in 150ul
Volumen vorkommen
in einer 96er well Flachbodenplatte jeweils dreisatze fir die gewanderten Zellen und die
Zellen ohne Migration vorbereiten, hier am Beispglet gegen RANTES gewanderten Zellen
dargestellt:

1. Well> 100000 Zellen/150 pl + 1 pl OKT3 + 5 ul anti CD&07

Hier werden die Zellen durch anti CD3 posgiimuliert

2. Well»> 100000 Zellen/150 pl + 1 pl OKT3 + 5 pl anti CDa6HITC + 8 pl
anti NKG2A-PE
Hier wird die stimulatorische Wirkung von OKT3 dhbrdlie inhibitorische Wirkung
vonantiNKG2A vermindert

3. Well=> 100000 Zellen/150 pl + 5 pl antiCD107a-FITC
Dies dient der Negativkontrolle
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Dasselbe wird fur die Migration gegen PBS und damaiz ohne Migration vorbereitet

* Zellen bei 37°C in den Brutschrank stellen

* nach 1h 1 pl Monensin in allen wells hinzupipe#rer

* wieder 4h bei 37°C in den Brutschrank stellen

e Zellen aus dem Brutschrank entnehmen und in alleilsvieweils 5 ul anti CD8-APC und
anti CD3-PerCP hinzupipettieren

* 15 min im Dunkeln inkubieren

* Uberall 200 pl PBS hinzugeben

e Zentrifugieren (10 min, 1350g, low Bremse, bei Reamperatur)

» Uberstand abpipettieren

* Zellenin 230 pl PBS resuspendieren und in vorlrsete FACS-R6hrchen Uberfihren

* durchflusszytometrisch die CD107a-Expression auBAQELymphozyten und auf NKG2A+

CD8 Zellen bestimmen

Zudem erfolgte die Bestimmung der HCV-spezifisclagtolytischen Aktivitat der CD8(+) T-
Zellen nach Hinzugabe von HCV-Core Protein. Prolokeehe Gewinnung von HCV E2-
Uberstanden im Migrationsteil (Kapitel 3.5.1).

3.6.1 Auswertung der Zytotoxizitat
Die Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat ergabchsi aus dem wahrend der
durchflusszytometrischen Messung angegebenen pt@ten Anteile der CD107a positiven
Zellen verglichen in drei Ansatzen :
1) positiv Stimulation
2) positiv + negativ Stimulation

3) keine Stimulation

3.7 Statistik
Die statistische Analyse erfolgte mit der Softw@mephPad Prism 2.01. In dieser Arbeit wurde

der zweiseitige Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Dimit der Software erstellten
Balkendiagramme zeigen jeweils Mittelwert und Stadéehler. Ein p-Wert vort 0,05 wurde

als statistisch signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypische Charakterisierung von Subpopulatnen CD8(+) T-

Lymphozyten

4.1.1 Expression von NKG2-Rezeptoren auf CD8(+) Tedlen

Die Expression des inhibitorischen NK-ZellrezeptodMKG2A auf CD3(+)/CD8(+) T-
Lymphozyten des peripheren Blutes wurde durchfigsszetrisch bei HCV RNA(+) Patienten
mit chronischer Infektion (n=15), HCV-Patienten wegihd einer Therapie mit pegyliertem
IFN/Ribavirin (n=7) sowie bei einer HCV(-) gesunde€ontroligruppe (n=20) untersucht (Abb.
5).

Gesund HCV RNA(+) Unter Therapie

i 4,3% 16,4% |3.6%
T 95.7%| 1 | . |[83.4%| "] . 96.4%

10

NKG2A

NKG2C

CD8

Abb. 5: Beispielhafte Darstellung durchflusszytometrischeAnalysen der NKG2-Expression

auf CD3(+)/CD8(+) T-Zellen

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expressioesdhemmenden NKG2A-Rezeptors sowie des
aktivierenden NKG2C-Rezeptors auf CD8(+) T-Lympheny bestimmt. Untersucht wurden hierbei
Zellen bei einer HCV(-) gesunden Kontrollgruppe, HENA(+) Patienten mit chronischer Infektion
sowie HCV-Patienten wahrend einer Therapie mit pR¢Ribavirin.

Wie in Abb.6 dargestellizeigte sich hierbegine signifikant erhéhte NKG2A-Expression auf T-
Zellen unbehandelter HCV(+) Patienten (MittelwerStandardfehler des Mittelwertes: 6.9% +

1.1%) im Vergleich zu den Zellen der gesunden Kall&n (4.2% + 0.5%, p=0,0170) sowie auch
im Vergleich zu den T-Zellen der Patienten wéhremer antiviralen Therapie (3,3% = 0,3%,
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p=0,0444).

Demgegeniber liel3 sich kein statistisch signifieantUnterschied beziglich der NKG2C-
Expression zwischen HCV RNA(+) Patienten und desugden Kontrollgruppe nachweisen
(5,3% = 1,2% vs. 6,0% + 0,8%, p>0.05). CD8(+) Ti&elvon Patienten unter einer Therapie
zeigten eine signifikant geringere NKG2C-Expressala die der HCV RNA(+) Patienten
(p=0,037) und der gesunden Kontrollgruppe (p=0,(Abp. 6).
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Abb. 6: NKG2-Expression auf CD8 Zellen
Die Expression des hemmenden NKG2A-Rezeptors @irk&ulendiagramm) sowie des aktivierenden

NKG2C-Rezeptors (rechtes Sdaulendiagramm) auf CD8(FHLymphozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurdererlbei Zellen bei einer HCV(-) gesunden
Kontrollgruppe (weif3e Saule), HCV RNA(+) Patientemt chronischer Infektion (schwarze S&ulen)

sowie HCV-Patienten wéahrend einer Therapie mit pR@Ribavirin (graue Saule).
Die Saulen geben den Mittelwert sowie den Standatdf des Mittelwertes an. * p < 0.05 vs. gesunde

Kontrollgruppe

4.1.2 Expression der Chemokinrezeptoren CCR5 und CR7

Die durchflusszytometrische Untersuchung der CCRpré&ssion ergab, dass bei HCV RNA(+)
Patienten (n=16) ein signifikant niedriger AntelCR5-positiver CD8(+) T-Zellen nachweisbar
war als bei dem gesunden Vergleichskollektiv (n=224,4% + 2,5% vs. 36,2% + 3,0%,
p=0,0432). HCV-Patienten wéhrend einer Therapie pagyliertem IFN/Ribavirin (n=10) und
die erfolgreich therapierte Patientengruppe (n=2€igten vergleichbare Werte wie die HCV
RNA(-) Gesunden (34,5% + 3,7% und 36,4% = 5,8%) AlYa). Zudem erfolgte die



-39 -

durchflusszytometrische Bestimmung der CCR7-Exjwasisei 20 HCV RNA(+) Patienten, 25
RNA(-) Gesunden, 10 Patienten unter Therapie uniieve®m 10 Patienten nach erfolgreicher
Therapie. Diese Untersuchung zeigte keine statistssgnifikanten Unterschiede zwischen den
HCV RNA (+) Patienten und den anderen Studiengmp{¢CV 40,6% + 4,6% vs. Gesund
45,3% + 3,3%, p=0,287; vs. unter Therapie 38,7%286} p=0,912; vs. nach Therapie 35,4% +
5,0%, p=0,552) (Abb. 7b).
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Abb. 7: Chemokinrezeptorexpression auf CD8(+) T Zellen

Die Bestimmung der Expression von CCR5 (a) und C@&R7erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Untersucht wurden hierbei Zellen von HCV RNA(+) iBaten mit chronischer Infektion (schwarze
Saulen), HCV-Patienten wahrend einer Therapie maiglfpN/Ribavirin (graue Sdaulen), erfolgreich
therapierten Patienten (waagerecht gestricheltie®pisowie bei einer HCV(-) gesunden Kontrollgruppe
(weil3e Saulen).

Die Saulen geben den Mittelwert sowie den Stanéatdf des Mittelwertes an. * p < 0,05 vs. gesunde
Kontrollgruppe

4.2 Untersuchungen zur Ko-Expression von CC-ChemoktRezeptoren und
NKG2-Rezeptoren auf CD8(+) T-Zellen

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen anatysiewir einen mdglichen Zusammenhang

zwischen der Expression der NK-Zellrezeptoren NKG#24&v. NKG2C und der Expression der
CC-Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CCR7 (Abb. 8) mwer Studiengruppen.
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Abb. 8: Analyse der Ko-Expression der NK Zell-Rezeptoren KG2A/NKG2C und der CC-
Chemokin-Rezeptorn CCR5 und CCR7 auf CD8(+) T Zelle

Die ,dot Dblots“ zeigen beispielhaft die durchfluggmmetrische Analyse der
Oberflachenexpression des hemmenden NKG2A- undakiggerenden NKG2C-Rezeptors im
Verhaltnis zur Expression von CCR5 (obere Graphiy. CCR7 (untere Graphik) auf CD8(+) T-
Zellen.

Die durchflusszytometrische Analyse ergab in deuppe der HCV RNA(+) Patienten eine
signifikant hohere NKG2A-Expression auf CCR5-pesiti CD8(+) T-Zellen als auf CCR5-

negativen T-Zellen (8,4% * 1,4% vs. 3,7% * 0,8%040007). Vergleichbare Unterschiede
waren auch bei den gesunden Kontrollen (13% = 1y&64,7% + 0,8%; p<0,0001), den

Patienten unter Therapie (10,9% + 2,6% vs. 3,7%7%01 p=0,0046) sowie den Patienten nach
Behandlung (6,4% * 1,2% vs. 2,4% + 1,3%; p<0,00Gkhweisbar (Abb. 9).
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Abb. 9: Expression des NKG2A-Rezeptors auf CCR5 exprimierelen CD8(+) T Zellen

Die Expression des hemmenden NKG2A-Rezeptors auRZCfositiven (weille Saulen) und CCR5
negativen (graue Saulen) CD8(+) T-Zellen wurde etsttDurchflusszytometrie bestimmt. Hierbei
wurden CCR5-exprimierende CD8(+) T Zellen bei HCW/AR+) Patienten (S&ulendiagramm oben
links), bei einer HCV RNA(-) gesunden KontrollgrgpgpSaulendiagramm oben rechts), bei Patienten
wahrend einer peglFN/Ribavirin Therapie (Saulendiagn unten links) und bei Patienten nach
erfolgreicher Behandlung (Séulendiagram unten s3cubtersucht. ** p < 0,01, ** p < 0,001 vs.
CCR5vw) T-Zeller

Die Analyse der NKG2A-Expression auf CCR7-expriraieten T-Zellen zeigte, dass es hier
einen markanten Unterschied zu den CCR5-exprimier@nZellen gibt. Im Gegensatz zu
CCR5(+) T-Zellen war auf CCR7(+) T-Zellen der henmale NKG2A-Rezeptor nur gering

exprimiert. Dagegen fand sich auf CCR7(-) T-Zelkene hohe Expression (Abb. 10). Die
Expression von NKG2A auf CCR7(+) und CCR7(-) CD8{+xellen unterschied sich hierbei

signifikant in der Gruppe der HCV RNA(+) (1,9% 7% vs. 6,4% + 1,2%, p<0,0001), der
Gesunden (1,6% * 0,3% vs. 12,9% = 2,0%, p<0,0004),Patienten unter Therapie (0,9% =
0,2% vs. 5,8% = 1,4%, p=0,0005) und der Patientehreiner erfolgreichen Therapie (1,2% =+
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0,1% vs. 8,7% + 3,6%, p<0,0001).
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Abb. 10: Expression des NKG2A-Rezeptors auf CCR7 exprimieralen CD8(+) T Zellen

Die Expression des hemmenden NKG2A-Rezeptors alR7C@ositiven (weille Saulen) und CCR7
negativen (graue Saulen) CD8(+) T-Zellen wurde etsttDurchflusszytometrie bestimmt. Hierbei
wurden CCR5-exprimierende CD8(+) T-Zellen bei HCWA+) Patienten (Saulendiagramm oben
links), bei einer HCV RNA(-) gesunden KontrollgrggpSaulendiagramm oben rechts), bei Patienten
wahrend einer peglFN/Ribavirin Therapie (Saulendiagn unten links) und bei Patienten nach
erfolgreicher Behandlung (Saulendiagram unten s@ahttersucht.

Die Saulen geben den Mittelwert sowie den Standatdf des Mittelwertes gemal dem Mann-Whitney
Test an. . *** p<0,001 vs. CCR7(+)-Zellen

Zudem untersuchten wir in der Gruppe der HCV(+)idpéen die NKG2C-Expression auf
CCR5(+) und CCR5(-) bzw. auf CCR7(+) und CCR7(-)8CH) T-Zellen. Hierbei zeigte der
aktivierende NKG2C-Rezeptor im Gegensatz zum herderen NKG2A-Rezeptor eine
signifikant hohere Expression auf CCR5- und CCRJatigen T-Lymphozyten als auf den

Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen (Abb.11).
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4.3 Empfanglichkeit CCR5(+) und CCR7(+) CD8(+) T-Zden gegenuber
einer Hemmung durch NKG2A

In weiteren Experimenten untersuchten wir den fiomidilen Einfluss des NKG2A-Rezeptors auf
die Zytotoxizitdt CCR5(+) vs. CCR7(+) CD8(+) T-Zatl. Dazu verwendeten wir den CD107a-
Assay. Hierbei fand sich bei alleiniger Stimulatidas T-Zell-Rezeptors mit Anti-CD3 kein
Unterschied in der CD107a-Expression zwischen CE&RS(nd CCR7(+) CD8(+) T-
Lymphozyten (Abb. 12a). Bei der im nachsten Scluuttchgefihrten Ko-Stimulation mit Anti-
NKG2A zusatzlich zur Anti-CD3-Stimulation fand sickine signifikante Reduktion der
zytotoxischen Aktivitat der CCR5-exprimierenden GB8T-Zellen. Im Gegensatz dazu flhrte
die T-Zell-Rezeptor/NKG2A Ko-Stimulation bei CCR®gtiven CD8(+) T-Zellen zu

vernachlassigbar geringen Hemmung der zytotoxiséthkéinitat (Abb. 12a).
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Abb. 12: Zytolytische Aktivitat CD8(+) T Zellen

Die zytolytische Aktivitat CD8(+) T-Zellen erfolgtanhand der durchflusszytometrischen Messung der
CD107a-Expression. Abb. 12a zeigt die CD107a-ExgioesCCR5- und CCR7-positiver Zellen nach
Stimulation mit anti-CD3 (OKT3) (wei3e S&ulen) undch Ko-Stimulation zusammen mit NKG2A
(schwarze Saulen). * p < 0,05 vs. alleiniger Statioh des T-Zell-Rezeptors. Abb. 12b zeigt nebean de
durchflusszytometrischen Bestimmung der CD107a-&sgon auch die IFN- Sekretion CCR5-
(schwarze Saule) und CCR7-positiver CD8(+) T-Zeljewri3e Saule) nach Stimulation mit dem HCV-
Core Peptid und NKG2£

Zusatzlich untersuchten wir, ob die Empfanglichkein CCR5(+) und CCR7(+) T-Zellen

gegeniber einer Hemmung durch NKG2A auch bei Antggezifischen T-Zell-Antworten von

Bedeutung ist. Hierfur analysierten wir die Hepat€-spezifische CD8(+) T-Zell-Antwort nach
Stimulation dieser Zellen mit einem HCV Core Peftmbl in Anwesenheit bzw. in Abwesenheit
von Anti-NKG2A. Auch bei diesen Experimenten fandach ohne NKG2A-Stimulation keine

signifikanten Unterschiede der T-Zell-Antworten gehen CCR5 (+) und CCR7(+) CD8(+) T-
Lymphozyten (Daten nicht gezeigt).

Die Ko-Stimulation mit Anti-NKG2A fuhrte jedoch beden CCR5(+) T-Zellen zu einer
signifikanten Abnahme der HCV-spezifischen I$ekretion bzw. CD107a-Expression. Im
Gegensatz dazu hatte die Ko-Inkubation mit Anti-N¥Gm Falle der CCR7(+) T-Zellen keinen
wesentlichen Einfluss auf die T-Zell-Antwort (AklR2b).
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4.4 Migrationsverhalten NKG2A(+) und NKG2A(-) T-Lymphozyten

gegenuber Chemokinen

Desweiteren untersuchten wir das MigrationsverhaNi&KG2A(+) und (-) CD8(+) T-Zellen in
Richtung des CCR5-Liganden CCL5 (=RANTES) und d€&RC-Liganden CCL21. Hierdurch
sollte geklart werden, ob die unterschiedliche Chlidnrezeptor-Expression einen Einfluss auf
die Rekrutierung dieser Zellpopulationen besitzt.

Der Migrationsassay erfolgte bei einer HCV RNA(Hbehandelten Patientengruppe (n=4) und
einem gesunden Vergleichskollektiv (n=35). Hierbeigte der Migrationsversuch gegen CCL5
ein ahnliches Migrationsverhalten in beiden Stugiappen: NKG2A-exprimierende CD8(+) T-
Zellen migrierten in einem signifikant starkeren stal3 gegen CCL5 als NKG2A negative
Zellen (Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwestder HCV RNA(+): 4% + 0,9% vs. 2,1% +
0,3%, p=0,0221; gesunde Kontrollgruppe: 3,9% * 0y3%2,5% + 0,2%, p=0,002)(Abb. 13a).
Die Analyse der Migration gegen das lymphatischer@tkin CCL21 zeigte, dass vor allem
NKG2A(-) CD8(+) T-Zellen von diesem Chemokin rekemt wurden (Mittelwert =+
Standardfehler des Mittelwertes der HCV RNA(+):%,%* 0,5% vs. 3,6% = 0,5%, p=n.s.;
gesunde Kontrollgruppe: 1,7% + 0,2% vs. 2,4% * Q,8%0,039) (Abb. 13b).

Die chronische Hepatitis C ist mit einer erhohtentrahepatischen Expression des
inflammatorischen Chemokins CCL5 assoziiert. Alseai moglichen Mechanismus hierfir
konnte unsere Arbeitsgruppe in friheren Untersugbonnachweisen, dass die Bindung des
HCV E2 Hull-Proteins an T-Lymphozyten zu einer v@rsten CCL5-Freisetzung fuhrt. Daher
untersuchten wir in weiteren Experimenten die Redrung von NKG2A(+) und NKG2A(-) T-
Zellen durch HCV E2-stimulierte Lymphozyten-Ubersta. Als Kontrolle lieRen wir die Zellen
gegen HCV Core Uberstande (= keine Induktion e@@L5- Sekretion) und gegen unstimulierte
Zellen wandern. Hierbei zeigte sich, dass NKG2Arererende T-Zellen vor allem von den
Uberstanden rekrutiert wurden, die HCV E2-stimailiearen. Dies fiihrte zu einer Akkumulation
NKG2A-positiver T-Zellen in der Population der mggten Lymphozyten (Abb. 14).
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Abb. 13: Migration NKG2A-exprimierender CD8(+) T Zellen gegen RANTES und CCL21

Nach dem Migrationsassay wurde der Anteil migrie#ellen gegen RANTES (obere Graphen) und
CCL21 (untere Graphen) durchflusszytometrisch besti Hierbei wurde der Anteil aller migrierter
CD8(+) T-Zellen mit dem der NKG2A(+) und (-) verciien. Abbildung (a) zeigt die Migration gegen
RANTES und (b) gegen CCL21. Die Ergebnisse sindviitgationsindex dargestellt (wie im Material
und Methodenteil beschrieben). Die Saulen geben Kitelwert und den Standardfehler des
Mittelwertes nach dem Mann-Whitney Test an. *,85, ** p < 0,01 vs. NKG2A(-) CD8(+) T-Zellen
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Abb. 14: Migration NKG2A-exprimierender CD8(+) T-Zellen gegen HCV E2 stimulierte

Uberstande

CD8(+) T-Zellen wanderten gegen Uberstande, die @@8(+) T-Zellen gewonnen wurden, welche
entweder mit oder ohne HCV E2 und HCV-Core Pepticdiert wurden. Abb. 14a zeigt, dass
besonders gegen HCV E2 stimulierte CD8 Zellen NK&A&itive Zellen gewandert sind. Abb. 14b

CD8+ T Zellen

verdeutlicht dies noch mal anhand der Saulendiagiam

Die Ergebnisse sind als Migrationsindex dargesfeik im Material und Methodenteil beschrieben)e Di
Séaulen geben den Mittelwert und den StandardfefdsrMittelwertes nach dem Mann-Whitney Test an.

*p < 0,0F
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5 Diskussion

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus verlauft ohen meisten Fallen chronisch, mit einem
hieraus resultierenden erhdhten Risiko eine Le@dsie bzw. eine Leberzirrhose zu entwickeln.
Die Ursachen hierfur sind bislang nur unzureicheexstanden. Viele Studien zeigten, dass eine
Fehlregulation der HCV-spezifischen T-Zell-Antwdnterbei eine wichtige Rolle spielt. In
diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, dasstékrimer letzten Jahre an verschiedenen
Mausmodellen zeigen konnten, dass der Chemokint@z€CR5 offensichtlich eine wichtige
Rolle in der Regulation einer T-Zell-vermitteltemrhunantwort spielt (Algood et al., 2004;
Nansen et al., 2002).

Epidemiologische Studien bei HCV-infizierten Pateanlassen vermuten, dass CCR5 auch hier
maoglicherweise eine wichtige Rolle in der Regulatider Immunantwort spielt. So konnte
gezeigt werden, dass bei Patienten mit einer @QGRMutation, die zu einem Verlust der
CCR5-Oberflachenexpression fihrt, eine spontanmifdition des Virus signifikant haufiger
vorkommt als bei Patienten mit einem CCR5 Wildt@CR5 WT/WT) (Goulding et al., 2005).
Unklar blieb jedoch, Uber welche Mechanismen CCRb FEunktion von T-Zellen reguliert.
Grundsatzlich  kénnte dies darin begrindet sein, sda€CR5 einen direkten
immunmodulatorischen Einfluss auf CD8(+) T-Lymphtezybesitzt. Alternativ ware vorstellbar,
dass die CCR5-Expression spezifisch fiur eine Suldpipn von CD8(+) T-Zellen ist, und somit
indirekt Uber eine Ko-Expression mit anderen Oletfenmolekilen an der Regulation von T-
Zell-Funktionen beteiligt ist. Diese Hypothese waird der vorliegenden Arbeit untersucht. Da in
Vorarbeiten unsere Arbeitsgruppe nachgewiesen wdaks der NK-Zell-Rezeptor NKG2A eine
wichtige Rolle bei der Hepatitis C spielt, analysa wir hierbei insbesondere eine mdgliche

Assoziation dieses NKR mit dem CCR5-Rezeptor.

In Ubereinstimmung mit unseren Vorarbeiten fanch diei den HCV RNA(+) Patienten ein
signifikant hoherer Anteil NKG2A-exprimierender CE33 T-Zellen als bei den anderen Studien-
Gruppen. Die Expression von NKG2C unterschied zieischen den HCV-Patienten und den
Gesunden nicht. Auch dies entsprach friheren Ergsdmunserer Arbeitsgruppe.

Hinsichtlich der CCR7-Expression fand sich ebesfékin signifikanter Unterschied zwischen
den untersuchten Studien-Gruppen. Vergleichbareiriglef waren bereits friher von Bonacchi
und Mitarbeitern erhoben worden (Bonacchi et aD03). Diese Ubereinstimmung mit
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vorherigen Ergebnissen lassen es als plausibehairsm, dass die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Patienten als repréasentativ flr eitiéege Population anzusehen sind.

Im Gegensatz zu CCR7 war der CCR5-Rezeptor aufllefzBICV RNA(+) Patienten signifikant
niedriger exprimiert als auf den T-Zellen der amteStudien-Gruppen, was frihere Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe bestatigte (Lichterfeld et 2002). Der Grund fir diese verminderte
CCRb5-Expression auf peripheren T-Zellen chronis@\VHnfizierter Patienten ist bislang nicht
vollstandig geklart. Basierend auf bisher bekanridaten sind hierbei verschiedene potentielle
Mechanismen denkbar. In Vorarbeiten konnten wigeej dass eine HCV-induzierte CCL5-
Sekretion und die daraus resultierende CCL5/CCRé&rdRtion zur Internalisierung des CCR5-
Rezeptors — und somit zu einer reduzierten Obdridexpression — fuhrt (Nattermann et al.,
2004). Alternativ ware es auch vorstellbar, dagshlidie HCV-induzierte intrahepatische CCL5-
Sekretion primar CCR5(+) T-Zellen in der Leber rglart werden und somit in der Leber
akkumulieren. Diese verédnderte Kompartmentalisigr@CR5(+) T-Zellen héatte dann eine
Reduktion des Anteils CCR5(+) Zellen im zirkuliedem Blut zur Folge.

Ausgehend von unserer Hypothese, dass der CCRJptezsine Subpopulation von CD8(+) T-
Zellen charakterisiert, die durch die Expressiomzgfscher anderer, funktionell relevanter,
Oberflachenmolekiile gekennzeichnet ist, untersaché&r zudem die Ko-Expression von
Chemokinrezeptoren und NKG2-Rezeptoren.

Hierbei zeigte sich, dass CCR5-positive CD8(+) Tleteein spezifisches Muster von NK Zell-
Rezeptoren aufweisen, da auf diesen Zellen eine lotpression des hemmenden NKG2A-
Rezeptors bei niedriger Expression des aktivieneidEG2C-Rezeptors nachweisbar war. Im
Gegensatz dazu fand sich auf CCR7-positiven T-Aeime geringe Oberflachendichte beider
Rezeptoren, wodurch belegt ist, dass eine hohe MKB%ression tatsachlich ein spezifisches
Charakteristikum CCR5(+) T-Lymphozyten darstellt.

Interessanterweise war diese CCR5/NKG2A Ko-Expogseicht nur bei den Patienten mit einer
chronischen Hepatitis C sondern auch bei den gesumantrollen nachweisbar. Dies deutet
darauf hin, dass CCR5 und NKG2A unabhangig vonreaigonischen Virus-Infektion ko-
exprimiert sind — und damit moglicherweise auch desi akuten Hepatitis C eine Rolle spielen

konnten.
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In Ubereinstimmung mit der Ko-Expression von CCRfl INKG2A, wurden NKG2A(+) T-
Zellen praferenziell durch das inflammatorische i@bkin RANTES (=CCL5) rekrutiert, was zu
einer Akkumulation NKG2A(+) T-Zellen in der Poputat der migrierten Lymphozyten fuhrte.
Somit wére die Expression von NKG2A auf CCR5(+) CBH8r-Zellen eine plausible Erklarung
fur die beobachtete Akkumulation von NKG2A-positivd-Lymphozyten in Lebern HCV-
infizierter Patienten, da die chronische Hepa@imit erhéhten intrahepatischen CCL5-Spiegeln
assoziiert ist (Apolinari et al., 2002; Leroy et, &003; Nischalke et al., 2004). Diese Hypothese
wurde durch ein weiteres Experiment unterstitzh Eechanismus, der mdglicherweise zu
dieser HCV-assoziierten CCL5 Expression beitr&gjtdie Interaktion des HCV Hiillproteins E2
mit dem oberflachenexprimierten Tetraspanin CD8g|ctwes als HCV Ko-Rezeptor gilt. In
vorherigen Untersuchungen konnten wir zeigen, dissBindung von HCV E2 an CD81 auf
CD8(+) T-Zellen zu einer vermehrten Freisetzung @L5 fuhrt (Nattermann et al., 2004). In
der vorliegenden Arbeit konnten wir nun nachweisdass NKG2A(+) CD8(+) T-Zellen
verstarkt von HCV E2-stimulierten Uberstanden aogd wurden, was in einer signifikanten
Akkumulation von NKG2A-exprimierenden Lymphozytessultierte.

Im Gegensatz zu den NKG2A(+) CD8(+) T-Zellen migea NKG2A(-) Zellen primar in
Richtung des lymphatischen Chemokins CCL21. Diesekierte gut mit unserer Beobachtung,
dass nur ein geringer Anteil CCR7-positiver Zelleuch NKG2A exprimierten. Die
physiologische Bedeutung einer solchen praferdenidekrutierung NKG2A(-) T-Zellen durch
das lymphatische Chemokin CCL21 ist momentan nodklan. Hierbei waren jedoch
verschiedene Szenarien denkbar. Im lymphatischeme@e findet das ,Priming”“ von Antigen-
spezifischen CD8(+) T-Zellen statt. In diesem Zuswnhang scheint es sinnvoll, das priméar
NKG2A(-) Lymphozyten in das lymphatische Geweberugkrt werden, um eine verstarkte
Suzeptibilitat der resultierenden Antigen-spezifese T-Zelle gegeniber einer NKG2A-
vermittelten Hemmung zu vermeiden. Zudem konntk sine hohe Expression des hemmenden
NKG2A-Rezeptors auf den rekrutierten Lymphozyterghatierweise negativ auf das ,Priming*“

auswirken.

Die physiologische Bedeutung der Expression von RK@uf CD8(+) T-Zellen ist momentan
noch nicht vollstandig verstanden. Es wird jedoamgemommen, dass NKG2A an der
Feineinstellung von T-Lymphozyten beteiligt ist, ddKG2A-vermittelte Signale die

Stimulationsschwelle fir eine T-Zell-Rezeptor-induiz Aktivierung erhéhen (McMahon et al.,
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2001). Somit spielt NKG2A moglicherweise eine Rdille die Aufrechterhaltung der peripheren
Toleranz (Braud et al.,, 2003) und verhindert einberfichielRende und unregulierte
Immunantwort, wie sie beispielsweise bei Autoimmurenkungen beobachtet wird. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte geasi@den, dass NKG2A die zytolytische
Aktivitat und die Zytokinsekretion Antigen-spezitser T-Zellen hemmen kann. Hierbei ist es
gut vorstellbar, dass eine solche Veranderung vorLyniphozyten-Funktionen die
Chronifizierung einer viralen Infektion begunstigétinsichtlich der Hepatitis C Infektion ist in
vielen Studien beschrieben worden, dass eine reblitell-Antwort in der akuten Phase der
Infektion fur die Viruselimination von wichtigeBedeutung ist (Missale et al., 1996; Lechner et
al., 2000; Thimme et al., 2001). Die Mechanismea, zim Versagen der T-Zell-Antwort und
somit zur Viruspersistenz beitragen, sind bishst wenig charakterisiert. Diskutiert werden zum
Beispiel ein primares T-Zell-Versagen oder T-Zels&hopfung, virale Escape-Mutationen sowie
T-Zell-Dysfunktionen. Eine spontane Viruselimieruimgder akuten Phase einer HCV Infektion
bendtigt sowohl eine stabile CD4(+)- als auch CD8(<Zell-Antwort gegen verschiedene virale
Epitope. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dassVersagen der Immunantwort unter
anderem darin besteht, dass T-Zellen bestimmtéevitaptidstrukturen nicht erkennen (Missale
et al., 1996; Thimme et al., 2001). Auch eine vaderte IFNy Sekretion CD8(+) T-Zellen wird
mit einer gestorten T-Zell-Antwort in Zusammenhagepracht (Lechner et al., 2000). Eine
weitere Studie assoziierte eine verminderte T-Retliferation und die daraus resultierende
Abnahme der Virus-spezifischen T-Zell-Antwort miher Chronifizierung des Virus (Folgori et
al., 2006).

In diesem Zusammenhang ist es nun von besondedguBeng, dass wir in der vorliegenden
Arbeit zeigen konnten, dass die NKG2A/CCR5 Ko-Espren CCR5-exprimierende CD8(+) T-
Zellen empfanglicher flr eine NKG2A-vermittelte Hemng der zytotoxischen Aktivitat und der
Freisetzung von IFN-machte, als dies bei CCR7(+) Lymphozyten derWwal. In Bezug auf die
Hepatitis C ist es hierbei von besonderer Bedeytdags auch die HCV Core-spezifische T-Zell-
Antwort CCR5-positiver T-Zellen signifikant durchKi62A gehemmt werden konnte. Die
Spezifitat dieses Ergebnisses wird durch unserd&ddung, dass sich CCR5(+) und CCR7(+)
T-Zellen in ihrer zytotoxischen Aktivitdt nach atleger Stimulation mit Anti-CD3 (OKT3) nicht

voneinander unterschieden, unterstrichen.
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Normalerweise ist die inhibitorische Funktion voKGR2A auf T-Zellen nur recht gering. Hierbei
ist jedoch zu bericksichtigen, dass die chroniddbpatitis C mit einer signifikant erhéhten
Expression von HLA-E auf einer Vielzahl intrahepakier Zellen assoziiert ist. Als moglichen
zugrunde liegenden Mechanismus identifizierten &ir HCV-Peptid (HCV Core aa 35-44),
welches an HLA-E binden und dadurch die Oberflaekpression von HLA-E stabilisieren kann
(Nattermann et al., 2005). Dies konnte die Intacekton HLA-E mit NKG2A beglnstigen und
dadurch zu einer effektiveren Hemmung von CTL-Fiamdn fuhren. AulRerdem konnten wir
nachweisen, dass Patienten mit einer chronischeW-H{@ktion eine signifikant hohere
NKG2A-Expression aufweisen als dies bei gesundentigében der Fall ist. In Ubereinstimmug
mit dieser Beobachtung konnten wir weiterhin nadeem® dass T-Lymphozyten von HCV-
Patienten starker durch NKG2A hemmbar sind als lledevon HCV-negativen Personen.
Zudem war die zytolytische Aktivitat von CD8(+) Tellen der HCV-Patienten gegen HLA-E
exprimierende Zellen niedriger als bei den Gesun8emit scheint es wahrscheinlich, dass die
HLA-E/NKG2A-Interaktion und die hieraus resultiedenHemmung von T-Zell-Funktionen bei
HCV-Patienten von besonderer Relevanz sind.

Die in der vorliegenden Dissertation beschriebesgo&iation von CCR5 und NKG2A kdnnte im
Rahmen der Hepatitis C noch unter einem weiteresidBtspunkt von Bedeutung sein. In
vorherigen Arbeiten konnten wir und andere Arbeiipgen zeigen, dass die HCV-Infektion
auch mit einer intrahepatischen Akkumulation NKG2A(naturlicher Killer (NK) Zellen
assoziiert ist.

NK-Zellen (CD3-, CD16+, CD56+), eine heterogene @gulation der Lymphozyten, sind ein
zentraler Bestandteil des angeborenen Immunsyst&ies. reprasentieren 5 - 15 % der
mononukledren Zellen im peripheren Blut und bis4zu% in einigen Organen wie der Leber
(Trinchieri, 1989; Whiteside und Herberman, 19%ine wesentliche Funktion von NK-Zellen
ist die Zerstdérung von transformierten oder virtigiarten Zellen durch Zytolyse (Trinchieri,
1989). Zudem Uben NK-Zellen Uber die Freisetzungn vadytokinen eine wichtige
immunmodulierende Funktion aus. In Bezug auf dipdtiéis C konnte anhand von funktionellen
und epidemiologischen Studien gezeigt werden, dedérliche Killerzellen eine wichtige
Komponente der humanen Immunantwort im Rahmen @&V-hhfektion darstellen. Allerdings
scheint die Funktion von NK-Zellen bei der Hepatitt durch verschiedene Mechanismen

gestort. So konnte gezeigt werden, dass die HCWzasge Hochregulation des hemmenden
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NKG2A-Rezeptors bei gleichzeitiger Verminderung idktender Rezeptoren (NKG2C) die
zytolytische Aktivitdt von NK-Zellen HCV-infiziertePatienten hemmt und zu einer veranderten
Zytokin-Freisetzung fuhrt (Jinushi et al., 2004;ttdemann et al., 2005; Radeava et al., 2006).
Wie Jinushiet al. anhand von in vitro Versuchen zeigen konnten,nk®rdies nicht nur die
Etablierung einer chronischen Infektion sondernhadie Proliferation hepatischer Sternzellen
und die Ablagerung extrazellularer Matrix steigédmushi et al., 2004) und dadurch Fibrose-
fordernd wirken. Praliminare Arbeiten unserer Atbgiuppe deuten nun darauf hin, dass auch
auf NK-Zellen der NKG2A-Rezeptor mit CCR5 ko-exprem wird. Dieser Befund kdnnte die
beschriebene Akkumulation von NKG2A(+) NK-Zellerkléren und wirde einen Mechanismus

darstellen, tber den CCR5(+) Lymphozyten an deuRdign der Immunantwort beteiligt sind.

Wie am Anfang dieser Arbeit erwahnt, beeinflusg GICRZA32-Mutation neben dem Verlauf
der Hepatitis C auch den Schweregrad verschiedamaerer inflammatorischer Krankheiten.
Analog zur HCV-Infektion wurde auch fur die HepatiB beschrieben, dass Homozygotie fir
den A32-Polymorphismus mit einer spontanen Ausheilurgpagert ist (Thio et al., 2007). Da
wir zeigen konnten, dass die Ko-Expression von CQCRR8 NKG2A kein HCV-spezifisches
Merkmal darstellt, ware es auch bei der Hepatitigiis(HBV)-Infektion vorstellbar, dass die
funktionelle Defizienz von CCR5 bei Patienten minezn CCRA32/CCRRA32 Genotyp die
intrahepatische Akkumulation von NKG2A-exprimierend T-Lymphozyten verhindert und
somit eine starkere HBV-gerichtete Immunantwortiresigt.

Zudem konnte in verschiedenen Mausmodellen geresgtien, dass eine CCR5-Defizienz mit
einer signifikant gesteigerten T-Zell-Antwort asiserz ist (Algood et al., 2004; Nansen et al.,
2002; Zhou et al., 1998). Auch hier konnte die vos identifizierte CCR5/NKG2A-Assoziation
eine Rolle spielen, da das murine Qa-1 Molekul, omolog zum humanen HLA-E Molekl
darstellt, welches durch NKG2A erkannt wird (Milletr al., 2003; Salcedo et al., 1998; Vance et
al., 1998, 1999).

Zusammenfassend kann aufgrund der erhobenen DatBazug auf die Hepatitis C folgendes

Modell postuliert werden (Abb. 15):

Die chronische Hepatitis C ist mit einer erhohtemahepatischen Expression inflammatorischer
Zytokine, wie beispielsweise CCL5, assoziiert. Harspielt moglicherweise die Interaktion des

HCV E2 Hull-Proteins mit CD81 auf der T-Zell-Obéthe eine Rolle, da diese zu einer
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verstarkten Freisetzung von CCL5 fihrt (Nattermanal., 2004). Da CCL5 ein wichtiger
Ligand fur den Chemokinrezeptor CCR5 darstelltrfiities zu einer Rekrutierung CCR5(+) T-
Zellen aus dem peripheren Blut in die Leber. Di@ wms nachgewiesene Ko-Expression von
NKG2A auf CCR5-exprimierenden CD8(+) T-Zellen, wérdierbei nun zu einer praferenziellen
Migration NKG2A(+) T-Zellen fuihren. Dies kénnte dmeschriebene Akkumulation NKG2A-
exprimierender Lymphozyten in HCV-infizierten Leherklaren. Da wir zudem zeigen konnten,
dass die akkumulierten CCR5(+) NKG2A(+) T-Zellerggriiber einer Hemmung durch NKG2A
sehr empfanglich sind und die HCV-Infektion mit @irHochregulation des NKG2A Liganden
HLA-E auf einer Vielzahl intrahepatischer Zellersaaiert ist, kbnnte dies zu einer gestorten
intrahepatischen T-Zell-Antwort beitragen und sordie Persistenz des Hepatitis C Virus

begiinstigen.
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Abb. 15: Mdgliches Modell der NKG2A-Rekrutierung in die Leber

1. HCV E2/CD81 Interaktior> vermehrte intrahepatische RANTES-Sekretion.

2.Rekrutierung CCR5(+)NKG2A(+)T-Zellen aus dem pkaren Blut in die Leber.

3. Akkumulation NKG2A(+)T-Zellen in der Leber.

4. Die akkumulierten Zellen sind sehr empfangliémh €éine Hemmung ihrer Funktion durch eine
Regulation Uber NKG2A.

5. Hochregulation des NKG2A Liganden HLA-E auf altepatische Zellen.

6. Durch die HLA-E/NKG2A Interaktionr> Hemmung der zytolytischen Funktion NKG2A(+) T-
Zellen und damit verminderte H(- spezifsche “-Zell-Antwort.
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6  Zusammenfassung

Die Mechanismen, die bei der HCV-Infektion die hdufbeobachtete Chronifizierung
begunstigen, sind zur Zeit nur teilweise verstaniféiederholt wurde in diesem Zusammenhang
von einer verminderten Funktion der CD8(+) T-Zelleerichtet. Anhand von verschiedenen
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass der Chienezkptor CCR5 eine wichtige Rolle fur
die funktionelle Regulation von T-Zellen besitzt.edBiglich der HCV-Infektion lassen
epidemiologische Studien vermuten, dass auch hear GCR5-Rezeptor von besonderer
Bedeutung ist. Unklar blieb jedoch, tber welche Matsmen CCR5 die T-Zell-Funktion
reguliert. Da unsere Arbeitsgruppe in Vorarbeiteachgewiesen hatte, dass der NK-Zell-
Rezeptor NKG2A ebenfalls eine wichtige Rolle ber depatitis C spielt, analysierten wir
hierbei insbesondere eine mdgliche Assoziationedi®&R mit dem CCR5-Rezeptor.

Hierzu analysierten wir die Ko-Expression von CC&R% NKG2A auf CD8(+) T-Zellen bei
HCV-Patienten und Gesunden. Weiterhin untersuchién das Migrationsverhalten von
NKG2A(+) und (-) T-Zellen. Zudem analysierten wiedRegulation der zytotoxischen Aktivitat
von CCR5-exprimierenden T-Zellen durch NKG2A.

Die Experimente zeigten, dass unabhangig von eameonischen HCV-Infektion NKG2A
spezifisch mit CCR5 nicht aber mit CCR7 ko-exprirnigt. Hiermit Gbereinstimmend wurden
praferenziell NKG2A(+) T-Zellen von dem inflammatmhen Chemokin CCL5 und HCV E2
stimulierten Uberstanden rekrutiert, was zu einkkulnulation dieser Zellen in der Population
der migrierten Lymphozyten fihrte. Dies konnte dei der Hepatitis C beobachtete
intrahepatische Akkumulation NKG2A(+) Lymphozytakléren.

Funktionell waren CCR5(+)CD8(+) T-Zellen fir eineKM2A vermittelte Hemmung der
zytotoxischen Aktivitat empfanglicher als CCR7(+}Z&llen. Dies konnte auch fir HCV-
spezifische T-Zell-Antworten nachgewiesen werdea di2z Hepatitis C mit einer Hochregulation
des NKG2A-Rezeptors bei gleichzeitig erhohter Egpien des NKG2A-Liganden HLA-E
assoziiert ist, kbnnte dies zu einer gestorteraliv@patischen T-Zell-Antwort beitragen und somit

die Persistenz des Hepatits C Virus begunstigen.
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