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1 ZUSAMMENFASSUNG

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) spielen als wichtiger Bestandteil des innaten
Immunsystems eine zentrale Rolle bei Viruserkrankungen, so auch der Hepatitis C
Virus (HCV)- und der Humanes Immundefizienzvirus (HIV)-Infektion. Ihre antiviralen
Eigenschaften tUben sie durch die Sekretion von Zytokinen, die die Virusreplikation
hemmen, sowie durch das Abtéten virusinfizierter Zellen aus. Des Weiteren kdnnen
sie bei der HCV-Infektion aktivierte hepatische Sternzellen abtdten und so die
Fibrogenese hemmen.

Alle Studien, die bisher Uber NK-Zellen bei der HCV- oder der HIV-Infektion
veroffentlicht wurden, wurden bei atmosphéarischen Sauerstoffbedingungen
durchgefihrt. Im Korper herrschen jedoch niedrigere Sauerstoffkonzentrationen vor.
So geht man z.B. in Milz und Lymphknoten von 2 bis 5% O, und in der Leber von
durchschnittlich 5% O, aus. Bei einer Entzindung kann die Konzentration weiter
verringert sein. Da der priméare Wirkungsort der NK-Zellen bei der HCV-Infektion die
Leber bzw. bei der HIV-Infektion die sekundaren lymphatischen Organe ist, sind
Untersuchungsbedingungen von 20% O, vermutlich als hyperoxisch und damit
unphysiologisch zu bewerten.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, inwieweit physiologische
Sauerstoffbedingungen einen Einfluss auf die NK-Zellaktivitat bei der HCV- (erster
Teil der Arbeit) und bei der HIV-Infektion (zweiter Teil) besitzen.

Im ersten Teil der Arbeit zeigte sich, dass die antivirale Aktivitat von NK-Zellen von
HCV-Patienten im Gegensatz zu der von Gesunden bereits bei physiologischen
Sauerstoffkonzentrationen (5% O,) gehemmt wurde. Bei simulierten Entziindungs-
bedingungen (1% O,) sank die antivirale Aktivitat weiter. Dies war begleitet von einer
verminderten IFNy-Sekretion und einer verringerten Expression der NK-
Zellrezeptoren NKp46 und NKG2D. Intrahepatische NK-Zellen von HCV-Patienten
zeigten ahnliche Eigenschaften. Nach Inkubation in Hypoxie zeigten HCV-NK-Zellen
eine nur schwache Hochregulation von Glykolysegenen im Vergleich zu gesunden
NK-Zellen. Diese nicht ausreichende metabolische Anpassung an sauerstoffarme
Bedingungen konnte eine Ursache fir die starkere Empfindlichkeit der antiviralen

Aktivitdt von HCV-NK-Zellen gegenluber Hypoxie sein. Somit konnte das Mikromilieu
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der Leber, das im Laufe der Infektion entziindungsbedingt immer sauerstoffarmer
wird, und die dadurch verursachte NK-Zellhemmung fir die hohe
Chronifizierungsrate in der HCV-Erkrankung mitverantwortlich sein.

Interessanterweise war — im Gegensatz zur antiviralen Aktivitdt — die antifibrotische
NK-Zellaktivitat weder bei Gesunden noch bei HCV-Patienten durch Hypoxie

verandert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HIV-
Infektion untersucht. Die HIV-NK-Zellen wiesen im Vergleich zu gesunden Zellen
nach Inkubation in Hypoxie eine verminderte Expression der aktivierenden
Rezeptoren NKp46 und NKG2D auf. Die IFNy-Produktion hingegen war sowohl bei
Gesunden wie auch bei HIV-Patienten verringert. Ausschliel3lich bei HIV-Patienten
ohne Therapie zeigte sich eine verminderte Fahigkeit zur metabolischen Anpassung
wahrend der Inkubation in Hypoxie. Da die hypoxiebedingten funktionellen
Einschrankungen jedoch nicht nur diese Patientengruppe betrafen, ist die nicht
ausreichende Hochregulation der Glykolyse vermutlich nicht die alleinige Ursache fir
diese. Um ein tieferes Verstandnis tber den Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen in

der HIV-Infektion zu gewinnen, sind also noch weitere Untersuchungen nétig.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen lber den Einfluss von Hypoxie
auf NK-Zellen bei der HCV- und der HIV-Infektion zeigen, dass die
Sauerstoffkonzentration einen entscheidenden Einfluss auf zahlreiche NK-Zell-
Funktionen austbt. In zukinftigen Arbeiten sollte diese starker als bisher bei der
Planung von Versuchsaufbauten bertcksichtigt werden, um die Fehlinterpretation
von Ergebnissen durch eine unphysiologische Umgebung zu verhindern.
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2 EINLEITUNG

2.1 Die Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein RNA-Virus, welches Hepatozyten infiziert und
eine Leberentztiindung hervorrufen kann. Es wurde 1989 erstmals im Plasma eines
Patienten identifiziert'. Zuvor war die unbekannte Form der Hepatitis als ,virale Non-
A-non-B-Hepatitis“ bezeichnet worden, da flr diese beiden Viren bereits
diagnostische Tests zur Verfigung standen. Weltweit sind ca. 130 bis 150 Millionen
Menschen mit HCV infiziert?.

2.1.1 Krankheitsverlauf und Therapie

Die Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus erfolgt hauptsachlich Uber direkten
Blutkontakt. So sind oder waren viele Patienten Nutzer von intravendsen Drogen. Die
Transfusion kontaminierter Blutkonserven spielt heute in den Industrielandern eine
untergeordnete Rolle, da routinemaRig auf HCV getestet wird. Selten kommt auch
die Ubertragung durch ungeschiitzten Geschlechtsverkehr vor.

Die Infektion verlauft zunachst meist asymptomatisch; nach zwei bis drei Monaten
erfolgt in den meisten Fallen eine leichte Leberentziindung. Bei ca. 15 bis 45% der
akut infizierten Personen heilt die Infektion spontan aus, die restlichen 55 bis 85%
entwickeln eine chronische Infektion.

Die chronische HCV-Infektion ist von einer Leberfibrose begleitet, die nach 10 Jahren
bei 20% der Patienten zu einer Zirrhose fuhrt. 1 - 5% der Patienten mit einer Zirrhose
entwickeln ein hepatozellulares Karzinom®. Die chronische Hepatitis C stellt die
haufigste Ursache fir eine Lebertransplantation dar.

Die Therapie der chronischen HCV-Infektion unterliegt zurzeit wichtigen
Verdnderungen. Bis vor wenigen Jahren bestand die Standardtherapie aus
Interferon o in Kombination mit Ribavirin, einem Nukleosid-Analogon. Abhangig vom
Genotyp des Virus fuhrt diese Therapie fuhrt jedoch nur bei etwa der Hélfte der
Patienten (Genotyp 1 und 4) bzw. bei 60-70% (Genotyp 2 und 3) zu einer
Ausheilung. Die neuen Therapien mit direct antiviral agents (DAA), die direkt
bestimmte Virusproteine hemmen, zeichnen sich durch ein sehr gutes virologisches

Ansprechen und geringe Nebenwirkungen aus®. Jedoch sind diese Medikamente
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noch sehr teuer und kommen daher — vor allem in Entwicklungs- und

Schwellenlandern — nicht allen Patienten zugute.

2.1.2 Virusaufbau und Replikation

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) besitzt ein einzelstrangiges RNA-Genom in
Plusstrangorientierung und wird in die Familie der Flaviviridae eingeordnet. Es stellt
die eigenstandige Gattung Hepacivirus dar®. Aufgrund ihrer hohen genetischen
Variabilitat werden die Hepatitis-C-Viren in sechs Genotypen mit wiederum utber 30
Subtypen eingeteilt”.

Die Viruspartikel sind behdllt und haben einen Durchmesser von 40 — 50 nm. Das
Genom ist ca. 9,4 kb gro3 und kodiert fir ein ca. 3000 Aminosauren grof3es
Polyprotein.

Bei der endozytotischen Aufnahme des infektiosen Viruspartikels in den Hepatozyten
spielen u.a. Scavenger-Rezeptoren, CD81, Claudin-1 und LDL-Rezeptoren eine
Rolle®®. Nach Ansauerung des Endosoms verschmilzt die Virusmembran mit der
Endosomenmembran und das Kapsid wird ins Zytosol entlassen®®.

Das Virusgenom kann auf Grund seiner Plusstrangorientierung sofort als mRNA
dienen und nutzt dafiir die Translationsmaschinerie der Zelle!'. Das entstandene
Polyprotein wird in diverse Struktur- und Nichtstrukturproteine gespalten, u.a. die
RNA-Polymerase NS5B, welche das virale Genom repliziert. Die gebildeten
Negativstrange dienen wiederum als Matrizen fur die Synthese von Positivstrangen,
welche fur die weitere Translation sowie als genomische RNA fir die Verpackung
neuer Viruspartikel bendtigt werden.

Die Morphogenese neuer Virionen geschieht durch die Anlagerung genomischer
RNA an die viralen Strukturproteine in der ER-Membran, worauf sich ein Viruspartikel
in das ER hinein abschniirt. Dieser wird wéahrend seines Transports durch den Golgi-

Apparat noch modifiziert und durch Exozytose freigesetzt.

2.2 Die Humanes Immundefizienzvirus (HIV)-Infektion

Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist ein RNA-Virus, welches Makrophagen,
dendritische Zellen und im weiteren Verlauf CD4" T-Zellen infiziert und so eine
Immunschwache hervorruft. Es wurde 1983 erstmals aus Lymphozyten von AIDS-

Patienten isoliert und wird seit 1986 als HIV bezeichnet?. Weltweit sind ca. 37
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Millionen Menschen mit HIV infiziert, davon ca. 26 Millionen im subsaharischen
Afrika®3.

2.2.1 Krankheitsverlauf und Therapie

Die Infektion mit HIV erfolgt Uber den Kontakt mit infiziertem Blut sowie Uber Samen-
und Vaginalflissigkeit. AuRerdem kann eine vertikale Ubertragung von der Mutter
aufs Kind bei der Geburt oder uber die Muttermilch erfolgen. In Europa gehoren
vorrangig  homosexuelle  Manner, Personen mit haufig  wechselnden
Geschlechtspartnern und Nutzer von intravendsen Drogen zu den Patienten®.

Die Primarinfektion verlauft haufig inapparent oder wird von grippeéhnlichen
Symptomen begleitet. Diese Phase ist durch eine hohe Viruslast und niedrige CD4-T-
Zellzahlen gekennzeichnet. Nach ca. sechs Monaten geht die Infektion in eine oft
viele Jahre dauernde Latenzphase (chronische Infektion) tiber. Die Anzahl der CD4"
Zellen wird durch die Nachbildung aus dem Knochenmark lange relativ konstant
gehalten und sinkt nur langsam ab. Die Immunantwort fihrt dazu, dass virusinfizierte
Zellen eliminiert werden und so bleibt die Viruslast in einem niedrigen Bereich.
Waéhrend dieser Zeit sind die Patienten symptomfrei***°,

In der dritten Phase der Infektion nimmt die Anzahl der CD4" T-Zellen rapide ab und
die Viruslast steigt. Die Patienten bekommen haufig Lymphadenopathien, bei
weiterem Fortschreiten kommen auch Fieber und Gewichtsverlust hinzu. Das
Endstadium der HIV-Erkrankung, AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), ist
durch zahlreiche opportunistische Infektionen und das Auftreten von Tumoren
gekennzeichnet, die aufgrund der verminderten Anzahl von immunkompetenten
Zellen nicht mehr bekampft werden kénnen. Dazu zahlen z.B. Herpes zoster, das
Kaposi-Sarkom, ein malignes Lymphom, Tuberkulose oder Pneumonien®*.

Heute gibt es gut vertragliche und hochwirksame Therapien gegen HIV, die als Ziel
zwar nicht die Heilung, aber die Kontrolle der Virusreplikation haben und mit denen
die Patienten relativ beschwerdefrei leben kdnnen. Die cART (combined antiretroviral
therapy) stellt eine Kombination aus diversen antiviralen Medikamenten dar, die u.a.
die Fusion von Viruspartikel und Zelle, die Reverse Transkriptase, die Integrase oder
die Protease des Virus hemmen. So kann eine Progression zu AIDS in vielen Féllen

verhindert werden'®.
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2.2.2 Virusaufbau und Replikation

Das HI-Virus besitzt ein einzelstrangiges RNA-Genom und wird in die Familie der
Retroviridae, Gattung Lentivirus eingeordnet. Die HI-Viren werden aufgrund ihrer
genetischen Variabilitat in drei Gruppen mit diversen Subtypen unterteilt’.

Die Viruspartikel sind behullt und haben einen Durchmesser von 100 nm. Das
Genom ist ca. 9,2 kb grof3 und liegt in zwei Kopien im Kapsid vor.

Der Eintritt des Viruspartikels in die Zelle geschieht tGiber die Interaktion eines viralen
Proteins mit CD4 sowie CCR5 oder CXCR4 als Korezeptor'*?°. So kénnen, je nach
Tropismus der Viren, Makrophagen und dendritische Zellen (iiber CCR5) oder CD4"
T-Zellen (Uber CXCR4) infiziert werden. Nach Verschmelzung der Membranen und
Freisetzung des Kapsids beginnt die virale Reverse Transkriptase (RT), die Virus-
RNA in doppelstrangige DNA umzuschreiben. Dabei geschehen zahlreiche
Mutationen, da die RT keinen Mechanismus zur Uberprifung der Lesegenauigkeit
besitzt. Dies wiederum fuhrt zu der hohen genetischen Variabilitdt, welche eine
adaptive Immunantwort sowie die Entwicklung von Impfstoffen so schwierig macht.
Lentiviren sind die einzigen Retroviren, die auch ruhende Zellen infizieren kénnen, da
sie einen Mechanismus zur Durchquerung der Kernmembran besitzen. Die
entstandene dsDNA wird mitsamt einigen assoziierten Proteinen in den Zellkern
transportiert und dort an einer willktrlichen Stelle in das Wirtsgenom integriert. Dort
kann sie von der zellularen Transkriptionsmaschinerie abgelesen werden. Die
entstandene RNA wird im Zytoplasma zu den diversen viralen Proteinen translatiert.
An der Membran des ER und der Zytoplasmamembran entstehen dann durch
Anlagerung der Proteine sowie Ausbildung des Kapsids neue Viruspartikel. In CD4"
T-Zellen kbnnen unbehllte Kapside auch dber die Membranverschmelzung zweier

Zellen weitergegeben werden®'.

2.3 Naturliche Killerzellen

Um sich vor Pathogenen aus der Umwelt zu schiitzen, besitzen héhere Lebewesen
ein komplexes Immunsystem, welches der Erkennung und Eliminierung von
Krankheitserregern dient.

Man unterscheidet zwischen dem angeborenen (innaten) Immunsystem, welches
konservierte Regionen auf Pathogenen unspezifisch erkennen und sofort wirken

kann, sowie dem erworbenen (adaptiven) Immunsystem, das sich im Rahmen einer
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Immunantwort an spezifische pathogene Strukturen anpassen kann und
hocheffektive Abwehrmechanismen auslost.

Ein wichtiger Bestandteil des innaten Immunsystems sind die nattrlichen Killerzellen
(NK-Zellen), die zu den Lymphozyten gehdren. Sie entstehen Uber lymphoidale
Vorlauferzellen aus hamatopoietischen Stammzellen im Knochenmark und sind mit
einem Anteil von 5 — 15% in peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) enthalten.
In anderen Organen wie der Leber sind NK-Zellen mit einem grol3eren Anteil
vertreten und stellen bis zu 50% der Lymphozyten dar®*. Definiert werden NK-Zellen
durch das Fehlen des T-Zellrezeptors CD3 und die gleichzeitige Expression des
Adhéasionsmolekiils CD56 (CD3'CD56%). Am Durchflusszytometer lassen sich die
NK-Zellen in zwei Subpopulationen einteilen, die CD56%™ und CD56"9"-
exprimierenden NK-Zellen. Diese beiden Populationen unterscheiden sich beziglich
ihrer Funktion und ihres Reifegrads.

NK-Zellen sind in der Lage, virusinfizierte Zellen sowie Tumorzellen zu erkennen und
zu eliminieren. Dafir besitzen sie zytotoxische Granula, die Perforin und Granzym B
enthalten. Nach Ausschittung dieser Granula kann die Zellmembran einer Zielzelle
mittels Perforin perforiert werden und Granzym B, eine Apoptose auslosende
Serinprotease, kann in das Zytoplasma gelangen®. Um gesunde, umliegende Zellen
nicht zu geféhrden, wird dabei zwischen NK-Zelle und Zielzelle eine immunologische
Synapse gebildet, in die hinein die Granula sezerniert werden®.

Eine weitere Moglichkeit, Apoptose in infizierten oder entarteten Zellen zu induzieren
und somit zytotoxisch zu wirken, ist die Verwendung der sogenannten Todesliganden
TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) und FasL (Fas ligand)?*. Wenn diese
an die entsprechenden Rezeptoren auf einer Zielzelle binden, geht die Zelle in
Apoptose.

Zusatzlich zu ihren zytotoxischen Eigenschaften ist eine weitere wichtige Rolle der
NK-Zellen die Produktion von Zytokinen wie z.B. Interferon (IFN) y oder TNF (tumour
necrosis factor) o, welche zur Regulation des Immunsystems wichtig sind und

antiviral wirken konnen®>28,

2.3.1 Die Regulationsmechanismen der NK-Zellen
Die Aktivitat von NK-Zellen wird durch diverse aktivierende und inhibierende

Rezeptoren prazise reguliert. So entsteht kein unnétiger Schaden an gesunden
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Zellen, gleichzeitig jedoch kdnnen infizierte oder maligne Zellen erkannt und beseitigt
werden.

Aktivierende Rezeptoren erkennen stressinduzierte Liganden wie z. B. MIC-A/B
(MHC class I-related chains A and B) oder die ULBPs (UL16 binding proteins) auf
Zellen, die entartet oder virusinfiziert sind®**°. Zu den aktivierenden Rezeptoren
gehdren unter anderem NKG2C und D sowie die natirlichen zytotoxischen
Rezeptoren (natural cytotoxicity receptors, NCR) NKp30, NKp44, NKp46 und
NKp803~33. Bisher sind noch nicht fir alle dieser aktivierenden Rezeptoren die
jeweiligen Zielstrukturen identifiziert worden. Es wurde aber gezeigt, dass neben
endogenen Liganden auch virale und bakterielle Strukturen an aktivierende NK-
Zellrezeptoren binden konnen®~2". Des Weiteren exprimieren NK-Zellen den Fc-
Rezeptor CD16, mit dem sie an Antikérper auf opsonisierten Zellen binden kénnen
und diese Zellen abtéten kénnen (antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC)*®,
Inhibierende NK-Zellrezeptoren binden an MHC I-Molekile und vermitteln so einen
Schutz fur gesunde, korpereigene Zellen. Einige Viren verhindern die Expression von
MHC I, um der Antigenprasentation an T-Zellen zu entgehen (Immunevasion).
Erkennen die NK-Zellen, dass bei diesen Zellen das inhibierende Signal ,MHC* fehlt,
Uberwiegen die aktivierenden Signale und die infizierte Zelle kann getotet werden. Zu
den inhibierenden NK-Zellrezeptoren zahlen NKG2A sowie diverse KIRs (killer cell
immunoglobulin-like receptors)®3%4°,

Zusatzlich kann die NK-Zellaktivitdt auch durch Zytokine wie Interferon (IFN) o oder
verschiedene Interleukine (IL-2, -12, -15, -18) beeinflusst werden, die positive
Auswirkungen auf Proliferation, Zytotoxizitat und Zytokinproduktion der NK-Zellen

haben*=°.

2.3.2 NK-Zellen bei der HCV-Infektion

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass NK-Zellen bei der HCV-Infektion eine
wichtige Rolle spielen.

So wurde beispielsweise gezeigt, dass Nutzer von intravendsen Drogen, also
Personen mit einem hohen Ansteckungsrisiko, sich seltener mit HCV infizierten,

4647 AuRerdem wurden

wenn sie eine hohe NK-Zellaktivitdt aufwiesen
Polymorphismen in den KIR-Genen mit einer HCV-Resistenz assoziiert*®.
Aber auch in den Fallen, wo die NK-Zellen eine Infektion nicht verhindern kénnen

und es zu einer akuten HCV-Infektion kommt, scheinen sie wichtig fir den Verlauf zu
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sein. Bei einer akuten HCV-Infektion steigt die NK-Zell-Aktivitat an**>°

, was allgemein
bei viralen Infektionen zu beobachten ist>’. Die Fahigkeit der NK-Zellen, in vitro die
HCV-Replikation zu hemmen, korreliert positiv mit einer spontanen Ausheilung der
Infektion®?. Ebenso korrelierte die Expression der aktivierenden NK-Zellrezeptoren
NKp30, NKp46 und NKG2D mit dem Verlauf der Krankheit®.

Bei der chronischen Infektion wird beobachtet, dass die Anzahl der NK-Zellen sowohl
im Blut als auch in der Leber im Vergleich zu Gesunden reduziert ist>*>°. Die
Expression der aktivierenden NK-Zellrezeptoren NKG2D und NKp46 ist bei HCV-
Patienten verandert, auch wenn es teilweise widersprichliche Daten gibt, ob sie
herauf- oder herunterreguliert sind>’~®°. Dennoch scheinen sie bei der Hemmung der
Virusreplikation eine wichtige Rolle zu spielen®?°®?, Die Erhéhung der Expression
des inhibierenden Rezeptors NKG2A wurde in mehreren Studien Ubereinstimmend
gezeigt und koénnte eine Ursache der unzureichenden Immunantwort gegenuber
virusinfizierten Zellen sein®®>"°,

Funktionell sind NK-Zellen bei der chronischen HCV-Infektion ebenfalls verandert.
Unterschiedliche Gruppen berichten Uber eine leicht verminderte, gleich bleibende
oder gesteigerte  Zytotoxizitat>™>®*®  wohingegen die  Zytokinproduktion
Ubereinstimmend als vermindert angesehen wird®>®’. Diese Daten befiirworten das
Modell einer Polarisierung der NK-Funktion von der IFNy-Produktion hin zu einem
eher zytotoxischen Charakter. Da IFNy von zentraler Bedeutung fur die Hemmung
der Virusreplikation ist, kann dies auch zu der unzureichenden antiviralen
Immunantwort bei der HCV-Infektion beitragen. Der Kontakt von NK-Zellen mit HCV-
infizierten Hepatozyten in vitro fihrte ebenfalls sowohl zu einer funktionellen
Hemmung (Zytotoxizitat und Zytokinproduktion) als auch zu einer Herabregulierung
von den aktivierenden Rezeptoren NKG2D und NKp30, was einen Mechanismus zur
Immunevasion darstellen kann®®.

Neben der Erkennung infizierter Zellen, der Hemmung der Virusreplikation sowie der
Elimination dieser Zellen besteht eine weitere wichtige Aufgabe von NK-Zellen in der
HCV-Infektion, antifibrotisch zu wirken.

Der fibrotische Umbau der Leber wahrend der chronischen HCV-Infektion wird durch
hepatische Sternzellen (HSC) gesteuert, welche durch die Entzindung aktiviert
werden und sodann groRe Mengen an Kollagen und Matrixmetalloproteasen
sezernieren kénnen®. Dadurch kommt es zu einem Umbau der Gewebestruktur und

zu einer Anreicherung von Bindegewebe, die Leber wird mit der Zeit fibrotisch. NK-
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Zellen sind in der Lage, aktivierte HSC mittels Apoptoseinduktion Gber TRAIL und

-3 1n  Uberein-

FasL abzutéten und so der Fibroseentstehung vorzubeugen
stimmung mit diesen Daten konnte gezeigt werden, dass der Fibrosegrad bei HCV-

Patienten invers mit der antifibrotischen NK-Zellaktivitat korreliert”.

2.3.3 NK-Zellen bei der HIV-Infektion

Auch bei der HIV-Infektion zahlen NK-Zellen zu den wichtigen Effektorzellen des
Immunsystems. Studien an HIV-Patienten, die Uber lange Jahre eine sehr niedrige
Viruslast sowie stabile CD4'-T-Zellzahlen vorweisen (LTNP, long term non
progressors), zeigten, dass diese Patienten hohere Spiegel an ADCC-relevanten
Antikdrpern besallen als Patienten, deren Krankheit einen normalen Verlauf
nahm’*">. Die Expression bestimmter Varianten inhibitorischer NK-Zellrezeptoren ist
assoziiert mit einer langsameren Progression zu AIDS’® sowie mit einem verringerten
Risiko, sich mit HIV zu infizieren””. In der Tat kénnen NK-Zellen mit diesen
Rezeptoren auch in vitro die HIV-Replikation effektiv hemmen®. NK-Zellen scheinen
also unter bestimmten Voraussetzungen in der Lage zu sein, die HIV-Infektion zu
eliminieren oder in Schach zu halten.

Nichtsdestotrotz gelingt es dem HI-Virus bei der Mehrzahl der Infektionen, den NK-
Zellen durch Mechanismen der Immunevasion zu entgehen. Hier ist zunachst die
besonders hohe Mutationsrate der viralen Reversen Transkriptase zu nennen, die zu
einer schnellen Veranderung der viralen Proteine fihrt und so eine Opsonisierung
durch Antikoérper erschwert. Dies jedoch ist die Voraussetzung fur eine effektive
ADCC der NK-Zellen. AuBerdem induziert HIV auf infizierten Zellen eine Abspaltung
von loslichem CD16, was zu einer kompetitiven Bindung an die opsonisierenden
Antikérper fiihrt und so ebenfalls die ADCC verhindert”. Das virale Protein Nef
hingegen kann eine Herabregulierung der NKG2D-Liganden MIC und ULBP
verursachen, so dass die Erkennung Uber diesen aktivierenden Rezeptor gestort
wird®. AuRerdem ist Nef in der Lage, selektiv bestimmte MHC-Molekiile herauf- und
andere herunterzuregulieren®!. So entkommen virusinfizierte Zellen der Eliminierung
durch zytotoxische T-Lymphozyten und aktivieren dennoch nicht NK-Zellen tber die
fehlende Bindung an inhibitorische Rezeptoren.

Bei der chronischen Infektion sind auRerdem Ph&notyp und Funktion der NK-Zellen
verandert. Bei virAmischen HIV-Patienten findet sich haufig eine verringerte Anzahl

82,83

CD56" NK-Zellen sowie eine dysfunktionale CD56  NK-Zellpopulation®*°. Diese
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Zellen zeigen eine verminderte Expression der aktivierenden Rezeptoren NKp30,
NKp44 und NKp46, sind weniger zytotoxisch und produzieren weniger IFNy als
CD56" Zellen®*%. Die Expression von NKG2D wird nicht verandert®.

Zuletzt kommt den NK-Zellen eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese zu. HIV
induziert die Expression von NKp44L (NKp44-Ligand) auf infizierten und vor allem
auch auf nicht-infizierten CD4" T-Zellen*’. Dies geschieht durch die Interaktion des
viralen Oberflachenproteins gp41 mit einem Komplementrezeptor, woraufhin NKp44L
auf die Zelloberfliche gebracht wird®’. Die NK-Zellen kénnen so mit dem
aktivierenden NKp44-Rezeptor an die T-Zelle binden und diese lysieren. Dies tragt

wesentlich zu der bei HIV auftretenden CD4-T-Zell-Depletion bei.

2.4 Hypoxie als physiologischer Zustand

Sauerstoff ist eine wichtige Energiequelle fir die meisten Lebewesen. Aus ihm kann
in der Zelle im Zusammenspiel mit anderen Metaboliten wie Pyruvat
Adenosintriphosphat (ATP) hergestellt werden, welches als universeller
Energietrager im Zellstoffwechsel fungiert. Da Sauerstoff und reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) jedoch auch toxisch fur Zellen
sind, muss die Konzentration im Gewebe genau reguliert werden.

Wahrend die Atemluft noch 21% O, enthélt, befindet sich in den Alveolen der Lunge
nur noch 15%. Im arteriellen Blut, welches den Sauerstoff an Hamoglobin gebunden
ins Gewebe transportiert, liegt die O,-Konzentration bei 13%. Nach dem Austausch
von Sauerstoff und Nahrstoffen in den Kapillaren enthalt das vendse Blut nur noch
rund 5% O, %.

Auch in den diversen Organen und Geweben liegen unterschiedliche
Sauerstoffkonzentrationen vor. Im Gegensatz zur Blutanalyse ist die Konzentration
im Gewebe jedoch nicht leicht zu quantifizieren. Die meisten Daten beruhen auf
Messungen mit polarographischen Elektroden. Dabei wird an eine Elektrode aus
Edelmetall eine negative Spannung angelegt, woraufhin im Gewebe vorhandener
Sauerstoff oxidiert wird. Anhand der gemessenen Spannungsdifferenz kann die
Sauerstoffkonzentration ermittelt werden®*°. Da die Elektrode Sauerstoff verbraucht,
kann allerdings keine Messung Uber eine langere Zeitspanne durchgefiihrt werden.
Eine alternative Methode, die dieses Problem umgeht, ist eine Messung mit einer

Sonde, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rutheniumchlorid beschichtet ist®%2_ In der
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Anwesenheit von Sauerstoff wird die Fluoreszenz gehemmt (quenching) und das
Fluoreszenzsignal wird mittels Glasfaser zu einem Analysegerat tibertragen.

Eine nicht-invasive Methode stellt die Zwei-Photonen-Anregung von Pd-Porphyrin
dar, bei der die Phosphoreszenz des angeregten Porphyrins durch Sauerstoff
gequencht wird®®. Allerdings ist hier die Analysetiefe auf ca. 2,2 mm begrenzt.
AulRerdem muss vor der Messung Pd-Porphyrin in den Organismus eingebracht
werden, was die Anwendung auf Tierversuche beschrankt.

Trotz der genannten Einschrankungen der verschiedenen Methoden gibt es
zahlreiche Arbeiten, die die Sauerstoffkonzentration in diversen Organen beim
Menschen oder in Versuchstieren untersucht haben. In sekundaren lymphatischen
Organen wie den Lymphknoten, der Milz oder den Peyer-Plaques im Darm findet
man beispielsweise O,-Konzentrationen zwischen 2 und 5% °*°’. In der Leber wird
von einer durchschnittlichen O,-Konzentration von 5% ausgegangen, wobei die
Konzentration in der Nahe der Zentralvene als niedriger (ca. 1,3%) und in der Nahe
der Pfortader als hoher eingeschatzt wird (ca. 8%)%

Bei bestimmten pathologischen Konditionen wie einer Entzindung oder einem
fibrotischen Umbau der Leber sinkt die Sauerstoffkonzentration ab und es kommt zu

einer hypoxischen Umgebung fiir die Zellen*®%,

2.4.1 Der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen

Trotz der nachgewiesenen geringen physiologischen Sauerstoffkonzentrationen im
Korper werden die meisten experimentellen Studien in der Biologie aus praktischen
Grunden bei (fast) atmospharischen Sauerstoffoedingungen durchgefuhrt. Ein
normaler Inkubator enthalt ein Gemisch aus 95% Raumluft (mit 21% O,) sowie 5%
CO,, daraus ergibt sich eine Konzentration von 20% O, der die Zellen im Normalfall
ausgesetzt sind.

Es existieren bisher nur wenige Studien, die sich mit dem direkten Einfluss von
Hypoxie auf NK-Zellen beschéftigt haben. Dies ist Uberraschend, da NK-Zellen vor
allem in Zusammenhang mit der Erkennung von Tumorzellen untersucht werden und
eine bekannte Eigenschaft von Tumoren die hypoxische Umgebung ist'®°.

In den existierenden Studien wird gezeigt, dass verschiedene Funktionen der NK-
Zellen bei Kultivierung in Hypoxie eingeschrankt sind. So berichten drei Gruppen von
einer verringerten Zytotoxizitait gegeniiber verschiedenen Leberzelllinien'®’,

8

Myelomzellen®® und Melanomzellen'®. Andere Gruppen beobachteten hingegen
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keine Veranderung der Zytotoxizitat''® bzw. sogar eine Steigerung'*, wobei hier
wiederum andere Zielzellen verwendet wurden. Zudem wurde gezeigt, dass Hypoxie
bei NK-Zellen zu einer Herunterregulation von NKG2D und einigen NCR fiihrt'%81%,

Samtliche Studien beschaftigten sich ausschliel3lich mit der anti-Tumoraktivitat der
NK-Zellen, wahrend die antivirale Aktivitat bei Hypoxie bislang noch nicht untersucht

wurde.

2.4.2 Metabolische Veranderungen bei Hypoxie

Zellen mussen sich auf ihre Umgebung und die zur Verfligung stehenden N&ahrstoffe
differenziert einstellen kénnen, um ihren Energiebedarf optimal decken zu kénnen.
Unter aeroben Bedingungen wird aus Glukose Pyruvat gebildet (Glykolyse), welches
anschlieBend zu Acetyl-Coenzym A umgewandelt wird. Dieses wird in den
Citratzyklus eingespeist und kann Uber diverse Reaktionsschritte in der Atmungskette
der Mitochondrien zu CO,, H,O und ATP umgewandelt werden, dem Energietrager
des Stoffwechsels. Diese Form der Energiegewinnung ist hocheffizient, es entstehen
pro mol Glukose 30 mol ATP.

Unter anaeroben Bedingungen wird nach wie vor Pyruvat aus Glukose gebildet, weil
dafur kein Sauerstoff noétig ist. Die anschlieRenden Schritte kénnen allerdings ohne
Sauerstoff nicht durchgefuhrt werden. Ein alternativer, anaerober Weg der
Energiegewinnung ist der weitere Umbau von Pyruvat zu Lactat und ATP
(Milchsauregarung). Dieser Weg ist jedoch weitaus ineffizienter als die Atmungskette,
es entstehen pro mol Glukose nur 2 mol ATP.

Unter aeroben Bedingungen wird deshalb immer der Weg Uber die Atmungskette
bevorzugt.

Steht nun kein Sauerstoff zur Verfigung, muss die Zelle die Glykolyse stark
hochregulieren, um ihren ATP-Bedarf weiterhin decken zu kénnen. Dies wird unter
anderem durch den Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1q)

vermittelt**?

. HIF-1a wird konstitutiv exprimiert, bei Anwesenheit von Sauerstoff
jedoch sofort ubiquitinyliert und degradiert'****. Unter hypoxischen Bedingungen
kann HIF-1a an HIF-1p binden, in den Zellkern wandern und dort unter anderem
Gene fur die Glykolyse anschalten. Dabei sind neben vielen anderen vor allem TPI-1
(Triosephosphatisomerase 1), PDK-1 (Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1) und

PFKFB3 (Phosphofructokinase-2/Fructose-2,6-Bisphosphatase) zu nennen****7.
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TPI-1 isomerisiert Glycerinaldehydphosphat und Dihydroxyacetonphosphat und ist
damit ein wichtiger Regulator in der Glykolyse. PDK-1 inaktiviert das Enzym, welches
den aeroben Abbau von Pyruvat zu Acetyl-CoA katalysiert, so dass weiterhin genug
Pyruvat fur den anaeroben Weg zur Verfigung steht. PFKFB3 stellt einen wichtigen
Regulator der Phosphofructokinase dar, welche den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Glykolyse katalysiert.

Durch die Hochregulation dieser fur die Glykolyse wichtigen Gene sind die Zellen in
der Lage, sich an den Umwelteinfluss Hypoxie anzupassen, ohne ihre Funktionalitat

einschranken zu mussen.

2.5 Zielsetzung

Naturliche Killerzellen sind wichtige Effektoren des innaten Immunsystems. Dabei
spielen sie unter anderem in der Viruserkennung und -eliminierung eine bedeutende
Rolle. Es wurde gezeigt, dass sie sowohl bei der HCV- als auch bei der HIV-Infektion
einen wesentlichen Einfluss auf die Abwehr der Infektion, den Verlauf der Krankheit
sowie die Kontrolle der Virusreplikation besitzen. Dariiber hinaus sind sie wesentlich
an der Kontrolle einer Leberfibrose beteiligt.

Der Ort, an dem die NK-Zellen ihre antiviralen Aufgaben erfillen, ist bei der HCV-
Infektion die Leber und bei der HIV-Infektion die sekundéaren lymphatischen Organe.
Dabei beeinflusst das Mikromilieu in diesen Organen die NK-Zellen. Neben l6slichen
Faktoren und Signalen von umliegenden Zellen spielt auch die
Sauerstoffkonzentration eine wesentliche Rolle. Diese liegt in der Leber bei 5% und
in den sekundaren lymphatischen Organen bei 2 - 5% und ist somit betrachtlich
niedriger als die Sauerstoffkonzentration in der Luft.

Trotz dieser Tatsache wurden samtliche bisherigen Studien Uber die Rolle der NK-
Zellen in der HCV- und der HIV-Infektion bei atmosphéarischen Sauerstoff-
bedingungen durchgefihrt.

Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und inwiefern
niedrige Sauerstoffkonzentrationen einen Einfluss auf die Funktion von NK-Zellen
haben.

Um die Rolle der Hypoxie bei der HCV-Infektion zu beleuchten, sollte in
Koinkubationsexperimenten mit einer Leberzelllinie die IFNy-Produktion der NK-

Zellen, deren Zytotoxizitat sowie die Hemmung der Virusreplikation untersucht
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werden. Des Weiteren sollte in Kokulturen mit hepatischen Sternzellen das
antifibrotische Potenzial der NK-Zellen untersucht werden.

AuBerdem sollte der Einfluss von Hypoxie auf die NK-Zellaktivitat bei der HIV-
Infektion analysiert werden. Dazu sollten Koinkubationsversuche mit der
hamatopoietischen  Zelllinie K562 durchgefuhrt werden, bei denen die
Zytokinsekretion, die Zytotoxizitat sowie die ph&notypischen Veranderungen der NK-

Zellen bestimmt werden sollten.
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3 MATERIAL

3 MATERIAL

3.1 Gerate
Gerat Hersteller
Abzug Renggli AG, Rotkreuz, Schweiz

CO,-Inkubator Forma

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Durchfluss-Sensor

Billups-Rothenberg, Inc., Del Mar, CA, USA

Durchflusszytometer FACSCanto |l

BD Biosciences, Heidelberg

Einfrierbox Mr. Frosty

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Envision 2104 Multilabel reader

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA, USA

Handzahler Clickmaster 3000

Behr Labortechnik, Diisseldorf

Hypoxie-Kammer ,Modular Incubator
Chamber*

Billups-Rothenberg, Inc., Del Mar, CA, USA

Kihlzentrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg

Lichtmikroskop DM IL

Leitz, Wetzlar

Lightcycler®

Roche, Basel, Schweiz

Magnet Easy Sep

Stemcell Technologies, Grenoble,
Frankreich

Mikroplatten-Schuttler

VWR, Darmstadt

Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Neubauer-Zahlkammer

Laboroptik Ltd., Lancing, United Kingdom

pH-Meter Portamess 911

Knick Elektronische Messgerate GmbH,

Berlin

Pipetten (1000, 200, 100, 10 pL)

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Sicherheitswerkbank Gelaire

Flow Laboratories GmbH, Meckenheim

Tischzentrifuge Mikro 22R

Hettich Lab Technology, Tuttlingen

Trans-Blot® SD semi-dry Transfer Cell

Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA, USA

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA

Waage Navigator'"

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Wasserbad

Kottermann Labortechnik, Uetze

Zellsorter FACSAria™ IIl

BD Biosciences, Heidelberg
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

1,5 mL Reaktionsgefalie

Sarstedt, Niumbrecht

Auslaufpipetten Cellstar®

Greiner bio-one, Frickenhausen

Einfrierréhrchen CryoPure

Sarstedt, Nimbrecht

Einmal-Filtereinheiten Nalgene®

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

FACS-R6hrchen 5 mL

Sarstedt, Nimbrecht

Kapillaren Lightcycler

Roche, Basel, Schweiz

Luminunc™ 96-Well-Platte

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Nitril-Handschuhe

Bioworld Medical AG, Meggen, Schweiz

Pasteurpipetten aus Glas

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen Ultratip (1000, 200, 10 uL)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturflaschen Cellstar® (25, 75, 175 cm®)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturplatten Cellstar® (6, 12, 24, 48, 96
Well)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenrohrchen Cellstar® (50, 15 mL)

Greiner bio-one, Frickenhausen

3.3 Reagenzien

Reagenz

Hersteller

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Accutase®

Biolegend, San Diego, CA, USA

AceGlow™ Chemilumineszenzsubstrat

Peglab, Erlangen

Acrylamid/Bis 29:1, 40%

Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA, USA

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Benzonase / HS-Nuclease

MoBiTec, Gottingen

Blasticidin

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Brefeldin A (BFA)

Enzo Life Sciences, Lorrach

Cobaltchlorid (CoCl,)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM Zellkulturmedium

Gibco Life Technologies, Darmstadt
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Ethanol

AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Fotales Kélberserum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin

G418-BC Biochrom GmbH, Berlin
Glycerol Merck KGaA, Darmstadt
Glycin Merck KGaA, Darmstadt
GolgiStop™ BD Biosciences, Heidelberg

Interferon (IFN)-o 1b rekombinant

ImmunoTools GmbH, Friesoythe

Interferon (IFN)-y rekombinant

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Interleukin (IL)-2 rekombinant

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Kollagenase, Typ 2

CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH,

Troisdorf

Magermilchpulver

AppliChem GmbH, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck KGaA, Darmstadt

Maxima SYBR® Green ROX qPCR Master
Mix

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Methanol

AppliChem GmbH, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumfluorid (NaF)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Natriumvanadat (NazVO,)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Nicht-essentielle Aminoséauren (NEA)

Biochrom GmbH, Berlin

Nitrocellulose-Blottingmembran

Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA, USA

Nonidet® P-40

AppliChem GmbH, Darmstadt

PageRuler Prestained Protein Ladder

Life Technologies

Paraformaldehyd (PFA)

Merck KGaA, Darmstadt

PBS Tabletten

Gibco Life Technologies, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin

Gibco Life Technologies, Darmstadt

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Phosphataseinhibitor

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Proteaseinhibitor

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

RPMI-1640 Zellkulturmedium Hyclone™

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Sample Buffer Laemmli 2x

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Steady-Glo® Luciferase Assay System

Promega, Madison, WI, USA
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Stellate Cell Medium mit Zuséatzen

ScienCell Research Laboratories, Carlsbad,
CA, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Trennldsung Easycoll (wie Percoll)

Biochrom GmbH, Berlin

Trennlésung Pancoll (wie Ficoll)

Pancoll Biotech, Aidenbach

Tris Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tris-Base Avantor, Center Valley, PA, USA
Tris-HCI Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tween-20 Merck KGaA, Darmstadt

3.4 Antikorper

Antigen Isotyp Konjugat Klon Hersteller

Active Kaninchen IgG PE C92-605.1 BD Biosciences,

Caspase-3 Heidelberg

CD107a Maus IgG1 PE H4A3 BD Biosciences,
Heidelberg

CD122 Maus IgG1 PE TU27 Biolegend, San Diego,
CA, USA

CD25 Maus 1gG1 FITC 2A3 BD Biosciences,
Heidelberg

CD3 Maus 1gG1 PerCP UCHT1 Biolegend, San Diego,
CA, USA

CD56 Maus IgG1 APC HCD56 Biolegend, San Diego,
CA, USA

DNAM-1 Maus IgG1 PE 11A8 Biolegend, San Diego,
CA, USA

FasL Maus IgG1 PE NOK-1 Biolegend, San Diego,
CA, USA

HDAC-1 Kaninchen IgG unkonjugiert polyklonal Biolegend, San Diego,
CA, USA

HIF-1a Kaninchen IgG | unkonjugiert polyklonal Novus Biologicals,
Abingdon, UK

HIF-1a Maus IgG2b PE 546-16 Biolegend, San Diego,
CA, USA
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HLA-ABC Maus 1gG1 FITC G46-2.6 BD Biosciences,
Heidelberg

HLA-E Maus 1gG1 PE 3D12 Biolegend, San Diego,
CA, USA

IFNy Maus 1gG2b PE 25723 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

MIC-A/B Maus IgG2a PE 159207 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

NKG2D Maus IgG1 PE 149810 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

NKp46 Maus 1gG2b FITC 195314 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

pSTAT1 Maus 1gG1 PE 4da BD Biosciences,
Heidelberg

pSTAT4 Maus 1gG2b AlexaFluor488 | 38/p-Stat4 BD Biosciences,
Heidelberg

STAT1 Maus IgG1 PE 1/Statl BD Biosciences,
Heidelberg

STAT4 Maus IgG1 unkonjugiert Ab57822 Abcam, Cambridge,
UK

TRAIL Maus IgG1 PE RIK-2 Biolegend, San Diego,
CA, USA

ULBP-1 Maus 1gG2a APC 170818 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

ULBP-2/5/6 | Maus IgG2a PE 165903 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

ULBP-3 Maus IgG2a APC 166510 R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

3.5 Primer

Samtliche Primer wurden Uber Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgien,

bezogen.

Name

Sequenz

B-Actin forward

5’-TGGCATCGTGATGGACTCC-3’

B-Actin reverse

5-AATGTCACGCACGATTTCCC-3’
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HIF-1a forward 5-TTCACCTGAGCCTAATAGTCC-3

HIF-1a reverse 5-CAAGTCTAAATCTGTGTCCTG-3’

TPI-1 forward 5-GGCGAAGTCGATATAGGCAG-3

TPI-1 reverse 5-AGTTCTTCGTTGGGGGAAAC-3’

PDK-1 forward 5-GGAGGTCTCAACACGAGGTC-3

PDK-1 reverse 5-GTTCATGTCACGCTGGGTAA-3’

PFKFB-3 forward 5-CAGTTGTGGCCTCCAATATC-3’

PFKFB-3 reverse 5-GGCTTCATAGCAACTGATCC-3

3.6 Kits

Kit Hersteller

DC™ Protein Assay Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA, USA

EasySep' " Human NK Cell Enrichment Kit Stemcell Technologies, Grenoble,
Frankreich

Fixation/Permeabilization Solution Kit BD Biosciences, Heidelberg

GeneJet RNA Purification Kit Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Hypoxyprobe™-1 Kit Hypoxyprobe Inc., Burlington, MA, USA

QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden

Zombie Aqua'" Fixable Viability Kit Biolegend, San Diego, CA, USA

3.7 Zelllinien und primére Zellen

HuH7-A2-Replicon-Zellen Humane hepatozellulare Karzinomzelllinie, die mit

HLA-A2 und Luciferase-HCV-Replicon transfiziert
ist. Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Volker Lohmann und Ralf Bartenschlager,

Heidelberg.

hHSC Primare humane hepatische Sternzellen. Bezogen
Uber ScienCell Research Laboratories, Carlsbad,
CA, USA.
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K562

3.8 Puffer und Medien

Immortalisierte hamatopoietische Zelllinie, die aus
einer Patientin  mit chronischer myeloischer
Leukdmie isoliert wurde und die keine MHC-
Molekile exprimiert. Bezogen Uber ATCC,
Manassas, VA, USA.

Medium fir die Kultur von NK-Zellen oder anderen Lymphozyten und von K562:

RPMI 1640

+10% FCS

+ 100 U/mL Penicillin

+ 100 pg/mL Streptomycin

Medium fir die Kultur von HUH7-A2-Replicon-Zellen:

DMEM

+10% FCS

+ 100 U/mL Penicillin

+ 100 pg/mL Streptomycin

+ 1% nicht-essentielle Aminoséauren

+ 1 mg/mL G418
+ 3 ug/mL Blasticidin

Medium fir die Kultur von primaren humanen hepatischen Sternzellen:

Stellate Cell Medium
+ 2% FCS

+ 1% Stellate Cell Growth Supplement

+ 100 U/mL Penicillin
+ 100 pg/mL Streptomycin

10x Laufpuffer (Western Blot):

250 mM Tris-Base
1,9 M Glycin
1% SDS
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Puffer A fir Isolation des Kernextrakts (Western Blot):
10 mM Tris, pH 7,9

10 mM KCI

1,5 mM MgCl,

10% [v/v] Glycerol

10 mM K;HPO4

1 mM NazgVO,

10 mM NaF

Vor Gebrauch hinzufligen:
0,5mM DTT

0,5 mM PMSF

4% Proteaseinhibitor

1% Phosphataseinhibitor

Puffer B fiur Isolation des Kernextrakts (Western Blot):
20 mM Tris, pH 7,9

420 mM NacCl

1,5 mM MgCl,

0,2 mM EDTA

10% [v/V] Glycerol

10 mM K;HPO,

1 mM NazgVO,

10 mM NaF

Vor Gebrauch hinzuftigen:
0,5mMDTT

0,5 mM PMSF

4% Proteaseinhibitor

1% Phosphataseinhibitor

Sammelgel 5% (Western Blot)
5% Acrylamid/Bis 29:1

125 mM Tris (pH 6,8)

0,1% SDS

0,01% TEMED
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Trenngel 8% (Western Blot)
8% Acrylamid/Bis 29:1

375 mM Tris (pH 8,8)

0,1% SDS

0,1% APS

0,01% TEMED

Blotting-Puffer fur Gel (Western Blot):
25 mM Tris-Base

190 mM Glycin

0,1% SDS

Blotting-Puffer fir Nitrocellulose-Membran (Western Blot):
25 mM Tris-Base

190 mM Glycin

20% Methanol

Waschpuffer (Western Blot):
1x PBS

0,1% Tween

3.9 Untersuchungsmaterial

Fur die vorliegende Arbeit wurde Blut von Patienten mit Hepatitis C Virus (HCV)-
Infektion, mit Humanes Immundefizienzvirus (HIV)-Infektion sowie von gesunden
Spendern untersucht. Das Blut wurde in der gastroenterologischen und der
immunologischen  Ambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1
(Universitatsklinikum Bonn) abgenommen.

Des Weiteren wurden Leberexplantate untersucht, die im Rahmen von
Lebertransplantationen an der Chirurgischen Klinik (Universitatsklinikum Bonn)
entnommen wurden.

Sowohl aus dem Blut als auch aus den Leberexplantaten wurden Lymphozyten und
— Jje nach Fragestellung — natirliche Killerzellen isoliert, mit denen die

Untersuchungen durchgefiihrt wurden.
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Von allen Spendern wurde eine Einwilligung nach erfolgter Aufklarung (informed
consent) eingeholt. Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn genehmigt.

Die detaillierte Aufstellung der Patienten findet sich in Tabelle 1 (HCV-Projekt) und
Tabelle 2 (HIV-Projekt).

Tabelle 1: Patientencharakteristik HCV-Projekt

HCV (+) Patienten HCV (+) Patienten gesunde

(peripheres Blut)  (Leberresektat) Kontrollen
Anzahl 33 6 20
weibliches Geschlecht” 12 (36%) 1 (17%) 12 (60%)
Alter (in Jahren)” 50,2 (21 - 77) 51,3 (37 - 65) 38,7 (27 - 75)
Klinische Daten
ALT in U/L 70,3 (24 - 212) 42,3 (9 - 110) n.b.
AST in U/L” 52,4 (17 - 121) 62,8 (32 - 143) n.b.
v-GT in U/LY 120,4 (24 - 566) 120,3 (31 - 343) n.b.
HCV-Status
HCV-Viruslast (x 10° lU/mL)® 11,7 (0 - 42) 16,6 (0 - 33) -
HCV-Genotypen
Genotyp 1% 25 (76%) 4 (67%) -
Genotyp 27 - : ]
Genotyp 3% 5 (15%) 1 (17%) -
Genotyp 4% 2 (6%) -
unbestimmter Genotypa) 1 (3%) 1 (17%) -

a) Anzahl (Anteil von gesamt in %); b) Mittelwert (Spanne).
Von einem Patienten standen sowohl peripheres Blut als auch Lebergewebe zur Verfiigung.
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Tabelle 2: Patientencharakteristik HIV-Projekt
HIV(+) Patienten HIV (+) Patienten gesunde
mit cCART ohne cART Kontrollen
Anzahl 11 10 10
weibliches Geschlecht® 1 (9%) 2 (20%) 4 (40%)
Alter (in Jahren)” 47,6 (26 - 60) 45,7 (28 - 67) 40,4 (25 - 75)
Klinische Daten
CD4" T-Zellen / pL” 698 (256 - 1035) 716 (437 - 1273) n.b.

HIV-Status

HIV-Viruslast (in Kopien/mL)b)

<40

a) Anzahl (Anteil von gesamt in %); b) Mittelwert (Spanne)

14.452
(<40 - 46.376)
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4 METHODEN

4.1 Zellisolation

4.1.1 Isolation von peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC)

Die Separation von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) erfolgte aus
frischem, heparinisiertem Blut nach der Methode von Boyum*®. Dabei werden die
Blutbestandteile mittels einer Dichtegradienten-Zentrifugation nach ihrer GréRe und
Dichte aufgetrennt.

Als Gradientenbildner wird Ficoll, ein synthetisches, stark verzweigtes Polymer aus
Saccharose und Epichlorhydrin  verwendet. Uberschichtet man verdunntes,
heparinisiertes Vollblut auf Ficoll, erfolgt eine Aggregatbildung von Erythrozyten und
Granulozyten. Diese pelletieren bei der anschlieRenden Zentrifugation unterhalb der
Ficollschicht. Monozyten und Lymphozyten kdnnen auf Grund ihrer geringeren Dichte
nicht pelletieren und sammeln sich als milchige Interphase direkt oberhalb der
Ficollschicht. Im Uberstand befinden sich Plasma und Thrombozyten.

Die PBMC konnen mit einer Pasteurpipette aus der Interphase abgenommen
werden.

Durchfiihrung:

e Uberschichten von 35 mL verdinntem Blut auf 15 mL PBS in einem 50 mL-
Falcon

e Zentrifugation bei 1000 g, 20 min, ohne Bremse

e Abnehmen der Interphase mit einer Pasteurpipette

e Waschen der PBMC mit PBS und Zentrifugation bei 500 g, 10 min

e Erneutes Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 350 g, 10 min

e Die erhaltenen PBMC wurden direkt weiterverwendet oder eingefroren.

4.1.2 Isolation von naturlichen Killerzellen aus PBMC

Fur die Negativselektion von natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) aus frischen oder
eingefrorenen PBMC wurde das EasySep™ Human NK Cell Enrichment Kit von der
Firma Stem Cell Technologies verwendet.

Hierbei werden alle Nicht-NK-Zellen mit bispezifischen Tetramer-Antikdrper-

Komplexen und Dextran-beschichteten Magnetpartikeln markiert. Nach der
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Einbringung in ein Magnetfeld konnen die NK-Zellen Uberfuhrt werden, wéhrend die
restlichen Zellen zurtickgehalten werden.
Durchfiihrung:

e Inkubation der PBMC mit den Tetramer-Antikdrper-Komplexen, 10 min bei
Raumtemperatur

e Zugabe der Dextran-beschichteten Magnetpartikel und Inkubation fur 5 min
bei Raumtemperatur

e Inkubation im Magneten fir 2,5 min

e Uberfuihren der isolierten NK-Zellen in ein neues Rohrchen

e Die erhaltenen NK-Zellen wurden direkt fir Experimente verwendet oder

eingefroren.

4.1.3 Isolation von Lymphozyten aus Leberresektaten

Die Isolation von leberstandigen Lymphozyten (liver-infiltrating lymphocytes, LIL) aus
humanen Lebern bzw. Leberresektaten erfolgte mittels einer diskontinuierlichen
Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll. Dabei handelt es sich um einen
Gradientenbildner, der aus mit Polyvinylpyrrolidon beschichtetem kolloidalem
Siliziumdioxid besteht.

Das im Rahmen einer Lebertransplantation entnommene Explantat wurde zunéchst
in kleine Sticke geschnitten, mit Kollagenase und einer Endonuclease (Benzonase)
inkubiert und anschlieend durch ein Metallsieb gedrickt, um die Zellen zu
vereinzeln. Aus der so gewonnenen Zellsuspension wurden die LIL mittels der o.g.
Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

Durchfiihrung:

e Zerschneiden des Explantats in kleine Stiicke (ca. 0,5 x 0,5 cm?), Waschen
mit PBS + 100 U/mL Heparin

e Inkubation der Sticke in RPMI mit 1 mg/mL Kollagenase 2 und 25 U/mL
Benzonase fur 30 min bei 37°C

e Vereinzelung der Zellen durch Hindurchdriicken durch ein 100 uM Metallsieb
mit Hilfe eines sterilen Stempels

e Zentrifugation der Zellsuspension bei 450 g, 10 min

e Waschen mit PBS und erneute Zentrifugation bei 450 g, 10 min
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Aufnehmen des Zellpellets in 40,5% Percoll und Uberschichten auf 15 mL

58,5% Percoll in einem 50 mL-Falcon

e Zentrifugation bei 1000 g, 20 min, ohne Bremse

e Abnehmen der LIL, die Uber der 58,5% Percoll-Schicht liegen, mit einer
Pasteurpipette

e Waschen der LIL mit PBS und Zentrifugation bei 500 g, 10 min

e Erneutes Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 350 g, 10 min

e Die erhaltenen LIL wurden eingefroren.

4.2 Zellkultur

4.2.1 Kulturbedingungen bei Normoxie und Hypoxie

Die bei Normoxie durchgefuhrten Experimente wurden in einem CO»-Inkubator mit
95% Raumluft und 5% CO, bei 37°C durchgefuhrt. Daraus ergibt sich eine
Sauerstoffkonzentration von 19,9%, die im Inkubator vorherrscht.

Fur die Experimente in Hypoxie wurde eine luftdicht verschlieBbare Kammer
(modular incubator chamber, Billups-Rothenberg Inc.) verwendet (siehe Abbildung
1). In dieser Kammer kdnnen mehrere Zellkulturplatten platziert werden, auf3erdem
eine Petrischale mit Wasser, so dass fur eine ausreichende Wasserdampfsattigung
gesorgt ist. Die Kammer wird luftdicht verschlossen und tUber zwei Schlauche mit
einem Gasgemisch durchspult. Nach Durchstromen von 80 L dieses Gasgemischs
gilt die Kammer als vollstandig befillt und wird sodann endgultig verschlossen und
bei 37°C kultiviert.

Fur die vorliegende Arbeit wurden zwei unterschiedliche Gasgemische verwendet:
eines mit 5% O, (+5% CO,, Rest N,) und eines mit 1% O, (+5% CO,, Rest N»).

Bei samtlichen durchgefuhrten Experimenten wurde sowohl die Prainkubation der
NK-Zellen bzw. LIL als auch die Koinkubation mit den Zielzellen bei den genannten

O,-Konzentrationen durchgefuhrt.
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Abbildung 1: modular incubator chamber. Quelle: brincubator.com.

4.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen konnen bei -150°C Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden. Um eine
Zerstorung der Zellmembran durch entstehende Eiskristalle zu verhindern, wird dem
Einfriermedium Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben, welches die Bildung von
Kristallen stort. Da DMSO bei Temperaturen Gber 0°C toxisch fur die Zellen ist, muss
das Auftauen und Einfrieren rasch durchgefuihrt werden.

Das Einfrieren der Zellen geschieht in einer mit Isopropanol beflllten Einfrierbox, um
eine konstante Kuhlrate von 1°C/min zu gewahrleisten.

Beim Auftauen der Zellen wird dem Medium eine Endonuclease (Benzonase)
zugesetzt, um eine Aggregation der Zellen zu verhindern.

Durchfiihrung Einfrieren:

e Pelletieren der gewtinschten Anzahl von Zellen

e Resuspendieren der Zellen in RPMI + 10% FCS + 10% DMSO

e rasches Einfrieren der Zellen in einem Kryoréhrchen; zunéchst bei -80°C in
einer Einfrierbox, nach 24 h bei -150°C

Durchfiihrung Auftauen:

e zUgiges Auftauen der Zellen bei 37°C und anschlieRendes Waschen mit
warmem RPMI + 25 U/mL Benzonase (Zentrifugation bei 350 Q)
e Uberstand abnehmen, Zellen in frischem Medium resuspendieren und

aussaen
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4.2.3 Passagieren von Zellen

Die K562-Zellen sind Suspensionszellen, somit wurde zum Passagieren ein Teil der
Zellsuspension durch frisches Medium ersetzt.

Die HuH7-A2-Replicon-Zellen sowie die HSC wachsen adharent und missen zum
Passagieren mit Accutase, einem Proteasengemisch, abgelést werden. Die
Enzymreaktion wird mit FCS-haltigem Medium abgestoppt, anschlie3end werden die
Zellen gewaschen und in frischem Medium ausgesat.

4.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wird lichtmikroskopisch mit einem Hamozytometer (auch: Neubauer-
Zahlkammer) bestimmt.

In den Boden der Zahlkammer sind vier Grol3quadrate eingraviert, die jeweils eine
Flache von 1 mm? haben. Die Kammer ist 0,1 mm tief, so dass das Kammervolumen

0,1 uL betragt. Die Zellzahl pro mL Volumen ergibt sich aus folgender Formel:
Zellkonzentration [1/mL] = Anzahl Zellen pro GroRquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*

Zusatzlich wird die Vitalitat der Zellen durch eine Farbung mit Trypanblau bestimmit.
Dieser anionische Farbstoff kann die intakte Zellmembran einer lebenden Zelle nicht
durchdringen und farbt deshalb nur das Zytoplasma von toten Zellen an. Jene

erscheinen im Lichtmikroskop blau angefarbt.

4.2.5 Stimulation mit Zytokinen

Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurden die NK-Zellen
bzw. LIL meist Uber Nacht prainkubiert. Dabei wurden sie entweder unstimuliert
gelassen oder mit Zytokinen aktiviert. Fir die Stimulation wurde entweder 25 U/mL

Interleukin (IL)-2 oder 50 ng/mL Interferon (IFN)-a verwendet.

4.3 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine fluoreszenzbasierte Methode,
mit der die Grof3e und die Granularitat von Zellen sowie die Expression mehrerer

Proteine auf Einzelzellbasis gemessen werden kann.
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Hierfir werden Proteine in Zellen spezifisch mit fluorochromgekoppelten Antikérpern
markiert. Die Zellsuspension wird anschlielend durch eine 50 um breite Kapillare in
das Durchflusszytometer eingesaugt, so dass die Zellen vereinzelt werden und
nacheinander den zur Analyse verwendeten Laserstrahl passieren. Durch die
Streuung des Strahls konnen die GrofRe (Vorwartsstreulicht, FSC) und die
Granularitat (Seitwartsstreulicht, SSC) der Zellen bestimmt werden. Die Expression
der markierten Proteine wird anhand der Emissionsspektren des jeweiligen
Fluorochroms gemessen.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Durchflusszytometer FACSCanto Il (BD
Biosciences) besitzt drei Laser zur Exzitation (405, 488 und 633 nm). Somit kdbnnen

bis zu sieben verschiedene Fluorochrome parallel analysiert werden.

4.3.1 Oberflachenfarbungen

Um Membranproteine mit Antikbrpern anzufarben, muissen die Zellen nicht
vorbehandelt werden, sondern kénnen intakt und lebend gefarbt werden.
Durchfiihrung:

e Vorbehandlung der Zellen (wie im jeweiligen Experiment beschrieben), z.B.
Inkubation bei Hypoxie

e Uberfiihren der Zellen in ein FACS-Rohrchen und Waschen mit 5 mL PBS
durch Zentrifugation bei 350 g

e Aufnehmen des Pellets in 100 uL PBS

e Zugabe der gewunschten Antikdrper (Volumen abhangig von Konzentration
und jeweiligem Antikorper)

e 20 min Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Schattler

e Waschen mit 5 mL PBS durch Zentrifugation bei 350 g

e Zugabe vom Vitalitatsfarbstoff DAPI kurz vor dem Messen

4.3.2 Intrazellularfarbungen

Um intrazellulare Proteine anfarben zu kdnnen, mussen die Zellen zuvor fixiert und
permeabilisiert werden, damit die Antikorper in die Zelle eindringen kénnen. Daflr
wurde ein Kit der Firma BD Biosciences verwendet (Fixation/Permeabilization
Solution Kit).
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In permeabilisierten Zellen kann DAPI nicht zur Vitalitatsbestimmung verwendet
werden, da es in alle Zellen eindringt. Deshalb wurde ein fixierbarer Vitalitatsfarbstoff
(Zombie aqua™) verwendet.

Bei der Farbung von Zytokinen wie z.B. Interferon (IFN)-y wurde wahrend der
Inkubation Brefeldin A zugesetzt, um eine Akkumulation des Zytokins im
endoplasmatischen Retikulum zu induzieren.

Durchfiihrung:

e Vorbehandlung der Zellen (wie im jeweiligen Experiment beschrieben), z.B.
Inkubation bei Hypoxie

e Uberfiihren der Zellen in ein FACS-Rohrchen und Waschen mit 5 mL PBS
durch Zentrifugation bei 350 g

e Aufnehmen des Pellets in 100 uL PBS

e Zugabe von Zombie aqua™ in einer Konzentration von 1:500, 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Schittler

e Zugabe der gewlnschten Oberflachen-Antikérper (Volumen abhangig von
Konzentration und jeweiligem Antikorper), 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler

e Waschen mit 5 mL PBS + 1% BSA durch Zentrifugation bei 350 g

e Zugabe von 250 pL Cytofix/Cytoperm Solution, 20 min Inkubation bei 4°C

e 2x Waschen mit 1 mL Perm/Wash Buffer durch Zentrifugation bei 500 g

e Zugabe der intrazellularen Antikorper (Volumen abhangig von Konzentration
und jeweiligem Antikorper), 30 min Inkubation bei 4°C

e 2x Waschen mit 1 mL Perm/Wash Buffer durch Zentrifugation bei 500 g

4.3.3 Degranulationsassay (CD107a)

Als MalR3 fur die Zytotoxizitat von NK-Zellen wird deren Freisetzung zytotoxischer
Granula gemessen. In der Membran der Granula befindet sich das Membranprotein
CD107a, welches bei der Degranulation an die Oberflache der Zelle gebracht wird.
Im Assay wird die Internalisierung von CD107a durch die Zugabe eines Golgi-
Inhibitors verhindert, so dass das Protein im Durchflusszytometer nachgewiesen

werden kann.
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Durchfihrung:

Aussaat der gewlnschten Zielzellen (15.000 pro Well) am Vortag auf 96-Well-
Platte

Vorbehandlung der NK-Zellen (wie im jeweiligen Experiment beschrieben),
z.B. Inkubation bei Hypoxie Uber Nacht

Am nachsten Tag Aussaat von 20.000 NK-Zellen zu den Zielzellen in frischem
Medium (effector:target ratio 1:1)

Zugabe von 5 pL anti-CD107a PE und 0,4 pL GolgiStop™

Inkubation in Hypoxie oder Normoxie fur 5 h im Brutschrank

Uberfiihren der Zellen in ein FACS-Roéhrchen und Waschen mit 5 mL PBS
durch Zentrifugation bei 350 g

Zugabe der gewinschten Oberflachen-Antikdrper (Volumen abhangig von
Konzentration und jeweiligem Antikorper), 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler

Waschen mit 5 mL PBS durch Zentrifugation bei 350 g

Zugabe des Vitalitatsfarbstoffs DAPI kurz vor dem Messen

4.3.4 Apoptoseassay

Um die direkte Zytotoxizitat der NK-Zellen zu messen, wurde nach einer

Koinkubation mit Zielzellen bestimmt, wie viele der Zielzellen apoptotisch geworden

sind. Daflr wurde die aktive Caspase-3, ein Bestandteil des Apoptosesignalwegs,

intrazellular angefarbt.

Um die Zielzellen am Durchflusszytometer von den NK-Zellen unterscheiden zu

kénnen, wurden deren Zytoplasma vor der Koinkubation angefarbt.

Durchfiihrung:

Anfarbung der Zielzellen (z.B. HSC) mit eFluor® 670 (von eBioscience) und

Aussaat

Aussaat der (ggfs. vorbehandelten) NK-Zellen zu den Zielzellen im
effector:target Verhéltnis 10:1

Inkubation in Hypoxie oder Normoxie fiir 6 h im Brutschrank

Intrazellularfarbung der Zielzellen mit anti-Caspase-3 Antikorper laut Protokoll

fur Intrazellularfarbung (siehe Abschnitt 4.3.2)
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4.3.5 Hypoxienachweis in der Zelle durch Pimonidazol

Im hypoxischen Zellmilieu ist der Hypoxiemarker Pimonidazol in der Lage,
Proteinaddukte zu bilden. Diese Addukte kdnnen anschlie3end mit einem Antikorper
gegen Pimonidazol im Durchflusszytometer nachgewiesen werden. In normoxischen
Zellen funktioniert dies nicht. Die verwendeten Reagenzien entstammen dem
Hypoxyprobe™-1 Kit.

Durchfiihrung:

e Kultivierung von PBMC in Hypoxie fir 16 h

e Zugabe von 200 uM Pimonidazol und weitere 2 h Inkubation in Hypoxie

e Waschen der Zellen mit PBS und Intrazellularfarbung mit anti-Pimonidazol-
Antikorper (Protokoll siehe 4.3.2)

4.4 Assay zur Bestimmung der Virusreplikation

Fur die Bestimmung des Einflusses von NK-Zellen auf die Virusreplikation wurden
HuH7-A2-Replicon-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um eine humane
hepatozellulare Karzinomzelllinie, die mit HLA-A2- und Luciferase-HCV-Replicon-

Plasmiden transfiziert ist**®

. Wenn das HCV-enthaltende Plasmid repliziert wird, wird
das Reportergen Luciferase exprimiert, welches nach einer Lysierung der Zellen
nachgewiesen werden kann. Dafir wird das Steady-Glo® Luciferase Assay System
verwendet.

Die durch die NK-Zellen verursachte Hemmung der Replikation wird in
Kokulturexperimenten getestet. Die Hemmung der Replikation wird dabei

folgendermalf3en berechnet:

I , (Lumineszenz-Units mit NK-Zellen) - 100
Replikationshemmung (in %) = 100 —

Lumineszenz-Units ohne NK-Zellen

Durchfihrung:

e Am Vortag Aussaat von 30.000 HuH7-A2-Replicon-Zellen pro Well auf 48-
Well-Platte (inkl. 4 — 6 Kontrollwells pro Platte)

e Vorsichtige Abnahme des Mediums und Aussaat der (ggfs. vorbehandelten)
NK-Zellen in frischem Medium ohne Antibiotika in gewtinschter Anzahl zu den
HuH7-A2-Replicon-Zellen
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e Inkubation in Hypoxie oder Normoxie fur 24 h

e Zentrifugation der Platten bei 300 g fur 5 min

e Vorsichtiges Abnehmen des Uberstandes, ggfs. Einfrieren zur spateren
Verwendung

e Zugabe von 100 pL Steady-Glo® zu den Zellen und Inkubation fiir 10 min im
Dunkeln auf dem Schuttler

e Uberfuihren des entstandenen Zelllysats in eine weilRe 96-Well-Platte

e Messen der Biolumineszenz an einem Plate reader

4.5 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren, mit dem Proteine in Zelllysaten spezifisch
nachgewiesen und quantifiziert werden kdnnen.

Dabei werden zunachst Proteinextrakte aus lysierten Zellen gewonnen. Diese
werden mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach ihrem Molekular-
gewicht aufgetrennt. AnschlieBend werden die Proteine des Gels auf eine Membran
Ubertragen und dort mittels enzymgekoppelter Antikbrper Uber eine
Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. Mit einer densitometrischen Software

kann die Proteinmenge quantifiziert werden.

4 5.1 Proteinextraktion aus Zellkernen
FiUr den Nachweis von nukledren Proteinen wie z. B. HIF-1o werden die Proteine aus

Kernextrakten gewonnen, um eine héhere Konzentration zu gewabhrleisten.

Durchfiihrung:

e Aussaat von 10 Mio PBMC auf 6-Well-Platte am Vortag und Inkubation Uber
Nacht bei Hypoxie oder Normoxie

e Uberfuhren der Zellen in 1,5 mL ReaktionsgefaRe auf Eis

e 2x Waschen der Zellen mit PBS

e Aufnahme des Pellets in 100 uL Puffer A (siehe 3.8), Zugabe von 1 pL
Nonidet P-40

e Inkubation 5 min auf Eis zur Dissemblierung der Zellmembran

e Zentrifugation fir 10 min bei 1000 g (bei 4°C)

e Uberstand verwerfen (Zytoplasmaextrakt)
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e Resuspendieren des Pellets in 15 pL Puffer B (siehe 3.8)
e Zentrifugation fir 10 min bei 12.000 g (bei 4°C)
e Uberstand (Zellkernextrakt) vorsichtig abnehmen und fir die Protein-

bestimmung weiterverwenden

4.5.2 Proteinbestimmung mittels Spektrophotometer
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Messung der Absorption mit
dem Nanodrop-Spektrophotometer. Bedingt durch die aromatischen Aminosauren

besitzen Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm.

4.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine nach
ihrem Molekulargewicht, d.h. nach der Grol3e, aufgetrennt werden. Die Proteine
werden durch das SDS denaturiert, linearisiert und mit einer negativen Ladung
versehen. Nach Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die negativ
geladenen Proteine Richtung Anode durch das Polyacrylamid-Gel. Dabei werden die
gréReren Proteine durch das Polyacrylamid starker zuriickgehalten und wandern so
langsamer als die kleineren.

Durchfiihrung:

e Verdinnen der Proben in 2x Laemmli-Puffer und Denaturieren fir 5 min bei
95°C

e Trenngel ansetzen (Rezept siehe 3.8), TEMED als letztes zugeben und
luftblasenfrei in die Gelkammer eingiel3en

e Mit Isopropanol Gberschichten

e Nach ca. 20 min Isopropanol abschitten, mit H,O waschen und Reste mit
einem Filterpapier aufsaugen

e Sammelgel ansetzen (Rezept siehe 3.8), TEMED als letztes zugeben und
luftblasenfrei in die Gelkammer auf das Trenngel schichten

e Gelkamm einsetzen und das Gel auspolymerisieren lassen

e Gel in den Western Blot-Tank einspannen und Tank mit Laufpuffer (Rezept
siehe 3.8) befillen

e vorbereitete Proben sowie Protein Ladder in die Geltaschen fullen

e Tankdeckel aufsetzen und Elektrophorese bei 180 V ca. 90 min laufen lassen
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4.5.4 Semi-Dry-Blot
Beim Semi-Dry-Blot werden die aufgetrennten Proteine mittels Elektrotransfer vom
Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen.

Durchfihrung:

e Gel in Gelpuffer (siehe 3.8) 10 min aquilibrieren lassen

e Nitrocellulosemembran in Membranpuffer (siehe 3.8) 10 min &quilibrieren
lassen

e Jeweils zwei Filterpapiere in Gelpuffer bzw. Membranpuffer legen

e Auf die Metallflache des Blotters zwei Filterpapiere (in Membranpuffer) legen;
darauf die Nitrocellulosemembran; darauf das Gel; darauf zwei Filterpapiere
(in Gelpuffer)

e Luftblasen ausstreichen

e Blotterdeckel schlieRen und bei 25 V ca. 3 h blotten

4.5.5 Proteindetektion

Das zu testende Protein sowie ein Referenzprotein, dessen Expression nicht
verandert wird, werden mittels enzymgekoppelter Antikbrper Uber eine
Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. Als Referenzprotein wurde HDAC-1
verwendet, da der Western Blot mit Kernextrakten durchgefihrt wurde.
Durchfiihrung:

e Blockierung der Membran in PBS + 5% Magermilchpulver + 0,1% Tween tber
Nacht bei 4°C oder 1 h bei Raumtemperatur

e Waschen mit H,O

e Zerschneiden der Membran fir getrennte Detektion von HIF-1a (ca. 115 kD)
und HDAC-1 (ca. 65 kD)

e HIF-1la Antikoérper 1:750 (bzw. HDAC-1 Antikoérper 1:1000) in PBS + 5%
Magermilchpulver + 0,1% Tween verdinnen und Membran tber Nacht bei 4°C
oder 1 h bei Raumtemperatur darin inkubieren

e 4 x5min mit0,1% PBS + 0,1% Tween waschen

e HRP-gekoppelten Sekundarantikérper 1:5000 in PBS + 5% Magermilchpulver
+ 0,1% Tween verdinnen und Membran 45 min bei Raumtemperatur darin
inkubieren

e 4 x5 min mit0,1% PBS + 0,1% Tween waschen
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e Chemilumineszenzsubstrat AceGlow™ anmischen und auf Membran geben,

Entwicklung nach 5 min im Chemilumineszenz-Reader Chemismart

4.6 Molekularbiologische Methoden

4.6.1 RNA-Isolation aus Zellen

Fur die Gewinnung der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde das GeneJet RNA
Purification Kit verwendet. Die RNA wird hierbei mittels SiO,-basierter
Membrantechnologie tber Saulen aufgereinigt.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem dem Kit beiliegenden Protokoll.

Im Anschluss an die Isolation wurde die RNA-Konzentration am Nanodrop-

Spektrophotometer durch Messen der Absorption bei 260 nm bestimmt.

4.6.2 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription der RNA-Proben in cDNA wurde das QuantiTect®
Reverse Transcription Kit verwendet. Hierbei wird zunéachst die genomische DNA
eliminiert. AnschlieBend wird séamtliche mRNA unter Verwendung von Poly-dT-
Primern revers transkribiert. Dabei wird das mRNA-Templat abgebaut, so dass nur
die entstandene cDNA ubrig bleibt. Diese wird dann als Templat fur die quantitative
PCR weiterverwendet.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem dem Kit beiliegenden Protokoll.

4.6.3 Quantitative PCR

Um die Expression bestimmter Gene nachzuweisen und zu quantifizieren, wurde
eine quantitative PCR am Lightcycler® durchgeftihrt.

Dabei wird cDNA von in Hypoxie kultivierten und unterschiedlich stimulierten NK-
Zellen als Templat verwendet. Um die Menge der entstandenen Amplifikations-
produkte nachzuweisen, wurde SYBR®Green verwendet, welches in doppelstrangige
DNA interkaliert und dort einen fluoreszierenden Komplex bildet. Nach jedem
Amplifikationszyklus wird die SYBR®Green-Fluoreszenz detektiert, so dass ein
Echtzeit-Nachweis der Amplifikationsprodukte ermoglicht wird. Der dabei bestimmte
CT-Wert kennzeichnet den Amplifikationszyklus, in dem die Fluoreszenz erstmals

aus dem Hintergrund aufsteigt.



40 4 METHODEN

Als Referenzgen wird ein wenig reguliertes Gen (hier: 3-Actin) verwendet, so dass
die erhaltenen CT-Werte in Relation zur cONA-Menge bewertet werden kdnnen.

Die Berechnung der Expressionswerte erfolgte wie folgt:
ACT = CT (zu testendes Gen) — CT (Referenzgen)

Da ein niedriger ACT-Wert somit einer hohen Expression des zu untersuchenden

Gens entspricht, wurde zur besseren Visualisierung die Darstellung als ACLT gewahlt.

4.7 Statistische Methoden

Fur die Berechnung der Statistik wurde die Software GraphPad Prism 5.0 verwendet.

Dabei wurden unterschiedliche statistische Tests verwendet:

e der ungepaarte t-Test fur normalverteilte Daten, in denen unterschiedliche
Spender oder Konditionen verglichen werden;

e der gepaarte t-Test fur normalverteilte Daten, in denen Daten zu einem
Spender verglichen werden;

e der Mann-Whitney-U-Test als nichtparametrischen Test fir nicht-

normalverteilte Daten.

Ein p-Wert niedriger als 0,05 wurde als signifikant angesehen (* p<0,05; ** p<0,01,
*** n<0,001).
Die Daten wurden als Balkendiagramme (Mittelwert + SEM) oder als Box Plots

dargestellt.
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5 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in zwei Kapitel unterteilt. In Kapitel
5.1 wird der Einfluss von Hypoxie auf die antivirale und antifibrotische Aktivitat von
NK-Zellen bei der Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion untersucht. In Kapitel 5.2 wird

analog dazu der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen in der HIV-Infektion untersucht.

Vor Beginn der Experimente, die bei Hypoxie durchgefihrt werden sollten, wurde
Uberprift, ob unter den verwendeten Versuchsbedingungen tatsachlich ein
hypoxisches Zellmilieu nachweisbar ist. Dafir wurde den NK-Zellen Pimonidazol
zugegeben, welches unter sauerstoffarmen Bedingungen im Zytoplasma
Proteinaddukte  bildet'?®. Diese  Addukte wurden durchflusszytometrisch
nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass in den Zellen, die bei 5% oder 1% O
kultiviert wurden, eine Zunahme der Pimonidazoladdukte nachweisbar war (siehe
Abbildung 2). Somit kann davon ausgegangen werden, dass unter den gewdhlten
Versuchsbedingungen die Zellen tatsachlich einer hypoxischen Umgebung

ausgesetzt sind.

Isotypkontrolle
— 20% 0,
-=-5%0,

Pimonidazol

Abbildung 2: Der Nachweis des hypoxischen Zellmilieus durch Pimonidazolfarbung.

NK-Zellen wurden 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert. AnschlieRend wurde Pimonidazol als Hypoxiemarker
hinzugegeben und die Zellen wurden weitere 2 h kultiviert. Danach wurden die Zellen mit anti-Pimonidazol
Antikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Grau hinterlegt, Isotypkontrolle; durchgezogene Linie,
20% Og; gestrichelte Linie, 5% O»; gepunktete Linie, 1% O,.
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5.1 Der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HCV-Infektion

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der HCV-Infektion, sowohl was die
Hemmung der viralen Replikation angeht als auch die Regulation der Leberfibrose.
Ihr  primarer Wirkungsort dabei ist die Leber, in welcher niedrige
Sauerstoffkonzentrationen vorherrschen. Die meisten bisherigen Untersuchungen
wurden jedoch bei atmospharischen Sauerstoffbedingungen durchgefihrt. Deshalb
soll in dieser Arbeit auf den Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HCV-

Infektion eingegangen werden.

5.1.1 Der Einfluss von Hypoxie auf die antivirale Aktivitat von gesunden NK-
Zellen

Zunachst sollte aufgeklart werden, ob ein Einfluss von Hypoxie auf die antivirale NK-
Zell-Aktivitat nachweisbar ist. Dafiir wurden ruhende NK-Zellen von gesunden
Spendern 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, kultiviert und anschliel3end fur 24 h mit
HuH7-A2-Replicon-Zellen koinkubiert. Diese Zellen besitzen ein HCV-Replicon,
welches zusatzlich fir Luciferase kodiert. Im Anschluss an die Koinkubation wurde
die Luciferaseaktivitat bestimmt und so die antivirale Aktivitat der NK-Zellen ermittelt.
Dabei zeigte sich, dass weder die Kultivierung bei 5% noch bei 1% O, einen
signifikanten Einfluss auf die antivirale Aktivitat der NK-Zellen hat (siehe Abbildung
3).

Als néchstes wurde untersucht, ob bei der NK-Replicon-Koinkubation die
Stimulierbarkeit der NK-Zellen mit Interleukin (IL)-2 durch die Hypoxie verandert wird.
Dafur wurde wahrend der Prainkubation der NK-Zellen IL-2 zugegeben. Bei der
Inkubation bei 20% O, wurde, wie erwartet, durch die Zugabe von IL-2 ein
signifikanter Anstieg der antiviralen Aktivitat beobachtet (siehe Abbildung 4A,
dunkelgraue Balken). Bei 5% O, wurde ein &hnlich starker Anstieg beobachtet. Bei
Inkubation bei 1% O, hingegen war nur ein leichter IL-2-vermittelter Anstieg der
antiviralen Aktivitdt zu beobachten, der statistisch nicht signifikant war (siehe
Abbildung 4A, weil3e Balken). In Abbildung 4B ist die HCV-Replikationshemmung IL-
2-aktivierter NK-Zellen bei verschiedenen E:T Ratios dargestellt. Hier bestatigt sich,
dass die antivirale Aktivitat stimulierter NK-Zellen durch Inkubation bei 1% O, nicht

aber bei 5% O, signifikant beeintrachtigt wird.
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Abbildung 3: Hypoxie hat keinen Einfluss auf die anti-HCV-Aktivitat ruhender NK-Zellen von gesunden
Spendern.

NK-Zellen von gesunden Spendern (n = 6) wurden fiir 16 h bei 20% oder 5% O (linkes Bild) bzw. 20% oder 1%
(rechtes Bild) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 24 h mit HuH7-A2-Replicon-Zellen koinkubiert,
ebenfalls bei 20%, 5% oder 1% O,. Als MaR fir die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. E:T
Ratio, Effektor:Target Ratio; n.s., nicht signifikant.
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Abbildung 4: Die antivirale Aktivitat gesunder, IL-2-aktivierter NK-Zellen wird durch Hypoxie
beeintrachtigt.

NK-Zellen von gesunden Spendern wurden mit IL-2 aktiviert und fir 16 h bei 20%, 5% oder 1% O- inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 24 h mit HuH7-A2-Replicon-Zellen koinkubiert, ebenfalls bei 20%, 5% oder
1% O,. Als Malf3 fir die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. (A) Vergleich zwischen ruhenden
und IL-2-aktivierten NK-Zellen (n = 6) bei einer E:T Ratio von 1:3. (B) Die Replikationshemmung IL-2-aktivierter

NK-Zellen (n =6) bei verschiedenen E:T Ratios; links, 20% vs. 5% O;; rechts, 20% vs. 1% O,. E:T Ratio,
Effektor:Target Ratio; n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Als nachstes wurde Uberprift, ob die durch die Hypoxie veranderte IL-2-Antwort der
NK-Zellen durch eine verdnderte Expression der IL-2-Rezeptoren CD122 und CD25
vermittelt ist. Daftr wurden die NK-Zellen 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert und
anschlieBend wurde die Expression der beiden Rezeptoren durchflusszytometrisch
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass Hypoxie keinen Einfluss auf die CD122- oder
CD25-Expression hat (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Der Einfluss von Hypoxie auf die CD25- und CD122-Expression von gesunden NK-Zellen.
NK-Zellen von gesunden Spendern (n =7) wurden fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O kultiviert. AnschlieBend

wurde die Expression von CD25 und CD122 im Durchflusszytometer bestimmt. RFI, relative fluorescence
intensity. n.s., nicht signifikant.

Diese Ergebnisse deuten auf einen Mechanismus hin, der unabh&ngig von IL-2 wirkt.
Deshalb wurden die NK-Zellen als nachstes durch ein anderes Zytokin, Interferon
(IFN) o, aktiviert. Auch hier zeigte sich, dass die bei 1% O, kultivierten NK-Zellen
sich weniger gut aktivieren lassen als die bei 20% oder 5% O, kultivierten Zellen
(siehe Abbildung 6A). In Abbildung 6B ist die HCV-Replikationshemmung IFNa-
aktivierter NK-Zellen bei verschiedenen E:T Ratios dargestellt. Analog zu den
Versuchen mit IL-2-Stimulation zeigte sich hier, dass die antivirale Aktivitat
stimulierter NK-Zellen durch Inkubation bei 1% O, nicht aber bei 5% O,, signifikant
beeintrachtigt wird. Dies scheint also ein allgemeiner Mechanismus in aktivierten NK-

Zellen zu sein.
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Abbildung 6: Die antivirale Aktivitdt gesunder, IFNa-aktivierter NK-Zellen wird durch Hypoxie
beeintrachtigt.

NK-Zellen von gesunden Spendern wurden mit IFNa aktiviert und fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 24 h mit HuH7-A2-Replicon-Zellen koinkubiert, ebenfalls bei 20%, 5% oder
1% O,. Als Malf3 fir die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. (A) Vergleich zwischen ruhenden
und IFNa-aktivierten NK-Zellen (n = 6) bei einer E:T Ratio von 1:3. (B) Die Replikationshemmung IFNa-aktivierter

NK-Zellen (n =6) bei verschiedenen E:T Ratios; links, 20% vs. 5% Og; rechts, 20% vs. 1% O,. E:T Ratio,
Effektor:Target Ratio; n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT4 (signal transducer and activator of
transcription) sind bekannte Mediatoren zytokininduzierter Signalwege bei NK-
Zellen?*'22_ Bej einer Phosphorylierung der beiden Proteine wandern diese in den
Zellkern und kdnnen sodann als Transkriptionsfaktoren wirken. Deshalb wurde als
nachstes untersucht, ob die durch die Hypoxie verursachte veranderte
Zytokinantwort der NK-Zellen auf eine Veranderung der Expression oder

Phosphorylierung von STAT1 und STAT4 zurtickzuftihren ist. Nach einer Kultivierung
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der NK-Zellen bei 20% oder 1% O, zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied
in der Expression von phosphoryliertem oder nicht-phosphoryliertem STAT1 oder
STATA4 (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Hypoxie besitzt keinen Einfluss auf die STAT-Expression in gesunden NK-Zellen.
NK-Zellen gesunder Spender (n = 6) wurden fur 16 h bei 20% oder 1% O kultiviert. Anschlie@end wurden die
Zellen permeabilisiert und intrazellular fur STAT1, pSTAT1, STAT4 und pSTAT4 geférbt. Die Analyse erfolgte am

Durchflusszytometer. RFI, relative fluorescence intensity. n.s., nicht signifikant. STAT, signal transducer and
activator of transcription. pSTAT, phosphoryliertes STAT.

5.1.2 Der Einfluss von Hypoxie auf die antivirale Aktivitdt von NK-Zellen von
HCV-Patienten

Als nachstes wurde untersucht, wie die Auswirkungen von Hypoxie auf NK-Zellen
von Hepatitis C Virus (HCV)-infizierten Patienten sind. Daflir wurde, analog zu den
Versuchen mit gesunden NK-Zellen, der Assay zur Bestimmung der HCV-Replikation
bei 20%, 5% und 1% O, durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass ruhende HCV-NK-
Zellen — im Gegensatz zu NK-Zellen von gesunden Spendern — eine signifikante
Verminderung ihrer antiviralen Aktivitdt durch Hypoxie aufweisen (siehe Abbildung
8A). Diese Verminderung trat sowohl bei 5% als auch bei 1% O, auf. Wurden die NK-
Zellen wahrend der Inkubation in Hypoxie mit IL-2 oder IFNa aktiviert, wurde die
antivirale Aktivitat bereits bei 5% O, gehemmt (siehe Abbildung 8B+C), wahrend dies
bei den Gesunden erst bei 1% O, der Fall war (siehe Abbildung 4 und Abbildung 6).
Die NK-Zellen von HCV-Patienten scheinen somit anfalliger fur eine funktionelle
Beeintrachtigung durch Hypoxie zu sein als die NK-Zellen von Gesunden.
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Abbildung 8: NK-Zellen von HCV-Patienten sind sensibler gegenuber einer hypoxievermittelten
Beeintrachtigung ihrer antiviralen Aktivitat als gesunde NK-Zellen.

NK-Zellen von HCV-Patienten (n = 7) wurden ruhen gelassen (A) bzw. mit IL-2 (B) oder IFNa. (C) aktiviert und fir
16 h bei 20%, 5% oder 1% O inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 24 h mit HuH7-A2-Replicon-Zellen

koinkubiert, ebenfalls in 20%, 5% oder 1% O,. Als Mal} fir die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitéat
bestimmt. E:T Ratio, Effektor:Target Ratio; n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

5.1.3 Die IFNy-Produktion gesunder und HCV-NK-Zellen unter Hypoxie

Es gibt Hinweise darauf, dass die Hemmung der HCV-Replikation im HuH7-A2-
Replicon-System hauptséchlich durch IFNy vermittelt wird®#°*,

Zunachst wurde deshalb untersucht, ob die IFNy-Sensitivitdt der HuH7-A2-Replicon-
Zellen sich durch Hypoxie verandert. Dafir wurden die Replicon-Zellen mit
rekombinantem IFNy bei 20%, 5% oder 1% O inkubiert, anschlielend wurde die
Virusreplikation gemessen. Hier zeigte sich, dass die Virusreplikation unabhangig
von der Sauerstoffkonzentration dosisabhangig gehemmt wurde (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Hemmung der HCV-Replikation durch rekombinantes IFNy bei Hypoxie.
HuH7-A2-Replicon-Zellen (n = 3) wurden mit unterschiedlichen Dosen rekombinantem IFNy fir 24 h bei 20%, 5%

oder 1% O inkubiert. Als MaR fir die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitdt bestimmt. n.s., nicht
signifikant.

Deshalb wurde als nachstes untersucht, ob Hypoxie einen Einfluss auf die IFNy-
Produktion der NK-Zellen besitzt. Daftr wurden NK-Zellen von gesunden Spendern
und HCV-Patienten bei 20%, 5% oder 1% O, fur 16 h prainkubiert und anschlieRend
6 h lang mit Replicon-Zellen koinkubiert. Danach wurde die intrazellulare
Anreicherung von IFNy in den NK-Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. In
Abbildung 10A ist die Gating-Strategie gezeigt. Sowohl bei gesunden Spendern
(Abbildung 10B) als auch bei HCV-Patienten (Abbildung 10C) sank bei
zytokinaktivierten Zellen der Anteil der IFNy-positiven NK-Zellen durch die Inkubation

in Hypoxie. Bei ruhenden NK-Zellen von gesunden Spendern liel3 sich kein Hypoxie-

Einfluss feststellen.
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Abbildung 10: Hypoxie verringert den Anteil IFNy-positiver NK-Zellen nach Koinkubation mit HuH7-A2-
Replicon-Zellen.

(A) Gating-Strategie: Setzen des Lymphozytengates nach GroRRe (FSC-A) und Granularitdt (SSC-A),
anschlieend Herausgaten der Dupletten (FSC-A gg. FSC-W und SSC-A gg. SSC-W). Bestimmung der lebenden
Zellen mittels Zombie aqua-Farbung, Definition der NK-Zellen als CD3'CD56", und zuletzt Gating der IFNy" NK-
Zellen. NK-Zellen von gesunden Spendern (B, n = 8) und HCV-Patienten (C, n = 7) wurden fir 16 h bei 20%, 5%
oder 1% O; inkubiert und wahrenddessen durch Zytokine aktiviert oder ruhen gelassen. AnschlieBend wurden die
Zellen 6 h mit Huh7-A2-Replicon-Zellen unter Zugabe von Brefeldin A koinkubiert, um eine Akkumulation der
Zytokine im endoplasmatischen Retikulum zu induzieren. Danach wurden die NK-Zellen intrazellular fur IFNy
gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Die
Experimente wurden von Herrn Dr. rer. nat. Andreas Glassner durchgefihrt.
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Diese Daten geben jedoch lediglich eine Auskunft tiber den Anteil IFNy" NK-Zellen,
nicht aber tber das Ausmal’ der IFNy-Produktion durch diese NK-Zellen. Deshalb
wurde zusétzlich die MFI (median fluorescence intensity) der IFNy" NK-Zellen
ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass bereits bei Kultivierung in Normoxie die IFNy"
NK-Zellen von HCV-Patienten eine niedrigere MFI aufwiesen als die von gesunden
Spendern (siehe Abbildung 11). Zudem wiesen die NK-Zellen der HCV-Patienten
eine groRere Anfalligkeit gegenlber niedrigen Sauerstoffkonzentrationen auf als die

Zellen von Gesunden.
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Abbildung 11: Das Ausmafll der IFNy-Produktion von HCV-NK-Zellen wird durch Hypoxie stérker
beeinflusst als das gesunder NK-Zellen.

NK-Zellen von gesunden Spendern (n = 8) und HCV-Patienten (n = 7) wurden fur 16 h bei 20%, 5% oder 1%0,
inkubiert und wéahrenddessen durch Zytokine aktiviert oder ruhen gelassen. Anschlieend wurden die Zellen 6 h
mit Huh7-A2-Replicon-Zellen unter Zugabe von Brefeldin A koinkubiert, um eine Akkumulation der Zytokine im
endoplasmatischen Retikulum zu induzieren. Danach wurden die NK-Zellen intrazellular fir IFNy geférbt und im

Durchflusszytometer analysiert. Die MFI (median fluorescence intensity) der IFNy" NK-Zellen wird hier dargestellt.
n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Die IFNy-Sekretion von NK-Zellen scheint jedoch nicht allein fir die Hemmung der
Virusreplikation in den HuH7-A2-Replicon-Zellen verantwortlich zu sein. Gibt man
zum Koinkubationsansatz einen inhibierenden IFNy-Antikdrper hinzu, wird die
Hemmung der HCV-Replikation nur teilweise aufgehoben (siehe Abbildung 12A).
Zusatzlich wurden Uberstande aus NK-Replicon-Koinkubationen mittels ELISA auf
ihre IFNy-Konzentration getestet. Diese Uberstande wurden erneut auf HuH7-A2-
Replicon-Zellen gegeben und es wurde untersucht, ob auch diese zellfreien
Uberstande in der Lange sind, die Virusreplikation zu hemmen. Dabei zeigte sich,
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dass selbst Uberstande, in denen im ELISA kein IFNy nachweisbar war, die
Virusreplikation in den Replicon-Zellen hemmen konnten (siehe Abbildung 12B).

Es scheinen also noch weitere l6sliche, bisher nicht bekannte Faktoren bei der
Hemmung der Virusreplikation durch NK-Zellen eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 12: IFNy ist nicht alleine fir die NK-Zell-vermittelte Hemmung der Virusreplikation unter
Hypoxie verantwortlich.

(A) NK-Zellen von HCV-Patienten (n = 3) wurden fiir 16 h in 1% O inkubiert und wéahrenddessen durch Zytokine
aktiviert oder ruhen gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen 24 h mit HuH7-A2-Replicon-Zellen unter Zugabe
eines blockierenden IFNy-Antikérpers bzw. einer Isotypkontrolle koinkubiert. Als Maf3 fur die HCV-Replikation
wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. (B) Die IFNy-Konzentration von Uberstanden aus einem NK-Replicon-
Koinkubationsansatz wurde mittels ELISA bestimmt. AnschlieRend wurden diese Uberstande erneut fiir 24 h auf

Replicon-Zellen gegeben. Als MaR fur die HCV-Replikation wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.

5.1.4 Die Expression aktivierender NK-Zellrezeptoren unter Hypoxie

Die aktivierenden NK-Zellrezeptoren NKp46 und NKG2D nehmen ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Hemmung der HCV-Replikation ein®%°1%2,

Deshalb wurde als nachstes untersucht, ob die Expression der beiden Rezeptoren
auf gesunden und HCV-NK-Zellen durch Inkubation in Hypoxie verdndert wird.
Hierfir wurden NK-Zellen fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert. Anschlie3end
wurden die beiden Rezeptoren mittels einer Oberflachenfarbung angefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Die Inkubation bei 5% und bei 1% O, flhrte zu einer
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signifikanten Herunterregulation von NKp46 (Abbildung 13A) und NKG2D (Abbildung
13B) auf NK-Zellen von HCV-Patienten. Dies war sowohl bei ruhenden als auch bei
zytokinaktivierten Zellen der Fall. Die Rezeptorexpression auf NK-Zellen von

gesunden Spendern wurde hingegen weder durch 5% noch durch 1% O, verandert
(siehe Abbildung 13C).
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Abbildung 13: Die Expression von NKp46 und NKG2D nach Kultivierung in Hypoxie.

NK-Zellen wurden fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert und wahrenddessen durch Zytokine aktiviert oder
ruhen gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Oberflachenfarbung fir NKp46 und NKG2D gefarbt
und im Durchflusszytometer analysiert. (A, B) NK-Zellen von HCV-Patienten (n = 8). (C) NKp46- und NKG2D-
Histogramme, représentativ fir 7 gesunde Spender. RFI, relative fluorescence intensity. n.s., nicht signifikant.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Um den Zeitverlauf der hypoxievermittelten Rezeptorregulation zu analysieren,
wurden die NK-Zellen nun unterschiedlich lange bei 20%, 5% oder 1% O, kultiviert.
AnschlieBend wurde wieder die Expression von NKp46 und NKG2D am
Durchflusszytometer untersucht. Hier zeigte sich, dass die Herabregulation von
NKp46 (Abbildung 14A) bereits nach 5h Kultivierung in Hypoxie beginnt, die
Herabregulation von NKG2D (Abbildung 14B) erst nach 16 h. Auch nach 48 h
Kultivierung in Hypoxie waren die Unterschiede in der Rezeptorexpression noch
signifikant, sowohl bei NKp46 als auch bei NKG2D.
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Abbildung 14: Der Zeitverlauf der NK-Zellrezeptor-Expression bei NK-Zellen von HCV-Patienten nach
Kultivierung in Hypoxie.

NK-Zellen von HCV-Patienten (n =4) wurden fir 5h, 16 h oder 48 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert und
wahrenddessen durch Zytokine aktiviert oder ruhen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer
Oberflachenfarbung fir NKp46 (A) und NKG2D (B) geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert. RFI, relative
fluorescence intensity. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Die Zielzellen in den hier durchgefihrten Experimenten, die HuH7-A2-Replicon-
Zellen, sind in der Lage, Oberflachenrezeptoren zu exprimieren, die auf NK-Zellen
aktivierend oder inhibierend wirken konnen. Der Einfluss von Hypoxie auf die
Expression der bei Stress hochregulierten NKG2D-Liganden MIC-A/B und ULBP
(aktivierend) sowie auf die MHC-Molekille HLA-E und HLA-ABC (inhibierend) sollte
als nachstes untersucht werden. Die im Durchflusszytometer bestimmte Expression
war jedoch nach Inkubation der Zellen in 5% oder 1% O nicht verandert (siehe
Abbildung 15).

ULBP-1 ULBP-2/5/6 MIC-A/B HLA-E HLA-ABC
20%0, | _ \\,‘_ J ‘ﬁ/ S 'L_/ \\ ] ,/ \ ]
5% 0, ______ ______ 1] T _
wo, | N L L 1N

Abbildung 15: Hypoxie veréndert nicht die Expression von NK-Zell-Rezeptorliganden auf HuH7-A2-
Replicon-Zellen.

HuH7-A2-Replicon-Zellen wurden fir 24 h bei 20%, 5% oder 1% O kultiviert. AnschlieBend wurde im

Durchflusszytometer die Expression von ULBP-1, ULBP-2/5/6, MIC-A/B, HLA-E und HLA-ABC bestimmt. Die
Histogramme sind repréasentativ fir drei unabhangige Experimente.

5.1.5 Die Auswirkung von niedrigen Sauerstoffkonzentrationen auf
intrahepatische NK-Zellen

Die in der vorliegenden Arbeit bisher vorgestellten Ergebnisse wurden alle mit NK-
Zellen durchgefihrt, die aus peripherem Blut isoliert wurden. Zur Uberpriifung der
physiologischen Relevanz der Untersuchungsergebnisse wurden nun die Zellen
untersucht, die den niedrigen Sauerstoffkonzentrationen in der Leber in vivo
ausgesetzt sind: die intrahepatischen NK-Zellen.

Dafur wurden LIL (liver-infiltrating lymphocytes) aus Explantaten von HCV-Patienten
isoliert, welche ca. 40 - 60% NK-Zellen enthalten. In den Auswertungen wurde immer
auf die CD3'CD56" NK-Zellen gegatet.

Zunéchst wurden  Koinkubationsexperimente mit HuH7-A2-Replicon-Zellen
durchgefuhrt, um die IFNy-Produktion der intrahepatischen NK-Zellen zu analysieren
(vergleiche Kapitel 5.1.3). Hierbei zeigte sich, dass die intrahepatischen NK-Zellen —
ahnlich wie die peripheren NK-Zellen von HCV-Patienten — nach Inkubation bei 5%
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oder 1% O signifikant weniger IFNy produzierten als die bei Normoxie kultivierten
(siehe Abbildung 16A). Auch die Expression der beiden aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren NKp46 (Abbildung 16B) und NKG2D (Abbildung 16C) wurde durch
Inkubation in Hypoxie herunterreguliert. Damit erwiesen sich die intrahepatischen
NK-Zellen von HCV-Patienten als ahnlich sensibel gegeniber niedrigen

Sauerstoffkonzentrationen wie die peripheren NK-Zellen derselben Patientengruppe.
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Abbildung 16:Der Einfluss von Hypoxie auf intrahepatische NK-Zellen.

LIL (liver-infiltrating lymphocytes) (n = 6) wurden 16 h lang bei 20%, 5% oder 1% O, kultiviert und wahrenddessen
mit IL-2 oder IFNo aktiviert bzw. ruhen gelassen. AnschlieBend wurden sie (A) mit HUH7-A2-Replicon-Zellen
koinkubiert und es wurde die Anzahl IFNy-positiver Zellen bestimmt; bzw. (B) fur NKp46 und NKG2D geférbt und
durchflusszytometrisch analysiert. RFI, relative fluorescence intensity. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01,;
*** p<0,001.
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5.1.6 Die Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a in NK-Zellen von
Gesunden und HCV-Patienten

HIF-1o wird als zentraler Transkriptionsfaktor bei Hypoxie-vermittelten Prozessen
beschrieben. Deshalb sollte als néachstes untersucht werden, inwieweit die
funktionellen Unterschiede zwischen NK-Zellen von Gesunden und HCV-Patienten
durch eine differentielle Regulation von HIF-1a bedingt sind.

Dafur wurde zunachst die mRNA-Expression von HIF-1a mittels einer gPCR
untersucht. Die NK-Zellen von HCV-Patienten zeigten eine minimal erhdhte
Grundexpression von HIF-1« im Vergleich zu Gesunden, dies war jedoch statistisch
nicht signifikant (siehe Abbildung 17A). Wie zu erwarten war, dnderte sich die mRNA-
Menge durch die Inkubation in Hypoxie nicht, da HIF-1a posttranslational reguliert
wird*** Deshalb wurde als néchstes die Expression des HIF-1a-Proteins mittels
Western Blot untersucht. Dies gestaltete sich als schwierig, da HIF-1a in Normoxie
innerhalb weniger Minuten degradiert wird. In einer Zelllinie, die HIF-1a konstitutiv
exprimiert, konnte HIF-1a im Western Blot nachgewiesen werden (Abbildung 17B). In
NK-Zellen, die bei 5% O, kultiviert worden waren, konnte nur eine sehr geringe, nicht
quantifizierbare HIF1la-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 17C). In Zellen,
die mit dem chemischen HIF-1la-Induzierer CoCl, behandelt wurden, war hingegen
ein Nachweis mdglich (Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Die Expression von HIF-1a in NK-Zellen.

(A) NK-Zellen von Gesunden (n = 7) und von HCV-Patienten (n = 7) wurden 16 h lang bei 20%, 5% oder 1% O
kultiviert. AnschlieBend wurde eine RNA-Isolation und gPCR mit HIF-1a-Primern durchgefihrt. Als
Housekeeping-Gen wurde 3-Actin verwendet. (B) SDS-PAGE und Western Blot fir HIF-1a. mit Kernextrakten aus
EGI-1 Zellen (Positivkontrolle) und TFK-1 Zellen (Negativkontrolle). Als Kontrollprotein wurde HDAC-1 verwendet.
(C) PBMC von Gesunden und von HCV-Patienten wurden fiir 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, bzw. mit 200 pM
CoCl; kultiviert. Mit den Kernextrakten wurde eine SDS-PAGE und ein Western Blot fur HIF-1a durchgefihrt. Als
Kontrollprotein wurde HDAC-1 verwendet. n.s., nicht signifikant. Die Western Blot-Experimente (B und C) wurden
von Herrn Dr. rer. nat. Andreas Glassner durchgefuhrt.
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5.1.7 Die Expression von Glykolyse-Genen in NK-Zellen bei Hypoxie

Der Transkriptionsfaktor HIF-1o reguliert diverse Signalwege, die es der Zelle
ermdglichen, sich an niedrige Sauerstoffkonzentrationen anzupassen. Unter
anderem wird der Stoffwechsel von aerober Zellatmung (oxidative Phosphorylierung)
auf Glykolyse (anaerob) umgestellt.

Deshalb untersuchten wir als néachstes, wie die fur den Glykolyse-Stoffwechselweg
wichtigen Gene Triosephosphat-lsomerase 1 (TPI1), Pyruvatdehydrogenase-
Kinase 1l (PDK1l) und 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase
(PFKFB3) durch Hypoxie reguliert werden. Dafur wurden NK-Zellen von Gesunden
und HCV-Patienten nach Inkubation in Hypoxie oder Normoxie mittels gPCR
untersucht. Bei gesunden NK-Zellen konnte ein Anstieg der Expression dieser Gene
nach Inkubation bei 5% sowie ein weiterer Anstieg bei 1% O, beobachtet werden.
Dies war fiur alle untersuchten Gene der Fall (siehe Abbildung 18). Auch bei HCV-
Patienten wurde ein Anstieg nach Inkubation in Hypoxie beobachtet. Dieser war
jedoch signifikant niedriger als bei gesunden NK-Zellen. Dies deutet auf eine
schlechtere Adaption der HCV-NK-Zellen an die veranderten Sauerstoff-

konzentrationen hin.
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Abbildung 18: NK-Zellen von HCV-Patienten kodnnen ihren Stoffwechsel schlechter an niedrige
Sauerstoffkonzentrationen anpassen.

NK-Zellen von Gesunden (n = 4) und HCV-Patienten (n = 4) wurden 16 h lang bei 20%, 5% oder 1% O kultiviert.
AnschlieBend wurde eine RNA-Isolation und gPCR mit Primern fir TPI1 (A), PDK1 (B) und PFKFB3 (C)

durchgefihrt. Als Housekeeping-Gen wurde (-Actin verwendet. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01;
*%k%
p<0,001.

5.1.8 Der Einfluss von Hypoxie auf die antifibrotische Aktivitat von NK-Zellen

In der HCV-Infektion spielt neben der antiviralen Aktivitat die antifibrotische Aktivitat
von NK-Zellen eine wichtige Rolle. Diese fiihren sie durch das Abtéten von
aktivierten hepatischen Sternzellen (HSC) aus, die fur die Entstehung einer Fibrose

verantwortlich sind. Als wichtige Mediatoren der NK-Zell-vermittelten HSC-Abtdtung
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gelten TRAIL und Fas-Ligand (FasL), welche Uber entsprechende Rezeptoren auf
den HSC eine Apoptose induzieren kénnen’®"3,

Die Expression dieser beiden Rezeptoren wurde auf HCV-NK-Zellen, die zuvor in
Hypoxie oder Normoxie inkubiert worden waren, analysiert. Die Untersuchungen
ergaben eine signifikante Herabregulierung von TRAIL nach Inkubation bei 5% oder
1% O, (siehe Abbildung 19A). Die Expression von FasL wurde hingegen nicht
verandert (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Die Expression von TRAIL und FasL auf NK-Zellen.
NK-Zellen von HCV-Patienten (n = 6) wurden fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert und wéhrenddessen mit
IL-2 oder IFNa aktiviert bzw. ruhen gelassen. AnschlieRend wurde eine Oberflachenfarbung mit TRAIL und FasL

Antikdrpern durchgefuhrt und die Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert. RFI, relative fluorescence
intensity. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Das Abtoten der HSC durch die NK-Zellen erfolgt unter anderem durch die
Ausschittung zytotoxischer Granula. Dabei werden CD107a-Molekile auf die
Zelloberflache gebracht, die dann im Durchflusszytometer nachgewiesen werden
konnen. Um die zytotoxische Aktivitat der bei Hypoxie inkubierten NK-Zellen
nachzuweisen, wurden diese mit HSC koinkubiert und anschlieRend wurde der Anteil
CD107a" NK-Zellen bestimmt. In Abbildung 20A ist die Gating-Strategie dargestellt.
Weder bei peripheren (Abbildung 20B) noch bei intrahepatischen (Abbildung 20C)
NK-Zellen von HCV-Patienten konnte ein Einfluss von Hypoxie auf die zytotoxische

Aktivitdt gegentiber HSC nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Der Einfluss von Hypoxie auf den Anteil CD107a" NK-Zellen bei Hypoxie.

(A) Gating-Strategie: Setzen des Lymphozytengates nach GroRRe (FSC-A) und Granularitdt (SSC-A),
anschlieRend Herausgaten der Dupletten (FSC-A gg. FSC-W und SSC-A gg. SSC-W). Bestimmung der lebenden
Zellen mittels DAPI-Farbung, Definition der NK-Zellen als CD3'CD56°, und zuletzt Gating der CD107a" NK-
Zellen. Periphere (B, n=4) und intrahepatische (C, n = 6) NK-Zellen von HCV-Patienten wurden fur 16 h bei
20%, 5% oder 1% O inkubiert und anschlieRend fir 6 h unter Zugabe eines Golgihemmers mit HSC koinkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert. n.s., nicht signifikant. Die Experimente mit

peripheren NK-Zellen (B) wurden von Herrn Dr. rer. nat. Andreas Gléassner durchgefuhrt.

Eine weitere Mdglichkeit, die Zytotoxizitat von NK-Zellen zu bestimmen, ist der

direkte Nachweis von Apoptose in den Zielzellen. Zu diesem Zweck wurden NK-
Zellen mit HSC bei 20%, 5% oder 1% O, koinkubiert. Im Anschluss wurde in den

HSC intrazellular die aktive Caspase-3 als Bestandteil des Apoptosesignalwegs
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angefarbt und der Anteil der Caspase-3* Zellen wurde im Durchflusszytometer
bestimmt. In Abbildung 21A wird die Gating-Strategie dargestellt. In
Ubereinstimmung zu den Ergebnissen der CD107a-Farbung (Abbildung 20) ergaben
auch diese Experimente, dass der Anteil der apoptotischen HSC nach Koinkubation
mit HCV-NK-Zellen nicht durch Hypoxie verandert wird (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Die NK-Zell-vermittelte Apoptoseinduktion bei HSC nach Inkubation in Hypoxie.

(A) Gating-Strategie: Gaten der mit eFluor 670 angefarbten HSC,dann Gating der Caspase-3* HSC. NK-Zellen
von HCV-Patienten (n = 4) wurden fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert und anschlieend fir 6 h mit den
HSC koinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen intrazellulér fir Caspase-3 gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert. n.s., nicht signifikant. Die Experimente wurden von Herrn Dr. rer. nat. Andreas Glassner durchgefuhrt.
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5.2 Der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HIV-Infektion

Im zweiten Teil der Arbeit soll der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HIV-
Infektion beleuchtet werden. Auch bei der HIV-Infektion herrschen am Wirkungsort
der NK-Zellen, dem Blut, niedrigere Sauerstoffkonzentrationen als in der Raumluft,
und wie bei den Studien zu NK-Zellen bei der HCV-Infektion arbeiteten alle bisher

durchgefiihrten Untersuchungen mit atmospharischen Zellkulturbedingungen.

5.2.1 Die IFNy-Produktion bei NK-Zellen von HIV-Patienten bei Hypoxie

Fur die im Folgenden dargestellten Koinkubationsversuche wurde die K562-Zelllinie
verwendet. Diese aus einem hamatopoietischen Tumor gewonnene Zelllinie
exprimiert keine MHC-Molekule und eignet sich deshalb sehr gut als Zielzelle fir NK-
Zellen.

Zunachst wurden NK-Zellen von Gesunden und von HIV-Patienten mit und ohne
Therapie fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, kultiviert. Im Anschluss daran wurden sie
mit K562-Zellen koinkubiert und intrazellular far IFNy gefarbt. Dabei stellte sich
heraus, dass Hypoxie weder bei Gesunden noch bei HIV-Patienten einen Einfluss
auf die IFNy-Produktion von ruhenden, nicht aktivierten NK-Zellen hatte (Abbildung
22). Wurden die Zellen hingegen wahrend der Prainkubation mit IL-2 aktiviert, sank
der Anteil der IFNy" NK-Zellen durch den Einfluss von Hypoxie. Dies war bei allen
drei Gruppen der Fall, bei den HIV-Patienten ohne Therapie war der Effekt jedoch
nicht signifikant. Dies lag moglicherweise an den initial niedrigeren Ausgangswerten

bei dieser Patientengruppe.
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Abbildung 22: Der Einfluss von Hypoxie auf die IFNy-Produktion von NK-Zellen von Gesunden und HIV-
Patienten.

NK-Zellen von gesunden Spendern und HIV-Patienten mit und ohne Therapie (jeweils n = 7) wurden fir 16 h bei
20%, 5% oder 1%0; inkubiert und wahrenddessen durch IL-2 aktiviert oder ruhen gelassen. AnschlieRend
wurden die Zellen 6 h mit K562-Zellen unter Zugabe von Brefeldin A koinkubiert, um eine Akkumulation der

Zytokine im endoplasmatischen Retikulum zu induzieren. Danach wurden die NK-Zellen intrazellular fur IFNy
gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

5.2.2 Die zytotoxische Aktivitat von HIV-NK-Zellen bei Hypoxie

Anschliel3end sollte tberprift werden, ob die durch Hypoxie verursachte Hemmung
der IFNy-Produktion mit einer verringerten Zytotoxizitat einhergeht. Dafir wurden
erneut NK-Zellen von Gesunden und von HIV-Patienten mit und ohne Therapie fur
16 h bei 20%, 5% oder 1% O, kultiviert. Im Anschluss daran wurden sie ebenfalls mit
K562-Zellen koinkubiert und es wurde der Anteil CD107a" NK-Zellen als Maf fiir die
Zytotoxizitdt bestimmt. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Inkubation bei
Hypoxie keinen Einfluss auf die Zytotoxizitat der NK-Zellen hatte (Abbildung 23). Dies
war sowohl bei ruhenden als auch bei IL-2-aktivierten Zellen der Fall, und zwar bei

jeder der drei Patientengruppen.
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Abbildung 23: Hypoxie besitzt keinen Einfluss auf die Zytotoxizitat von HIV-NK-Zellen.

NK-Zellen von gesunden Spendern und HIV-Patienten mit und ohne Therapie (jeweils n = 7) wurden flr 16 h bei
20%, 5% oder 1%0; inkubiert und wahrenddessen durch IL-2 aktiviert oder ruhen gelassen. AnschlieRend
wurden die Zellen 6 h mit K562-Zellen unter Zugabe eines Golgihemmers koinkubiert. Danach wurden die Zellen

fir CD107a gefarbt und der Anteil der positiven Zellen wurde im Durchflusszytometer bestimmt. n.s., nicht
signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

5.2.3 Die NK-Zellrezeptorexpression auf HIV-NK-Zellen bei Hypoxie

NK-Zellen regulieren ihre Aktivitdt mit Hilfe verschiedener aktivierender und
inhibierender Rezeptoren. Die aktivierenden Rezeptoren NKp46 und NKG2D spielen
eine wichtige Rolle bei der Regulation der HIV-Infektion und ihrer Progression®+1*-
125 Deshalb sollte als nachstes untersucht werden, ob Hypoxie einen Einfluss auf die
Expression der beiden Rezeptoren auf NK-Zellen von HIV-Patienten hat. Wie auf
Abbildung 24A+B dargestellt, werden sowohl NKp46 als auch NKG2D durch
Inkubation bei 5% oder 1% O, herunterreguliert. Dies war bei ruhenden und IL-2-
aktivierten Zellen der Fall, unabhangig davon ob die Patienten eine Therapie erhalten
oder nicht. Bei gesunden Spendern hingegen veranderte sich die Expression der
beiden Rezeptoren durch die Hypoxie nicht (

Abbildung 24C).
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Abbildung 24: Die NK-Zell-Rezeptorexpression bei HIV-Patienten wird durch Hypoxie vermindert.

NK-Zellen von gesunden Spendern und HIV-Patienten mit und ohne Therapie (jeweils n = 7) wurden flir 16 h bei
20%, 5% oder 1%0, inkubiert und wahrenddessen durch IL-2 aktiviert oder ruhen gelassen. Danach wurden die
Zellen fir NKp46 (A) und NKG2D (B) gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. (C) Histogramme eines
gesunden Spenders, reprasentativ fur n = 7. n.s., nicht signifikant. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Die NKG2D-Liganden MIC-A/B und ULBP1-6 werden in diversen Zellen als Reaktion
auf Stress hochreguliert und konnen so NK-Zellen aktivieren. Der Einfluss von
Hypoxie auf die Expression dieser Liganden auf K562-Zellen sollte als nachstes
aufgeklart werden. Es konnte jedoch kein Hinweis auf eine durch Hypoxie veranderte
Ligandenexpression auf K562-Zellen gefunden werden (

Abbildung 25).
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Abbildung 25: Hypoxie verandert nicht die Expression von NK-Zell-Rezeptorliganden auf K562-Zellen.
K562-Zellen wurden fir 16 h bei 20%, 5% oder 1% O kultiviert. AnschlieRend wurde im Durchflusszytometer die

Expression von ULBP-1, ULBP-2/5/6, ULBP-3 und MIC-A/B bestimmt. Die Histogramme sind reprasentativ fir
vier unabhangige Experimente.

5.2.4 Die Expression von Glykolyse-Genen in HIV-NK-Zellen bei Hypoxie

Analog zu den Versuchen aus dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit (Kapitel 5.1.7)
sollte auch bei NK-Zellen von HIV-Patienten untersucht werden, inwieweit sie ihren
Metabolismus an verénderte Sauerstoffbedingungen anpassen kdénnen. Daflr wurde
cDNA von NK-Zellen generiert, die fur 16 h bei 20%, 5% oder 1% O, inkubiert
worden waren und wahrenddessen mit IL-2 aktiviert oder ruhen gelassen wurden.
Die cDNA wurde hinsichtlich der fir die Glykolyse wichtigen Gene
Triosephosphatisomerase 1 (TPI1), Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 (PDK1) und 6-
Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase (PFKFB3) untersucht
(Abbildung 26).

In allen untersuchten Probanden wurde eine Steigerung der Genexpression bei
Kultivierung in Hypoxie nachgewiesen. Der Anstieg war jedoch in den drei Gruppen
unterschiedlich deutlich ausgepragt. Gesunde Spender sowie HIV-Patienten mit
Therapie unterschieden sich in ihrer Genexpression nicht signifikant. Dies war fur alle
drei untersuchten Gene und sowohl fir ruhende als auch fir IL-2-stimulierte Zellen
der Fall. Die NK-Zellen der HIV-Patienten ohne Therapie verhielten sich jedoch
anders: der hypoxievermittelte Anstieg der Genexpression fiel hier weniger stark aus
als in den beiden Vergleichsgruppen. Dies war nicht fur alle Konditionen und bei
allen drei Genen signifikant. Jedoch war in allen Konditionen eine Tendenz zu einer
verringerten Hochregulation bei dieser Patientengruppe, vor allem bei der Expression
von PDK-1 und PFKFB3, zu erkennen.
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Abbildung 26: Die Expression von Glykolysegenen nach Inkubation in Hypoxie.

NK-Zellen von Gesunden (n = 4) und HIV-Patienten mit (n = 4) und ohne (n = 4) Therapie wurden 16 h lang bei
20%, 5% oder 1% O3 kultiviert. AnschlieBend wurde eine RNA-Isolation und gPCR mit Primern fur TPI1 (A),
PDK1 (B) und PFKFB3 (C) durchgefuhrt. Als Housekeeping-Gen wurde 3-Actin verwendet. n.s., nicht signifikant.
* p<0,05. Die gPCRs wurden von Frau Sahar Fazeli durchgefihrt.
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6 DISKUSSION

6.1 Der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HCV-Infektion

NK-Zellen sind in zahlreichen Studien als wichtige Mediatoren antiviraler und
antifibrotischer Mechanismen bei der HCV-Infektion beschrieben worden. Ihr
zentraler Wirkungsort dabei ist die Leber, in der eine Sauerstoffkonzentration von
durchschnittlich 5% vorherrscht.

Trotzdem sind alle bisherigen Studien Uber NK-Zellen bei der HCV-Infektion bei
atmospharischen Sauerstoffbedingungen durchgefuhrt worden. Deshalb sollte in
diesem Teil der Arbeit der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen bei der HCV-Infektion

beleuchtet werden.

Zunachst wurde die antivirale Aktivitat der NK-Zellen untersucht. Gesunde NK-Zellen
zeigten, wenn sie bei 5% O, kultiviert wurden, keine Verédnderung ihrer antiviralen
Aktivitat. Dies war sowohl fir ruhende als auch fur zytokinstimulierte Zellen der Fall.
Gesunde NK-Zellen scheinen somit in der Lage zu sein, auch unter der physiologisch
niedrigen Sauerstoffkonzentration in der Leber eine effektive antivirale Immunantwort
auszubilden.

Ein Merkmal von Entziindungen ist die pathophysiologische weitere Verringerung der
Sauerstoffkonzentration. Es gibt Hinweise darauf, dass dabei die Hypoxie-induzierte
Immunsuppression einen Mechanismus des Korpers darstellt, um umliegendes
gesundes Gewebe vor einer (iberschieBenden Immunantwort zu schiitzen®®26127,
Andererseits kann dies aber dazu flihren, dass immunkompetente Zellen in ihrer
Immunantwort gebremst werden und Pathogene oder Tumorzellen nicht mehr
zuverlassig eliminieren kénnen?-1%,

In Ubereinstimmung zu diesen Studien zeigte sich eine verminderte anti-HCV-
Aktivitat gesunder NK-Zellen, wenn diese in einer simulierten inflammatorischen
Umgebung (1% O,) kultiviert wurden. Dies war jedoch nur der Fall, wenn die Zellen
durch Zytokine wie IL-2 praaktiviert worden waren. Eine Untersuchung der IL-2-
Rezeptoren CD25 und CD122 sowie der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT4,
die an Signalwegen von Zytokinantworten beteiligt sind, ergab keine Hinweise auf
Veranderungen durch Hypoxie. Was die Ursache fur die verminderte Stimulierbarkeit

der NK-Zellen bei 1% O, und die verringerte antivirale Aktivitat aktivierter Zellen ist,
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muss also noch in weiteren Untersuchungen geklart werden. Eine mdgliche
Erklarung konnte in der Tatsache liegen, dass aktivierte Zellen durch Proliferation
und das Ausuben von Effektorfunktionen mehr Energie bendtigen als ruhende

Zellent31:132

Da der Stoffwechsel unter sauerstoffarmen Bedingungen von der
hocheffizienten Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung auf die weniger
effiziente Glykolyse mit Laktatgarung umgestellt wird, reicht mdglicherweise bei
aktivierten Zellen die verringerte Energiezufuhr nicht mehr aus, um die antivirale
Funktion voll zu erfullen. Eine weitere Madglichkeit ist die hypoxievermittelte
Beeintrachtigung anderer downstream-Signalmolekile des IL-2- oder IFN-a-
Rezeptors.

Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass die antiviralen Funktionen
gesunder NK-Zellen durch verringerte Sauerstoffkonzentrationen wéhrend einer
fortschreitenden Entzindung gehemmt werden, was die Entstehung einer

chronischen Infektion begtinstigen kénnte.

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die Sekretion von IFNy eine zentrale Rolle
bei der anti-HCV-Aktivitait von CD8* T-Zellen sowie NK-Zellen spielt?®°%1133 gg
wurde gezeigt, dass zellfreie Uberstande von NK-Zellen die Virusreplikation hemmen
kénnen und dass dieser Effekt durch blockierenden IFNy-Antikorper aufgehoben
wird®®. In den virusinfizierten Zellen bewirkt IFNy eine Aktivierung innater antiviraler
Mechanismen wie z.B. der intrazellularen Produktion von Typ | Interferonen. Dies hat
die Hemmung der Virusreplikation zur Folge.

Eine mogliche Ursache fur die hypoxieinduzierte verminderte antivirale Aktivitat
gesunder NK-Zellen kdnnte also eine Verringerung der IFNy-Sensitivitdt der Huh7-
Replicon-Zellen sein. In dieser Arbeit konnte jedoch kein Einfluss von Hypoxie auf die
Hemmung der HCV-Replikation durch rekombinantes IFNy festgestellt werden. Die
Huh7-Replicon-Zellen sowie die antivirale Aktivitat des IFNy scheinen also nicht
durch Hypoxie beeinflusst zu werden.

Im Gegensatz dazu wurde von Naldini et al. in einem VSV (vesicular stomatitis virus)-
Modell gezeigt, dass die antivirale Aktivitdt von IFNy unter Hypoxiebedingungen

signifikant gesteigert wird'3*.

Diese Diskrepanz liegt mdoglicherweise an den
unterschiedlichen Virusmodellen. AulRerdem bestimmten Naldini et al. nicht direkt die

Virusreplikation in der infizierten Zelle, sondern den durch das Virus induzierten
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zytopathischen Effekt. Somit ist in jener Arbeit auch ein direkter Einfluss von Hypoxie
auf die virusinfizierten Zellen oder die Virusreplikation nicht auszuschlief3en.
Interessanterweise gibt es auch zum Einfluss der Hypoxie auf die Virusreplikation
unterschiedliche Berichte. So zeigten Vassilaki et al., dass die Virusreplikation im
HCV-Replicon-System durch Hypoxie gesteigert wird'®. Dieser Effekt konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden, da hier Hypoxie allein (ohne NK-
Zellen) keinen Effekt auf die Virusreplikation im Replicon-System hatte. Vassilaki und
Kollegen beschrieben aber auch, dass deutliche Effekte erst bei Inkubationszeiten ab
24 h auftraten, wahrend in dieser Arbeit eine Inkubationszeit von 16 h verwendet
wurde. Dies konnte die unterschiedlichen Beobachtungen erklaren.

Da weder die antivirale Aktivitdit des IFNy noch die IFNy-Sensibilitat der Huh7-
Replicon-Zellen durch Inkubation in Hypoxie verandert wurden, lag die Hypothese
nahe, dass die hypoxievermittelte Hemmung der antiviralen Aktivitdt durch eine
Stoérung der IFNy-Produktion auf Seiten der NK-Zellen verursacht wird.

Wurden NK-Zellen mit Huh7-Replicon-Zellen koinkubiert, wurde der Anteil IFNy" NK-
Zellen bei ruhenden NK-Zellen nicht durch Hypoxie verandert. Dies stimmt Uberein
mit den oben diskutierten Ergebnissen der Experimente zur antiviralen Aktivitat.
Wurden die Zellen jedoch mit IL-2 oder IFNa aktiviert, war die Anzahl der IFNy" NK-
Zellen bei Inkubation in Hypoxie signifikant verringert. Interessanterweise war dies
jedoch sowohl bei 5% als auch bei 1% O, der Fall, wohingegen die antivirale Aktivitat
erst bei 1% O, also einer nachgestellten Entzindungsumgebung, verringert war.
Diese Unterschiede kénnten dadurch bedingt sein, dass IFNy nicht der einzige Faktor
ist, der bei der Hemmung der Virusreplikation eine Rolle spielt.

Diese Vermutung wurde unterstitzt durch die Beobachtung, dass selbst mit zellfreien
Uberstanden von NK/Huh7-Replicon-Koinkubationsansatzen, in denen per ELISA
kein IFNy nachweisbar war, eine Hemmung der Virusreplikation in Huh7-Replicon-
Zellen erzielt werden konnte. Wie oben beschrieben kdnnte dies zum einen
bedeuten, dass neben IFNy weitere, bisher nicht identifizierte 16sliche Faktoren bei
der Replikationshemmung wichtig sind. TNFa beispielsweise, welches ebenfalls von
NK-Zellen produziert werden kann, besitzt neben seiner zytotoxischen Aktivitat die
Fahigkeit, die Replikation einiger Viren zu hemmen, wie z.B. HIV, HBV (Hepatitis B-
Virus) und Influenzavirus*®=*%. Bei HCV-infizierten Hepatozyten wurde gezeigt, dass
intrinsisch gebildetes TNFa die zelleigene Interferon-Produktion stimulieren und

somit die Virusreplikation hemmen kann'®*. Mdglicherweise konnte also auch
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extrinsisch von NK-Zellen gebildetes TNFa die Virusreplikation hemmen und somit
die antivirale Aktivitat von Uberstanden erklaren, in denen kein IFNy nachgewiesen
werden konnte. Zum anderen besteht auch die Moglichkeit, dass IFNy-
Konzentrationen unterhalb der ELISA-Detektionsgrenze bereits ausreichen, um die

Virusreplikation zu hemmen.

Eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist die Tatsache, dass NK-Zellen von HCV-
Patienten anders auf Hypoxie reagieren als Zellen von gesunden Spendern.

Zunachst konnte beobachtet werden, dass selbst ruhende HCV-NK-Zellen durch die
Inkubation in Hypoxie in ihrer antiviralen Aktivitat beeintrachtigt wurden. Dies war bei
gesunden NK-Zellen nicht der Fall. Ein mdglicher Grund dafir ist die dauerhafte
Stimulation von NK-Zellen durch proinflammatorische Zytokine, die in der
entziindeten Leber vor allem von dendritischen Zellen und infizierten Hepatozyten
sezerniert werden®>*%!! Wie oben bereits diskutiert benétigen aktivierte Zellen

mehr Energie als ruhende Zellen™"'%

. Angesichts der unter sauerstoffarmen
Bedingungen notwendigen Umstellung der Energiegewinnung auf die wenig
effiziente Glykolyse mit Lactatgarung kbnnte somit die gesteigerte Hypoxiesensibilitét
der HCV-NK-Zellen darauf beruhen, dass intrazellular nicht genug Energie fur die
Ausulibung ihrer antiviralen Funktion zur Verfigung steht.

Passend hierzu war die Anzahl IFNy" HCV-NK-Zellen nach Inkubation unter Hypoxie
verringert. Dies war, im Gegensatz zu den Gesunden, auch bei ruhenden Zellen der
Fall. Da diese Ergebnisse nur eine Aussage Uber die Anzahl der positiven Zellen
treffen, wurde zusatzlich der Median der Fluoreszenzintensitat bestimmt, d.h. das
Ausmald der IFNy-Produktion pro Zelle. Hier offenbarten sich weitere wichtige
Unterschiede zwischen HCV-Patienten und Gesunden. Die NK-Zellen der HCV-
Patienten besalRen eine niedrigere Grundexpression von IFNy bei Normoxie. Dies
stimmt Uberein mit der Erkenntnis, dass NK-Zellen von HCV-Patienten eine durch
chronische IFNa-Stimulation vermittelte verringerte Fahigkeit zur Zytokinproduktion

6567 AuRerdem wurde die Expression stéarker durch Hypoxie beeintrachtigt

aufweisen
als bei gesunden NK-Zellen, was eine weitere Ursache fur die starkere Sensibilitat
der antiviralen Aktivitat der HCV-NK-Zellen gegeniiber Hypoxie darstellt.

Ein dritter Unterschied zwischen NK-Zellen von Gesunden und HCV-Patienten lag in
dem Einfluss von Hypoxie auf die NK-Zellrezeptor-Expression. Die aktivierenden

Rezeptoren NKp46 und NKG2D wurden auf HCV-NK-Zellen bei Inkubation in 5% und
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1% O, schrittweise herunterreguliert, wohingegen bei den gesunden NK-Zellen keine
Veranderung detektiert wurde. Beide Rezeptoren sind involviert in die NK-
zellvermittelte Hemmung der HCV-Replikation®*®"%?,  Zusétzlich korreliert die
Expression beider Rezeptoren mit der spontanen und der therapie-induzierten
Ausheilung einer HCV-Infektion®°3*2  Deshalb konnte die starkere hypoxie-
vermittelte Inhibierung von HCV-NK-Zellen durch die Herabregulation von NKp46
und NKG2D bedingt sein.

Die Expression von NKp46 und NKG2D wird durch die beiden Transkriptionsfaktoren
RUNX3 und STATS3 reguliert******. Fur beide Faktoren wurde gezeigt, dass sie durch

Hypoxie inhibiert werden'*>4°,

Dies geschieht im Fall von STAT3 Uber eine
Induzierung von SOCS3 und im Fall von RUNX3 Uber hypoxie-induziertes Silencing.
Somit kdnnte dies einen Mechanismus der hypoxievermittelten Herabregulation der
beiden aktivierenden NK-Zellrezeptoren darstellen. Interessanterweise wurde aber
eine Aktivierung und hohere Expression von STAT3 in der Leber von HCV-Patienten

nachgewiesen*"14®

. Fir RUNX3 ist nichts dergleichen bekannt. Was also die
Ursache dafir ist, dass die Rezeptoren nur in HCV-NK-Zellen herabreguliert werden,
muss noch in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit wird in zwei anderen Publikationen
eine durch Hypoxie veranderte Rezeptorexpression auch fur gesunde NK-Zellen
beschrieben. Sarkar et al. beschreiben eine Herabregulation von NKG2D nach 16 h
in 0% O,, wohingegen die NKp46-Expression unverandert bleibt’’®. Diese Gruppe
nutzte allerdings NK-Zellen aus Buffy-Coats, wahrend fur die vorliegende Arbeit
frisches Blut verwendet wurde. AuRerdem wurden diese Analysen in anoxischen und
nicht in hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt, was ebenfalls eine mdgliche
Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse darstellt. In einer anderen Arbeit
berichten Balsamo et al. von einer verringerten Expression von sowohl NKG2D als
auch NKp46 nach einer 96-stiindigen Inkubation in 1% O, . In der vorliegenden
Arbeit wurde die Rezeptorexpression nur nach 5h, 16h und 48h untersucht, deshalb
konnte die langere Inkubationsdauer in der Arbeit von Balsamo et al. fiur die

Diskrepanz verantwortlich sein.

NK-Zellen aus dem peripheren Blut unterscheiden sich von intrahepatischen NK-

Zellen bezuglich ihrer Expression von Oberflachenmarkern, ihrer Zytokinproduktion

und ihres zytotoxischen Potentials®49-1%2,
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Um zu Uberprifen, ob die Hypoxie-Sensibilitdt von peripheren und intrahepatischen
NK-Zellen von HCV-Patienten vergleichbar ist, wurden nun zusatzlich intrahepatische
NK-Zellen analysiert. Aufgrund von einer begrenzten Materialverfugbarkeit wurden
die Versuche mit intrahepatischen Lymphozyten (liver-infiltrating lymphocytes, LIL)
und nicht mit isolierten NK-Zellen durchgefuhrt. Bei der Auswertung wurde dann auf
die CD3'CD56" NK-Zellen gegatet, um eine Verfalschung der Ergebnisse durch
andere Lymphozyten auszuschliel3en. Nichtsdestotrotz kann eine Beeinflussung der
NK-Zellen durch andere Lymphozyten nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, da
diese mdoglicherweise Zytokine sezernieren oder direkt mit den NK-Zellen oder
Zielzellen interagieren. Aus diesem Grund konnte auch die antivirale Aktivitat der
Zellen nicht direkt bestimmt werden, und so wurde die IFNy-Produktion als
Surrogatmarker analysiert.

Hier zeigte sich, dass die intrahepatischen NK-Zellen von HCV-Patienten, ahnlich wie
die peripheren Zellen von HCV-Patienten, nach Inkubation in Hypoxie weniger IFNy
produzierten. Zusatzlich zeigten sie eine Hypoxie-vermittelte Herabregulation der NK-
Zellrezeptoren NKp46 und NKG2D, was ebenfalls ahnlich zu den Daten bei
peripheren HCV-NK-Zellen ist.

Somit verhalten sich die Zellen, die der Hypoxie in der Leber in vivo ausgesetzt sind,
bezuglich ihrer Empfanglichkeit fur Hypoxie ahnlich wie die peripheren NK-Zellen
dieser Patientengruppe. Dies ist ein Hinweis daflir, dass auch die mit peripheren
Zellen gewonnen Daten physiologisch relevant sind.

Intrahepatische NK-Zellen von gesunden Spendern kdnnen aus ethischen Grinden
nicht gewonnen und untersucht werden und so ist ein intrahepatischer Vergleich

zwischen Gesunden und HCV-Patienten nicht moglich.

HIF-1a. (hypoxia-inducible factor 1la) ist ein zentraler Transkriptionsfaktor bei der
Adaptation von Zellen an Hypoxie. Um ein tiefergehendes Verstandnis der
hypoxiebedingten Veradnderungen der NK-Zell-Aktivitat zu erhalten, sollte als
nachstes die HIF-1la-Expression nach Inkubation in Hypoxie gemessen werden.

Die mRNA-Level unterschieden sich zwischen Gesunden und HCV-Patienten nicht.
Wie zu erwarten war, konnte keine Hochregulation nach Inkubation in Hypoxie
beobachtet werden, da HIF-1a konstitutiv exprimiert und durch Hypoxie

ausschlief3lich posttranslational reguliert wird.
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Deshalb sollte als nachstes HIF-1a auf Proteinebene nachgewiesen werden. Dies
gestaltete sich schwierig, da HIF-1a unter atmospharischen Bedingungen sofort
degradiert wird. Der Nachweis per Western Blot gelang lediglich in einer Zelllinie, die
HIF-1a konstitutiv translatiert, sowie in Zellen, die mit dem chemischen HIF-1a-
Induzierer Cobaltchlorid behandelt wurden. In primaren NK-Zellen, die in Hypoxie
kultiviert wurden, war jedoch kein Nachweis mdglich.

Von einer anderen Gruppe wurde gezeigt, dass die Expression von HCV-Genen zu
einer Stabilisierung des HIF-1a-Proteins fiihrt*>. In jener Arbeit wurde HIF-1a jedoch
in einer mit HCV infizierten Leberzelllinie untersucht. Ein Rickschluss auf die HIF-
la-Expression in NK-Zellen von HCV-Patienten ist somit nicht moglich, da diese

nicht mit HCV infiziert werden und die viralen Proteine nicht intrazellular vorliegen.

Zellen mussen ihren Stoffwechsel an die zur Verfigung stehenden Nahrstoffe
anpassen. So erfordern auch verénderte Sauerstoffbedingungen eine metabolische
Adaptation. Die Glykolyse muss unter anaeroben Bedingungen massiv hochgefahren
werden, da das bei der Glykolyse entstehende Pyruvat statt der hocheffizienten
Energiegewinnung durch die Atmungskette in der Lactatgarung verstoffwechselt
werden muss, welche 15 Mal weniger Energie produziert.

Die Hochregulation von Glykolysegenen wie TPI-1 (Triosephosphatisomerase 1),
PDK-1 (Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1) und PFKFB3 (Phosphofructokinase-
2/Fructose-2,6-Bisphosphatase) wird durch HIF-1la gesteuert, so dass die
Genexpression der Glykolysegene als Marker des HIF-1la-Proteinlevels verwendet
werden kann**>™%7,

Bei atmospharischen Sauerstoffbedingungen unterschied sich die Expression der
Glykolysegene in NK-Zellen nicht zwischen Gesunden und HCV-Patienten. Die NK-
Zellen von HCV-Patienten zeigten jedoch eine signifikant verringerte Fahigkeit, die
Glykolysegene bei Hypoxie hochzuregulieren.

Dies lasst den Schluss zu, dass HCV-NK-Zellen ihren Stoffwechsel nur ineffizient an
anaerobe Bedingungen anpassen kénnen. Diese schlechtere Adaptation konnte
dafur verantwortlich sein, dass die NK-Zellen von HCV-Patienten in ihrer antiviralen
Aktivitat starker durch Hypoxie beeintrachtigt werden als die Zellen von Gesunden.
Interessanterweise wurde in einer Studie von Chang et al. gezeigt, dass in aktivierten
T-Zellen eine Stoffwechselumstellung von oxidativer Phosphorylierung auf die
weniger effiziente Glykolyse mit Lactatgérung die Voraussetzung fir die Produktion
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und Sekretion von IFNy ist™*. Dieser Wechsel in der Form der Energiegewinnung
scheint in T-Zellen einen Signalmechanismus darzustellen, der die zellulare
Zytokinproduktion steuert. Moglicherweise ist auch bei NK-Zellen die Glykolyse eine
wichtige Voraussetzung fur die IFNy-Produktion, und somit kdnnte die verminderte
Hochregulation der Glykolysegene bei Hypoxie eine Ursache fiur die schlechtere
antivirale Aktivitat und die verringerte IFNy-Produktion bei HCV-NK-Zellen sein.

In der HCV-Infektion kann es zu metabolischen Verdnderungen kommen, die vor
allem den Glukose-Stoffwechsel betreffen. So wurde in epidemiologischen Studien
gezeigt, dass die HCV-Infektion mit einem erhdhten Risiko einer Insulinresistenz und
einer Diabetes mellitus-Erkrankung einhergeht™>>**°. Kawaguchi et al. zeigten in vitro
und in vivo, dass das HCV Core Protein die Expression von IRS-1 und -2

(Insulinrezeptor-Substrat 1 und 2) herunterreguliert'’

. Die Folge ist ein defektes
Insulinsignalling, welches zu einer Insulinresistenz fuhrt. Auch der Glukose-
Stoffwechsel scheint in der HCV-Infektion dysreguliert zu sein. So wird der
Glukosetransporter GLUT4 herabreguliert und gleichzeitig werden Gene fir die

Glukoneogenese angeschaltet™***

, S0 dass die Glukosekonzentration im Blut steigt
und somit die Entstehung eines Diabetes mellitus beglnstigt wird. An
Herzmuskelzellen von diabetischen Ratten wurde gezeigt, dass diese im Vergleich
zu gesunden Zellen durch Hypoxie in ihrer Funktion eingeschrankt werden®®®. Somit
besteht die Moglichkeit, dass auch metabolisch veranderte NK-Zellen von HCV-
Patienten eine héhere Anfalligkeit gegentiber Hypoxie aufweisen.

Interessanterweise scheint der gestorte Glukose-Metabolismus bei HCV-Patienten
zumindest teilweise reversibel zu sein. So berichten Kawaguchi et al. in einer
weiteren Arbeit, dass nach der erfolgreichen Ausheilung einer HCV-Infektion IRS-1
und -2 wieder hochreguliert werden und sich die Insulinresistenz verbessert'®*. In der
vorliegenden Arbeit wurden allerdings nur NK-Zellen von chronisch infizierten HCV-
Patienten untersucht, so dass hier nicht Uberprift werden konnte, ob Zellen von
Patienten mit einer ausgeheilten Hepatitis C weniger anféallig fur funktionelle
Einschrankungen durch Hypoxie sind.

Im Gegensatz zu der Theorie der schlechteren metabolischen Anpassung an
anaerobe Bedingungen berichten Ripoli et al., dass die Expression von HCV-
Proteinen zu einer Stabilisierung von HIF-1a und somit zu einer Hochregulation von

162

Glykolysegenen fuhrt™. Die Autoren fihren dies auf die Beeintrachtigung der

mitochondrialen Energiegewinnung durch oxidativen Stress zurlick, welche durch
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vermehrte Glykolyse kompensiert werden muss. Diese Daten wurden allerdings nicht
in NK-Zellen, sondern in einer Osteosarkom-Zelllinie, die das HCV-Polyprotein
exprimiert, erhoben. Die Hochregulation von HIF-1a und den Glykolysegenen kénnte
also auf Grund eines direkten Kontakts mit dem HCV-Protein vermittelt werden,
wahrend in NK-Zellen, die nicht von HCV infiziert werden, ein indirekter Effekt zu
vermuten ist. Zudem kodnnten die unterschiedlichen Beobachtungen in dieser Arbeit
und in der Arbeit von Ripoli et al. auch durch die Unterschiede zwischen
Lymphozyten und der Sarkom-Zelllinie bedingt sind.

Die chronische HCV-Infektion fuhrt haufig zur Entwicklung einer Leberfibrose, bei der
nach und nach funktionelles Lebergewebe durch Bindegewebe ersetzt wird. Es gibt
zahlreiche Hinweise darauf, dass Hypoxie bei der Fibrogenese eine besondere Rolle
spielt. So wurde gezeigt, dass Hypoxie hepatische Sternzellen aktiviert, welche durch
die Produktion von Kollagen und MMPs als hauptverantwortlich fur die
Fibroseentstehung gelten®®. Dies geschieht HIF-1a-abhéngig durch die Induktion

der Kollagen-Synthese'®>*%,

AulRerdem zeigten HIF-lo-defiziente Mause eine
verringerte Fibrose®*.

NK-Zellen sind wichtige Regulatoren der Fibrogenese, da sie aktivierte Sternzellen
abtéten konnen™®’*". Die zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen gegeniiber
hepatischen Sternzellen als Mal3 fur deren antifibrotische Aktivitat wurde (im
Gegensatz zu ihrer antiviralen Aktivitat) nicht durch Hypoxie beeinflusst. Es war
weder eine veranderte NK-Zell-Degranulation noch ein verandertes Ausmald der
Lyse der Sternzellen zu beobachten. Dies war Uberraschend, da der Apoptose-
auslosende Todesligand TRAIL durch Hypoxie herunterreguliert wurde. Dieser ist
involviert in die antifibrotische Aktivitat der NK-Zellen”.

Zu der Beeinflussbarkeit der NK-Zell-Zytotoxizitat durch Hypoxie gibt es
unterschiedliche Berichte. So wurde eine verringerte, gleichbleibende oder sogar
gesteigerte Zytotoxizitat beobachtet'®**. Diese widerspriichlichen Ergebnisse sind
wahrscheinlich durch unterschiedliche Zielzellen, Inkubationszeiten, Sauerstoff-
konzentrationen sowie Messmethoden bedingt. Die einzige Arbeit, in der als
Zielzellen Leberzelllinien verwendet wurden, zeigte eine verringerte Zytotoxizitat der
NK-Zellen nach Inkubation in Hypoxie'®’. Dies erméglicht jedoch keinen Vergleich mit
hepatischen Sternzellen, da diese anderen entwicklungsgeschichtlichen Ursprungs

als Hepatozyten sind und entsprechend andere Oberflachenmolekiile exprimieren®®®.
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NK-Zellen scheinen somit auch unter den sauerstoffarmen Bedingungen in einer
entziindeten Leber in der Lage zu sein, die Fibrogenese zu regulieren, indem sie

aktivierte hepatische Sternzellen abtoten.

Sowohl die antivirale Aktivitat wie auch die antifibrotische Aktivitdt von NK-Zellen
korrelieren mit der Expression von aktivierenden Rezeptoren wie NKp46 und
NKG2D. Erstaunlicherweise wird trotz der hypoxieinduzierten Herabregulation dieser
Rezeptoren bei HCV-NK-Zellen (wie auch der Herabregulation von TRAIL, welcher
fur die antifibrotische Aktivitdt eine wichtige Rolle spielt) lediglich die antivirale
Aktivitat durch Hypoxie gehemmt, wahrend die antifibrotische Aktivitdt unverandert
bleibt. Dies ist moglicherweise dadurch bedingt, dass NK-Zellen fur die Produktion
von IFNy eine hohere Aktivierungsschwelle besitzen als fir die Ausbildung einer

zytotoxischen Antwort™®.

Deshalb konnte die durch die Hypoxie verminderte
Rezeptorexpression zu einer verringerten IFNy-Sekretion und somit zu einer
verminderten antiviralen Aktivitat fuhren, wahrend das Rezeptor-Signalling fir die

Ausbildung einer antifibrotischen Antwort noch ausreichend ist.

6.2 Der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen in der HIV-Infektion

Auch in der HIV-Infektion spielen NK-Zellen eine zentrale Rolle. Bestimmte NK-
Charakteristika und die Expression bestimmter Rezeptoren wurden assoziiert mit
dem Infektionsrisiko, der Geschwindigkeit der Progression zu AIDS und mit der
Fahigkeit, die Viruslast sehr lange unter der Nachweisgrenze zu halten (long-term
non progressors)’*"’. AuRerdem konnen sie die HIV-Replikation in vitro effektiv
hemmen’®.

Im sekundaren lymphatischen Gewebe, dem Wirkungsort der NK-Zellen in der HIV-
Infektion, liegen wie in der Leber verringerte Sauerstoffkonzentrationen vor. Deshalb
sollte im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Hypoxie auf NK-Zellen
in der HIV-Infektion untersucht werden.

Als Zielzelle fur die Koinkubationsversuche wurde die K562-Zelllinie verwendet.
Diese myelogene Leukamie-Zelllinie exprimiert keine MHC-Molekile. Auch die HIV-
Infektion einer Zelle resultiert in der Herabregulation von MHC-Molekilen® und
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daher eignen sich K562-Zellen sehr gut als Zielzellen, wenn NK-Zellen in der HIV-
Infektion untersucht werden.

Zunachst wurde der Einfluss von Hypoxie auf die IFNy-Produktion von gesunden und
HIV-NK-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich eine Herabregulation von IFNy
ausschlielich dann, wenn die Zellen mit IL-2 praaktiviert wurden. Bei ruhenden
Zellen hatte die Hypoxie keinen Einfluss. Diese Verminderung der IFNy-Produktion
trat sowohl bei den Gesunden als auch bei HIV-Patienten mit und ohne Therapie auf.
Die Ausgangswerte der IFNy-Produktion waren allerdings bei HIV-Patienten im
Vergleich zu Gesunden niedriger, was mit zahlreichen Studien tibereinstimmt®>851¢7.
Dass die hypoxieinduzierte Verminderung der IFNy-Produktion ausschlie3lich in
zytokinaktivierten Zellen zu beobachten war, wurde im ersten Teil der Arbeit in
ahnlicher Weise gezeigt, auch wenn es sich um unterschiedliche Zielzellen handelt.
Wie bereits in Kapitel 6.1 diskutiert, konnte die Ursache eine hypoxievermittelte
Stoérung des IL-2-Signallings sein. Alternativ konnte auch der héhere Energiebedarf
aktivierter Zellen und die nicht ausreichende Energieversorgung in Hypoxie dafur
verantwortlich sein®***%2,

Als nachstes sollte Uberprift werden, ob die durch Hypoxie verringerte IFNy-
Produktion mit einer verminderten Rezeptorexpression einhergeht. Hier zeigte sich
bei den HIV-Patienten eine deutlich verminderte Expression von NKp46 und NKG2D
nach Inkubation in Hypoxie, wobei im Fall von NKG2D die Verminderung erst bei
Inkubation in 1% O, auftrat. Ob die Patienten eine Therapie erhielten, war dafir
unerheblich. Bei den Gesunden konnte hingegen keine Veranderung durch Hypoxie

beobachtet werden.

Bei den NK-Zellen der HCV-Patienten im ersten Teil der Arbeit gingen die
funktionellen Veranderungen mit einer verminderten Anpassungsfahigkeit des
Stoffwechsels einher. Daher sollte nun untersucht werden, ob auch die NK-Zellen der
HIV-Patienten die Glykolysegene bei Hypoxiebedingungen weniger stark
hochregulieren.

Hierzu ist zunachst anzumerken, dass zahlreiche Studien belegen, dass HIV bzw.
bestimmte HIV-Proteine die Glykolyse hochregulieren, wahrend die mitochondriale

Zellatmung gehemmt wird'%®*"

. Die meisten dieser Studien wurden jedoch mit
infizierten oder transfizierten Zellen bzw. Zelllinien durchgefihrt, wohingegen die NK-

Zellen nur extrazellular mit HIV-Proteinen in Kontakt kommen. Im Gegensatz dazu
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wurde in einer anderen Studie eine Neuroblastomzelllinie extrazellular mit dem
viralen Protein gp120 stimuliert, woraufhin die Glykolyse vermindert wurde'"?.

In der vorliegenden Arbeit hingegen waren die Normoxie-Ausgangswerte der drei
untersuchten, fur die Glykolyse wichtigen Gene TPI1, PDK1 und PFKFB3 in den NK-
Zellen von Gesunden und HIV-Patienten gleich hoch. Dies spricht dafur, dass die
HIV-Infektion per se keinen Einfluss auf den Glykolyse-Stoffwechsel von NK-Zellen
hat, wenn die Kultivierung bei 20% O, vorgenommen wird.

Wurden die NK-Zellen in Hypoxie kultiviert, waren NK-Zellen von Patienten unter
Therapie, ebenso wie die von Gesunden, in der Lage, die Glykolysegene
hochzuregulieren. Die NK-Zellen von virdmischen, therapienaiven Patienten
hingegen zeigten eine verminderte Fahigkeit, ihren Stoffwechsel an die Hypoxie
anzupassen.

Dies ist interessant, da sich die NK-Zellen von HIV-Patienten mit und ohne Therapie
im Einfluss von Hypoxie auf die IFNy-Produktion und die Rezeptorexpression nicht
unterschieden. Die schlechtere metabolische Anpassungsfahigkeit der NK-Zellen von
viramischen Patienten scheint also — im Gegensatz zu den NK-Zellen von HCV-
Patienten — keinen Einfluss auf die hier untersuchten Funktionen zu haben. Eine
Maglichkeit besteht darin, dass die Hypoxie bei HIV-NK-Zellen noch auf andere als
die in dieser Arbeit untersuchten Stoffwechselwege einen Einfluss besitzt.
Verschiedene Studien berichten z.B. Uber eine Herabregulation der mitochondrialen
Gene durch die HIV-Infektion'®'® so dass auch die Gene fir die oxidative
Phosphorylierung als Hypoxie-Zielgene in Frage kommen.

Maglicherweise spielt bei den HIV-NK-Zellen auch eine grundlegende Stdrung eine
Rolle, die durch die systemische Immunaktivierung bei der HIV-Infektion verursacht
wird!*1™  Dabei geht man von einer pathologischen Umverteilung der NK-Zell-
Subsets aus, die unter anderem mit einer eingeschrankten antiviralen Aktivitat
einhergeht'”®. So kénnten die durch Hypoxie bedingten Effekte weniger deutlich
ausgepragt sein als bei NK-Zellen von HCV-Patienten, weil die Zellen durch den
bestehenden Immundefekt bereits so vorgeschadigt sind, dass die Beein-
trachtigungen durch Hypoxie nicht zum Tragen kommen.

Eine Einschrankung der Aussagekraft der Ergebnisse ergibt sich daraus, dass fir die
Untersuchung von NK-Zellen in der HIV-Infektion nicht, wie fur die HCV-Infektion, ein
Virusreplikationssystem zur Verfigung stand, in dem direkt die antivirale Aktivitat der

NK-Zellen getestet werden konnte. Dies kénnte méglicherweise noch in zuktnftigen
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Untersuchungen etabliert werden, um herauszufinden, ob die schlechtere
metabolische Anpassung der virdmischen Patienten von einer verringerten
antiviralen Aktivitat bei Hypoxie begleitet ist. Des Weiteren konnten im zweiten Tell
der Arbeit wegen der mangelnden Verflugbarkeit keine gewebestandigen NK-Zellen,
z.B. aus Lymphknoten, untersucht werden, die die physiologische Relevanz der

Daten bekraftigen konnten.

Die CD107a-Expression als Mal3 fur die zytotoxische Aktivitat der HIV-NK-Zellen
wurde durch Inkubation in Hypoxie nicht verandert. Dies entspricht den Ergebnissen
aus dem ersten Teil der Arbeit, wenngleich dort andere Zielzellen verwendet wurden.
Die These, dass Zytotoxizitdt diejenige Aktivitat von NK-Zellen darstellt, die die
niedrigste Aktivierungsschwelle aufweist, und deshalb am wenigsten anfallig

166 \wird somit unterstiitzt.

gegenuber Einschrankungen durch Hypoxie ist
Zwei Arbeiten, die ebenfalls die NK-Zytotoxizitat gegenuber K562-Zellen untersucht
haben, kommen zu widersprichlichen Ergebnissen. Fink et al. beschreiben eine
verringerte Lyse von K562-Zellen nach Inkubation in Hypoxie'®’. Allerdings wurden
hier PBMC statt isolierter NK-Zellen verwendet. Somit kdnnten die beobachteten
Effekte auch durch Interaktionen mit anderen PBMC oder von diesen produzierten
Zytokinen begrindet sein. Vasold et al. wiederum berichten tber eine durch Hypoxie
gesteigerte K562-Lyse™’. Hier wurden langere Inkubationszeiten in Hypoxie

verwendet, was die Diskrepanz erklaren konnte.

6.3 Schlussfolgerung und Fazit

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass NK-Zellen von Gesunden, HCV- und HIV-
Patienten durch physiologische Sauerstoffbedingungen auf unterschiedliche Weise

beeinflusst werden.

Bei der HCV-Infektion deuten die Daten darauf hin, dass NK-Zellen von HCV-
Patienten — im Gegensatz zu denen von Gesunden — sehr sensibel gegenuber
Hypoxie sind. Die antivirale Aktivitat ist bereits bei physiologischen Sauerstoff-
konzentrationen eingeschrankt. Mit fortschreitender Leberentziindung und den damit
einhergehenden verringerten Sauerstoffkonzentrationen wird die antivirale Aktivitat

weiter verringert, was zu einer unzureichenden Immunantwort und damit zu einer
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Chronifizierung der Infektion beitragen kann. Dieser Defekt in der antiviralen Aktivitat
von HCV-NK-Zellen ist moglicherweise durch eine nicht ausreichende metabolische
Anpassung an die veranderte Umgebung bedingt. Die antifibrotische Aktivitat der NK-

Zellen ist im Gegensatz dazu nicht durch Hypoxie beeintrachtigt.

Bei der HIV-Infektion hingegen kann aus den in diesem Teil der Arbeit gewonnenen
Daten kein einheitliches Bild Uber die Hypoxieempfanglichkeit der NK-Zellen
gewonnen werden. NK-Zellrezeptoren werden bei allen HIV-Patienten herunter-
reguliert, wahrend die schlechtere metabolische Anpassung nur bei therapienaiven
Patienten der Fall ist. Bei der IFNy-Sekretion sind die NK-Zellen von HIV-Patienten
ahnlich stark betroffen wie die NK-Zellen von Gesunden. Die Zytotoxizitat gegenuber
K562-Zellen hingegen wird durch Hypoxie nicht beeintrachtigt.

Eine mdgliche Erklarung liegt darin, dass bei den HIV-NK-Zellen méglicherweise eine
grundlegende Stérung vorliegt, die gravierender ist als die durch die Hypoxie
verursachten Effekte und diese somit Uberlagert. Dies kénnte durch die haufig
beschriebene systemische Immunaktivierung bei der HIV-Infektion verursacht
sein'’®'* Dabei geht man von einer pathologischen Umverteilung der NK-Zell-
Subsets aus, die unter anderem mit einer eingeschrankten antiviralen Aktivitat
einhergeht”.

Somit scheinen die physiologischen Sauerstoffkonzentrationen als Einfluss des
Mikromilieus in den sekundaren lymphatischen Geweben bei der HIV-Infektion eine

untergeordnete Rolle zu spielen.

Eine Gemeinsamkeit bei NK-Zellen von Gesunden, HCV- sowie HIV-Patienten
besteht darin, dass die zytotoxische Aktivitat nicht durch Hypoxie beeinflusst wird.
Dies scheint durch die niedrige Aktivierungsschwelle bedingt zu sein, die in NK-
Zellen fur die Ausbildung der zytotoxischen Aktivitat notwendig ist. Selbst wenn durch
Inkubation in Hypoxie z.B. aktivierende Rezeptoren herunterreguliert werden, sind
die aktivierenden Signale noch ausreichend flr die Initiierung einer zytotoxischen
Antwort.

In Ubereinstimmung zu dieser Hypothese war die IFNy-Produktion, fir die eine
hohere Aktivierungsenergie bendtigt wird, bei allen untersuchten Gruppen durch
Hypoxie beeeintrachtigt. Dies war jedoch bei Gesunden weniger stark ausgepragt als
bei HCV- und HIV-Patienten.
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Bei zukinftigen Untersuchungen zur NK-Zell-Aktivitat — sowohl bei der HCV- und der
HIV-Infektion, als auch bei gesunden Spendern — sollten stets die physiologischen
Sauerstoffkonzentrationen  beim  Versuchsaufbau  bericksichtigt  werden,
insbesondere wenn die Zytokinproduktion untersucht wird. So kann eine durch
hyperoxische Bedingungen verursachte Fehlinterpretation von Ergebnissen
vermieden werden, was zu einem besseren Verstandnis der NK-Zell-vermittelten

Immunitat bei Viruserkrankungen fuhren kann.
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7.3 Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity (antikbrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat)
AIDS aquired immunodeficiency syndrome (erworbenes Immunschwéchesyndrom)
ALT Alanin-Aminotransferase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AST Aspartat-Aminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

BFA Brefeldin A

CART combined antiretroviral therapy (kombinierte antiretrovirale Therapie)
CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA (komplementére DNA)

CT cycle threshold

d.h. das heifl3t

DAA direct antiviral agents

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséaure)

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

E.T Ratio Effektor:Target Ratio

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ER endoplasmatisches Retikulum

FasL Fas Ligand

FCS fetal calf serum (fetales Kélberserum)

FSC forward scatter (Vorwartsstreulicht)

g Gramm

g Erdbeschleunigung

v-GT v-Glutamyltransferase
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GLUT

HCV
HDAC-1
HIF-1a
HIV
HLA
HSC
IFN

1gG

IRS
kb

KIR

LIL

MFI
MHC
MIC-A/B
min
MMP
MRNA
n.s.
NCR
NEA
NK-Zellen
0.g.
PAGE

Glukosetransporter

Stunde

Hepatitis C-Virus

Histondeacetylase 1

hypoxia-inducible factor 1«

Humanes Immundefizienzvirus

humanes Leukozytenantigen

hepatic stellate cell (hepatische Sternzelle)
Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Insulinrezeptorsubstrat

Kilobasen

killer cell immunoglobulin-like receptor
Liter

liver-infiltrating lymphocytes

Meter

Molar

Median der Fluoreszenzintensitét

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitditskomplex)
MHC class | related chains A and B
Minute

Matrixmetalloprotease

messenger RNA (Boten-RNA)

nicht signifikant

natural cytotoxicity receptor (nattirlicher Zytotoxizitatsrezeptor)
nichtessentielle Aminosauren

nattrliche Killerzellen

oben genannt

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBMC peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleare Blutzellen)
PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlésung)

PDK-1 Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1

PFA Paraformaldehyd

PFKFB-3 Phosphofructokinase-2/Fructose-2,6-Bisphosphatase

pH potentia Hydrogenii

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

gPCR guantitative polymerase chain reaction (quantitative Polymerase-Kettenreaktion)
RFI relative Fluoreszenzintensitat

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinséaure)

ROS reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

RT reverse Transkriptase

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SSC side scatter (Seitwartsstreulicht)

STAT signal transducer and activator of transcription

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF Tumornekrosefaktor

TPI-1 Triosephosphatisomerase 1

TRAIL TNF related apoptosis inducing ligand

U unit

ULBP UL16 binding protein

\Y Volt

VSV vesicular stomatitis virus

z.B. zum Beispiel
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