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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass natlrliche Killerzellen (NK)-Zellen in der
Lage sind, durch Apoptose-Induktion in aktivierten hepatischen Sternzellen anti-fibrotisch
zu wirken. Allerdings blieb die Rolle von humanen NK-Zellen bei der Fibroseprogression
weiterhin unklar. Dariliber hinaus fehlen Untersuchungen, in wieweit sich eine Hepatitis C-
Virus (HCV)-Infektion auf die anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen auswirkt, obwohl
Infektionen mit HCV zu den hiufigsten Atiologien einer Leberfibrose gehéren. Um dies zu
klaren, wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern und HCV-Patienten mit primdren
aktivierten hepatischen Sternzellen koinkubiert und anschlieBend der Anteil der
apoptotischen Sternzellen durchflusszytometrisch mittels intrazelluldrer aktiver Caspase-3
Farbung ermittelt.

Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen aus HCV-Patienten
im Vergleich zu NK-Zellen aus gesunden Probanden effektiv Apoptose in primdren
aktivierten hepatischen Sternzellen auslosen. Dabei korrelierte die anti-fibrotische NK-
Zell-Aktivitat invers mit dem Fibrosegrad des Patienten, da NK-Zellen aus HCV-Patienten
mit einer geringen Leberfibrose deutlich effektiver Apoptose in hepatischen Sternzellen
induzierten als NK-Zellen aus Patienten mit einer fortgeschrittenen Fibrose. Zusatzlich
ergaben Blockierungsexperimente eine wichtige Rolle von NKG2D, TRAIL und FasL bei der
NK-Zell-vermittelten Apoptose-Induktion in hepatischen Sternzellen, wobei weitere
Faktoren involviert sein durften. Zudem induzierten NK-Zellen aus Interferon-a
therapierten Patienten am effizientesten Apoptose in hepatischen Sternzellen. Im
Einklang mit dieser Beobachtung fuhrte die in vitro Stimulation von NK-Zellen mit
rekombinantem Interferon-a zu einer gesteigerten anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitat, die
durch eine Hochregulation von TRAIL vermittelt wurde.

Somit konnte nachgewiesen werden, dass auch humane NK-Zellen eine anti-
fibrotische Aktivitat besitzen und eine wichtige Rolle bei der Modulation der HCV-

induzierten Leberfibrogenese spielen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer HIV/HCV-Koinfektion auf
die Fibroseprogression untersucht, da infolge der zusatzlichen HIV-Infektion die HCV-

induzierte Leberfibrose bei diesen Patienten deutlich schneller voranschreitet als bei HCV-

Vv
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monoinfizierten Patienten. In diesem Zusammenhang deckten eine ganze Reihe von
epidemiologischen Studien auf, dass eine geringe CD4" T-Zellzahl mit einem
fortgeschrittenen Fibrosestadium assoziiert ist. Des Weiteren entwickelt sich die Fibrose
bei Patienten mit niedrigen CD4" T-Zellzahlen deutlich schneller, als bei Patienten mit
einer physiologisch normalen CD4" T-Zellzahl. Allerdings war bisher vollig unklar, welche
Rolle die CD4" T-Zellen bei der Modulation der Leberfibrose einnehmen.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden NK-Zellen mit dem Uberstand von
CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen stimuliert und anschlieRend mit primaren aktivierten
hepatischen Sternzellen koinkubiert. Die nachfolgende Analyse der apoptotischen
Sternzellen ergab, dass CD4" T-Zellen in der Lage sind, iber eine IL-2 abhingige
Hochregulation von NKG2D, die anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen zu stimulieren.
Dariiber hinaus wurde beim Vergleich von CD4" T-Zellen aus gesunden und HCV-
infizierten Probanden eine gestérte IL-2 Sekretion bei CD4" T-Zellen infolge einer
HIV/HCV-Koinfektion beobachtet, die in vitro mit einer verminderten Stimulation der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivitat einherging.

Daher kénnte der HIV-assoziierte Verlust von CD4" T-Zellen sowie die reduzierte IL-2
Sekretion zu einer beschleunigten Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion
beitragen. AuRerdem konnte damit erstmalig eine mogliche Erklarung geliefert werden,
warum die CD4" T-Zellzahl mit der Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion

assoziiert ist.

Vi
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1. Einleitung

1.1. Die Hepatitis C-Virus-Infektion

Seit der Erstbeschreibung des Hepatitis C-Virus (HCV) im Jahre 1989 als Erreger einer
non-A, non-B Hepatitis ist das Virus zunehmend als ein globales Gesundheitsproblem
erkannt worden’. Die WHO geht mittlerweile davon aus, dass 130 - 180 Millionen
Menschen mit dem Hepatitis C-Virus infiziert sind®. Wie der Name bereits andeutet
zeichnet sich eine Infektion mit dem Hepatitis C-Virus durch eine Entziindung der Leber
aus, da hauptsachlich Hepatozyten von dem Virus infiziert und zur Replikation genutzt
werden.

Die Transmission des Hepatitis C-Virus erfolgt in den meisten Féallen durch
parenteralen Blutkontakt infolge von verunreinigten Bluttransfusionen oder durch die
Verwendung von kontaminierten Spritzen bei Drogenkonsum. Mit der Einflihrung des
HCV-Screenings bei Blutspenden Anfang der 90er Jahre ist eine Transfusions-assoziierte
Neuinfektion in Deutschland aber mittlerweile sehr selten. Darliber hinaus zahlt eine
sexuelle Transmission, die bevorzugt bei MSM (engl. men who have sex with men)
auftritt, zu den wichtigen Ubertragungswegen. Allerdings bleibt in vielen Fillen die
Ursache der Neuinfektion unbekannt®.

Die ersten Wochen nach einer Infektion mit dem Hepatitis C-Virus sind meist mit
grippedhnlichen Symptomen assoziiert oder verlaufen sogar komplett ohne Beschwerden.
In dieser ,akuten” Phase der HCV-Infektion entscheidet sich, ob das wirtseigene
Immunsystem in der Lage ist, das Virus zu eliminieren oder ob die Infektion einen
,chronischen” Verlauf annimmt. Dabei wird von einer chronischen HCV-Infektion
gesprochen, wenn sechs Monate nach der Neuinfektion weiterhin Viren im Blut des
Patienten nachgewiesen werden kénnen®. Im Allgemeinen zeichnet sich eine HCV-
Infektion durch eine hohe Chronifizierungsrate aus. So ist bei 50 - 80 % der akuten HCV-
Patienten mit einem chronisch Verlauf der Infektion zu rechnen®®.

Ebenso wie in der akuten Phase verlduft die chronische HCV-Infektion in den ersten
Jahren meist ohne groBere Beschwerden fir den Patienten. Allerdings fihrt die
dauerhafte Entziindungsreaktion infolge der HCV-Infektion zu einem kontinuierlichen

fibrotischen Umbau der Leber, so dass die Patienten nach 10 - 25 Jahren eine



Einleitung

Leberzirrhose entwickeln konnen’. Treten neben der HCV-Infektion weitere
Risikofaktoren wie UbermaRiger Alkoholkonsum, fortgeschrittenes Alter, mannliches
Geschlecht oder eine Koinfektion mit HIV oder HBV auf, fiihrt dies zu einer deutlich
schnelleren Fibroseprogression®. AuBerdem steigt das Risiko fiir ein hepatozellulires
Karzinom (HCC), je ldnger die HCV-Infektion persistiert®. In beiden Fillen kommt es mit
der Zeit zu einem kompletten Leberversagen, dessen einzige klinische Behandlungsoption

eine Lebertransplantation ist’.

1.1.1. Das Hepatitis C-Virus

Das Hepatitis C-Virus ist ein 50 nm groRes, behilltes Virus mit einer Einzelstrang-RNA
als Genom. Es gehort zur Familie der Flaviviridae innerhalb der Gattung Hepaciviruslo’”.
Aufgrund der genetischen Instabilitdit des RNA-Genoms lassen sich 6 Genotypen des
Hepatitis C-Virus unterscheiden, die weiterhin in mindestens 30 Subtypen unterteilt

1213 Dabei unterscheiden sich die einzelnen Genotypen hinsichtlich der

werden kénnen
geografischen Verteilung'. So ist in Deutschland besonders der Genotyp 1 vertreten, der
durch eine hohe Chronifizierungsrate und ein schlechtes Therapieansprechen

gekennzeichnet ist™ Y,

1.1.2. Therapie

Im Gegensatz zu einer Hepatitis A- oder B-Infektion steht fiir die Hepatitis C-Infektion
keine Impfung als praventive MaBnahme zur Verfligung.

Zur Behandlung einer HCV-Infektion hat sich seit vielen Jahren eine
Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon-a (IFN-a) und Ribavirin (RBV)
durchgesetzt, deren Therapieerfolg aber stark vom HCV-Genotyp abhangt und haufig mit

1516 Dariiber hinaus sind seit kurzem Protease-

starken Nebenwirkungen verbunden ist
Inhibitoren auf dem Markt, deren Wirkung auf der spezifischen Hemmung der HCV-
Protease beruhen und in Form einer Triple-Therapie mit IFN-a und RBV verabreicht
werden'®. Interessanterweise fiilhren weder eine spontane Ausheilung noch ein
erfolgreiches Therapieansprechen zu einer protektiven Immunisierung, so dass eine

erneute Infektion mit HCV moglich ist.
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1.2. Koinfektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus

Unter den weltweit 40 Millionen HIV-Infizierten gibt es schatzungsweise 5 - 7
Millionen Menschen, die eine Koinfektion mit dem Hepatitis C-Virus aufweisen. Aufgrund
der gemeinsamen Transmissionswege von HCV und HIV sind vor allem
Drogenkonsumenten, Hamophilie-Patienten und Empfanger von Bluttransfusionen von
einer HIV/HCV-Koinfektion betroffen’®™2%, Im Gegensatz zu HCV wird HIV aber in den

meisten Fallen durch ungeschiitzten Sexualkontakt Gbertragen.

1.2.1. Die HIV-Infektion /AIDS

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) wurde 1983 als Ausloser der erworbenen
Immunschwédche AIDS (engl. acquired immune deficiency syndrome) identifiziert, die
bereits zwei Jahre zuvor bei einer Gruppe homosexueller Mdnner beschrieben wurde®>?,
Das Virus befillt insbesondere CD4" T-Helferzellen, da es das CD4 Molekiil als Rezeptor

zum Eintritt in die Zelle nutzt®*®

. Durch den Verlust der fiur die adaptive Immunantwort
essentiellen CD4" T-Zellen kommt es zu der erworbenen Immunschwache AIDS, die durch
eine Reihe von opportunistischen Infektionen in Erscheinung tritt. Allerdings ist AIDS
durch eine lange Latenzzeit charakterisiert, so dass im Durchschnitt elf Jahre vergehen,
bis es zu einem Ausbruch der Erkrankung kommt?®.

Mit der Einfihrung der ersten Medikamente gegen HIV Ende der 80iger Jahre gelang
es, die Uberlebenszeit der HIV-Patienten kontinuierlich zu steigern. Mittlerweile stehen
eine ganze Reihe von verschiedenen Medikamenten zur Verfligung, die in Form einer

Kombinationstherapie verabreicht werden und als ART (antiretrovirale Therapie) oder

HAART (hoch aktive antiretrovirale Therapie) bezeichnet werden.

1.2.2. Das humane Immundefizienz-Virus

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist von einer Lipoproteinhiille umgeben und
hat einen Durchmesser von 100 - 120 nm. Es gehort zur Familie der Retroviren innerhalb
der Gattung der Lentiviren und besitzt ein Genom aus zwei Einzelstrang-RNA Molekilen.
Mit Hilfe der reversen Transkriptase, die charakteristisch fir alle Retroviren ist, werden
die RNA-Einzelstrange in DNA umgeschrieben, die dann in das Wirtsgenom integriert

werden?’.
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Aufgrund von genomischen Unterschieden lassen sich zwei Subtypen des HI-Virus
unterscheiden, die als HIV-1 und HIV-2 bezeichnet werden und in weitere Untergruppen

28,29

unterteilt werden konnen ™. Allerdings ist HIV-1 virulenter und macht daher den

GroRteil der weltweiten Infektionen aus®.

1.2.3. Einfluss einer HIV-Infektion auf die HCV-Infektion

Eine Koinfektion mit HIV scheint jede Phase einer HCV-Infektion negativ zu
beeinflussen*. So fanden viele Studien eine erhéhte HCV-Viruslast bei Patienten mit einer
HIV-Koinfektion®>*3, dessen Ursache in einer lingeren Halbwertzeit der HCV-Virionen
durch eine reduzierte Immunantwort infolge der HIV-Infektion liegen kénnte!. Damit
einhergehend konnten Patienten mit einer HIV-Infektion eine zusatzliche HCV-Infektion
weniger haufig spontan ausheilen als Patienten mit einer HCV-Monoinfektion3**>.

Besonders auffallend ist allerdings die beschleunigte Progression der Leberfibrose die
bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtet wird* 3%, so vergehen bei einer HCV-
Monoinfektion im Durchschnitt 23 Jahre, bis der Patient eine Leberzirrhose entwickelt,
wihrend eine Koinfektion mit HIV diesen Zeitraum auf 7 Jahre verkirzt®. Dariiber hinaus
steigt das Risiko fir ein hepatozellulares Karzinom®. Als Ursachen fiir die raschere
Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion kommen verschiedene Faktoren in
Frage. Zum einen scheint HIV eine direkte pro-fibrotische Wirkung zu besitzen, da es in
der Lage ist, hepatische Sternzellen zu infizieren. Diese produzieren daraufhin vermehrt
Kollagen | und schitten pro-inflammatorische Zytokine aus, wodurch die beschleunigte

Fibroseprogression infolge einer Koinfektion mit HIV erklart werden konnte™ ™. z

um
anderen scheint die HIV-assoziierte Immunsuppression aufgrund des CD4" T-Zell-
Verlustes ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen. Eine ganze Reihe von
epidemiologischen Studien fand heraus, dass eine niedrige CD4" T-Zellzahl bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten mit einem fortgeschrittenen Fibrosegrad assoziiert ist. Zusatzlich
entwickelt sich die Fibrose bei Patienten mit niedrigen CD4" T-Zellzahlen deutlich

schneller, als bei Patienten mit hoheren CD4" T-Zellzahlen®®%4>2,
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1.3. Hepatische Sternzellen

Hepatische Sternzellen wurden bereits im Jahre 1876 von Karl Wilhelm Kupffer als
Vitamin A speichernde Zellen beschrieben und waren lange Zeit unter den Synonymen
Ito-Zellen, Lipozyten, perisinusoidale Zellen oder Fettspeicherzellen bekannt, bevor man
sich auf den Begriff , hepatische Sternzellen” einigte®. Allerdings riickten die Sternzellen
erst vor knapp 25 Jahren in den Fokus der Wissenschaft, da man erkannte, welche
vielfiltigen Funktionen diese Zellen in der Leber ausiiben’*.

Hepatische Sternzellen (HSC) sind mesenchymale Zellen, die in dem sub-endothelialen
Raum (auch Disseschen Raum), zwischen der basolateralen Oberflache der Hepatozyten
und der anti-luminalen Seite von sinusoidalen endothelialen Zellen, liegen (siehe

Abbildung 1) und etwa 3 — 6 % der hepatischen Zellen ausmachen>>"°.

hepatische Sternzelle

sinusoidale-
endotheliale Zelle

Kupffer-Zelle

sinusoidales Lumen

Abbildung 1 zeigt die Lokalisation von hepatischen Sternzellen in der
Leber (veridndert nach Bataller und Brenner)®’.

Die Hauptfunktionen von HSC in der gesunden Leber umfassen die Speicherung von
Vitamin A in Form von charakteristischen zytoplasmatischen Trc':')pfchen58 sowie der
Regulation des hepatischen Blutflusses® und der Aufrechterhaltung der extrazelluldren
Matrix®. Dieser ruhende Zustand bleibt so lange bestehen, bis die HSC aufgrund einer
Verletzung der Leber in einen aktivierten, Myofibroblasten-dhnlichen Phanotyp
differenzieren. Dabei stellen die haufigsten Ursachen fir eine Leberschadigung
chronische  Entziindungsreaktionen dar, die infolge von Alkoholmissbrauch,
Viruserkrankungen wie Hepatitis B oder C, einer Fettleber oder metabolischen Stérungen

auftreten®.
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Durch die Aktivierung der HSC kommt es zu einer ganzen Reihe von phanotypischen
Veranderungen. Dazu zdhlen ins besonders eine starke Proliferations- und Kontraktions-
kapazitat sowie der Verlust des Vitamin A. Darlber hinaus sezernieren aktivierte HSC
groBe Mengen an Kollagen, Matrixmetalloproteinasen (MMP) sowie TIMPs (engl. tissue
inhibitors of metalloproteinases), so dass es zu einem Umbau der extrazelluldren Matrix

innerhalb der Leber kommt®"®%%*

. Aufgrund dieser Eigenschaften werden aktivierte HSC
als eine der Hauptursache fir die Entstehung einer Leberfibrose/-zirrhose angesehen, da
durch die exzessive Ablagerung von Kollagen und dem Umbau der extrazellularen Matrix
die urspriingliche Leberarchitektur mit der Zeit komplett zerstort wird®. Dieser Prozess ist
allerdings bis zu einem gewissen Grad reversibel, sobald die Ursache der Leberschadigung
beseitigt wurde. Es wird angenommen, dass durch Apoptose-Induktion in aktivierten HSC
sowie die Riickkehr von aktivierten HSC in den ruhenden Zustand die UbermaRige

Produktion von Kollagen gestoppt wird, so dass die Leber regenerieren kann>*%4%°,

1.4. Natirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) wurden erstmals im Jahre 1975 als Zellen des
angeborenen Immunsystems beschrieben, deren Aufgabe im Abtoten von Tumor- sowie

Virus-infizierten Zellen besteht®®®’

. Seitdem sind eine ganze Reihe weiterer NK-Zell-
Funktionen entdeckt worden, wobei die Immunregulation durch Zytokinsekretion
besonders hervorzuheben ist.

Im Menschen machen NK-Zellen 5 — 20 % der peripheren Blutlymphozyten aus.
Allerdings findet man in manchen Organen eine starke Akkumulation von NK-Zellen, so
dass z.B. in der Leber bis zu 50 % der Lymphozyten NK-Zellen sind®.

NK-Zellen werden gewohnlich anhand der CD56-Expression und dem Fehlen des CD3-

970 Die

Molekils von den anderen Zellen der Lymphozytenpopulation unterschieden
CD56(+), CD3(-) NK-Zellen werden dabei weiterhin in zwei Subpopulationen unterteilt,
den CD56” " und den CD56"™ NK-Zellen. Allerdings gibt es einige Studien, die neben
CD56°8™ und CD56%™ noch eine dritte NK-Zell-Population beschreiben, die durch ein
Fehlen der CD56-Expression gekennzeichnet ist und daher als CD56"¢ bezeichnet wird ’*.

Diese Subpopulation findet man vor allem bei Patienten mit einer chronischen

Viruserkrankung wie HIV oder HCV, wihrend CD56"* NK-Zellen in gesunden Menschen
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72774 Dennoch beschrianken sich die meisten

nur in sehr geringem Umfang vorkommen
Studien auf die klassische Einteilung in CD56” "™ und CD56%™ NK-Zellen, da bisher eine
genaue Definition der CD56"%8 NK-Zellen fehlt”>.

Neben der unterschiedlichen CD56-Expression variieren die beiden Subpopulationen
auch hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Funktionen. So stellen CD56°"8" Zellen mit 10 %
den weitaus kleineren Anteil peripheren NK-Zellen dar, wohingegen 90 % der NK-Zellen

7877 Dabei wird angenommen, dass die CD56°8" NK-

den CD56%™ Phanotypen besitzen
Zellen den unreiferen Phanotypen besitzen und im Laufe der Zeit in CD56%™ NK-Zellen
differenzieren’®.

Im Allgemeinen wird die Hauptfunktion von unstimulierten CD56°"8" NK-Zellen in der

dim

Immunregulation durch Zytokinsekretion gesehen, wahrend CD56™" NK-Zellen eher ein
zytotoxisches Potential aufweisen’®. Allerdings zeigte sich schnell, dass diese einfache
Betrachtungsweise der komplexen NK-Zell-Antwort nicht gerecht wird, da Zytokine oder
die Art der Zielzelle einen enormen Einfluss auf die Funktionen von CD56" " und CD56""
NK-Zellen haben. So fiihrt die Behandlung mit IL-2 beispielsweise zu einer stdarkeren

bright

zytotoxischen Reaktion der CD56 NK-Zellen, da diese konstitutiv den hochaffinen IL-2

dim

Rezeptor exprimieren, wahrend die CD56 NK-Zellen den intermedidraffinen IL-2

Rezeptor besitzen und daher weniger stark durch IL-2 aktiviert werden’*%°.

1.4.1. Regulation der NK-Zell-Funktion

Die Regulation der NK-Zell-Funktionen erfolgt durch eine Reihe unterschiedlicher
inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren, die auf der Oberflache exprimiert werden.
Zu den wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren zdhlen die KIRs (engl. killer cell
immunglobulin like receptors) und NKG2A, welche die klassischen bzw. nicht klassischen
MHC-1 Molekille wie HLA-E auf einer Zelle erkennen®. Allerdings liefern die KIRs
aktivierende Signale an die NK-Zelle, wenn eine Zielzelle wenige oder keine MHC-I
Molekile besitzt, wie es bei Tumorzellen oder Virus-infizierten Zellen haufig der Fall ist.
Dieses Phanomen wurde als ,missing self” Hypothese bekannt und fiihrt zum Abtéten der
Zielzelle®,

Die bekanntesten aktivierenden Rezeptoren umfassen die NCRs (engl. natural
cytotoxicity receptor), wie NKp30, NKp44 oder NKp46 sowie die zur Gruppe der Lektin-
dhnlichen Rezeptoren gehorenden NKG2D und NKG2C. Dabei sind die Liganden der NCRs
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vielfaltig und teilweise noch unbekannt, wahrend NKG2D an die auch als Stressliganden
bekannten ULBP1-6 (UL16 bindendes Protein 1-6) und MICA bzw. MICB bindet. Dariber
hinaus besitzen 90 % der NK-Zellen den Fcy-Rezeptor Il (CD16), der den Fc-Teil von
gebundenen Antikérpern erkennt und zu einer Aktivierung der NK-Zellen fuhrt. Dieser
Mechanismus wird als ADCC (engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity)
bezeichnet® %%,

Die Entscheidung, ob eine NK-Zelle aktiviert wird, hiangt daher von der Liganden-
zusammensetzung auf der Oberfliche der Zielzelle ab. Uberwiegen die aktivierenden
Signale werden Granzym und Perforin von der NK-Zelle sezerniert, die in zytotoxischen
Granula gespeichert sind. Dabei permeabilisiert Perforin die Plasmamembran der
Zielzelle, so dass die Granzym-Enzyme in die Zelle gelangen kdénnen, um dort den
Apoptoseprozess durch proteolytische Spaltung der Procaspasen einzuleiten. Des
Weiteren werden Zytokine wie Interferon-y oder TNFa von der NK-Zelle freigesetztga.

Neben dem Perforin/Granzym vermittelten Mechanismus kénnen NK-Zellen aber auch
Uber den extrinsischen Signalweg den Apoptoseprozess in Zellen initiieren. So bewirkt die
Stimulation mit IFN-a, dass NK-Zellen den Todesliganden TRAIL (engl. TNF-related
apoptosis-inducing ligand) hochregulieren85. Dadurch kénnen NK-Zellen Apoptose in den
Zellen induzieren, die den TRAIL-Rezeptor | oder Il besitzen®®. Zusatzlich kénnen weitere

Todesliganden wie FasL nach Zytokinstimulation exprimiert werden®’.

1.4.2. Einfluss einer HCV-Infektion auf NK-Zellen

Im Allgemeinen beschranken sich Studien Uber den Einfluss einer HCV-Infektion auf
den NK-Zell-Phdnotyp und die Funktion in der chronischen Phase einer HCV-Infektion, da
der genaue Zeitpunkt der Ansteckung infolge der meist unspezifischen Symptome
unbekannt ist und gewohnlich langer zuriick liegt. Allerdings sind auch Studien tGber NK-
Zellen in der chronische HCV-Infektion dahingehend limitiert, das groStenteils periphere
NK-Zellen untersucht werden, wahrend Daten zu intrahepatischen NK-Zellen aufgrund der
begrenzten Verfligbarkeit von humanem Lebergewebe selten sind.

Die bisherigen Studien deckten dabei eine ganze Reihe von funktionellen und
phanotypischen Verdnderungen bei NK-Zellen infolge einer HCV-Infektion auf, die

88,89

allerdings teilweise sehr kontrovers diskutiert werden™"". So fanden die meisten

Untersuchen bei der Analyse von peripheren NK-Zellen, dass eine HCV-Infektion zu einer
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gesteigerten NK-Zell-Zytotoxizitdt fihrt, die wahrscheinlich durch IFN-a und weitere
Zytokine vermittelt wird, welche von HCV-infizierten Hepatozyten sezerniert werden®® %,
Im Gegensatz dazu wurde eine verringerte IFN-y Sekretion bei NK-Zellen aus HCV-
infizierten Patienten beobachtet. Da IFN-y wichtig fur die Hemmung der Virusreplikation
ist, kdnnte dies eine Erklarung sein, dass trotz gesteigerter NK-Zell-Zytotoxizitdt die HCV-

Infektion nicht erfolgreich bekampft werden kann®%*

. Allerdings zeigt eine aktuelle
Studie eine verminderte intrahepatische NK-Zell-Zytotoxizitat und TRAIL-Expression bei
einer HCV-Infektion®>.

Neben der phanotypischen Veranderungen fihrt eine HCV-Infektion auch zu einer
Abnahme der intrahepatischen NK-Zell-Frequenz, die umso starker ausfallt, je weiter die

Leberfibrose fortgeschritten ist®®?7,

1.4.3. Anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen

Die Bedeutung von NK-Zellen bei der Fibroseprogression konnte erstmals im
Mausmodell nachgewiesen werden, wo NK-Zellen durch Apoptose-Induktion in
aktivierten HSC anti-fibrotisch wirkten. Dabei spielten der aktivierende NK-Zell-Rezeptor
NKG2D, der Todesligand TRAIL sowie IFN-y eine entscheidende Rolle®® %, Allerdings
waren die NK-Zellen nur in der Lage, frih aktivierte HSC abzutoten, wahrend in ruhenden
und voll aktivierten HSC keine Apoptose induziert wurde. Dies kénnte mit dem Abbau des
Vitamin A im Zusammenhang stehen, da hierdurch die Expression der NKG2D-Liganden
REA-1 (engl. retinoic acid inducible gene 1) induziert wird. Durch den Verlust des Vitamin
A wird auf voll aktivierten HSC kein REA-1 exprimiert, so dass die NK-Zellen nicht mehr
aktiviert werden™*,

Eine anti-fibrotische Aktivitat fir humane NK-Zellen konnte etwas spater
nachgewiesen werden. In Koinkubationsversuchen mit priméaren aktivierten HSC waren

humane NK-Zellen ebenfalls in der Lage, Apoptose induzieren®>1%>71%8,

1.5. CD4' T-Zellen

CD4" T-Zellen oder auch T-Helferzellen sind Teil des adaptiven Immunsystems und
stellen mit 30 — 50 % die groBte Population der peripheren Blutlymphozyten dar.
Zusammen mit den zytotoxischen CD8" T-Zellen machen die CD4" T-Zellen den GroRteil

aller T-Zellen aus, welche im Thymus heranreifen und den T-Zell-Rezeptor exprimieren.
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Dieser dient zur Erkennung von Antigenen, die durch den MHC-Komplex préasentiert
werden. Aufgrund der somatischen Rekombination besitzt jede T-Zelle einen anderen T-
Zell-Rezeptor, der ein Antigen spezifisch bindet.

Wie der Name bereits andeutet, spielen T-Helferzellen eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort, da sie diese auf entscheidende Weise modulieren koénnen. So
unterstiitzen CD4" T-Zellen die Antikérpersynthese in B-Zellen, induzieren eine starke
antimikrobielle Antwort bei Makrophagen, locken Eosinophile, Neutrophile und Basophile
zum Ort der Infektion und regulieren die Immunantwort mit Hilfe von verschiedenen
Zytokinen und Chemokinen®.

Diese vielfiltigen Funktionen kdnnen allerdings nur erreicht werden, da naive CD4" T-
Zellen zu unterschiedlicher Effektorzellen differenzieren kénnen. Bereits Mitte der 80iger
Jahre wurden zwei CD4" T-Zell-Populationen beschrieben, die verschiedene Zytokinprofile

10111 'papei entscheidet neben

aufwiesen und als Th1- und Th2-Zellen bezeichnet wurden
dem Zytokinmilieu am Entziindungsort auch die Art der kostimulatorischen Faktoren, in
welche Subpopulation sich die naiven CD4" T-Zellen nach der Aktivierung
differenzieren™**3,

Die Hauptfunktion von Thl Zellen besteht darin, die Immunantwort gegen
intrazelluldre Pathogene durch die Synthese von IFN-y und IL-2 zu verstdrken, wahrend
Th2-Zellen fur die Bekdmpfung von extrazelluldren Parasiten und fiir eine effektive B-Zell-
Reaktion besonders wichtig sind und Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-10 produzierenﬂo’m_m.
Mittlerweile sind weitere Subpopulationen von CD4" T-Zellen beschrieben worden, deren
bekannteste Vertreter die Th17-Zellen und die induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg)
sind. Die Besonderheit der iTregs ist, dass diese immunsupprimierende Funktionen

besitzen und damit Autoimmunreaktionen verhindern®'’.
1.6. Zytokine

1.6.1. Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) wurde vor mittlerweile mehr als 30 Jahren zum ersten Mal
beschrieben und aufgrund der Wirkungsweise als T-Zell-Wachstumsfaktor bezeichnet™®.

Das 15,4 kDa groRRe Protein wird dabei hauptséchlich von aktivierten CD4" T-Zellen und in
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geringerem Umfang von aktivierten CD8" T-Zellen produziert. Daneben gelten aktivierte
dendritische Zellen, NK-Zellen und NKT-Zellen als Quelle von L2129,

Das Wirkungsspektrum von IL-2 umfasst eine ganze Reihe von verschiedenen
Zelltypen, zu denen T-Zellen aber auch NK-Zellen gehdéren. Bei aktivierten T-Zellen sorgt
IL-2 fir eine starke Proliferation und dient als Uberlebenssignal, wihrend NK-Zellen
ebenfalls mit einer vermehrten Zellteilung auf IL-2 reagieren. Darlber hinaus fiihrt die
Behandlung mit IL-2 zu einer Aktivierung der NK-Zellen, so dass diese zytotoxischer auf

Zielzellen reagieren79’12°’121.

1.6.2. Interferon-a

Interferon-a (IFN-a) gehort zusammen mit IFN-B zu den Typ 1 Interferonen, die
bereits im Jahre 1957 entdeckt wurden und aufgrund der Fahigkeit, die virale Replikation

12 Neben der

zu beeintrachtigen (engl. to interfere), als Interferon bezeichnet wurden
anti-viralen Wirkung aktiviert IFN-a aber auch Zellen des Immunsystems, zu denen T-, B-
und NK-Zellen gehérenm. Die Synthese von IFN-a wird durch die Bindung von
konservierten pathogenen Strukturen an bestimmte Rezeptoren den PRRs (engl. pattern
recognition receptor) induziert. Dabei sind fast alle humanen Zelltypen in der Lage, Typ |

Interferone zu bilden***.

1.7. Apoptose

Der Begriff ,,Apoptose” wurde erstmals im Jahr 1972 von Kerr und Kollegen benutzt,
um das Phanomen des programmierten Zelltodes zu beschreiben, der bei einer ganzen
Reihe von verschiedenen physiologischen Prozessen eine entscheidende Rolle spielt.
Durch den programmierten Zelltod lassen sich Uberflissige Zellen entfernen, um die
Zellhomoostase aufrecht zu erhalten oder um wahrend der Embryogenese bestimmte
Strukturen wie Finger auszubilden. Des Weiteren konnen autoreaktive Zellen des
Immunsystems oder defekte Zellen durch Apoptose eliminiert werden®.

Im Allgemeinen geht der Prozess der Apoptose mit einer Reihe von morphologischen
Veranderungen einher, die zuerst eine Zellschrumpfung und Kondensation des

Chromatins (Pyknose) umfassen®?®

. Im weiteren Verlauf schniiren sich ,, apoptotic bodies”
von der Zelle ab, die aus Zytoplasma und Organellen bestehen und von Makrophagen und

Parenchymzellen phagozytiert werden, so dass die Apoptose ohne Entziindungsreaktion
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ablauft*?”*?®. Dadurch wird das umliegende Gewebe nicht beschidigt. Im Gegensatz dazu
flhrt der nicht programmierte Zelltod (Nekrose), der aufgrund starker Strahlenbelastung,
Hitze oder mechanischen Verletzungen auftritt, zu einer Schadigung des umliegenden
Gewebes, da die Zellen nicht abgebaut werden, sondern das Zytoplasma ungehindert
freigesetzt wird'®.

Neben den morphologischen Verdanderungen gibt es eine Reihe von biochemischen
Prozessen, die wahrend der Apoptose initiiert werden. Eine ganz besondere Rolle
nehmen dabei die Caspasen (Cystein abhdngige Aspartat-spezifische Proteasen) ein, die
in der normalen Zelle in einer inaktiven Proform vorliegen und im Zuge der Apoptose
durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Dabei wird zwischen Initiator-Caspasen
(Caspase-2,-8,-9,-10) und Effektor-Caspasen (Caspase-3,-6,-7) unterschieden. Die Initiator-
Caspasen aktivieren die Effektor-Caspasen, welche wiederum zellulare Proteine wie z.B.
PARP (poly ADP-Ribose Polymerase), ein DNA-Reparaturenzym, spalten. Zusatzlich
werden weitere Enzyme wie die Endonuklease CAD durch die Effektor-Caspasen aktiviert,
wodurch es zu einer Fragmentierung der DNA kommt**°.

Die Apoptose-Induktion in einer Zelle kann durch drei verschiedene Signalwege
erfolgen, zu denen der extrinsische, intrinsische und der Granzym/Perforin vermittelte
Signalweg zahlen. Bei dem extrinsischen Weg l6sen bestimmte extrazelluldre Liganden,
die an spezielle Transmembranrezeptoren der Zelle binden, den Apoptoseprozess aus.
Diese Transmembranrezeptoren werden als Todesrezeptoren bezeichnet, deren
bekannteste Vertreter die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2, der Fas-Rezeptor sowie der TNFa-
Rezeptor 1 sind. Die korrespondierenden Liganden umfassen TRAIL, FasL und TNFa, die
sowohl in l8slicher als auch in membrangebundener Form vorkommen®3!.

Im Gegensatz zum extrinsischen Signalweg wird der intrinsische Signalweg durch eine
Reihe nicht-Rezeptor-vermittelter Stimuli initiiert und beruht auf der Aktivierung von
intrazellularen pro-apoptotischen Proteinen. Neben Strahlung, Toxinen, Hypoxie und
Infektionen mit Viren 16st auch das Ausbleiben von Wachstumsfaktoren, Hormonen oder
Zytokinen den intrinsischen Signalweg aus™".

Die Apoptose-Induktion mittels Granzym/Perforin erfolgt durch NK-Zellen oder
zytotoxische T-Zellen. Nach Freisetzung dieser beiden Proteine bildet das Perforin Poren

in der Membran der Zielzellen, so dass das Granzym in die Zelle gelangen kann.
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Dort aktiviert Granzym durch proteolytische Spaltung der Procaspasen den

Apoptoseprozess .

1.8. Ziele der Arbeit

Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen durch Apoptose-
Induktion in aktivierten hepatischen Sternzellen anti-fibrotisch wirken kénnen®%,
Allerdings war die Rolle von humanen NK-Zellen bei der Fibroseprogression grofStenteils
unklar, da die bisherigen Erkenntnisse auf der immortalisierten Sternzelllinie LX-2

100194 o) humane NK-Zellen in der Lage sind, auch in primdren Sternzellen

beruhen
Apoptose zu induzieren, war dagegen ungeklart. Darliber hinaus fehlen Untersuchungen,
in wieweit sich eine Hepatitis C-Infektion auf die anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen
auswirkt, obwohl Infektionen mit HCV zu den hiufigsten Atiologien einer Leberfibrose
gehoren. Daher sollte im ersten Teil dieser Dissertation die anti-fibrotische Aktivitat von
humanen NK-Zellen durch Koinkubation mit primaren aktivierten hepatischen Sternzellen
ermittelt werden. Des Weiteren wurde der Einfluss einer HCV-Infektion auf die anti-
fibrotische Aktivitat von NK-Zellen untersucht.

Der zweite Abschnitt dieser Arbeit befasst sich dagegen mit den Auswirkungen einer
HIV/HCV-Koinfektion auf die Fibroseprogression. Infolge der HIV-Koinfektion schreitet
die HCV-induzierten Leberfibrose bei diesen Patienten deutlich schneller voran als bei

HCV-monoinfizierten Patienten3¢38

. In diesem Zusammenhang deckten eine ganze Reihe
von epidemiologischen Studien auf, dass eine geringe CD4" T-Zellzahl mit einem
fortgeschrittenen Fibrosestadium assoziiert ist. Zusatzlich entwickelt sich die Fibrose bei
Patienten mit niedrigen CD4" T-Zellzahlen deutlich schneller, als bei Patienten mit einer

184432 allerdings war bisher véllig unklar, welche

physiologisch normalen CD4" T-Zellzah
Rolle die CD4" T-Zellen bei der Modulation der Leberfibrose einnehmen. Daher
beschaftigt sich der zweite Teil mit der Fragestellung, durch welche Mechanismen CD4" T-
Zellen in der Lage sind, die Fibroseprogression zu beeinflussen und warum der HIV-
assoziierte Verlust der CD4" T-Zellen mit einer schnelleren Fibrose-Entwicklung

einhergeht.
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2.1.

Material

Gerate

Gerat

Hersteller

CO,-Inkubator, Serie 300, 165 |
Feinwaage, Micro MC5
Durchflusszytometer FACSCalibur
Durchflusszytometer FACSCanto |l
Inverses Lichtmikroskop Typ DMIL
Kihlzentrifuge

LightCycler

MACS-Separator Vario fur LS-Columns

Mikrotom JungCM 1800

Mikroskop Axiovert 200M
Multipette plus
NanoDrop 1000

Pipetten (10 pul, 100 pl, 1000 pl)

Plattenschiittler Typ MTS 2

Stereolupe SZ 4045TR
Sterilbank BSB4A

Tischzentrifuge Biofuge 13
Heizblock Dri-Block DB-2A

Vortexer Vibrofix VF1

Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland
Leitz, Koln, Deutschland
Beckman, Miinchen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Olympus Optical, Hamburg, Deutschland

Flow Laboratories, Meckenheim,
Deutschland

Haereus, Osterode, Deutschland
Techne, Wertheim, Deutschland

IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

2.2,

Patienten

Fir die in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Studien wurde den Patienten 20 - 35 ml
heparinisiertes Vollblut durch die Hepatologische Spezialambulanz, die Gastro-
enterologisch-hepatologische Ambulanz und die Immunologische Ambulanz der
Medizinischen Klinik und Poliklinik 1 des Universitatsklinikums Bonn entnommen.
Insgesamt wurden 91 HCV-monoinfizierte Patienten, 8 HIV-monoinfizierte, 42 HICV/HCV-

koinfizierte Patienten und 48 gesunde Probanden in diese Doktorarbeit eingeschlossen.
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Eine detaillierte Darstellung der Patientencharakteristika ist der Tabelle 2 und 3 zu
entnehmen. Von allen Patienten wurde eine Einverstandniserklarung zur Verwendung des
Patientenmaterials zu wissenschaftlichen Versuchszwecken unterzeichnet. Des Weiteren
sind die in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Studien von der Ethik-Kommission der
Universitdt Bonn bewilligt worden.

In dieser Doktorarbeit wurden neben dem Patientenblut ebenfalls 3 Leberexplantate
aus  HCV-Patienten verwendet, welche im Rahmen von Organtransplantationen
entnommen wurden. Diese Patienten hatten ebenfalls eine Einverstandniserklarung zur
Verwendung des Patientenmaterials zu wissenschaftlichen  Versuchszwecken
unterzeichnet. Auflerdem ist die Verwendung von Leberexplantaten von der Ethik-

Kommission der Universitdat Bonn bewilligt worden.

Tabelle 1: Patientencharakteristika , Lebertransplantation”

Lebertransplantation

Anzahl
weiblich?

Alter (Jahren)b)

Genotyp 1%
Genotyp 37

HCV-Genotypen:

3
0(0%)
41,3 (35 - 54)

2 (66,6 %)
1(33,3 %)

a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich)
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Tabelle 2: Patientencharakteristika zu der Studie ,Interaktion von NK-Zellen mit

aktivierten hepatischen Sternzellen”

HCV unter HCV-RNA (-) esunde
HCV-RNA (+) | IFN-a/Ribavirin | nach Therapie Kintrollen
Therapie (SVR)
Anzahl 33 17 6 18
weiblich® 10 (30,3 %) 2 (11,8 %) 4 (67 %) 7 (38,9 %)

Alter (Jahren)b)

Klinische Daten
ALT U/I?
AST U/I?

y-GT?

HCV-Status

HCV-Last
(x 10° 1U/ml)®!

HCV-
Genotypen:

Genotyp 17
Genotyp 2°
Genotyp 3%
Genotyp 4%

unbekannter
Genotyp?®

56,1 (28 - 87)

89,1 (13 - 384)
72,1 (11 - 297)
105,3 (21 - 327)

31,3
(<0,0001 - 400)

20 (60,6 %)
1(3 %)
1(3 %)
1(3 %)

10 (30,3 %)

45,2 (28 - 57)

42,8 (9 - 141)
34,9 (11 - 121)
51,7 (25 - 146)

<0,0001

10 (58,8 %)

4 (23,5 %)

3 (17,6 %)

49,7 (27 - 77)

22,3 (15 - 36)
18,7 (12 - 30)
29,7 (22 - 43)

<0,0001

35,9 (28 - 50)

n.a.%

n.a.

n.a.”

n.a.%

a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich); c) n.a. nicht analysiert
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Tabelle 3: Patientencharakteristika zu der Studie ,CD4* T-Zellen stimulieren die anti-

fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen“

HCV-RNA (+) / gesunde
HCV-RNA (+) HIV (+) A, Kontrollen
Anzahl 35 42 8 30
weiblich? 11 (31,4 %) 5(11,9 %) 2 (25 %) 12 (40 %)

Alter (Jahren)b)

Klinische Daten
ALT U/L”
AST U/LY

y-GT?

HCV-Status

HCV-Last
(x 10° 1U/ml)®

HCV-
Genotypen:

Genotyp 17
Genotyp 27
Genotyp 3%
Genotyp 47

unbekannter
Genotyp?

HIV-Status
HIV-Last
(Kopien/ml)
ART?
CD4" T-Zellen
(Zellen/ul)
CD4" T-Zellen

(% von
Lymphozyten)

53,3 (26 - 79)

100 (7 - 255)
74,2 (18 - 213)
122,3 (23 - 477)

17
(0,0016 - 74.7)

17 (48,6 %)

3 (8,6 %)

15 (42,9 %)

46 (34 - 58)

83,2 (4 - 830)
72,4 (18 - 394)
135,2 (25 - 538)

51.9
(3,6 - 260,8)

17 (40,5 %)
2 (5,8 %)
1(2,4 %)
3(7.1%)

19 (45,2 %)

<50

42 (100 %)

559
(182 - 1151)

26,1 (10 - 42)

49,1 (34 - 64)

26 (16 - 40)
20 (16-24)
70,6 (32 - 106)

n.a.?

<50

8 (100 %)

737
(421 - 1199)

29,3 (20 - 38)

32,1 (23 - 55)

n.a.”

<)

a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich); c) n.a. nicht analysiert
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2.3.

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Affenserum
Ampuwa (steriles Aqua dest.)
Agueous Mounting Medium
Auslaufpipette (5,10 und 50 ml)
Rinderserum Albumin (BSA, engl. bovine serum albumin)
Brefeldin A aus Penicillium brefeldianum
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
CellFix Fixierlésung
Cell Proliferation Dye €670
DMEM mit 4,5 g/l Glukose und L-Glutmanin
Dynabeads Human T-Activator
EDTA (Ethylendiamintetraacid)
Einmalfiltrationsgerate
Einweg-Handschuhe
Eppendorf-ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml)
Ethanol, absolut
Fotales Kdlberserum (FBS, engl. fetal bovine serum)
Ficoll-Separationsmedium
GolgiStop
Isopentan
MACS-Saulen
MACS-Tubes
Maxima SYBR Green pPCR Master Mix (2x)
Neubauer-Zahlkammer
Paraformaldehyd (PFA)
Pasteurpipetten
PBS (engl. phosphate buffered saline) steril, ph 7,4
Penicillin/Streptomycin
Polystyren-FACS-R6hrchen
Polypropylen-Réhrchen
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin

S-Monovette fiir Heparinblut, 9 ml

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland
eBioscience, Frankfurt, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Nunc International, Wiesbaden, Deutschland
Ansell Healthcare, Miinchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
BD, Heidelberg, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Eich, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Apotheke der Uniklinik Bonn
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
BD, Heidelberg, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Sternzellmedium + Zusatze
Transwell-Platten (0,4 um Porendurchmesser)
Triton X-100
Trypanblau
0,5 % Trypsin/0,22 % EDTA L6ésung

Zellkulturflaschen (25 ml, 75 ml)

ScienCell, Carlsbad, CA, USA

Corning Life Science, Amsterdam,
Niederlande

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

2.4. Antikorper

Isotyp (Maus)

Hersteller

Antikorper (human) Klon
BrdU-FITC k.a.
aktive Caspase-3-PE C92-605
CD3-PerCP SK7
CD4-APC RPA-T4
CD56-APC HCD56
CD107a-PE H4A3
Fas-PE DX2
FasL-FITC Alf-2.1a
IFN-y-PE 25723
IL-2-PE MQ1-17H12
MICA/B-PE 159207
MHC-| W632
NKG2D-PE 149810
gespaltenes PARP-1-PE HLNC4
TNF-a-FITC 6402
TNF-Rezeptor I-PE 16803
TNF-Rezeptor II-PE 22235
TRAIL-Rezeptor I-PE 69036
TRAIL-Rezeptor II-PE 71908

k.a.
Ratte IgG
1gG1,k
1gG1,k
1gG1,k
1gG1,k
IgG1
IgG1
1gG2B

Ratte 1gG2a, k
IgG2A
IgG2A
IgG1
1gG2B,k
IgG1
IgG1
IgG2A
IgG1

1gG2B

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Biolegend, London, UK

BD, Heidelberg, Deutschland

Biolegend, London, UK

BD, Heidelberg, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Calbiochem, UK

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
eBioscience, Frankfurt,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Uniklinik Bonn

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
eBioscience, Frankfurt,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
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Sekundare Antikorper

Antikorper (human) Klon Isotyp (Maus) Hersteller
TRAIL-PE RIK-2 IgG1 BD, Heidelberg, Deutschland
ULBP-1-PE 170818 lgG2A R&D Systems, Wiesbaden,

Deutschland
ULBP-2-PE 165903 lgG2A R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
ULBP-3 166510 lgG2A R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
Blockierende Antikérper
Fasl 100419 1gG2B R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
IL-2 MQ1-17H12 Ratte 1gG2a,k Biolegend, London, UK
NKG2D 149810 lgG1 R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
MHC-I W632 IgG2a Uniklinik Bonn
TRAIL 2E5 IgG1 Alexis Biochemicals, USA
Antikorper fiir
Immunhistochemie
a-SMA 1A4 1gG,k Abcam, Cambridge, UK
aktive Caspase-3 E83-77 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK

R&D Systems, Wiesbaden,

anti-Maus-NL637 Affe IgG Deutschland
anti-Kaninchen-NL557 Affe IgG R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
2.5. Zytokine
Zytokine (human) Hersteller Dosierung
rekombinantes FasL R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 10 - 100 ng/ml

rekombinantes IFN-a
rekombinantes IL-2

rekombinantes TRAIL

PBL Interferon Source, Piscataway, NJ, USA

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

100 - 5000 U/ml
12,5 - 100 U/ml

10 - 100 ng/ml
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2.6. Kits

Kits

Hersteller

APO-BRDU Kit
CD4" T Cell Isolation Kit, human
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit
NK Cell Isolation Kit, human
PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Mini Kit

BD, Heidelberg, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Galdbach, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Galdbach, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.7. Puffer und Medien

Sternzellmedium fir primare Sternzellen:

e Sternzellmedium

e 2%FBS

e 1x Sternzellwachstumszusatze
e 10 U/ml Penicillin

e 10 pg/ml Streptomycin

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin fiir NK-Zellen, CD4" T-Zellen und PBMC:

e RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin

e 10%FBS
e 10 U/ml Penicillin

e 10 pg/ml Streptomycin

DMEM Medium mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin fiir LX-2 Zellen:

e DMEM mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin

e 2%FBS
e 10 U/ml Penicillin

e 10 pg/ml Streptomycin
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MACS-Puffer zur Isolation von NK-Zellen und CD4" T-Zellen:

* PBS
* 5mMEDTA
* 2%BSA

Blockierungspuffer:

e PBS
e 5% Affenserum

* 0,1%BSA
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Kultivierung von primdren aktivierten humanen hepatischen Sternzellen

Primdre humane hepatische Sternzellen (HSC) wurden k&uflich von der Firma ScienCell

93,105,132—134. Die Zellen

erworben und bereits in einer ganzen Reihe von Studien verwendet
entsprechen HSC in einem aktivierten Zustand.

Um die HSC zu expandieren wurden diese in Sternzellmedium aufgenommen und bei
37°C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert. Nach drei Passagen wurden die Sternzellen
nochmals eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -150°C gelagert. Zwei Tage

vor den jeweiligen Experimenten wurden die Sternzellen erneut aufgetaut und in

Sternzellmedium kultiviert.

3.1.2. Kultivierung von PBMC, NK-Zellen und CD4" T-Zellen

PBMC, NK-Zellen und CD4" T-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium bei 37°C und 5 %
CO, kultiviert. Wie in der Arbeit an den entsprechenden Stellen gekennzeichnet, wurden
die Zellen bei einigen Versuchen mit verschiedenen Dosen von IL-2 (12,5 - 100 U/ml) und

IFN-a (100 - 5000 U/ml) stimuliert.

3.1.3. Kultivierung von LX-2 Zellen

Bei LX-2 Zellen handelt es sich um eine Zelllinie, die durch spontane Immortalisierung
aus hepatischen Sternzellen generiert wurden™>. Die LX-2 Zellen wurden in DMEM-

Medium bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.

3.1.4. Markierung von hepatischen Sternzellen mit Carboxyfluorescein succinimidyl

ester oder Cell Proliferation Dye €670

Um die HSC nach der Koinkubation von den NK-Zellen differenzieren zu kénnen
wurden diese zuvor mit 5-Carboxyfluorescein N-Succinimidylester (CFSE) oder Cell
Proliferation Dye e670 angefarbt. Beide Farbstoffe binden an zellulare Proteine und sind

somit in der Lage, jegliche Zellen zu markieren.
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Durchfiihrung:

HSC 16 h vor der Koinkubation mit 0,02 % EDTA-LOsung ablosen

in 15 ml Réhrchen tberfihren und mit 13 ml PBS auffiillen

* bei 300 g fiir 10 min zentrifugieren

» Uberstand abnehmen und HSC in 1 ml PBS mit 5 uM CFSE resuspendieren

e fir 10 min bei RT inkubieren

e die Reaktion mit 5 ml kaltem Sternzellmedium (+ 10 % FCS) stoppen und fiir 5 min
inkubieren

* bei 300 g fiir 10 min zentrifugieren

e HSC ein weiteres mal mit 5 ml Sternzellmedium (+ 10 % FCS) waschen

 Zellzahl bestimmen und 1,5x10 Zellen pro Well in 48 Well-Platte aussihen

3.1.5. Stimulation von CD4" T-Zellen mit CD3/CD28-gekoppelten Beads

Um ruhende CD4" T-Zellen zu aktivieren wurden diese mit Dynabeads Human T-
Activator stimuliert. Dabei handelt es sich um kleine, magnetische Kiigelchen die mit
Antikorpern gegen CD3 und CD28 gekoppelt sind. Fir die verschiedenen Versuchsansatze
wurden folgende Anzahl an Zellen bzw. Stimulationszeiten verwendet:

* um die Frequenz der IL-2 positiven CD4" T-Zellen zu ermitteln wurden 200.000

PBMC fiir 6 h mit 4 pl Beads stimuliert.
* um den CD4" T-Zell Uberstand zur NK-Zell Stimulation zu generieren wurden,
soweit nicht anders gekennzeichnet, 80.000 CD4" T-Zellen mit 3 pl Beads fiir 24 h

stimuliert.

3.1.6. Stimulation von NK-Zellen mit CD4" T-Zell Uberstand

Nachdem die CD4" T-Zellen fiir 24 h mit CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert
wurden, wurden diese samt Uberstand in ein Eppendorf-ReaktionsgefaR iiberfiihrt und
bei 400 g fir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig

abgenommen und unverdiinnt auf die NK-Zellen gegeben.

3.1.7. Koinkubation von hepatischen Sternzellen mit NK-Zellen

Die Koinkubation von hepatischen Sternzellen mit NK-Zellen wurde generell in

Sternzellmedium durchgefiihrt. Um die NK-Zell-Aktivitdt zu messen, wurde nach der
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Koinkubation der Anteil der CD107a (siehe Abschnitt 3.3.2.) bzw. IFN-y/TNF-a (siehe
Abschnitt 3.3.4.) positiven NK-Zellen bestimmt. Auferdem wurde der Anteil der
apoptotischen Sternzellen durch verschiedene Apoptose-Assays ermittelt (siehe Abschnitt

3.3.3).
3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Isolierung von peripheren mononukledren Zellen mittels Ficoll-

Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum

Zur Gewinnung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) aus heparinisiertem

136 Diese Methode macht sich dabei die

Blut wurde das Verfahren nach Béyum verwendet
unterschiedlichen Dichten der zelluldren Bestandteile des Blutes zu nutze. Mittels einer
Ficoll-Losung, die aus einem synthetisch hergestellten Polysaccharid besteht und eine
Dichte von 1,077 g/cm?® besitzt, lassen sich die PBMCs von den restlichen zelluldren
Bestandteilen trennen. Aufgrund der hoheren Dichte von Granulozyten und Erythrozyten
wandern diese wahrend der Zentrifugation durch das Ficoll hindurch, wohingegen sich

Lymphozyten und Monozyten an der Grenze zur Ficoll-L6sung sammeln. Das Blutplasma

sowie die Thrombozyten verbleiben dagegen im Uberstand.

Durchfiihrung:

¢ Heparinisiertes Blut 1:2 mit PBS verdiinnen

* 15 ml Ficoll-Lésung in ein 50 ml R6hrchen vorlegen

e Ficoll-Losung vorsichtig mit dem verdinnten Blut Gberschichten

e anschlieRend bei 900 g fir 20 min bei RT und ausgestellter Bremse zentrifugieren

* milchige Phase (enthalt PBMC) zwischen Ficoll-Losung und Plasma vorsichtig mit
einer Pasteurpipette abnehmen und in 15 ml Réhrchen lberfiihren

e Rohrchen mit PBS auffiillen und bei 400 g fiir 10 min bei RT zentrifugieren

e Uberstand abnehmen und PBMC in PBS resuspendieren

* bei 300 g fir 10 min bei RT zentrifugieren

» Uberstand abnehmen und PMBC erneut in PBS resuspendieren

e Zellzahl bestimmen
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3.2.2. Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer und einem Lichtmikroskop lasst sich die Zellzahl
ermitteln. Um die Vitalitdit der Zellen zu Uberprifen, wurden diese mit einer

Trypanblaulosung versetzt.

Durchfiihrung:

¢ je nach Zelldichte wurden diese 1:2, 1:5 oder 1:10 mit einer 0,25 %igen Trypan-
blaulésung vermischt und in die Neubauer-Zahlkammer gegeben

e Auszahlung der lebenden Zellen (weisen keine Blaufarbung auf) in 4 GroR-
guadraten

e Berechnung der Zellzahl nach folgender Formel:

(gezihlte Zellen/4) x Verdiinnungsfaktor mit Trypanblau x 10* = Zellzahl/ml
3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. Immunmagnetische Isolation von CD4" T- oder NK-Zellen aus PBMCs

CD4" T- oder NK-Zellen wurden mit Hilfe der MACS-Separations-Technologie nach
Angaben des Herstellers Miltenyi isoliert. Bei dieser Methode werden Biotin-gekoppelte
Antikorper gegen verschieden Oberflaichenmolekiile hinzugefiigt, die, mit Ausnahme der
Zielzellen, auf samtlichen anderen PBMCs zu finden sind. AnschlieBend wird ein
sekundarer Antikorper dazugegeben, der an kleine magnetische Partikel (50 nm)
gebunden ist und an die Biotingruppe der primaren Antikorper bindet. Die so markierten
Zellen werden auf eine spezielle MACS-Saule gegeben, die in einem starken Magnetfeld
platziert ist. Aufgrund der magnetischen Partikel verbleiben samtliche markierte Zellen in
der Saule, wahrend die unmarkierten Zielzellen ungehindert durch die Sdule wandern

kénnen.

Durchfiihrung:

* PBMC zdhlen
e PBMC in MACS-Puffer (wadhrende der gesamten Isolation bei 4°C halten)
resuspendieren (pro 10’ PBMC 40 ul MACS-Puffer, max. 10° Zellen)

1. Antikérper (Biotin-gekoppelt) hinzufiigen (pro 10’ PBMC 10 pl Antikérper)
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* 10 min bei 4°C inkubieren

 pro 10’ PBMC 30 pl MACS-Puffer hinzugeben

2. Antikérper (anti-Biotin) hinzufiigen (pro 10’ PBMC 20 pl 2. Antikdrper)

* 15 min bei 4°C inkubieren

« waschen mit MACS-Puffer (pro 10’ PBMC 1-2 ml MACS-Puffer)

* MACS-Saule in den MACS-Separator einspannen und mit 3 ml MACS-Puffer
aquilibrieren

e Zellen nach dem waschen in 500 ul MACS-Puffer aufnehmen und auf die MACS-
Séule geben

e mit 3 x 3 ml MACS-Puffer die Saule waschen, vor jedem Waschschritt sollte die
Saule komplett trocken laufen

* samtlichen Durchfluss in 15 ml R6hrchen auffangen

e isolierte CD4" T- oder NK-Zellen befinden sich nun im Durchfluss

3.3.2. Degranulations-Assay (CD107a)

CD107a (oder LAMP-1 fir Lysosomen assoziiertes Membran-Protein-1) wird als

137 und ist in ruhenden NK-Zellen

funktioneller Marker fiir die NK-Zell-Aktivitat verwendet
auf der Innenseite von Granula zu finden, welche neben Perforin und Granzym auch
Zytokine enthalten kénnen. Nach der Aktivierung der NK-Zelle durch eine Zielzelle
verschmelzen die Granula mit der Plasmamembran, woraufhin der Inhalt der Granula in
den extrazellularen Raum freigesetzt wird. Das CD107-Protein gelangt dadurch auf die
NK-Zell-Oberflache und lasst sich nun mit Hilfe eines Antikorpers nachweisen. Um den
Abbau von CD107a durch Internalisierung mittels Endozytose zu verhindern, wird
wahrend der Koinkubation von NK-Zellen und Zielzellen GolgiStop hinzugefiigt. GolgiStop

enthdlt Monensin, welches ein Ansduern der Endosomen und somit ein Abbau des

CD107a-Molekiils verhindert.

Durchfiihrung:

e NK-Zellen auf HSC geben (Verhaltnis 1:1)
* 1 hbei37°C koinkubieren
e 0,5 ul GolgiStop (1:500) und CD107a-PE (1:50) Antikorper hinzufigen
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* weitere 4 h bei 37°C koinkubieren

e CD56-APC (1:40) und CD3-PerCP (1:150) Antikorper hinzuflugen

* 20 min bei RT schitteln

* NK-Zellen in FACS-R6hrchen tGberfiihren und mit 4 ml PBS waschen
e fir 10 min bei 300 g zentrifugieren

» Uberstand abnehmen und in 100 pl CellFix aufnehmen

* Analyse mittels Durchflusszytometer

3.3.3. Apoptose-Assays

Zum Nachweis apoptotischer Sternzellen wurden drei verschiedene Apoptose-Assay

verwendet.

3.3.3.1. Caspase-3-Assay

Der in dieser Arbeit am haufigsten verwendete Apoptose-Assay (PE active Caspase-3
Apoptosis Kit, BD) beruht auf dem intrazelluldren Nachweis von der aktiven Form des
Caspase-3 Enzyms, welches in der normalen Zelle als Zymogen vorliegt und erst durch ein
entsprechendes Apoptose-Signal aktiviert wird. Dies macht man sich bei dem Caspase-3
Assay zunutze, indem man einen Antikérper verwendet, der nur gegen die aktive Form
gerichtet ist. Da es sich bei der Caspase-3 um eine Effektorcaspase handelt, die sowohl
durch extrinsische als auch durch intrinsische Apoptose-Signale aktiviert werden kann,
eignet sich dieser Assay gut fiir den Nachweis apoptotischer Zellen. Dabei spielt die Art

der Apoptose-Induktion kaum eine Rolle.

Durchfiihrung:

¢ NK-Zellen auf HSC geben (Verhéltnis 10:1 oder 5:1)

* 6 hbei37°Ckoinkubieren

e Uberstand in FACS-Réhrchen tiberfiihren

e HSC mit Trypsin/EDTA ablésen und in das FACS-Réhrchen mit dem Uberstand
Uberfiihren

e 4 ml PBS hinzufiigen und fir 10 min bei 300 g zentrifugieren

» Uberstand abnehmen und 300 pl Cytofix/Cytoperm hinzufiigen

e 20 min bei 4°C inkubieren
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e 2 xmit 600 pl Perm/Wasch waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren)
e anti-aktive Caspase-3-PE (1:40) hinzufiigen und 30 min bei 4°C inkubieren
e 2 xmit2 ml Perm/Wash waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren)

e in 100 pul CellFix aufnehmen und Analyse im Durchflusszytometer

3.3.3.2. PARP-Assay

Bei PARP1 (poly ADP-Ribose Polymerase 1) handelt es sich um ein DNA-
Reparaturenzym, welches nach Apoptose-Induktion durch die aktiven Formen der
Caspase-3, -6 oder -7 gespalten und damit inaktiviert wird. Wie beim Caspase-3 Assay
nutzt man hierbei einen Antikdrper, der nur an das gespaltene Fragment von PARP1

bindet.

Durchfiihrung:

* siehe Durchfithrung in Teil 2.3.3.1 (Caspase-3 Assay) mit folgender Anderung

e anti-aktive Caspase-3-PE durch anti-gespaltenes PARP-PE (1:50) ersetzen

3.3.3.3. TUNEL-Assay

Der TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick end labelling)-Assay
wurde mit dem , APO-BRDU Kit“ von BD durchgefiihrt und dient zum Nachweis von
fragmentierter DNA, die wdhrend des Apoptose-Prozesses durch enzymatischen DNA-
Abbau entsteht. Mit Hilfe der terminalen Deoxynukleotidtransferase werden die Enden
der DNA mit Brom gekoppelten dUTPs markiert, welche im nachfolgenden Schritt durch

einen Antikorper erkannt und damit nachgewiesen werde kdnnen.

Durchfiihrung:

e NK-Zellen auf HSC geben (Verhaltnis 10:1)

* 6 hbei37°C koinkubieren

e HSC mit Trypsin/EDTA ablésen und in ein FACS-R6hrchen Gberfiihren
* 4 ml PBS hinzufiigen und fir 10 min bei 300 g zentrifugieren

e Zellenin 1% (w/v) Paraformaldehyd resuspendieren = 30 min auf Eis
e 2 x mit4 ml PBS waschen (bei 500 g zentrifugieren)

e Zellenin 70 % Ethanol resuspendieren = 30 min auf Eis

29



Material und Methoden

¢ 2 xmit 1 ml Wash Buffer waschen (bei 500 g zentrifugieren)

e Zellenin 50 pl DNA Labeling Solution resuspendieren = 60 min bei 37°C

¢ 2 x mit 1 mlRinse Buffer waschen (bei 500 g zentrifugieren)

e Zellen in 0,1 ml Antibody Staining Solution resuspendieren = 30 min im Dunkeln
bei RT

* 0,5 ml PI/RNase Staining Buffer hinzufiigen = 30 min im Dunkeln bei RT

e Analyse im Durchflusszytometer

DNA Labeling Solution:

* Reaction Buffer 10 ul

* TdT Enzyme 0,75 ul
e Br-dUTP 8 ul

e destilliertes H,O 32,25 ul

Antibody Staining Solution:
e FITC-Labeled Anti-BrdU 5ul

* Rinsing Buffer 95 i

3.3.4. Intrazelluldre Farbungen von IFN-y und TNF-a in NK-Zellen

Um den Anteil der IFN-y und TNF-a positiven NK-Zellen nach Koinkubation mit HSC zu
ermitteln, wurde eine intrazelluldre Farbung von IFN-y und TNF-a mit Hilfe des
,Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit“ von BD durchgefiihrt. Entscheidend bei
diesem Versuch ist die Zugabe von Brefeldin A wahrend der Koinkubation, um die
Sekretion der neu synthetisierten Zytokine in das extrazelluldre Milieu zu verhindern. Die

Zytokine reichern sich daher in der NK-Zelle an und lassen sich somit nachweisen.

Durchfiihrung:

¢ NK-Zellen auf HSC geben (Verhiltnis 1:1)
* 1 hbei37°C koinkubieren
e 2,5 ul Brefeldin A (10 pg/ml) hinzufligen

* weitere 4 h bei 37°C koinkubieren
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3.3.5.

anti-CD56-APC (1:40) und anti-CD3-PerCP (1:150) hinzufiigen

20 min bei RT schitteln

NK-Zellen in FACS-Réhrchen uberfihren und mit 4 ml PBS waschen

fiir 10 min bei 300 g zentrifugieren

Uberstand abnehmen und 300 pl Cytofix/Cytoperm hinzufiigen

20 min bei 4°C inkubieren

2 x mit 600 pl Perm/Wasch waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren)
anti-IFN-y-PE (1:30) und anti-TNF-a-FITC (1:30) hinzufligen und 30 min bei 4°C
inkubieren

mit 2 ml Perm/Wash waschen

fiir 10 min bei 400 g zentrifugieren

in 100 pl CellFix aufnehmen und Analyse im Durchflusszytometer

Nachweis IL-2 positiver CD4" T-Zellen nach CD3/CD28 Stimulation

Der Nachweis von IL-2 positiven CD4" T-Zellen erfolgte groRtenteils wie die in

Abschnitt 2.3.5. beschriebene intrazellulare Farbung von IFN-y und TNF-a positiven NK-

Zellen. Dabei gab es folgende Anderungen:

3.3.6.

CD4" T-Zellen wurden mit CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert, keine
Koinkubation mit HSC

Inkubationszeit nach Brefeldin A Zugabe auf 5 h erhéht

anti-CD4-APC (1:40) hinzugefiigt anstatt anti-CD56-APC

anti-IL-2-PE (1:150) hinzugefiigt anstatt anti-IFN-y-PE und anti-TNF-a-FITC

Durchflusszytometrie

In dieser Doktorarbeit wurden die meisten Antikorperfarbungen mit Hilfe der

Durchflusszytometrie analysiert. Dabei kamen das BD FACSCalibur sowie das BD

FACSCanto Il zum Einsatz. Das FACSCalibur ermaéglicht dabei die gleichzeitige Analyse von

vier verschiedenen Fluorophoren, wahrend mit dem FACSCanto Il bis zu 8 verschiedene

Fluorophore unterschieden werden kdnnen.

Generell ist es mit der Durchflusszytometrie maoglich, viele Zellen in kurzer Zeit auf

GroRe, Granularitdt und markierte Antigene hin zu untersuchen. Dazu werden die Zellen

in einem Flissigkeitsstrom vereinzelt und an einem oder mehreren Laserstrahlen
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vorbeigeleitet. Trifft der Laserstrahl nun auf eine Zelle, wird dieser je nach Eigenschaft der
Zelle unterschiedlich stark gestreut. Dabei wird zwischen dem Vorwartsstreulicht (FSC
engl. Forward Scatter) und dem Seitwartsstreulicht (SSC engl. Side Scatter) unterschieden,
welche proportional zur GroRRe (FSC) bzw. Granularitdt (SSC) einer Zelle sind. Neben
diesen beiden Parametern lassen sich ebenfalls intrazelluldare und membrangebundene
Proteine/Antigen im Durchflusszytometer bestimmen. Dazu werden Antikérper
verwendet, die mit einem Fluorophor gekoppelt sind, welches durch den Laserstrahl
angeregt wird. Das von dem Fluorophor absorbierte Licht wird direkt wieder emittiert und
mittels eines speziellen Detektors im Durchflusszytometer gemessen. Je mehr Licht dabei
von einer Zelle emittiert wird, desto starker wird das markierte Protein/Antigen in oder

auf der Zelle exprimiert.

3.3.7. Immunfluoreszenzfarbungen

Fir die Immunfluoreszenzfirbungen wurden Gewebeschnitte aus gefrorenen
Leberexplantaten angefertigt. Die Leberexplantate stammen aus Hepatitis C-Virus (HCV)
positiven Patienten und wurden im Rahmen einer Organtransplantation entnommen.
Zum Anfertigen der Leberschnitte wurden Teile der entnommen Leber in ca. 1 cm kleine
Sticke geschnitten und bei -80°C in Isopentan eingefroren. AnschlieBend wurden mit
Hilfe eines Mikrotoms 8 um dicke Gewebeschnitte aus den gefrorenen Leberstiicken
angefertigt, welche fiir 1 Tag bei RT getrocknet und dann erneut bei -80°C gelagert

wurden. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde dann wie folgt durchgefiihrt:

Durchfiihrung:

* Leberschnitte bei RT fiir 30 min auftauen und trocknen lassen

* mit4 % PFA fur 10 min bei RT fixieren

e 4 x mit 400 pl PBS waschen

e mit 0,25 % Triton X 100 fir 10 min bei RT permeabilisieren

* 4 xmit 400 ul PBS waschen

* mit Blockierungspuffer fir 1 h bei RT blockieren

e 1. Antikorper in Blockierungspuffer verdiinnen (aktive Caspase-3: 1:300;
a-SMA: 1:200) und auf Schnitte geben

e (iber Nacht bei 4°C inkubieren
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* 4 x mit 400 pl Blockierungspuffer waschen

e 2. Antikorper in Blockierungspuffer verdiinnen (anti-Kaninchen NL-557: 1:400;
anti-Maus NL-637: 1:400) und auf Schnitte geben

* 90 min bei RT inkubieren

* 4 x mit 400 pl Blockierungspuffer waschen

¢ DAPI-Farbung (1:200) fur 10 min bei RT

e 4 x mit 400 pl Blockierungspuffer waschen

¢ eindeckeln mit Aqueous Mounting Medium
3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. RNA-Extraktion

Bei der RNA-Extraktion nutzt man die selektive Bindung von RNA an Silica
beschichtete Oberflachen. Daher wird bei diesem Verfahren eine Silica beschichtete Saule
verwendet, auf die das komplette Zelllysat gegeben wird. Durch anschlieBendes Waschen
der Saule werden Protein und DNA effektiv entfernt. Zum Abschluss wird die RNA durch

Zugabe von destilliertem Wasser von der Saule eluiert.

Durchfiihrung:

Fiir die RNA-Extraktion wurden 200.000 priméare aktivierte humane hepatische
Sternzellen verwendet. Zur Lyse der Zellen wurde 350 ul RLT Puffer (im ,,RNeasy Mini Kit“
enthalten) pro Well auf die Zellen gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand nach mehrmaligem auf und ab pipettieren in ein 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefdRe Uberfiihrt. Die nachfolgende RNA-Extraktion erfolgte dabei mit dem

»RNeasy Mini Kit“ nach Anleitung des Herstellers (Quiagen).
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3.4.2. Quantifizierung von RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Absorption der Losung bei 260 nm
mit Hilfe eines Photometers (NanoDrop1000) gemessen, da bei dieser Wellenlange das
Absorptionsmaximum von DNA/RNA liegt. Anhand dieses Wertes lasst sich der RNA-

Gehalt in einer Losung nach folgender Formel ermitteln:

Konzentration [ug/ml] = OD,gg % 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Da Proteine ebenfalls bei dieser Wellenlange das Licht absorbieren, muss zusatzlich
noch die optische Dichte (OD) der Losung bei 280 nm (Absorptionsmaximum von
Proteinen) gemessen werden, um Kontaminationen mit Proteinen auszuschlielRen.

Hierbei sollte der Quotient aus OD,50/0D,g0 zwischen 1,8 und 2 liegen.

3.4.3. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird die zuvor extrahierte RNA mit Hilfe der reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im Vergleich zu RNA ist cDNA wesentlich stabiler

und lasst sich aullerdem fiir eine quantitative Echtzeit-PCR einsetzen.

Durchfiihrung:

* Die reverse Transkription erfolgte mit dem , QuantiTect Reverse Transcription

Kit“ nach Anleitung des Herstellers (Qiagen).

3.4.4. Quantitative Echtzeit-PCR

Die hier eingesetzte quantitative Echtzeit-PCR mit cDNA als Template dient u.a. zur
Expressionsanalyse von Genen. Dies beruht auf der Tatsache, dass die hier verwendete
cDNA das Expressionsprofil der Zellen zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion widerspiegelt.
Mit Hilfe eines Primerpaares, welches im Bereich des Zielgens bindet und einer
hitzebestandigen Polymerase, wird das Zielgen vervielfaltigt. Dabei erfolgt die
Quantifizierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, welcher in die
doppelstrangigen DNA-Produkte eingebaut wird. Dies bewirkt eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat, die mit dem LightCycler detektiert und somit quantifiziert werden

kann. Daher lassen sich Riickschliisse auf die Expression eines Gens schliellen, da es bei
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einem stark exprimierten Gen zu einer schnelleren Zunahme der Fluoreszenz aufgrund

der hohen Anzahl an Templates kommt.

Durchfiihrung:

Folgender Reaktionsansatz (bei 4°C):
e 5 pul Maxima SYBR Green pPCR Master Mix (2x)
e 1 pul Primermix (0,5 uM)
e 1 ul Template cDNA

e 3 ul destilliertes Wasser

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung: 10 min 95°C
50 Zyklen: 95°C fiir 15 sec, 55°C fiir 30 sec, 72°C fiuir 30 sec
Detektion der Fluoreszenz: am Ende des 72°C Schritts

Schmelzkurvenanalyse:

Denaturierung: 95°Cfur10s
Anlagerung der Sonden: 35°Cfir15s
Schmelzkurve: 40°C — 80°C (Heizrate 0,2°C/ s) bei kontinuierlicher

Messung der Fluoreszenz

Samtliche Primerpaare wurden kduflich bei der Firma Qiagen erworben (,QuantiTect-

Primer“): Col1A1; a-SMA; TIMP-1; MMP-2.

3.5. Statistische Methoden

Die statistischen Analysen wurden mit der GraphPad Prism 4.0 Software durchgefiihrt.
Dabei wurden folgende Tests verwendet:
e t-Test flur abhdngige Stichproben: Vergleich von gepaarten Werten, die
normalverteilt sind
* t-Test flur unabhdngige Stichproben: Vergleich von ungepaarten Werten, die

normalverteilt sind
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e U-Test von Mann und Whitney: Vergleich von ungepaarten Werten, die nicht
normalverteilt sind
e Rangkorrelation nach Spearman: Fir Korrelationen mit nicht normalverteilten
Werten
* Korrelationskoeffizient nach Pearson: Fir Korrelationen mit normalverteilten
Werten
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001). Die Daten sind entweder in einem Balkendiagramm (gibt den Mittelwert und
den Standardfehler an) oder in einem Dotplot (zeigt die Einzelwerte und den Mittelwert

an) dargestellt.
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4. Ergebnisse

Die in dieser Doktorarbeit gewonnen Ergebnisse wurden thematisch in vier Abschnitte
unterteilt. Dabei wurden in den ersten beiden Teilen der Arbeit die Reinheit und der
Aktivierungszustand der kauflich erworbenen primdren HSC bestimmt, um fehlerhaften
Ergebnissen aufgrund von Kontaminationen mit anderen Zelltypen vorzubeugen
(Abschnitt 4.1.) Zusatzlich wurde die NK-Zell-Aktivitdt gegen LX-2 Zellen und primére
aktivierte hepatische Sternzellen (HSC) ermittelt und miteinander verglichen
(Abschnitt 4.2.). Der dritte Abschnitt untersucht dagegen den Einfluss einer Hepatitis C-
Virus (HCV)-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit primaren HSC (Abschnitt 4.3.).
Im letzten Teil dieser Dissertation wird zudem die Bedeutung von CD4" T-Zellen auf die
anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen im Rahmen einer HIV/HCV-Koinfektion ermittelt

(Abschnitt 4.4.).

4.1. Charakterisierung der primaren hepatischen Sternzellen

Um den Aktivierungszustand und die Reinheit der primaren HSC zu verifizieren, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen gegen a-SMA (a-smooth muscle actin) durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 2 zu sehen ist, weisen fast alle HSC eine starke Expression von a-SMA auf,
wodurch eine Aktivierung der HSC angezeigt wird. Darlber hinaus erfolgte eine weitere
Phanotypisierung der HSC, in dem die Expression von ULBP-1 (UL16 bindendes Protein-1),
ULPB-2, al-Kollagen Typl und o-SMA mittels Durchflusszytometer bestimmt wurde
(Abbildung 3). Dabei stellte sich heraus, dass liber 99 % der HSC positiv fiir a-SMA waren

und auch die restlichen Marker stark auf den HSC exprimiert wurden.
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Durchlicht

Abbildung 2: Nachweis von aktivierten HSC mittels Immunfluoreszenzfarbung von a-SMA.
Abbildung A zeigt eine Durchlichtaufnahme von primdren HSC. Des Weiteren sind
Immunfluoreszenzfarbung gegen a-SMA (lila) sowie einer Kernfarbung mittels DAPI (blau) in
aktivierten HSC dargestellt (B/C). Zuletzt wurde eine Kontrollfarbung des in Abbildung B/C
verwendeten 2. Antikdrpers durchgefiihrt (D). a-SMA: a-smooth muscle actin
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Abbildung 3: Phanotypische Charakterisierung der HSC mittels Durchflusszytometer.

Die HSC wurden mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern auf die Expression von
ULBP-1, ULBP-2, al-Kollagen Typl und a-SMA untersucht. Die Ergebnisse sind in Histogrammen
dargestellt, welche zusatzlich die jeweilige Isotypfarbung zeigen (A-D). Abbildung E zeigt die a-
SMA Expression in Form eines Dot Plots. Das Gate wurde anhand der Isotyp-Farbung gelegt. ULBP:
UL16 bindendes Protein
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4.2. Vergleich von LX-2 Zellen mit primdren aktivierten hepatischen

Sternzellen

Bei LX-2 Zellen handelt es sich um eine humane hepatische Sternzellenlinie, die durch
spontane Immortalisierung unter geringen Serumkonzentrationen aus primdren Zellen
generiert wurde und einen aktivierten Phanotypen aufweist™>>. Da die LX-2 Zellen bereits
in vielen Studien Verwendung fanden, wurden diese einem phéanotypischen und
funktionellen Vergleich mit primaren HSC unterzogen.

Dazu wurden periphere NK-Zellen aus gesunden Probanden mit LX-2 Zellen bzw.
primdren HSC koinkubiert und anschlieRend die NK-Zell-Degranulation (CD107a) sowie
die IFN-y und TNFa Produktion ermittelt. Die Untersuchungen ergaben, dass NK-Zellen
wesentlich zytotoxischer auf LX-2 als auf primdre HSC reagieren. Aullerdem induzierte der
Kontakt mit LX-2 Zellen die Zytokinproduktion in NK-Zellen, wahrend nach Koinkubation
mit primaren HSC kaum IFN-y oder TNFa positive NK-Zellen detektiert werden konnten
(Abbildung 4A-C).

Ahnlich wie der funktionelle Vergleich deckte die Phdnotypisierung einige essentielle
Unterschiede zwischen LX-2 und primaren HSC auf. So exprimierten primare HSC die
Stressliganden MICA/B, ULBP-1 und ULBP-2 sowie die Todesrezeptoren TRAIL-Rezeptor II,
TNFa-Rezeptor | und Il sowie Fas, welche nur in sehr geringem Umfang auf LX-2 Zellen zu
finden waren. Dagegen wurden das nicht klassische MHC-I Molekil HLA-E, das klassische
MHC-I Molekul sowie der Aktivierungsmarker a-SMA auf beiden Zelltypen exprimiert

(Abbildung 4D).
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Abbildung 4: Phanotypischer und funktioneller Vergleich von LX-2 mit primaren aktivierten HSC.
Periphere NK-Zellen (50.000) aus gesunden Spendern wurden mit LX-2 Zellen oder priméaren
aktivierten HSC (E:T-Verhaltnis 1:1) koinkubiert und anschlieBend die Frequenz der CD107a (A),
IFN-y (B) und TNFa (C) positiven NK-Zellen bestimmt (n=8). Auferdem wurde die Expression
wichtiger NK-Zell-Liganden und Todesrezeptoren auf den LX-2 Zellen und den primaren HSC
mittels Durchflusszytometer gemessen und als RFI (relative Fluoreszenzintensitat) dargestellt (D)
(Histogramme: siehe Abbildung 11).

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p < 0,01. Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie
den Standardfehler des Mittelwertes an.
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4.3. Einfluss einer HCV-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit
primaren aktivierten hepatischen Sternzellen

Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen anti-fibrotisch wirken
kénnen, indem sie in aktivierten HSC Apoptose ausldsen. Allerdings ist es zurzeit unklar,
ob humane NK-Zellen ebenfalls den Verlauf einer Leberfibrose beeinflussen kénnen und
welche Bedeutung dabei eine Hepatitis C-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen und

HSC hat.

4.3.1. Koinkubation von peripheren NK-Zellen mit hepatischen Sternzellen

Zu Beginn der Arbeit wurden unstimulierte NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten
und gesunden Probanden mit HSC koinkubiert und anschliefend die Frequenz der
CD107a, IFN-y und TNFa positiven NK-Zellen ermittelt. Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen
nach Kontakt mit HSC eine signifikant erhohte CD107a Expression aufweisen, unabhangig
davon, ob die NK-Zellen aus gesunden oder HCV-infizierten Spendern stammen
(Abbildung 5A). Die CD107a Expression zwischen diesen beiden Spendergruppen
unterschied sich dagegen nur minimal. Im Gegensatz dazu wurde keine Zytokinsekretion

in Form von IFN-y oder TNFa nach der Koinkubation detektiert (Abbildung 5B+C).
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Abbildung 5: Erhohte NK-Zell-Degranulation (CD107a) nach Koinkubation mit HSC.

Periphere NK-Zellen (50.000) aus gesunden oder HCV-infizierten Probanden wurden mit HSC (E:T-
Verhaltnis 1:1) koinkubiert und anschlieBend die Frequenz der CD107a (A), IFN-y (B) und TNFa (C)
positiven NK-Zellen bestimmt (gesund: n=9; HCV: n=6).

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p < 0,01; n.s. = nicht signifikant. Die Saulen zeigen
den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.
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Neben der HSC induzierten NK-Zell-Aktivitat wurde ebenfalls der Anteil der
apoptotischen HSC nach Koinkubation mit NK-Zellen mittels intrazelluldrer aktiver
Caspase-3 Farbung untersucht. Interessanterweise wurde hierbei eine signifikant erhohte
Frequenz an apoptotischen HSC nach Koinkubation mit NK-Zellen aus behandlungsnaiven
HCV-infizierten Patienten gefunden, wahrend NK-Zellen aus gesunden Spendern kaum in
der Lage waren, Apoptose in HSC zu induzieren. Des Weiteren waren NK-Zellen aus
Patienten, die aktuell eine IFN-a/Ribavirin (RBV) Therapie erhielten, sogar noch effektiver,
Apoptose in HSC auszuldsen. Wurden dagegen NK-Zellen aus Patienten entnommen, die
ein dauerhaftes virologisches Ansprechen (SVR, engl. sustained virological response) nach
einer IFN-a/RBV Therapie zeigten, entsprach der Anteil der apoptotischen HSC nach
Koinkubation dem der gesunden Gruppe ([arithmetisches Mittel +Standardfehler] gesund:
6,2 0,6 %; therapienaiv: 17,8 +1,9 %; HCV unter Therapie (IFN-a/RBV): 27,6 +2,8 %; SVR:
9,8 £0,8 %) (Abbildung 6A).

Um die im Caspase-3 Assays gewonnen Ergebnisse zu bestatigen, wurden zusétzlich
noch ein TUNEL- (Abbildung 6B) und ein PARP-Assay (Abbildung 6C) durchgefiihrt, welche
ebenfalls eine erhéhte Apoptose-Induktion durch NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten

aufdeckten.
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Abbildung 6: NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten induzieren effektiv Apoptose in
aktivierten HSC.

Nach Koinkubation von peripheren NK-Zellen (200.000) aus verschiedenen Patientengruppen mit
primaren HSC (E:T-Verhaltnis 10:1) wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazellularer
aktiver Caspase-3 Farbung ermittelt (gesund: n=12; HCV therapienaiv: n= 24; HCV unter Therapie
(IFN-a/RBV): n= 14; SVR: n=16) (A). Zur Verifizierung der Daten wurde ein TUNEL- (B) bzw. PARP-
Assay (C) durchgefiihrt (TUNEL: gesund: n= 5; therapienaiv: n= 9 / PARP: gesund: n= 6;
therapienaiv: n= 6). SVR: dauerhaftes virologisches Ansprechen

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p £0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001

4.3.2. Untersuchung von NK-Zellen aus Lebertransplantaten

Die in Abschnitt 4.3.1. beschriebene Beobachtung, dass NK-Zellen aus HCV-infizierten
Patienten in der Lage sind, effektiv Apoptose in HSC zu induzieren, wurde durch die
Analyse von NK-Zellen aus dem peripheren Blut gewonnen. Um einen besseren Einblick in
die tatsachliche in vivo Situation zu erhalten, wurden intrahepatische NK-Zellen aus
explantierten, HCV-infizierten Lebern gewonnen und mit HSC koinkubiert. Hierbei zeigte
sich, dass intrahepatische NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten ebenfalls im Stande

waren, effektiv Apoptose in HSC auszuldsen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Intrahepatische NK-Zellen aus HCV-Patienten induzieren Apoptose in HSC.

Nach Koinkubation von intrahepatischen NK-Zellen (200.000) aus explantierten Lebern von HCV-
Patienten wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazelluldrer aktiver Caspase-3
Farbung ermittelt (E:T-Verhaltnis 10:1; HCV: n= 3) (A). Abbildung B zeigt reprasentative Dot-Plots
der aktiven Caspase-3-Farbung in HSC nach Messung im Durchflusszytometer. iNK:
intrahepatische NK-Zellen

Als Nachstes sollte untersucht werden, ob apoptotische HSC tatsachlich in der HCV-
infizierten Leber vorkommen. Dazu wurden Gewebeschnitte aus den explantierten HCV-
infizierten  Leberproben angefertigt, in denen apoptotische HSC mittels
Immunfluoreszenzfarbung gegen aktive Caspase-3 und a-SMA nachgewiesen werden
sollten. Dabei konnten Zellen in den Gewebeschnitten identifiziert werden, die sowohl
aktive Caspase-3 als auch o-SMA positiv waren und somit einen Hinweis fir das

Vorkommen von apoptotischen HSC liefern.
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aktive
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Abbildung 8: Nachweis von apoptotischen HSC in humanen Leberschnitten mittels
Immunfluoreszenzfirbung.

Exemplarische Darstellung einer Immunfluoreszenzfarbung von a-SMA (lila), aktiver Caspase-3
(griin) und Zellkernen (blau) in einem Gewebeschnitt aus einer humanen HCV-infizierten Leber.
Der Pfeil zeigt dabei eine aktive Caspase-3 und a-SMA positive Zelle an.

4.3.3. Diein vitro NK-Zell-Aktivitidt gegen HSC korreliert invers mit dem Fibrosestatus

Nachdem gezeigt werden konnte, dass NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten in der
Lage sind, effektiv Apoptose in HSC zu induzieren (Abbildung 6A), wurden verschiedene
klinische Parameter der Patienten mit der jeweiligen gemessenen NK-Zell-Aktivitat
korreliert. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen den Leberwerten ALT, AST und
v-GT sowie der NK-Zell-Aktivitat beobachtet werden. Auch das Geschlecht, die Viruslast
und der HCV-Genotyp hatten keinen Einfluss auf die anti-HSC Aktivitat der NK-Zellen.
Allerdings stellte sich heraus, dass der Fibrosestatus der Patienten negativ mit der NK-
Zell-Aktivitat korreliert. Dies bedeutet, dass NK-Zellen aus Patienten, deren Leber starke
fibrotische Veranderungen zeigte, deutlich weniger effektiv Apoptose in HSC induzierten
als NK-Zellen aus Patienten mit einer leichten oder keiner Leberfibrose (Abbildung 9A).

Interessanterweise ergab sich dieser Zusammenhang nur bei HCV-infizierten Patienten,
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die keine IFN-a/RBV Therapie erhielten. Im Gegensatz dazu konnte bei der IFN-y/RBV
Patientengruppe keine Korrelation mit der NK-Zell-Aktivitdt gefunden werden (Abbildung
9B).
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Abbildung 9: Die in vitro NK-Zell-Aktivitdt gegen HSC korreliert invers mit dem Fibrosestatus.
Die in Abbildung 6A ermittelte NK-Zell-Aktivitdit von unbehandelten (A) bzw. IFN-a/RBV
behandelten HCV-Patienten (B) wurde gegen den jeweiligen Leberfibrosestatus des Probanden
aufgetragen. Dabei erfolgte die Klassifizierung des Fibrosegrades anhand des METAVIR-Scores.

4.3.4. Bei der HSC Apoptose-Induktion durch NK-Zellen spielen NKG2D, TRAIL und

FasL eine wichtige Rolle

Im Folgenden sollte geklart werden, welche Rezeptor/Ligandenpaare bei der
Interaktion von NK-Zellen aus HCV-Patienten und HSC von Bedeutung sind. Dazu wurden
zunachst Transwell-Experimente durchgefihrt, um aufzuklaren, ob die Apoptose-
Induktion durch I6sliche Faktoren oder durch Zell-Zell-Kontakt vermittelt wird. Hierzu
wurden NK-Zellen entweder direkt auf die HSC gegeben oder durch eine
Transwellmembran raumlich von den HSC getrennt, so dass nur |6sliche Faktoren die
Membran passieren kdnnen. Dabei stellte sich heraus, dass NK-Zellen den direkten Zell-
Zell-Kontakt bendtigen, um den Apoptoseprozess in HSC auszulosen, da die rdaumlich
getrennten NK-Zellen nicht in der Lage waren, Apoptose in den HSC zu induzieren. Dies
galt sowohl fir NK-Zellen aus behandlungsnaiven als auch aus IFN-a/RBV behandelten

HCV-Patienten (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die NK-Zell vermittelte Apoptose-Induktion in HSC ist Zell-Zell-Kontakt abhangig.
NK-Zellen (200.000) wurden entweder direkt auf die HSC gegeben oder mit Hilfe einer
Transwellmembran (0,4 um Porendurchmesser) von den HSC rdaumlich getrennt koinkubiert (E:T-
Verhaltnis 10:1). Dabei benotigten sowohl NK-Zellen aus behandlungsnaiven (A) als auch aus IFN-
o/RBV behandelten HCV-Patienten (B) Zell-Zell-Kontakt, um Apoptose in HSC auszuldsen
(unbehandelt: n=4; IFN-0/RBV: n= 3).

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von

< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p < 0,01. Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie
den Standardfehler des Mittelwertes an.

Als nachstes wurde die Expression von verschiedenen Oberflachenproteinen auf den
HSC analysiert, die Apoptosesignale transduzieren bzw. NK-Zellen aktivieren. Wie in der
Abbildung 11 gezeigt, konnte eine starke Expression von ULBP-2, MICA/B, MHC-I, TRAIL-
Rezeptor Il, TNFa-Rezeptor | und Fas nachgewiesen werden. Dagegen waren ULBP-1/3,

TRAIL-Rezeptor | und TNFa-Rezeptor Il nur sehr schwach oder gar nicht exprimiert.
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Abbildung 11: Phanotypische Charakterisierung von HSC mittels Durchflusszytometrie.

Es wurden verschiedene Oberflaichenproteine auf primaren aktivierten HSC mit Fluorochrom
gekoppelten Antikérpern markiert und im Durchflusszytometer analysiert. Die Ergebnisse sind in
Histogrammen dargestellt, welche zusatzlich die jeweilige Isotypfarbung zeigen (RFI-Werte: siehe
Abbildung 4D).

Im Anschluss wurden eine Reihe von Blockierungsexperimenten durchgefiihrt, um die
bei der Apoptose-Induktion beteiligten Faktoren naher definieren zu kénnen. Dazu
wurden vor und wahrend der Koinkubation neutralisierende Antikorper hinzugegeben. Es
stelle sich heraus, dass die blockierenden Antikdrper gegen TRAIL, NKG2D und FasL in der
Lage waren, die Apoptose-Induktion durch NK-Zellen aus HCV-Patienten signifikant zu
hemmen (Abbildung 12A-C). Ebenso konnte ein additiver Effekt beobachtet werden,
wenn sowohl TRAIL als auch NKG2D und/oder FasL blockiert wurden (Abbildung 12D).
Dagegen liel} sich die NK-Zell-Degranulation (CD107a) bereits effektiv durch Zugabe eines
NKG2D Antikorpers blockieren.

Zusatzlich wurde die NKG2D-Expression auf NK-Zellen sowie der Frequenz an NKG2D
positiven NK-Zellen bestimmt. Dabei konnte allerdings kein Unterschied zwischen HCV-

Patienten und gesunden Probanden gemessen werden (Abbildung 12F/G).
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Abbildung 12: TRAIL, NKG2D und FasL spielen eine wichtige Rolle bei der NK-Zell vermittelten
Apoptose-Induktion in HSC.

Waéhrend der Koinkubation von NK-Zellen (200.000) aus HCV-Patienten und HSC wurde ein
blockierender TRAIL- (A), NKG2D- (B) oder FasL- (C) Antikdrper (10 ug/ml) hinzugefiigt. Danach
wurde der Anteil der apoptotischen HSC (aktive Caspase-3 positiv) ermittelt und mit der
jeweiligen Apoptose-Induktion durch unblockierte NK-Zellen verglichen (E:T-Verhaltnis 10:1).
Abbildung D zeigt den Effekt einer kombinierten Blockade von TRAIL, NKG2D und FasL (n= 4) (D).
AulRerdem wurde der Einfluss von NKG2D auf die NK-Zell-Degranulation (CD107a) bestimmt (n=4)
(E). Daruber hinaus wurde die Frequenz der NKG2D positiven NK-Zellen (F) und die Expression von
NKG2D auf NK-Zellen aus gesunden und HCV-Patienten (G) analysiert.

Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05. Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie den
Standardfehler des Mittelwertes an.
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4.3.5. Die Bedeutung von IFN-a auf die anti-HSC Aktivitdt von NK-Zellen

In friiheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass IFN-a in der Lage ist, die

Aktivitat von NK-Zellen zu erhéhen®!

. Diese Beobachtung spiegelt sich ebenfalls in den
in Abbildung 6 dargestellten Experimenten wieder, wo NK-Zellen aus IFN-a behandelten
Patienten die starkste anti-HSC Aktivitat aller untersuchten Patientengruppen aufwiesen.
Daher sollte nun Gberprift werden, ob IFN-a tatsdchlich die anti-fibrotische Aktivitdt von
NK-Zellen beeinflusst.

Zu diesem Zweck wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern mit verschiedenen
Konzentrationen an rekombinantem IFN-a (0 — 5000 U/ml) behandelt und nach 16 h mit
HSC koinkubiert. Wie in Abbildung 13A dargestellt, konnte eine dosisabhangige
Aktivierung der NK-Zellen durch IFN-a nachgewiesen werden, da diese deutlich effektiver
Apoptose in HSC auslosten. Dariiber hinaus wurde eine erhohte TRAIL-Expression nach
IFN-a Behandlung gemessen, wahrend die FaslL-Expression nicht beeinflusst wurde
(Abbildung 13B). Im Einklang mit diesen Ergebnissen lieR sich der Apoptoseprozess in HSC
mit rekombinantem TRAIL induzieren. Die Zugabe von rekombinantem FasL |6ste dagegen
deutlich weniger effektiv Apoptose in HSC aus (Abbildung 13C). Zusatzlich ergaben
Blockierungsexperimente, dass sowohl TRAIL als auch NKG2D eine entscheidende Rolle
bei der anti-HSC Aktivitat durch IFN-a stimulierten NK-Zellen spielen, da die Blockierung
dieser beiden Faktoren die Apoptose-Induktion in HSC signifikant reduzierte (Abbildung
13D).
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Abbildung 13: IFN-a stimuliert die anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen.

NK-Zellen (200.000) aus gesunden Probanden wurden tber Nacht mit verschiedenen Dosen
rekombinantem IFN-a behandelt und anschlieBend mit HSC koinkubiert (E:T-Verhaltnis 10:1).
Nach 6h wurde dann die Frequenz der apoptotischen HSC (aktive Caspase-3 positiv) bestimmt (n=
5) (A). AuRerdem wurde die TRAIL- und FasL-Expression auf gesunden NK-Zellen nach IFN-a
Stimulation [5000 U/ml] gemessen (n= 4) (B). Abbildung C zeigt dagegen den Einfluss von
rekombinantem humanem TRAIL oder FasL auf die HSC-Apoptoserate (C). In Abbildung D wurden
Blockierungsexperimente durchgefiihrt, in dem vor und wahrend der Koinkubation mit IFN-a
stimulierte NK-Zellen blockierende Antikérper (10 ug/ml) gegen NKG2D, TRAIL und FasL
hinzugefiigt wurden (n=5) (D).

Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Sdulen zeigen den Mittelwert
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

51



Ergebnisse

4.4. Die Bedeutung von CD4" T-Zellen auf die anti-fibrotische Aktivitit
von NK-Zellen im Rahmen der HIV/HCV-Koinfektion

In den letzten Jahren hat eine grolRe Anzahl von Studien eine negative Korrelation
zwischen der CD4" T-Zellzahl und dem Grad der Leberfibrose bei einer HIV/HCV-
Koinfektion gefunden. Dabei zeigte sich, dass eine niedrige CD4" T-Zellzahl mit einer
fortgeschrittenen Leberfibrose einherging, wiahrend héhere CD4" T-Zellzahlen in der Regel
mit niedrigeren Fibrosegraden assoziiert waren. Allerdings ist bisher unklar, durch welche

Mechanismen CD4" T-Zellen die Entwicklung einer Leberfibrose beeinflussen kénnen.

4.4.1. Eine geringe CD4" T-Zellzahl geht mit einer fortgeschrittenen Leberfibrose

einher

Zur erneuten Bestdtigung dieser Beobachtung wurde eine Querschnittsstudie mit 102
HIV/HCV-Patienten durchgefiihrt, bei denen die Ergebnisse eines Fibroscan sowie die zu
diesem Zeitpunkt ermittelte CD4" Zellzahl vorlagen. Die Patienten wurden anhand der
CD4" Zellzahl in drei Gruppen unterteilt (>400 Zellen/pl; 200-400 Zellen/pl; <200
Zellen/pl), welchen anschlieRend die jeweilige Leber-Steifigkeit des Patienten zugeordnet
wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 zusammengefasst und offenbaren ebenfalls
eine signifikante inverse Assoziation zwischen der CD4" T-Zellzahl und der Leber-

Steifigkeit.
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Abbildung 14: Die CD4" T-Zellzahl korreliert invers mit der Leber-Steifigkeit.

102 HIV/HCV-Patienten wurden anhand der CD4" T-Zellzahl, die im Rahmen des routineméaRig
durchgefihrten Differentialblutbildes ermittelt wurden, in drei Gruppen unterteilt (>400
Zellen/ul; 200-400 Zellen/pl; < 200 Zellen/ul). Bei allen Patienten wurde zu dem Zeitpunkt der
Blutabnahme ebenfalls die Leber-Steifigkeit mittels Fibroscan bestimmt und mit der CD4" T-
Zellzahl korreliert.

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; *** p < 0,001. Die Sdulen zeigen den
Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

4.4.2. CD4'T-Zellen haben eine geringe direkte anti-fibrotische Aktivitit

Um die Rolle von CD4" T-Zellen bei der Fibroseprogression naher zu bestimmen,
wurde zuerst die direkte anti-fibrotische Aktivitit von CD4" T-Zellen untersucht. Dazu
wurde entweder eine zunehmende Anzahl von CD3/CD28 stimulierte CD4" T-Zellen aus
gesunden Probanden oder der daraus resultierende Uberstand mit aktivierten HSC
koinkubiert. Die nachfolgende Analyse der aktiven Caspase-3 positiven HSC ergab, dass
CD4" T-Zellen nur bei sehr hohen Zellzahlen in der Lage waren, in geringem Umfang
Apoptose in HSC zu induzieren (Abbildung 15A). Der CD4" T-Zell-Uberstand hatte dagegen
Uberhaupt keinen Einfluss auf die HSC-Apoptoserate (Abbildung 15B). Dies deutet darauf

hin, dass CD4" T-Zellen nur eine geringe direkte anti-fibrotische Aktivitit haben.
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Abbildung 15: Aktivierte CD4" T-Zellen sowie CD4" T-Zell-Uberstand l6sen kaum Apoptose in
aktivierten HSC aus.

HSC (20.000) wurden mit einer zunehmenden Anzahl von CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen aus
gesunden Spendern koinkubiert und anschlieRend der Anteil der apoptotischen HSC (aktive
Caspase-3 positiv) ermittelt (n= 3) (A). Zusatzlich wurde der Uberstand der CD3/CD28 aktivierten
CD4" T-Zellen auf HSC gegeben und ebenfalls die HSC-Apoptoserate gemessen (n= 3) (B).

Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

4.4.3. Der Uberstand von CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen induziert effektiv die

anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen

Da keine direkte anti-fibrotische Aktivitidt durch CD4" T-Zellen nachgewiesen werden
konnte, wurde nun der Einfluss von CD4" T-Zellen auf die anti-HSC Aktivitat von NK-Zellen
analysiert. Wie bereits in Abschnitt 4.3. erldutert, besitzen NK-Zellen durch Apoptose-
Induktion in HSC eine direkte anti-fibrotische Aktivitat. Zu diesem Zweck wurden NK-
Zellen aus gesunden Probanden in dem Uberstand von autologen, CD3/CD28 stimulierten
CD4" T-Zellen kultiviert und im Anschluss erneut mit HSC koinkubiert. Um die Stirke der
NK-Zell-Aktivitat zu ermitteln wurde die NK-Zell-Degranulation, IFN-y Sekretion sowie die
HSC-Apoptoserate gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die Kultivierung mit CD4" T-Zell-
Uberstand in einer starken NK-Zell-Aktivierung resultierte, die dariiber hinaus mit der
Anzahl der stimulierten CD4" T-Zellen korrelierte. Dabei stieg der Anteil der CD107a und
IFN-y positiven NK-Zellen deutlich an, je mehr CD4" T-Zellen verwendet wurden. Diese

Beobachtung wurde durch die Analyse der HSC-Apoptoserate bestatigt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Der Uberstand von CD3/CD28 stimulierten CD4" T-Zellen induziert effektiv die
anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen.

NK-Zellen (100.000) aus gesunden Spendern wurden mit dem Uberstand von autologen,
CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen (80.000) stimuliert und im Anschluss mit HSC koinkubiert (E:T-
Verhaltnis 5:1). Danach wurde die Frequenz der CD107a (A) und IFN-y (B) positiven NK-Zellen
sowie die HSC-Apoptoserate (C) bestimmt (n= 3).

Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

4.4.4. CD4" T-Zellen induzieren die anti-fibrotische Aktivitit von NK-Zellen durch IL-2

Sekretion

Nachdem eine indirekte anti-fibrotische Aktivitit von CD4" T-Zellen durch die
Aktivierung von NK-Zellen nachgewiesen werden konnte, sollte nun geklart werden,
welche Faktoren hierbei involviert sind. Da bereits der CD4" T-Zell-Uberstand ausreicht,
um die NK-Zellen zu aktivieren, liel8 sich ein Zell-Zell-Kontakt vermittelter Mechanismus
ausschlieRen. Wie allgemein beschrieben, geht eine Aktivierung von CD4" T-Zellen {iber
den T-Zell-Rezeptor mit einer starken IL-2 Sekretion einher. IL-2 wiederum ist als starker

NK-Zell-Aktivator bekannt. Daher wurde die Rolle von IL-2 durch Blockierungs-
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experimente (berpriift, indem der CD4" T-Zell-Uberstand mit verschiedenen
Konzentrationen eines blockierenden IL-2 Antikdrpers versetzt wurde, bevor die NK-
Zellen damit stimuliert wurden. Es zeigte sich, dass die Zugabe des IL-2 Antikorpers
dosisabhédngig die NK-Zell-Degranulation, IFN-y Sekretion sowie die NK-Zell vermittelte

HSC Apoptose-Induktion signifikant reduzieren konnte (Abbildung 17).

A) Fk B) Fh C) *
45 4 = 754 457
3E 3 s
NS : -
g - = = s
= =z = x
= = 304 5% 904 =2 304
@ = o ==
iz o: £2
= e £2
== = - =]
£ = 154 E= 254 = = 154
E= == = 2
2 = =3
=0 =
0- 0- 0-
N N N N 5 5 Q N N S
RS MRS L N RS PN e NSNS
anti-IL2 anti-IL2 anti-IL2

Abbildung 17: Die Zugabe eines blockierenden IL-2 Antikérpers in den CD4" T-Zell-Uberstand
reduziert die anti-HSC-Aktivitdt von NK-Zellen.

Dem Uberstand von CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen (80.000) wurde vor der NK-Zell-
Stimulation verschiedene Konzentrationen eines blockierenden IL-2 Antikoérpers hinzugefiigt.
Nach der Koinkubation mit HSC (20.000) wurde die NK-Zell-Degranulation (A), IFN-y-Sekretion (B)
und HSC-Apoptoserate (C) ermittelt und mit der NK-Zell-Aktivitdit nach Stimulation mit
unblockiertem CD4" T-Zell-Uberstand verglichen (E:T-Verhéltnis 5:1; n= 4).

Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Sdulen zeigen den Mittelwert
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

Dass IL-2 tatsdchlich in der Lage ist, die anti-HSC Aktivitat von NK-Zellen zu erhéhen,
konnte mit rekombinantem IL-2 nachgewiesen werden. Hier wurde eine dosisabhangige
Aktivierung der NK-Zellen gefunden, da die Anzahl der CD107a positiven NK-Zellen sowie

der apoptotischen HSC durch IL-2 deutlich erhoht wurde (Abbildung 18).
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Abbildung 18: IL-2 induziert die anti-HSC Aktivitdt von NK-Zellen.

NK-Zellen (100.000) aus gesunden Probanden wurden vor der Koinkubation mit HSC (E:T-
Verhiltnis 5:1) mit ansteigenden Konzentrationen an rekombinantem IL-2 stimuliert, was in einer
erhohten NK-Zell-Degranulation (A) und HSC-Apoptoserate (B) resultierte (n=4).

Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der IL-2(+) CD4" T-Zellen
nach Stimulation positiv mit der NK-Zell-Degranulation oder HSC-Apoptoserate korrelierte
(Abbildung 19). Zusammen mit den IL-2 Blockierungen sowie der Stimulation mit
rekombinantem IL-2 deuten diese Ergebnisse daher auf eine entscheidende Rolle des IL-2

bei der CD4" T-Zell vermittelten anti-HSC Aktivitdt von NK-Zellen hin.
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Abbildung 19: Die Frequenz IL-2 positiver CD4" T-Zellen korreliert mit der anti-fibrotischen
Aktivitdt von NK-Zellen.

Es wurde die Frequenz der IL-2 positiven CD4" T-Zellen aus Abbildung 24A gegen die Anzahl der
CD107a positiven NK-Zellen aufgetragen, die mit dem jeweiligen CD4" T-Zell-Uberstand stimuliert
wurden (n= 12) (A). Zusatzlich wurde der Anteil der apoptotischen HSC mit der Frequenz der IL-2
positiven CD4" T-Zellen korreliert (n= 15) (B).

Fir die statistische Analyse wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet.
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Zuletzt wurden CD4" T-Zellen vor der CD3/CD28 Stimulation mit 34 Gray bestrahlt,
wodurch u.a. die Zytokinsynthese infolge der DNA-Schaden beeintrachtig wird. Nach der
Stimulation wurde entweder der intrazelluldre IL-2 Gehalt in den CD4" T-Zellen gemessen
oder der Uberstand zur NK-Zell-Kultivierung verwendet, welche dann mit HSC koinkubiert
wurden. Wie erwartet, hatte die Bestrahlung eine gestorte IL-2 Synthese sowie eine
verminderte Aktivierung der NK-Zellen zur Folge, da die Anzahl der CD107a positiven NK-

Zellen und apoptotischen HSC deutlich verringert war (Abbildung 20).
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Abbildung 20: CD4" T-Zellen, die vor der Stimulation bestrahlt wurden, besitzen eine
verminderte IL-2-Sekretion und induzieren weniger effektiv die anti-HSC Aktivitdt von NK-
Zellen.

Nach Bestrahlung mit 34 Gray wurden CD4" T-Zellen (80.000) mit CD3/CD28 gekoppelten Beads
stimuliert. Im Anschluss wurde entweder der Anteil der IL-2 positiven CD4" T-Zellen ermittelt (A)
oder NK-Zellen (50.000) mit dem resultierenden Uberstand stimuliert, welche am nachfolgenden
Tag mit HSC koinkubiert wurden (E:T-Verhaltnis 5:1; n=3) (B/C).

Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Sdulen zeigen den Mittelwert
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

4.4.5. NKG2D spielt eine entscheidende Rolle bei der CD4" T-Zell induzierten anti-

fibrotischen Aktivitat von NK-Zellen

Wie im ersten Abschnitt dieser Arbeit bereits dargelegt wurde, spielen NKG2D, TRAIL
und FasL eine wichtige Rolle bei der NK-Zell vermittelten Apoptose-Induktion in HSC.
Daher wurde nun untersucht, ob die Kultivierung von NK-Zellen mit IL-2 die Expression
dieser Proteine beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern
mit ansteigenden Konzentrationen an rekombinantem IL-2 behandelt und nachfolgend

die Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometer bestimmt. Die Messungen
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ergaben einen dosisabhdngigen Anstieg der NKG2D-Expression auf NK-Zellen, wahrend
FasL nicht durch IL-2 beeinflusst wurde. Die Expression von TRAIL war im Vergleich zu
unstimulierten NK-Zellen zwar ebenfalls erhoht, allerdings konnte auf unstimulierten NK-
Zellen kein TRAIL detektiert werden, so dass die Expression nach IL-2 Behandlung immer
noch gering war (Abbildung 21A-C). Um die Bedeutung dieser drei Faktoren zu
untermauern, wurden erneut Blockierungsexperimente durchgefiihrt, in dem
neutralisierende Antikorper vor und wahrend der Koinkubation mit IL-2 stimulierten NK-
Zellen hinzugefiigt wurden. Hierbei konnten die Ergebnisse der Expressionsanalyse
bestatigt werden, da nur die NKG2D-Blockade zu einer signifikanten Abnahme der NK-Zell
induzierten HSC Apoptose fihrte, wdhrend TRAIL und FasL im Vergleich zur

Isotypkontrolle keinen Einfluss hatten (Abbildung 21D).
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Abbildung 21: IL-2 fiihrt zu einer erh6hten NKG2D-Expression auf NK-Zellen.

NK-Zellen aus gesunden Probanden wurden mit verschiedenen IL-2 Konzentrationen kultiviert.
Nach 16h wurde die Expression von NKG2D, TRAIL und FasL mittels Durchflusszytometrie
analysiert (n= 3) (A-C). Alternativ wurden NKG2D, TRAIL und FasL blockiert (jeweils 10 pg/ml
Antikorper), wahrend die stimulierten NK-Zellen (100.000) mit HSC koinkubiert wurden (E:T-
Verhiltnis 5:1; n=6) (D).

Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Sdulen zeigen den Mittelwert
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.
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Im nichsten Schritt wurde nun der Einfluss des CD4" T-Zell-Uberstandes auf NK-Zellen
analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Kultivierung von NK-Zellen in CD4" T-Zell-
Uberstand ebenfalls zu einer Hochregulation des NKG2D-Rezeptors fiihrte, wiahrend die
Expression von FasL nicht beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu wurde TRAIL nach
Zugabe des CD4" T-Zell-Uberstandes im Vergleich zu rekombinantem IL-2 etwas stirker
exprimiert (Abbildung 22A-C). Dies spiegelte sich auch in den Blockierungsexperimenten
wieder, wo die Zugabe eines TRAIL-Antikorpers wahrend der Koinkubation zu einer
leichten, allerdings nicht signifikante Reduktion der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose
fihrte. Im Unterschied dazu bewirkte der blockierende NKG2D-Antikdrper eine

signifikante Abnahme der Apoptoserate (Abbildung 22D).
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Abbildung 22: Kultivierung von NK-Zellen in CD4* T-Zell-Uberstand fiihrt zu einer erhohten
NKG2D-Expression.

NK-Zellen aus gesunden Spendern wurden mit dem Uberstand von CD3/CD28 aktivierten CD4" T-
Zellen (80.000) kultiviert. Nach 16h wurde die Expression von NKG2D, TRAIL und FasL mit Hilfe des
Durchflusszytometers ermittelt (n= 3) (A-C). Alternativ wurden NKG2D, TRAIL und FasL blockiert
(jeweils 10 pg/ml Antikérper), wahrend die NK-Zellen (100.000) mit HSC koinkubiert wurden (E:T-
Verhiltnis 5:1; n=4) (D).

Firr die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von <
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Sdulen zeigen den Mittelwert
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.
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Da dem aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D eine entscheidende Bedeutung bei der
CD4" T-Zell vermittelten Aktivierung von NK-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde
nun nach Hinweisen gesucht, welche die in vivo Relevanz dieser Beobachtung
unterstreichen. Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang eine positive
Korrelation zwischen der Anzahl der NKG2D(+) NK-Zellen und der CD4" T-Zellzahl in HIV-
und HIV/HCV-Patienten gefunden werden (Abbildung 23A). Zusétzlich war die Frequenz
der NKG2D(+) NK-Zellen bei Patienten mit einer HIV-Mono- bzw. HIV/HCV-Koinfektion im
Vergleich zu HCV-monoinfizierten bzw. gesunden Probanden signifikant verringert

(Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Die CD4" T-Zellzahl korreliert positiv mit der Frequenz der NKG2D(+) NK-Zellen.

Es wurde die CD4" T-Zellzahl, die im Rahmen des routinemiRig durchgefiihrten
Differentialblutbildes ermittelt wurden, gegen den Anteil der NKG2D(+) NK-Zellen des jeweiligen
HIV- bzw. HIV/HCV-Patienten aufgetragen (n= 18) (A). AuBerdem wurde die prozentuale
Haufigkeit der NKG2D positiven NK-Zellen bei HCV-, HIV-, HIV/HCV-Patienten sowie gesunden
Probanden gemessen (B) (gesund: n= 16; HCV: n= 21; HIV/HCV: n= 12; HIV: n= 8).

Fir die statistische Analyse wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson bzw. der ungepaarte
t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p <
0,01; *** p <0,001. Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes
an.

61



Ergebnisse

4.4.6. CD4' T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten induzieren weniger effektiv

die anti-fibrotische Aktivitat von NK-Zellen

Zum Abschluss der Arbeit wurde die Frequenz der IL-2 positiver CD4" T-Zellen nach
CD3/CD28 Stimulation ermittelt, um mogliche Unterschiede zwischen HCV-
monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten sowie gesunden Spendern
aufzudecken. Dazu wurden periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) fiir 6h mit
CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert. AnschlieBend wurde der Anteil der IL-2 positiven
CD4" T-Zellen mittels intrazelluldrer IL-2 Farbung und Analyse im Durchflusszytometer
ermittelt. Dabei zeigte sich, dass die Frequenz der IL-2 positiven CD4" T-Zellen im
Vergleich zu HCV-monoinfizierten und gesunden Probanden bei HIV/HCV-koinfizierten
Patienten signifikant verringert war (Abbildung 24A). Im Einklang mit dieser Beobachtung
induzierten CD4" T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten weniger effektiv die anti-
fibrotische Aktivitdt von gesunden NK-Zellen als CD4" T-Zellen aus HCV-infizierten oder
gesunden Spendern (Abbildung 24B). Daruber hinaus besaRen NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten im Vergleich zu NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten eine
signifikant geringere anti-HSC-Aktivitit, wenn diese mit CD4" T-Zell-Uberstand aus
gesunden Probanden stimuliert wurden (Abbildung 24C). Interessanterweise war der
Unterschied bei der CD4" T-Zell induzierten NK-Zell-Aktivierung noch ausgepragter, wenn

die NK- und CD4" T-Zellen von der gleichen Person stammten (Abbildung 24D).
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Abbildung 24: CD4" T-Zellen aus HIV/HCV-Patienten weisen eine verminderte IL-2 Sekretion auf.
Nach Stimulation von PBMC (200.000) aus verschiedenen Patientengruppen mit CD3/CD28
gekoppelten Beads wurde die Frequenz der IL-2 positiven CD4" T-Zellen ermittelt (A) (gesund: n=
13; HCV: n= 12; HIV/HCV: n= 9). Zusatzlich wurden mit dem CD4" T-Zell-Uberstand NK-Zellen
(100.000) stimuliert, welche anschlieBend mit HSC koinkubiert wurden (E:T-Verhéltnis 5:1). Dabei
wurden entweder gesunde NK-Zellen mit dem Uberstand von aktivierten CD4" T-Zellen (80.000)
aus den verschiedenen Patientengruppen stimuliert (B) oder es wurde der Uberstand von
gesunden CD4" T-Zellen verwendet, um die NK-Zellen aus verschiedenen Patientengruppen zu
aktivieren (C). In der letzten Abbildung stammen dagegen sowohl NK-Zellen als auch CD4" T-Zellen
aus dem gleichen Spender (D) (gesund: n= 10; HCV: n= 7; HIV/HCV: n= 10).

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p < 0,05; ** p < 0,01; n.s. = nicht signifikant. Die
Saulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an.

Zuletzt sollte Uberprift werden, ob auch unstimulierte NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten eine gestorte anti-fibrotischen Aktivitat besitzen. Dazu wurden
periphere NK-Zellen aus verschiedenen Patientengruppen mit aktivierten HSC
koinkubiert. Die Messung der apoptotischen HSC ergab, dass NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten eine deutlich geringere anti-fibrotische Aktivitat besitzen, als NK-

Zellen aus HCV-monoinfizierten Probanden.
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Abbildung 25: NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten induzieren weniger effektiv
Apoptose in aktivierten HSC als NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten Probanden.

Nach Koinkubation von unstimulierten peripheren NK-Zellen (200.000) aus verschiedenen
Patientengruppen mit HSC wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazellularer aktiver
Caspase-3 Farbung ermittelt (E:T-Verhaltnis 10:1; gesund: n= 12; HCV therapienaiv: n= 24;
HIV/HCV n= 14).

Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von

< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p < 0,01. Die Saulen zeigen den Mittelwert sowie
den Standardfehler des Mittelwertes an.
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung der primaren aktivierten hepatischen Sternzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten primdren hepatischen Sternzellen (HSC) wurden
kauflich von der Firma ScienCell erworben und waren bereits in einer ganzen Reihe

93105132134 pennoch wurden die HSC

vorheriger Veroffentlichungen verwendet worden
zu Beginn charakterisiert, um die Reinheit und den aktivierten Zustand der Zellen zu
bestatigen. Als Hauptmarker flr aktivierte HSC gilt a-SMA (engl. a-smooth muscle
actin)*®3°, dessen Expression in 99 % aller HSC nachgewiesen werden konnte. Zudem
zeigten fast alle HSC eine starke Expression von al-Kollagen Typ |, ULBP-1 und 2, welche

101190 paher kann davon

ebenfalls als Marker fur aktivierte HSC beschrieben wurden
ausgegangen werden, dass die HSC einen aktivierten Phanotyp besitzen und keine

Kontaminationen mit anderen Zelltypen vorliegen.

5.2. Vergleich von LX-2 Zellen mit primadren aktivierten hepatischen
Sternzellen

Im Mausmodell konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden, dass NK-Zellen

durch Apoptose-Induktion in aktivierten HSC anti-fibrotisch wirken konnen®® %

. Dagegen
ist die Bedeutung von humanen NK-Zellen bei der Leberfibroseprogression groRtenteils
unklar, da bisherige Studien lediglich die Interaktion von NK-Zellen mit der humanen
Sternzelllinie LX-2 analysierten'®*®, die durch spontane Immortalisierung unter geringen
Serumkonzentrationen generiert wurden. Zwar besitzen LX-2 Zellen eine sehr dhnliche
Genexpression wie priméare aktivierte HSC (98,7 %)**°, allerdings konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass NK-Zellen sehr viel starker auf den Kontakt mit LX-2 als auf primare
HSC reagieren. Zudem ergab der phdnotypische Vergleich einiger wichtiger NK-Zell-
Liganden, dass LX-2 Zellen im Gegensatz zu den primaren HSC kein ULBP-1 und 2, sowie
MICA/B exprimieren. Dies ist zwar keine Erklarung fur die erhohte NK-Zell-Zytotoxizitat,
da es sich hierbei um Liganden fir den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D handelt'*?,
deutet jedoch entscheidende Unterschiede dieser beiden Zellarten an. Aus diesem Grund

wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit nur noch primare aktivierte HSC verwendet, um

der in vivo Situation moglichst nahe zu kommen.
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5.3. Einfluss einer HCV-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit
primaren aktivierten hepatischen Sternzellen

Im Rahmen dieses Projektes sollte die Frage geklart werden, ob humane NK-Zellen
ebenfalls in der Lage sind, Apoptose in aktivierten HSC zu induzieren und somit anti-
fibrotisch zu wirken. Zusatzlich sollte der Einfluss einer HCV-Infektion auf die anti-
fibrotische Aktivitat ermittelt werden.

Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen nach Kontakt mit HSC eine signifikant erhohte
CD107a Expression aufwiesen, unabhdngig davon, ob die NK-Zellen aus gesunden oder
HCV-infizierten Probanden stammen. Der Kontakt mit HSC fihrt somit zu einer
Aktivierung der NK-Zellen, wobei eine HCV-Infektion wenig Einfluss auf die Starke der
Aktivierung hat. Allerdings induzierten NK-Zellen aus behandlungsnaiven HCV-Patienten
wesentlich effektiver Apoptose in HSC als NK-Zellen aus gesunden Spendern oder aus
ehemaligen HCV-Patienten, die eine erfolgreiche HCV-Therapie hinter sich hatten. Dies
deutet auf einen HCV-spezifischen Effekt hin, der durch die Abwesenheit des Virus
aufgehoben wird.

Da der direkte Kontakt mit HCV-Virionen keine Auswirkungen auf die NK-Zell-Aktivitat

hat142

, scheinen die NK-Zellen durch einen indirekten Mechanismus beeinflusst zu
werden. In diesem Zusammenhang konnte Ahlenstiel et al. kiirzlich zeigen, dass eine HCV-
Infektion zu einem polarisierten, zytotoxischen NK-Zell-Phdnotyp aufgrund der
chronischen Exposition mit IFN-a fuhrt®®. Das IFN-a stammt hierbei wahrscheinlich aus
HCV-infizierten Hepatozyten und dendritischen Zellen und bewirkt eine erhéhte TRAIL-
Expression auf NK-Zellen®. Interessanterweise konnte die Bedeutung von IFN-a bei der
anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitdt auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden, da NK-
Zellen aus HCV-Patienten, die aktuell eine Therapie mit pegyliertem IFN-a erhielten, am
effektivsten Apoptose in HSC induzierten. Darliber hinaus fihrte die Stimulation von
gesunden NK-Zellen mit rekombinantem IFN-a zu einer gesteigerten anti-fibrotischen
Aktivitat. Dies konnte eine Erklarung sein, warum die Behandlung mit IFN-a im Rahmen

143-145

einer HCV-Therapie zu einer deutlichen Verbesserung der Leberfibrose fihrt , selbst

wenn die Patienten weiterhin virdmisch bleiben'****’,
Zusatzlich konnte der Einfluss des Todesliganden TRAIL bei der anti-HSC-Aktivitat

durch NK-Zellen verifiziert werden. So exprimieren aktivierte HSC den fiir die Apoptose-
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Induktion notwendigen TRAIL-Rezeptor Il, der durch Zugabe von rekombinantem TRAIL
aktiviert wurde und den Apoptoseprozess in HSC ausloste. Zudem filihrte die Stimulation
mit rekombinantem IFN-a auf gesunden NK-Zellen zu einer Hochregulation der TRAIL-
Expression. Im Einklang mit dieser Beobachtung konnte durch Zugabe eines
blockierenden TRAIL-Antikorpers die Apoptose-Induktion in HSC durch IFN-a-stimulierte
NK-Zellen signifikant gehemmt werden. Allerdings war dieser Effekt bei den in vitro
stimulierten NK-Zellen wesentlich deutlicher, als bei den NK-Zellen aus HCV-Patienten, so
dass hier weitere Faktoren eine Rolle spielen miissen. Dennoch scheint IFN-a eine starke
anti-fibrotische Wirkung zu besitzen, die durch eine erhéhte TRAIL-Expression auf NK-
Zellen vermittelt wird.

Der Einfluss einer HCV-Infektion auf die TRAIL-Expression wird dagegen kontrovers
diskutiert. So wurde zum einen eine gesteigerte TRAIL-Expression sowie eine erhohte
Frequenz an TRAIL positiven peripheren NK-Zellen bei HCV-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden gefunden, wobei die korrespondierenden intrahepatischen NK-
Zellen TRAIL noch starker exprimiertengl. Anderseits fand eine aktuelle Studie eine
reduzierte intrahepatische Frequenz an TRAIL positiven NK-Zellen bei einer HCV-
Infektion95, so dass weiterhin unklar ist, wie TRAIL durch eine HCV-Infektion beeinflusst
wird. Allerdings stimmen alle Studien darin Gberein, dass die Behandlung mit IFN-a die
zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen infolge der erhohten TRAIL-Expression

8919 \vodurch die hier gemachte Beobachtung, dass NK-Zellen aus IFN-a

verstarkt
behandelten Patienten die starkste anti-fibrotische Aktivitat aufwiesen, untermauert
wird.

Eine Beteiligung von Ribavirin, welches neben IFN-a zur Standardtherapie einer HCV-
Infektion zahlt, bei der Induktion der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitdt ist eher
unwahrscheinlich, da Ribavirin keinen Einfluss auf die TRAIL-Expression hat®. Dennoch
kénnte Ribavirin die anti-fibrotische Aktivitat Gber einen anderen Mechanismus
beeinflussen, der hier aber nicht weiter untersucht wurde.

Aufgrund der Blockierungsexperimente mit einem TRAIL-Antikorper, die eine
signifikante, aber nicht vollstandige Hemmung der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose

ergaben, wurde die Bedeutung von weiteren Faktoren analysiert. Da eine starke

Expression von Fas auf aktivierten HSC nachgewiesen werden konnte, wurde FasL auf NK-
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Zellen aus HCV-Patienten wahrend der Koinkubation mit HSC blockiert. Dabei zeigte sich,
dass FasL ebenfalls bei der Apoptose-Induktion in HSC involviert ist, auch wenn die
Zugabe von rekombinantem FasL nur bei hohen Dosen Apoptose in HSC induzierte. Dies
konnte damit zusammenhangen, dass FasL auf einer Oberflache gebunden sein muss, um
eine effektive Trimerisierung des Fas-Rezeptors zu ermoglichen, wodurch dann der
Apoptoseprozess in den Zellen ausgel6st wird.

Neben TRAIL spielte im Mausmodell auch der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKG2D
sowie die Granzym vermittelte Apoptose-Induktion in aktivierten HSC eine Rolle®1%°
Darliber hinaus war IFN-y in der Lage, durch einen STAT-1 (engl. signal transducer and
activator of transcription 1) abhingigen Mechanismus, Apoptose in HSC auszulésen®.
Allerdings konnten nach der Koinkubation mit HSC nur sehr wenige IFN-y positive NK-
Zellen detektiert werden, so dass dieser Signalweg eine eher untergeordnete Rolle
spielen dirfte. Im Gegensatz dazu wurde eine erhohte NK-Zell-Degranulation (CD107a)
nach Koinkubation mit HSC gemessen, was fiir eine Apoptose-Induktion in den HSC durch
den Granzym-vermittelten Signalweg spricht137. Dass hierfiir die Aktivierung der NK-Zellen
Uber den aktivierenden Rezeptor NKG2D induziert wird, konnte durch die Blockade von
NKG2D gezeigt werden, welche zu einer fast kompletten Reduktion der NK-Zell-
Degranulation fiihrte. AuRerdem ergab die Blockade von NKG2D auf NK-Zellen aus HCV-
infizierten Patienten und IFN-a stimulierten NK-Zellen eine verringerte Apoptose-
Induktion in HSC. Zusatzlich konnten durch den Nachweis von ULBP-1 und 2 sowie
MICA/B bestatigt werden, dass die Liganden von NKG2D auf aktivierten HSC exprimiert
werden.

Auf Grundlage dieser Beobachtung kénnte eine HCV-induzierte Hochregulation von
NKG2D auf NK-Zellen eine mogliche Erklarung fir die starkere anti-fibrotische Aktivitat
von NK-Zellen aus HCV-Patienten sein. Allerdings ist die Rolle von NKG2D im Rahmen
einer HCV-Infektion bisher nur sehr uneinheitlich beschrieben und beschrankt sich meist
auf die Analyse von peripheren NK-Zellen. So wurde eine niedrigere NKG2D-Expression
auf peripheren NK-Zellen aus HCV-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
gefunden, wobei die korrespondierenden intrahepatischen NK-Zellen mehr NKG2D

148,149

exprimierten . Dagegen zeigten andere Studien eine hohere Frequenz an peripheren

NKG2D positiven NK-Zellen, sowie eine starkere NKG2D-Expression infolge einer HCV-
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90,95,150

Infektion, die intrahepatisch sogar noch einmal erhéht war . Keine Veranderung der

NKG2D-Expression auf NK-Zellen wurde ebenfalls bei HCV-Patienten beschrieben und

131152 pieser Befund kénnte eine

konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden
Erklarung liefern, warum die Unterschiede bei der NKG2D-vermittelten NK-Zell-
Degranulation zwischen gesunden und HCV-Probanden nur sehr gering ausfallen.
Dennoch scheint NKG2D eine wichtige Rolle bei der NK-Zell-induzierten HSC Apoptose zu
spielen.

Interessanterweise ergab die kombinierte Blockierung von TRAIL, FasL und NKG2D
zwar die starkste, aber keine komplette Hemmung der anti-fibrotischen Aktivitat von NK-
Zellen, so dass hier weitere Faktoren eine Rolle spielen missen. In diesem
Zusammenhang fanden zwei aktuelle Studien eine Beteiligung des NKp46-Rezeptors bei
der anti-HSC Aktivitit von NK-Zellen®™'%’. Bei NKp46 handelt es sich um einen
aktivierenden NK-Zell-Rezeptor, der zur Gruppe der NCRs (engl. natural cytotoxicity
receptors) gehort und fast ausschlieRBlich auf NK-Zellen exprimiert wird. Dariiber hinaus
wurde die Bedeutung von NKp46 weiter untermauert, in dem der NKp46-Ligand auf
aktivierten HSC nachgewiesen werden konnte”’.

Zum Abschluss wurde die in vivo Relevanz der HCV-induzierten anti-fibrotischen
Aktivitdt von NK-Zellen untersucht. Allerdings konnten aufgrund der begrenzten
Verfligbarkeit von Lebergewebe nur intrahepatische NK-Zellen von drei HCV-Patienten
untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass auch intrahepatische NK-Zellen eine
starke anti-HSC Aktivitat aufweisen. Zusatzlich wurde eine Kolokalisierung von a-SMA und
aktiver Caspase-3 in Gewebeschnitten aus HCV-infizierten Lebern gefunden, was darauf
hindeutet, dass apoptotische HSC tatsdchlich in der Leber von HCV-Patienten
vorkommen. In diesem Zusammenhang stellte Gonzalez et al. eine inverse Korrelation des
Fibrosegrades mit der Anzahl der intrahepatischen apoptotischen HSC™>® fest. Die
Progression einer Leberfibrose scheint also mit einer verminderten Apoptose-Induktion in
HSC einherzugehen, die durch eine reduzierte NK-Zell-Aktivitat verursacht werden
konnte. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit eine geringere anti-HSC-Aktivitat von
NK-Zellen gemessen, wenn die NK-Zellen aus Patienten mit einer F3/F4-Fibrose stammen.

NK-Zellen aus Patienten mit keiner oder geringer Fibrose waren dagegen wesentlich

effektiver bei der Apoptose-Induktion in HSC, wodurch die Fibrose-Entstehung verzogert
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werden konnte. Zu einem dhnlichen Ergebnis kam eine andere Studie, die ebenfalls eine
inverse Korrelation der zytolytischen NK-Zell-Aktivitat gegen K562-Zellen und dem
Fibrosegrad fand®*.

Im Gegensatz dazu scheint IFN-a diesen Effekt aufzuheben, da der Fibrosegrad bei
IFN-a therapierten Patienten nicht mehr mit der NK-Zell Aktivitdt korreliert. Dies
unterstreicht erneut die starke anti-fibrotische Wirkung von IFN-a.

Die Ursachen fir den Verlust der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitdit wahrend der
Fibroseprogression sind dagegen unklar und wahrscheinlich durch mehrere Faktoren
induziert. Eine Studie von Muhanna et al. schldgt eine Hochregulation der inhibitorischen
Rezeptoren auf NK-Zellen als moglichen Mechanismus einer verringerten NK-Zell-Aktivitat
vor, da hier ein Trend zu einer hoheren NKG2A-Expression auf NK-Zellen bei Patienten mit
einer fortgeschrittenen Fibrose festgestellt wurde'®. Eine gesteigerte Frequenz an NKG2A
positiven NK-Zellen infolge einer HCV-Infektion konnte auch in einer friiheren Arbeit
demonstriert werden™. Dariiber hinaus konnte eine Akkumulation von funktionell
gestorten NK-Zellen in der Leber auftreten, wie es Eisenhardt et al. nachweisen konnte.
Hier war eine erhdhte Anzahl an CXCR3(+) CD56°8" NK-Zellen in der Leber, die eine
verminderte anti-HSC-Aktivitdt infolge einer HCV-Infektion aufwiesen, mit einer
fortgeschrittenen Fibrose assoziiert'®>. Eine weitere mogliche Erklarung fur die reduzierte
NK-Zell-Aktivitat liefert Jeong et al., der in seiner Studie belegen konnte, dass im Vergleich
zu friih aktivierten HSC, intermediar aktivierte HSC groBe Mengen an TGF-B produzieren,
welches als starker Inhibitor von NK-Zell-Funktionen bekannt ist'®*>>"°°,
Dementsprechend wurde eine verringerte Apoptose-Induktion in intermediar aktivierten
HSC durch NK-Zellen gemessen, die durch einen blockierenden Antikorper gegen TGF-B

aufgehoben werden konnte'®®

. Daneben fihrt TGF-B nicht nur zu einer Hemmung der
anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitat, sondern auch zu einer Aktivierung von ruhenden
HSC"’, so dass TGF-P eine starke pro-fibrotische Wirkung besitzt.

Neben dem Verlust der anti-fibrotischen Aktivitdit von NK-Zellen spielen
wahrscheinlich auch Verdnderungen in den HSC, die zu einer Resistenz gegeniiber
Apoptose-induzierenden Signalen fiihren, eine wichtige Rolle bei dem Fortschreiten der

Leberfibrose. So waren im Mausmodell nur friih aktivierte HSC empfanglich fur die

Apoptosesignale von NK-Zellen, wahrend in voll aktivierte HSC keine Apoptose durch NK-
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Zellen ausgelost werden konnte. Dies konnte mit dem Abbau des Vitamin A in
Zusammenhang stehen, da hierdurch die Expression der NKG2D-Liganden REA-1 (engl.
retinoic acid inducible gene 1) induziert wird. Durch den Verlust des Vitamin A wird auf
voll aktivierten HSC kein REA-1 exprimiert, so dass die NK-Zellen nicht mehr aktiviert

101

werden™ . Zusatzlich fuhrt die Phagozytose von apoptotischen Zellvesikeln durch HSC zu

einer Resistenz gegeniber der FasL und TRAIL induzierten Apoptose in aktivierten HSC™ 8,

All diese Befunde deuten auf ein komplexes Zusammenspiel von verschiedensten
Faktoren hin, die bei der Entstehung einer Leberfibrose eine Rolle spielen. Aullerdem
liefern diese Studien eine mogliche Erklarung dafiir, warum die meisten HCV-Patienten
eine Leberfibrose entwickeln, obwohl die NK-Zellen, zumindest zu Beginn der Erkrankung,
eine starke anti-fibrotische Aktivitat besitzen.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt der Arbeit gezeigt werden, dass NK-
Zellen aus HCV-infizierten Patienten effektiv Apoptose lber einen NKG2D, TRAIL und FasL
abhangigen Signalweg in aktivierten HSC induzieren. Dabei war die anti-fibrotische
Aktivitat bei Patienten mit einer fortgeschrittenen Fibrose deutlich weniger effizient als
bei Patienten, die keine Anzeichen einer Leberfibrose aufwiesen. Zusatzlich bewirkt die
Behandlung mit IFN-a eine starke Zunahme der anti-HSC Aktivitdt von NK-Zellen, die
durch eine Hochregulation des TRAIL-Liganden auf NK-Zellen ausgelost wird. Diese

Beobachtung liefert eine mogliche Erklarung, iber welche Mechanismen IFN-a die oft

beschriebene anti-fibrotische Wirkung entfaltet.
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5.4. Die Bedeutung von CD4" T-Zellen auf die anti-fibrotische Aktivitit

von NK-Zellen im Rahmen der HIV/HCV-Koinfektion

In einer Reihe von Studien konnte bisher gezeigt werden, dass eine Koinfektion mit
HIV zu einer beschleunigten Progression der HCV-induzierten Leberfibrose fuhrt®*8,
Dabei scheint der HIV-assoziierte Verlust der CD4" T-Zellen mit einem schnelleren Verlauf

38,4452 Allerdings ist bisher

sowie einer fortgeschrittenen Leberfibrose einherzugehen
unklar, durch welche Mechanismen CD4" T-Zellen die Entwicklung einer Leberfibrose
beeinflussen kdnnen. Daher beschaftigt sich der letzte Abschnitt dieser Dissertation mit
dem Einfluss der CD4" T-Zellen auf die Fibroseprogression im Rahmen einer HIV/HCV-
Koinfektion.

Wie bereits im Abschnitt 5.3 dargelegt, besitzen NK-Zellen durch Apoptose-Induktion
in aktivierten HSC eine anti-fibrotische Aktivitat. Aus diesem Grund wurde zundchst
untersucht, ob CD4" T-Zellen ebenfalls in der Lage sind, Apoptose in aktivierten HSC zu
induzieren und somit direkt anti-fibrotisch zu wirken. Allerdings I6ste der Uberstand von
CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen keine Apoptose in den HSC aus. Dagegen ergab die
Koinkubation von CD3/CD28 aktivierten CD4" T-Zellen mit HSC zumindest bei hohen
Zellzahlen eine leichte Zunahme der apoptotischen HSC. Dieser Effekt ist wahrscheinlich
nicht auf die anti-HSC Aktivitidt von CD4" T-Zellen zuriickzufiihren, sondern beruht auf der
Kontamination mit NK-Zellen. Da in diesem Versuch sehr hohe Zellzahlen eingesetzt
wurden, haben selbst geringe Verunreinigungen mit NK-Zellen (Kontrollmessungen
ergaben einen NK-Zell-Anteil von max. 0,5 %) nach der CD4" T-Zell-Isolation eine
signifikante Auswirkung auf die Apoptose-Induktion in HSC. Daruber hinaus produzieren
die CD3/CD38 stimulierten CD4" T-Zellen sehr groRe Mengen an IL-2, wie im weiteren
Verlauf der Arbeit gezeigt wurde, wodurch die vorhandenen NK-Zellen stark aktiviert
werden. Daher scheinen CD4" T-Zellen keine oder zumindest nur eine sehr geringe direkte
anti-fibrotische Aktivitat zu besitzen, so dass der Einfluss auf die Fibroseprogression tber
einen indirekten Mechanismus vermittelt werden muss.

In diesem Zusammenhang zeigte Fehniger et al. bereits vor einigen Jahren, dass CD4"
T-Zellen Uber einen IL-2 vermittelten Mechanismus in der Lage sind, die NK-Zell-Aktivitat

159

zu stimulieren™". Diese Beobachtung konnte in den darauffolgenden Jahren in mehreren

160-166

Studien bestatigt werden Interessanterweise fand Vargas-Inchaustegui et al.
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kiirzlich erneut eine IL-2 abhdngige Aktivierung der NK-Zell-Funktionen durch Antigen-
spezifische CD4" T-Zellen in einem SIV (simianes Immundefizienz-Virus)-
Infektionsmodell*®’. Die NK/CD4" T-Zell-Interaktion scheint also ebenfalls im Rahmen
einer HIV-Infektion aufzutreten.

Aufgrund dieser Beobachtungen ist es von besonderem Interesse, dass NK-Zellen eine
anti-fibrotische Aktivitdt besitzen, wie es bereits in dieser Dissertation (Abschnitt 5.3)
sowie in einer ganzen Reihe weiterer Studien demonstriert werden konnte®*987105:107,
Daher wire die CD4" T-Zell-vermittelte Regulation der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitat
ein moglicher Mechanismus, wie CD4" T-Zellen die Fibroseprogression modulieren
kdnnten.

Tatsdchlich konnte eine verstarkte anti-HSC-Aktivitdt von NK-Zellen beobachtet
werden, nachdem diese mit dem Uberstand von CD3/CD28 stimulierten CD4" T-Zellen
inkubiert wurden. Dabei korreliert die NK-Zell-Aktivitat mit der Anzahl der eingesetzten
CD4" T-Zellen, so dass von einem spezifischen Effekt ausgegangen werden kann. Die NK-
Zell-Stimulation erfolgte hierbei durch einen kontaktunabhdngigen, IL-2 vermittelten
Mechanismus, wie anhand von verschiedenen Ergebnissen bestatigt werden konnte. So
fihrte die Stimulation von NK-Zellen mit rekombinantem IL-2, genau wie der CD4
Uberstand, zu einem dosisabhingigen Anstieg der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose.
Zudem konnte durch die Zugabe eines blockierenden IL-2 Antikérpers in den CD4" T-Zell-
Uberstand die NK-Zell-Aktivierung signifikant gehemmt werden. Dariiber hinaus
korrelierte die Frequenz der IL-2(+) CD4" T-Zellen positiv mit der anti-fibrotischen NK-Zell-
Aktivitit. Zuletzt konnte durch Bestrahlung der CD4" T-Zellen, die infolge der DNA-
Fragmentierung keine Zytokine mehr synthetisieren kdnnen, eine deutlich reduzierte NK-
Zell-Stimulation durch CD4" T-Zellen gemessen werden. All diese Befunde sprechen fiir
eine entscheidende Rolle von IL-2 bei der CD4" T-Zell vermittelten Regulation der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivitat. Allerdings fiihrte die Neutralisation von IL-2 im CD4" T-Zell-
Uberstand nicht zu einer kompletten Aufhebung der anti-HSC-NK-Zell-Aktivitit, was auf
eine unzureichende Blockierungseffizienz des Antikdrpers oder die Beteiligung von
weiteren Zytokinen hindeutet. Da aktivierte CD4" T-Zellen neben IL-2 eine ganze Reihe
von verschiedenen Zytokinen sekretieren'>'®® kann ein Mitwirken von anderen Faktoren

nicht ausgeschlossen werden.
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Wie bereits in Abschnitt 5.3 dargelegt, sind der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKG2D
sowie die Todesliganden TRAIL und FasL bei der Apoptose-Induktion in HSC involviert.
Daher wurde die Bedeutung dieser Faktoren bei der CD4" T-Zell vermittelten NK-Zell-

169170 Lonnte eine

Aktivierung untersucht. Im Einklang mit friiheren Studien
Hochregulation von NKG2D auf NK-Zellen gemessen werden, wenn diese mit
rekombinantem IL-2 oder CD4" T-Zell-Uberstand behandelt wurden. Zusatzlich wurde die
Bedeutung von NKG2D mit Hilfe von Blockierungsexperimenten untermauert, die zu einer
deutlichen Reduktion der CD4" T-Zell induzierten anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitit
fihrten. Einen Hinweis fir die in vivo Relevanz der CD4" T-Zell vermittelten NKG2D
Expression auf NK-Zellen lieferte die Frequenz der NKG2D(+) NK-Zellen und die Anzahl der
CD4" T-Zellen in HIV- und HIV/HCV-infizierten Patienten, welche positiv miteinander
korrelierten.

Die Rolle von TRAIL ist dagegen weniger eindeutig. Zwar fihrte die Inkubation mit
rekombinantem IL-2 oder CD4" T-Zell-Uberstand zu einer erhéhten TRAIL-Expression auf
NK-Zellen, die jedoch im Vergleich zur Stimulation mit IFN-a relativ gering ausfallt.
AuBerdem ergab die Blockierung von TRAIL im Vergleich zum Isotypen keine signifikante
Reduktion der anti-HSC-Aktivitat von NK-Zellen, so dass TRAIL wahrscheinlich eher eine
untergeordnete Rolle bei der NK-Zell-Stimulation durch CD4" T-Zellen spielt. Keinen
Einfluss diirfte dagegen FasL haben, da weder die Expression durch den Uberstand erhoht
wurde, noch die Blockierungen mit einem Antikdrper eine Verminderung der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivitat erbrachte.

Zuletzt wurde der Fragestellung nachgegangen, in wieweit eine HIV/HCV-Koinfektion
die CD4" T-Zell vermittelte NK-Zellen-Aktivierung beeintrichtigt. In  diesem
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass eine HIV-Monoinfektion mit einer
verminderten IL-2 Sekretion bei CD4" T-Zellen nach Stimulation mit PHA

17L172 - Allerdings scheint

(Phytohemagglutinin) oder LPS (Lipopolysaccharid) einhergeht
auch eine HIV/HCV-Koinfektion mit einer reduzierten IL-2 Sekretion verbunden zu sein, da
nach CD3/CD28 Stimulation die Frequenz der IL-2(+) CD4" T-Zellen signifikant geringer
war als bei CD4" T-Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten und gesunden Probanden.
Dementsprechend waren CD4" T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten weniger

effektiv, die anti-fibrotische Aktivitat von gesunden NK-Zellen zu stimulieren, als CD4" T-
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Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten und gesunden Spendern. Interessanterweise
besaRen NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten die geringste anti-fibrotische
Aktivitit der drei untersuchten Gruppen, wenn diese mit dem Uberstand von gesunden
CD4" T-Zellen inkubiert wurden. Im Einklang damit ergab die ex vivo Analyse von
unstimulierten NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten, dass diese deutlich
weniger effizient Apoptose in HSC ausldsten, als NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten
Probanden. Daher scheinen neben den CD4" T-Zellen auch zusétzlich die NK-Zellen infolge
einer HIV/HCV-Koinfektion funktionell gestort zu sein, wie es zumindest fiir eine HIV-

Monoinfektion mehrfach beschrieben wurde'’*™’>

. Die beschleunigte Fibroseprogression
infolge einer HIV/HCV-Koinfektion diirfte also nicht nur auf den Verlust und die gestorte
IL-2 Sekretion von CD4" T-Zellen zuriickzufiihren sein, sondern auch durch eine
verminderte NK-Zell-Aktivitat verursacht werden.

Zusammenfassend konnte in dem letzten Teil dieser Dissertation dargelegt werden,
dass CD4" T-Zellen in der Lage sind, die anti-fibrotische Aktivitdt von NK-Zellen tber eine
IL-2 abhangige Hochregulation von NKG2D zu stimulieren. Darlber hinaus wurde eine
gestorte IL-2 Sekretion bei CD4" T-Zellen infolge einer HIV/HCV-Koinfektion beobachtet,
die mit einer verminderten Stimulation der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivitat einherging.
Daher kdnnte der HIV-assoziierte Verlust von CD4" T-Zellen sowie die reduzierte IL-2
Sekretion zu einer beschleunigten Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion
beitragen. AuBerdem konnte damit erstmalig eine mogliche Erklarung geliefert werden,

warum die CD4" T-Zellzahl mit der Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion

assoziiert ist.
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Abkirzungsverzeichnis

7. Abkiirzungsverzeichnis

ADCC antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxozitat (engl. antibody

dependent cell-mediated cytotoxicity)

AIDS erworbenes Immunschwachesyndrom (engl. acquired immune
deficiency syndrome)

ALT Alanin-Aminotransferase

APC Allophycocyanin

ART antiretrovirale Therapie

o-SMA engl. a-smooth muscle actin

AST Aspartat-Aminotransferase

BFA Brefeldin A

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumine)

bzw. beziehungsweise

CAD Caspase-aktivierte DNAse

Caspasen Cystein abhangige Aspartat-spezifische Proteasen

cDNA komplementdre DNA (engl. complementary DNA)

CD engl. cluster of differentiation

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester

cm Zentimeter

CXCR CXC-Chemokin-Rezeptor

Da Dalton

DMEM engl. Dulbecco's modified eagle's medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

engl. englisch

E:T-Verhaltnis Effektor:Target-Verhaltnis

etal. und andere (/at. et aliter)

FACS fluoreszenzaktivierter Zellsortierer (engl. fluorescence activated
cell sorting)

FasL Fas-Ligand

FCS fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)
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Abkirzungsverzeichnis

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FSC Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter)

g Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

gp Glykoprotein

GT Glutamyl-Transferase

h Stunde

HAART hochaktive antiretrovirale Therapie

HBV Hepatitis B-Virus

HCC Hepatozelluldres Karzinom (engl. hepatocellular carcinoma)
HCV Hepatitis C-Virus

HIV humanes Immundefizienz-Virus

HLA humanes Leukozyten-Antigen

HSC hepatische Sternzellen

IFN Interferon

IL Interleukin

iTreg induzierten regulatorischen T-Zellen

U internationale Einheiten (engl. international units)

K Kilo

KIR immunglobulindhnliche Killerzellenrezeptoren (engl. killer cell

immunglobulin like receptors)

I Liter

LAMP-1 Lysosomen assoziiertes Membran-Protein-1

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

m Milli, Meter

I Mikro

MACS magnetischer Zellsortierer (engl. magnetic activated cell sorter)

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompa-
tibility complex)

min Minute

MMP Matrixmetalloproteinasen
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Abkirzungsverzeichnis

MSM

NCR

NK-Zellen
NKT-Zellen
n.s.

oD

p

PARP
PBMC

PBS

PCR
PE
PerCP
PFA
pH
PHA
PRR

RBV
REA
RFI
rh
RNA
RT

SEM

Geschlechtsverkehr unter Mannern (engl. men who have sex with
men)

nano, Anzahl

natlrliche Zytotoxizitatsrezeptoren (engl. natural cytotoxicity
receptors)

naturliche Killerzellen

naturliche Killer-T-Zellen

nicht signifikant

optischen Dichte

statistische Wahrscheinlichkeit

Poly-ADP-Ribose-Polymerase

periphere mononukledre Blutzellen (engl. peripheral blood
mononuclear cells)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (engl. phosphate buffered
saline)

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein

Paraformaldehyd

lat. potentia Hydrogenii

Phytohemagglutinin

Muster-Erkennungsrezeptoren  (engl.  pattern  recognition
receptors)

Ribavirin

Retinolsdure- induziertes Gen (engl. retinoic acid inducible gene)
relative Fluoreszenzintensitat

rekombinant human

Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Sekunde

Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of mean)
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Abkirzungsverzeichnis

SIV

SSC

STAT

SVR

TIMP

TGF

TNF
TRAIL

TUNEL

ULBP1-6
w/v

z.B.

°C

simianes Immundefizienz-Virus

Seitwartsstreulicht (engl. side scatter)

Signaltransduzierer und Transkriptionsaktivierer (engl. signal
transducer and activator of transcription 1)

dauerhaftes virologisches Ansprechen (engl. sustained virological
response)

Gewebe-Inhibitoren von Metalloproteinasen (engl. tissue
inhibitors of metalloproteinases)

transformierender Wachstumsfaktor (engl. transforming growth
factor)

Tumornekrosefaktor

TNF-verwandter Apoptose-induzierender Ligand (engl. TNF-
related apoptosis inducing ligand)

engl. TdT-mediated dUTP nick end labelling

Unit(s), Einheit von Enzymaktivitat

UL16 bindendes Protein 1-6

Gewicht pro Volumen (engl. weight per volume)

zum Beispiel

Grad Celsius
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