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FACS-Untersuchungen zur antigenspezifischen Zytokantwort
von mononuklearen Zellen (PBMC)

Du-Quoc, Bao

Eine Hepatitis C-Virus Infektion bei gleichzeitigétlV-Erkrankung fuhrt zu einem
rascheren Krankheitsverlauf der chronischen Lekegkung, welche zu einer
Leberzirrhose und schliel3lich zu einem Auftretenesi hepatozellularen Karzinoms
fuhrt.

Die Pathogenese der HCV-Infektion im Rahmen eingnfektion mit dem HI-Virus ist
komplex, da bislang noch unzureichend geklarte Imeffekte mit verdndertem
Interleukin-, Zytokin-, Monokinmuster und Zellinektionen ablaufen. Diese
verschlechtern eine Virus-Elimination und begurestigine Viruspersistenz.

Eine effiziente Kontrolle der Virusinfektion hangbn zahlreichen Immunabwehrzellen
und von einer effektiven antiviralen Therapie (PE@rferon/Ribavirin bzw. HAART)
ab. Neben der regulatorischen Funktion der T-Helfdlen kommt den Monozyten eine

wichtige Rolle in der Immunabwehr zu.

Die im Rahmen dieser Dissertation gefundenen Eilgebrheben die Bedeutung einer
TH1-dominierenden Immunantwort fur eine effektiveCWElimination hervor. Eine
.Monozyten-Dysfunktion“ in Form eines TH2-Shiftshasnt hierbei eine entscheidende

Rolle zu spielen, so dass eine effiziente Aktivigywon T-Lymphozyten ausbleibt.

Tag der mundlichen Prifung: 01. Februar 2008
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie von Hepatitis C und HIV

Hepatitis C und HIV-Erkrankungen sind chronischlagiende Infektionskrankheiten,
die unbehandelt eine hohe Letalitat aufweisen.

Seit Mitte der siebziger Jahre gibt es klinischd epidemiologische Hinweise, dass es
neben den damals bekannten Hepatitis A- und B-Erregine weitere Form der viralen
Lebererkrankung existiert. Diese Form trat insbdsoa nach Bluttransfusionen auf und
war durch einen Uberwiegend chronischen Verlauégekeichnet. Man bezeichnete sie
zunachst alfNon A-, Non B-Hepatitis Ende der achtziger Jahre 1988 konnte das
Hepatitis C-Virus (HCV) molekularbiologisch als dendufigste Erreger der
posttransfusionalen Non A- Non B-Virushepatitidiesd werden (Choo et al. 1989).
Weltweit liegt die Pravalenz der HCV-Infizierteniledwa 1-3% der Bevolkerung (Alter
1997), insgesamt schatzungsweise 60-180 Millioi#a. hochste Infektionsrate weist
Agypten auf, wo 15-30% der Bevolkerung erkranktsiim Deutschland sind es 0,5 %
der Bevdlkerung, ca. 500.000 Infizierte (Caspariakt1989; Heintges et al. 1997),
wobei Risikogruppen wie Hamophile (70-90 %), i.weBenabhangige (50-90 %) und

chronische Dialysepatienten (5-30 %) eine deutiidhere Pravalenz aufweisen.

Die ersten, nachtraglich diagnostizierten Infek#iormit demHI-Virus stammten aus
den 60er und 70er Jahren aus Zaire. 1983 konrdernrJSA das HI-Virus als Ursache
eines erworbenen Immundefizienzsyndroms (AIDS), dedauft bei homo- und
bisexuellen Mé&nnern beobachtet wurde, identifiziserden. Nach Schatzungen der
Weltgesundheitsorganisation haben sich bis 1998wsiletwa 30 Mio. Menschen mit
HIV infiziert und taglich kommen etwa 16.000 HIV-diefektionen hinzu. Davon sind
in Europa 220.000 Menschen an AIDS erkrankt (Bretdal. 1998). In Deutschland
liegen zu Zeit ca. 45.000 HIV-Erkrankungen vor (RK97). Einige Lander Afrikas,
wie Botswana und Malawi, weisen eine hohe Durchseog bis 25% der Bevdlkerung
mit HIV auf.



Da die HCV- und HIV-Infektion einen gemeinsamen Weegr parenteralen und
sexuellen Ubertragung teilen (McNair et al. 199®ten in der Risikogruppe der i.v.-
Drogenabhéngigen eine hohe Pravalenz bis zu 95%Dalspel-Infektionen auf.
Haupttbertragungsmodus sind Kontakte mit Blut, wieB. bei Bluttransfusionen,
Sexualkontakte zu Infizierten, Nadeltausch bei-Dxogenmissbrauch. Vertikale
Transmissionen von Mutter auf Kind unter der Gebutden ebenfalls beschrieben.
Nach Einfihrung von HIV-Ak-Testen von Blutkonserviende 1985 sowie Screening
auf HCV seit Anfang der 90er Jahren konnte die tRosfusionstransmission deutlich

verringert werden (Consensus Statement EASL 1999).

Ahnlich wie die HIV-Infektion bleibt die HCV-Infekon Uber lange Jahre hinweg
klinisch symptomlos. In ca. 85% der Féalle chroméiz die Hepatitis C-Erkrankung
(Alter H.J. et al. 1997). Bei etwa 20-30% der R#be fihrt die HCV-Erkrankung uber
eine chronisch-progressive Entziindung schlieBlidkchn 20 bis 30 Jahren zu
Leberzirrhose, Leberversagen und in 5% der Zirrbaenten zu einem Entstehen
eines primaren Leberzellkarzinoms (Di Bisceglie 399Epidemiologische Daten
zeigen bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten einen scheren Verlauf ihrer

Lebererkrankung als HCV-monoinfizierte Patiente @yster et al. 1993). Ob eine
gleichzeitige Hepatitis C auch den Krankheitsvdrlder HIV-Infektion unginstig

beeinflusst, wird dagegen zu Zeit noch kontrovéskudiert.

Unter dem Einsatz der hochwirksamen antiretroviral&ombinationstherapie

(HAART) lasst sich eine Abnahme der HIV-assoziierigkrankungen bei gleichzeitig
deutlicher Zunahme von lebererkrankungsbedingtede3#éllen nachweisen. HIV-
seronegative/HCV-seropositive Patienten haben einac20mal héheres Risiko
gegenuber der Normalbevélkerung an einer Lebenekkireg zu versterben, bei der
Gruppe der HIV/HCV-Positiven ist das Risiko 94malh®ch (Rockstroh).

Unter Berlcksichtigung des schnelleren Verlaufs ldepatitis C bei Koinfektion ist
eine effektive Behandlung sowohl der Hepatitis G alch der HIV-Erkrankung
wichtig. Der Einsatz von pegyliertem Interferon lRibavirin scheint nach ersten

Studienergebnissen bessere Ansprechraten zu zé\Mgohen Einfluss eine HAART-



Therapie auf das Immunsystem im Sinne einer Imnkemstitution hat, und wie
dadurch die HCV-Infektion beeinflusst wird, blermich unklar.



1.2 Das Hepatitis C-Virus

1.2.1 Aufbau des HCV-Genoms

Das etwa 30-60 nm grofR3e Hepatitis C-Virus gehort Familie der Flaviviridae und
Pestiviren (Miller et al. 1990). Es besitzt ein uitifes Nukleokapsid mit (+)-Strang
RNA-Genom. Seine aul3ere Hille stammt von der Zellbran der Wirtszelle, wobei
virale Glykoproteine in die Lipidmembran inserisihd (Major and Feinstone 1997)
(Abb. 1).

Das ca. 9400 Nukleotide umfassende RNA-Genom dngitigén offenen Leserahmen,
der fur ein 3010-3030 Aminosauren langes Polypekadiert, das am 3' und 5' Ende
von nicht kodierenden Regionen (NCR) flankiert(Abb. 2) (Choo et al. 1991; Han et
al.1991; Takanizawa et al. 1991). Die 5’"NCR steifte hochkonservierte Region dar
und enthalt Elemente, die als IRES (engl. intemiabsome entry sites) bezeichnet
werden. lhre Aufgabe ist die Bindung des Genomgdluldre Ribosomen, um somit
die Translation zu ermdglichen (Honda et al. 1988ing et al. 1993). An der 3'NCR
befindet sich eine Poly-Uridin-Sequenz und eineHi Basenpaare lange konservierte
Region, die eine sekundéare Schleife bildet und saiwinlich fir die Stabilitat der
viralen RNA von Bedeutung ist (Kolyhalov et al. 899

Der offene Leserahmen kodiert fur ein Vorlauferypobtein, welches kotranslational
in drei Strukturproteine (Core; E1; E2) und vierchitStrukturproteine (NS2; NS3;
NS4a und b; NS5a und b) proteolytisch mittels eiraind zellularer Enzyme gespalten
wird (Abb. 2) (Grakoui et al. 1993; Hijikata et al991). Die Spaltung in die
funktionalen Proteine erfolgt im Lumen des endaplaisschen Rektikulums.

El —E2
Core —— Lipid-

Doppelschicht
RNA (+)

Abb. 1: Struktur des HCV-Virus.



(+)-Strang-RNA (ca. 9.400 Nukleotide)

Nukleotid-Homologie

929% 81% 55% 65% 57% 70% 65% 66% 26%
5 Core El E2 NS2 NS3 NS4 NS5 3
Translation
Vv v ¥ N y
Core El E2 p7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5a NS5b

Spaltung durch zellulare (¢ ), NS2 /NSSW) und NS3 (' ) -kodierte Proteasen

Kapsid-

Hull-

Hall-

!

[------ Strukturproteine ------- [--mmmmmmm e Nicht-Strukturproteine

Metallo- Serinprotease Cofakto  ?

? RNA-abhéangige

protein  protein 1 protein 2 Protease Helicase Polymerase

Core ‘ E1 “ E2 NS2 NS3 NS4a NS4b ‘ NS5a NS5b

p21 gp31 gp70 p7 p23 p70 p8 p27 p58 p68
Abb. 2: Vermuteter genomischer Aufbauwund Prozessierung des HCV-

Vorlauferproteins des Hepatitis C-Virus. Oberhalles dHCV-Genoms sind die
prozentualen Nukleotidsequenz-Homologien (Poetletl@94) der Isolate mit den

hdchsten Nukleotidsequenzunterschieden angegeben.



1.2.2 Beschreibung der Hepatitis C-Proteine

Die Strukturproteine Core, E1 und E2 sind am 5 elukalisiert, wahrend die Nicht-
Struktur (NS)-Proteine NS3, NS4a, NS4b, NS5a, N&Bb3"~ Ende des HCV-Genoms
kodiert sind. Die ersten 191 AS des Polyproteindids@n das Core-Protein (p21),
welches die Grundstruktur der viralen Kapsidhullelds (Matsumoto et al. 1996).
Daruber hinaus wurden auch verkirzte Formen des-Buoteins beschrieben (Lo et al.
1995).

Die Glykoproteine E1 (gp31) und E2 (gp70) bildes ldkterodimer zusammen mit der
Wirtsmembran die Hulle des Virus (Duboisson etl@P4). Sie besitzen im Gegensatz
zu Core eine relativ hohe Sequenz-Variabilitat. Badoxyterminale Ende von E2 wird
auch als p7-Protein bezeichnet und dient vermutheh einigen Genotypen als
fakultative Erweiterung des eigentlichen E2-Pratdiinn et al. 1994; Mizushima et al.
1994; Selby et al. 1994).

Das sich anschlieRende NS2-Protein (p23) kann alenpelle ZA™-abhangige
Metalloprotease die Spaltung zwischen NS2 und N&®difihren (Hijikata et al.
1993). Das NS3-Protein (p70) ist eine Serinproteasé ermoglicht einerseits als
multifunktionales Enzym eine autoproteolytische nineng vom Polyprotein und
katalysiert andererseits mit Hilfe von NS4a alsdktdr die proteolytischen Spaltungen
der restlichen Vorlauferproteine in die Nicht-Sturdproteine (NS4a und b; NS5a und
b) (Bartenschlager et al. 1994; Lin et al. 1994ll&at al. 1994; Taniji et al. 1995).

Das NS4-Protein besitzt zwei Untereinheiten, wol¥a (p6) als Cofaktor fur die
NS3-Protease fungiert.

Die Untereinheit NS5b (p68) wird bei der Replikatides komplementaren RNA(-)-
Stranges als RNA-abhangige RNA-Polymerase freigegBehrens et al. 1996). Der (-
)-Strang dient wiederum als Matrize fur die Repiia des (+)-Stranges. Uber die
Funktion der Abschnitte NS4b (p27) und NS5a (pS8jvenig bekannt.

1.2.3 HCV-Genotypen

Die Einteilung des Hepatitis C-Virus beruht auf Mdtidsequenzvergleiche der bisher

acht bekannten Isolate nach dem NomenklatursystemPeter Simmonds (Simmonds



et al. 1994). Dabei werden HCV-Genotypen mit adies Zahlen und die Subtypen
mit Buchstaben gekennzeichnet. Weltweit gibt edhsddCV-Genotypen (Typ 1-6).
Sequenz-Homologien unter den Genotypen betrage€i®®%g-bei den Subtypen 77-80%
und 91-98% bei den Isolaten (Simmonds et al. 1995).

Die geographische Verteilung der HCV-Genotyperurgerschiedlich. Die Genotypen
1, 2 und 3 zeigen eine gehaufte Verteilung vomalie den USA und West-Europa. 1b
kommt oft in SUd-Europa vor. Genotyp 4 und 5 finderh in Afrika, wahrend Genotyp
6 vor allem in Asien beobachtet wird (Simmonds 19&rchell 1997). In Deutschland
liegt die Pravalenz des HCV-Typs 1 bei etwa 70%84ZBenotyp 1la, 80% Genotyp 1b),
des HCV-Typs 2 um 5% und des HCV-3a bei 17-26% ¢Bxral. 1997; HENCORE
1998).

Der Einfluss des Genotyps auf die Pathogenese derarikung wird kontrovers
diskutiert (Benvegnu et al. 1997; Kobayashi et18196; Mondelli und Silini 1999;
Purchell 1997).

Gut belegt ist, dass der Genotyp 1 weniger guead antivirale Therapie anspricht als
der Genotyp 2 und 3 (McHutchison et al. 1998; Payret al. 1998; Reichard et al.
1998).

1.2.4 Klinischer Verlauf

Ausgehend von einer akuten Hepatitis C-Infektiomsese etwa 15% der Patienten einen
selbstlimitierten Verlauf ohne Nachweis von antiNH&ntikérpern und HCV-RNA auf
(Alter et al. 1997). Die Verlaufe sind auch nachr@iifizierung zu 80-90% milde und
mit Ausnahme von schweren fulminanten Verlaufemppaaent. Etwa die Halfte der
Patienten mit chronischer Hepatitis C weisen noemabter nur leicht erhéhte
Serumtransaminasen auf, obwohl ausgepréagte enieli@dl und fibrotische
Veranderungen in der Leber vorliegen konnen (Hagina997).

Prognostisch gesehen, entwickelt sich bei etwa @8-3der Patienten die HCV-
Erkrankung Uber eine chronisch-progressive Entzigdschlie3lich nach 20 bis 30
Jahren zu Leberzirrhose und Leberversagen. Diedénzi eines hepatozelluléaren
Karzinoms betragt pro Jahr 3-10% der HCV-assoeireltteberzirrhose (Di Bisceglie
1995).



Die Zirrhoseentwicklung héngt von zahlreichen ,\Maktoren“ ab, wie Alter zum
Zeitpunkt der Infektion, Alkoholkonsum, Koinfektien mit dem Human-
Immundefizienz-Virus (HIV) oder Hepatitis B-Viru$iBV) (Alberti et al. 1997). Die
»Virusfaktoren®“, wie zum Beispiel Viruslast und HG8enotyp, sind dagegen noch

umstritten.

1.2.5 Antivirale Immunantwort bei Hepatitis C

Die Immunantwort bei Hepatitis C ist zu Zeit Gegand intensiver Forschung und
beschatftigt sich vor allem mit der Frage, warum Hi@kéktionen haufig chronifizieren.
Bisherige  Untersuchungen zeigten bei HCV-Patientanit chronischem
Krankheitsverlauf eine verstarkte humorale Immuwant in der Bildung von
Antikorper gegen das Core-, NS3- und NS4-Proteid im97,3 % aller HCV-RNA
positiven Patienten Antikbrper gegen das glykolgsiegekombinante E2-Hull-Protein
(Lesniewski et al. 1995). Neutralisierende Antil@rpverden nur bei etwa 60% der
chronisch Erkrankten gebildet (Rosa et al. 199®).Aegensatz hierzu findet sich nur
eine schwache zellulare HCV-spezifische Immunarntwor

Patienten mit chronischer Hepatitis C weisen hoRertikorper-Titer auf, dagegen aber
nur schwache T-Zellproliferationsantworten (Spengieal. 1996). Eine Verschiebung
der TH1/TH2-Balance &hnlich wie bei der HIV-Infekii zugunsten der TH2-
Population konnte in mehreren Arbeiten beschrieterden (Clerici et al. 1993; Tsai et
al. 1997; Woitas et al. 1996). Es wird aber auch gmmigen Autoren ein Mangel an
antiviralen Typ 1-Zytokinen propagiert.

Die zellulare Immunitat basiert auf die Aktivierumgn zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL), die ihre Zielzellen durch verschiedene Meatbmen schadigen. Diese CTL
erkennen kurze Peptide von 8-10 Aminosaurenlange,ddrch MCH-Molekiile der
Klasse | auf der Oberflache von virusinfizierterll@e prasentiert werden.

Die Sezernierung von lytischer Granula, die Penf@mthalten, bewirkt eine Lyse der
Zielzellen Uber eine Porenbildung in der Zellmembr&in weiteres Enzym der
Granula, das Granzym, ist eine Serinprotease, aiehdPerforin-Kanéle in die Zelle

gelangt und dort durch Aktivierung einer Enzymkatkden Zelltod herbeifiihrt.



Das FAS-System bestehend aus einem membranstandiffjektormolekil FAS-
Ligand, das sich auf der Oberflache der CTL befinded dem FAS-Rezeptor, der zur
Familie der TNF-Rezeptoren zahlt, induziert Ubeeehktivierung von proteolytischen
Enzyme, sogenannte Caspasen, eine Apoptose der Zell

Durch die Ausschittung von Zytokinen wie THETNF{3 und IFNy werden infizierte
Zellen lysiert. Es wird vermutet, dass diese Zytekidas umgebende gesunde
Parenchym mitzerstoren. Es kommt zum sogenanntgstaider killing effect* (Ando
et al. 1997) und zu einer Ausweitung des chronisdaetziindungsprozesses mit der
maoglichen Folge einer Leberzirrhose. IgNat neben der direkten Wirkung auf HCV-
infizierte Zellen auch immunmodulatorisch antivraEffekte, indem die virale
Replikation gehemmt wird.

HCV-spezifische zytotoxische T-Zellantworten ge¢#@V-Proteine und HCV-Peptide
sind beschrieben worden (Bruna-Romero et al. 199&son et al. 1997). Die
identifizierenden CTL erkennen sowohl Epitope im dariablen als auch konservierten
Regionen der HCV-Proteine. Sie kommen vermehrt eébdtn von chronisch HCV-
Erkrankten vor (Koziel und Walker 1997). Dies deéutmaraufhin, dass trotz der
Anwesenheit dieser CTL eine ausreichende Wirkungdee Viruseliminierung nicht
erfolgt. Ihr Auftreten scheint die Pathogeneseladrerzellschadigung zu beeinflussen.
Anderseits belegen Studien an Patienten mit akdegratitis C, dass eine starke T-
Helferzell-Antwort gegen virale Antigene im frih&tadium ein wirksamer Faktor fur
eine erfolgreiche Bekampfung des Virus ist (Diepoldt al. 1995; Misale et al. 1996).
Das Immunsystem selbst bei Patienten mit chronis@tfektion kann eine gewisse
Kontrolle Gber das Hepatitis C-Virus ausuiben (Spamgt al. 1996). Dafur spricht, dass
die meisten chronischen Virustrdger keine Anzeicheginer schweren
Leberzellschadigung aufweisen (Alter H.J. et aBZHoofnagle 1997).
Interessanteweise zeigen Patienten mit zun&chsbilesta Hepatitis C nach
Immunsuppression, wie zum Beispiel bei einer HIMiMé&ektion, einen zunehmend
beschleunigten Verlauf mit Leberversagen (Eyster at 1993). Ahnliche
Beobachtungen konnten auch nach Organtransplamatiaind bei Patienten mit
Hypogammaglobulindmie gemacht werden (Bjoro e1294; Lim et al. 1994).



1.2.6 Therapie bei HCV

Die derzeitige Behandlung der Hepatitis C-Infektiont Interferone (IFN-a) in
Kombination mit dem Nukleosidanalogon Ribavirin (R®l®) ist noch
unbefriedigend, denn 80% der Patienten mit einengmen Ansprechrate erleiden nach
6 Monate einen Relaps. Die hohe Quote der ,Non-&adgr” von etwa 40% zeigt, dass
es an neuen Ansatzen in der Therapie der HCV-liviekiedarf, zumal neuere Studien
mit einer solchen Standardbehandlung bei HIV/HC\irfimierten noch schlechtere
Ansprechraten zeigen. Viel versprechend scheintndige Kombinationstherapie mit
Interferon a-2b (3 x 3 IE/ Woche) und Ribavirin (1000-1200 mg/taglichy) sein,

welche in den USA seit Sommer 1998 eingesetzt wird.

1.3 Das Human-Immundefizienz-Virus

1.3.1 Aufbau des HIV-Genoms

Das ,human deficiency virus® (kurz HIV genannt) iseben dem ,human T-cell
leukemia virus* (HTLV) ein fur Menschen pathogerastrovirus aus der Familie der
Lentiviren. Viren aus dieser Gruppe sind durch gieesistierende Viramie und eine
lange klinische Latenzzeit gepragt. Es lassen ai#i Typen, das HIV 1 und das HIV
2, unterscheiden.

Das HIV ist ein Ikosaeder. Seine aul3ere Hiille stes einer Doppellipid-Membran,
die sich aus 72 kugelférmigen ,Andockproteinen“mdeltliprotein gp120 (engl. spike
of envelope) und dem transmembranen gp41 (gp= @ghkein), zusammensetzt (Abb.
3). Das Nukleokapsid (Viruskernmembran) umfasstRheteine p24, pl7, p9 und p7,
die aus der proteolytischen Spaltung des vom gagadierenden Vorlauferproteins
p53 durch die HIV-Protease hervorgehen. Im Viruskezfinden sich zwei Kopien des
einstrangigen ca. 9-Kilobasen groRen RNA-Genom e@miei wichtige Enzyme des
pol-Gens, die reverse Transkriptase und die Preteas

Das Genom umfasst 9 Gene, nach deren Funktion meamusden Struktur- bzw.

Regulatorgenen zahlt (Tab. 1).
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Hulle
gp120

gp4l

Matrixprotein p17

Nukleokapsid

Abb. 3: Aufbau und Genomorganisation des HIV.

Gen

Funktion

Strukturgene:
gag (p9, p7?)
p53

pl7

p24

pol

p66/51

p32

p10

env

gpl60
gp120

Gp4l

Nukleokapsid, Vorlauferprotein von p24, pl17, p9,(HW Protease)
Matrixprotein

Kapsidprotein

Polymeraseregion, (Zellulare Protease)

reverse Transkriptase

Integrase

HIV-Protease

Glykoprotein, Vorlauferprotein von gp120, gp41 (dkire Protease
Oberflachenprotein (Bindung an CD4-Molekul der \&4glle)

Transmembranprotein
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Regulatorgene fur
Virusreplikation:
tat (essentiell),p14

rev (essentiell)p19

nef, p27

vif, p23
vpr, p15

VpX

vpu, pl15

Aktivatorprotein fur die Exprimierung aller viral&dene durch
Bindung an TAR-Region im LTR

Umschalten von friiher (splicing von env und Helsteg von
Regulatorprotein) zu spater Proteinsynthese (Herstgvon
Strukturproteinen)

Hemmung der viralen Transkription durch Bindund.diR;
Einfluss auf T-Zell-Aktivierung

Erh6hung der Infektidsitat des Viruszusammenbau
Zusammen mit Matrixprotein Aufnahme der cDNA inlKetn;
Steuerung der Replikationsgeschwindigkeit

nur bei HIV 2: Replikationsgeschwindigkeit

nur bei HIV 1: Virusfreisetzung; Hemmung der Symzytbildung;
Degradierung des CD4-Molekil im ER

LTR (long terminal region) LTR

TAT

(p14)
REV

(p19)

GAG VIF ENV NEF
Core/ Strukturgen
(p24, p17, p9, p7 (gpl120, gp41l)

D

(p23 Hullproteine |(p27

Protease, RT, Integrage |(p15)|(p15

POL VPR||VPU

(p10, p66/51, p32)

Tab. 1: Uberblick tiber Struktur- und Regulatorgene bei HIV
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1.3.2 Der Lebenszyklus von HIV

1.3.2.1 Bindung an Zielzellen und Fusion

Die wichtigsten Zielzellen von HIV sind CD4+-T-Lyrmpzyten, Makrophagen und
Monozyten. Bei der Infektion interagieren das HINdigrotein gp120 mit dem CD4-
Oberflachenmolekil und bewirken eine Verschmelzdag Lipidhille des Virus mit
der Zellmembran. Dabei wird unter Verlust des ,dope” der Viruskern in das
Zytoplasma gegeben. FUr diese Virusinkorporatiomelsp je nach Virusstamm
unterschiedliche Ko-Rezeptoren auf der Wirtszelllem eine wichtige Rolle. Fusin
bzw. CXCR4 vermitteln die Infektion von Zellen nsibgenanntem T-Tropismus, d. h.
es werden T-Zelllinien infiziert, CCR-5 die Infesti von Makrophagen/Monozyten (M-
Tropismus). Unmittelbar nach einer primaren HIVekition haben M-trope
Virusstamme einen Selektionsvorteil gegenidber Tr8tan. Der Grund hierfur ist
derzeit noch unklar, jedoch scheinen diese Virussté sich besser in einem noch
immunkompetenten Organismus durchsetzen zu kdnnen.

Mutationen der fur die Korezeptoren kodierenden dbsohnitte stellen insbesondere
im Falle der CCR5-D32 Mutation einen starken re&ti Schutz gegentber der HIV-

Infektion dar.

1.3.2.2 Reverse Transkription

Nach der Aufnahme des Virus in das Zellzytoplasmgirimt die reverse Transkriptase
das einstrangige RNA-Virusgenom in einen DNA-Doppahg umzuschreiben (RNA-
abhangige DNA-Synthese). Der provirale DNA-Doppealsgy wird in den Zellkern
transportiert und dort von der HIV-Integrase in Wstsgenom eingebaut.

Die reverse Transkriptase ist ein heterodimeres yinzbestehend aus zwei
Untergruppen p66 und p51, das mit einer sehr genirigenauigkeit arbeitet, so dass es
wahrend eines Replikationszyklus zu Mutationen @r éntstehenden DNA-Kopie
kommt. Es wird geschatzt, dass etwa 5-10 Fehler %bf Kilobasen RNA-L&nge
auftreten. Bei einem Virusumsatz (viral turnoveshvL@ Viruspartikeln entstiinden ca.
10*-10° Punktmutationen pro Tag 99% der zirkulierenderusfiartikeln stammen von

neu infizierten Zellen innerhalb einer Woche, 408tnworangehenden Tag. Auf diese
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Weise entsteht innerhalb kirzester Zeit eine VHdIzan lebensfahigen Mutanten. Es
ist anzunehmen, dass vor einer antiretroviralenrdfiie bereits resistente Stamme

gegen die verfugbaren Medikamente vorliegen.

1.3.2.3 Expression der Gene

Die Replikation in infizierten Zellen beginnt miedExpression der Regulatorgetag
rev und nef, tat ist ein potenter Aktivator fur die Expression aNgralen Proteine und
ware ein Ansatzpunkt fur eine medikamentdése Therapedoch wurden klinische
Anwendungen mit einertat-Inhibitor wegen fehlender Wirksamkeit abgebrochen.
Erst in der zweiten Phase des Replikationszyklusiere die Strukturgene exprimiert.
Die Produkte vorgag und pol bilden dabei den Viruskern, wahrend die Produkte d
env-Gene die aulRere Hiulle bilden. Die proteolytiscipal®ing der Vorlauferproteine

pol undenv erfolgt durch eine zellulare Protease, die poindurch die HIV-Protease.

1.3.2.4 Entstehung infektiéser Viren

Der Viruskern mit der HIV-RNA, dengag-Vorlauferprotein sowie den Virusenzymen
werden im Zytoplasma ,unterhalb” der Zellmembransamamengesetzt. Danach
durchdringt der Viruskern-Komplex die Zellmembramduerhalt dabei eine Lipidhtille
mit den Virushullproteinen gp120 und gp4l. Erstdarauffolgenden Schritt werden
unter Aktivitat der HIV-Protease die funktionsfa@inggag-Proteine (p24, pl7, p9, p7)
gespalten. Damit ist der Zyklus abgeschlossen dimdeifen, infektiosen Viren kénnen

von neuem CD4+-Zellen infizieren.

1.3.3 Klinischer Verlauf

Nach einer Primarinfektion mit dem HIV kommt es enmalb von Tagen zu einer
massiven Virusreplikation von meist mehr als 1.000. HIV-RNA Kopien/ml.

Klinisch zeigen sich nur unspezifische Symptomejliah wie die eines grippalen
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Infektes. Das Immunsystem fuhrt nach 3-6 Wocherinem Rlckgang der Viruslast.
Gleichzeitig lassen sich im Plasma Antikorper naetigsen.

Da eine vollstandige Viruseliminierung nicht erfgicwird, etabliert sich eine

persistierende Infektion, die vor der Zeit der m@attoviralen Therapie in 50% der
Patienten nach 10 Jahren zum Stadium AIDS fiuhrtéhrdhd dieser Zeit kommt es
zum Absinken der CD4-Zellen mit gleichzeitigem Aegtder HIV-Viruslast. CD4-

Zellen sind Surrogatmarker, die Aussagen Uber demigen Krankheitsabschnitt der
Immunschwache erlauben, dagegen gibt die HIV-RNAtL&inweise Uber die

Progression und Geschwindigkeit der Erkrankung [d/&l1997).

Nach Auftreten von AIDS, definiert durch die ,C-Eakkungen“ der CDC-

Klassifikation, betragt die Lebensdauer 0,5-2 Jahre

1.3.4 Antivirale Immunantwort bei HIV

Die antivirale Antwort bei der HIV-Infektion hangbn vielen Faktoren ab, zum einen
von den Virusfaktoren, welche Replikationsgeschugkeit, Mutationsverhalten und
Zellpathogenitat des Virus umfassen, zum anderem wWirtsfaktoren. Die
Untersuchung von Wirtsfaktoren ist Gegenstand siten Forschung. Unterschiedliche
Mediatoren nehmen Einfluss auf die Virusreplikati®@o wurde nachgewiesen, dass
GM-CSF, IL-18, IL-6 und TNF« die Virusreplikation in T-Zellen sowie Makrophagen
aktivieren. Erstaunlicherweise werden diese aktariden Mediatoren nur von B-Zellen
produziert (Molina 1993). Andere Zytokine, wie IFN-und Suppressorsubstanzen, die
unter anderem von CD8+-Zellen synthetisiert werderd potente Inhibitoren der HIV-
Replikation.

Die Chemokine RANTES, MIPd und MIP-B sind Liganden fir denp-
Chemokinrezeptor 5 (CCR5); sie reduzieren die Vepkkation, indem sie die

Infektion von Zellen durch Viren mit M-Tropismustbedern.
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1.3.5 Therapie bei HIV

Wann mit einer Therapie angefangen wird, hangt ies&vitlichen von dem Verlauf der
HIV-Infektion, symptomatisch oder asymptomatischdwon der Hohe der Viruslast
ab. Den Empfehlungen der Deutsch-OsterreichischentiRien |1 und Il zufolge,
sollten alle symptomatischen HIV-Verlaufe sofort erdipiert werden. Bei
asymptomatischem Verlauf ,bestimmen® die Laborwelds weitere Prozedere: hierbei
sollte die Therapie bei CD4 <3QQ/ und einer HIV-RNA >50.000 Kopien/mL
begonnen werden. Das Therapieziel ist die Viruslager die Nachweisgrenze zu
senken. Die heutige Therapie stiitzt sich auf zweizipien, erstens Hemmung der
Reversen Transkriptase durch Nukleosid-Analoga IfRilbitoren) oder durch Non-
Nukleosid-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTHd zweitens durch Protease-
Inhibitoren (PI).

Die Wahl der Therapieart hat sich in den letztehrela mit der Entwicklung der
Medikamente geandert. Eine Monotherapie mit Inbieih der RT in den Jahren 1987-
1990 zeigte keine effektiven Langzeitergebnisse,Résistenzentwicklungen schon
nach kirzester Zeit auftraten. Die Entwicklung giilger eine 2er-Kombination mit
AZT und 3TC schlieBlich im Jahre 1996 zur Einfilguder hochwirksamen
antiretroviralen Therapie (HAART). Diese Theraprefioumfasst eine Kombination von
zwei Nukleosid-Analoga und einem Protease-Inhibitdit diesem Therapieregime
konnte die Viruslast unter die Nachweisgrenze dgdsamd die CD4-Zellzahl gesteigert
werden. Dadurch liel3 sich die HIV-assoziierte Mditéit um mehr als 50% senken.
Eine solche hochwirksame Therapie mit einem Pretéasibitor weist andererseits
viele Langzeittoxizitdten auf, die dazufthren, dafisein Therapiewechsel erfolgen
muss. Nur 30% der Behandelten bleiben nach 2 JatieenBehandlung bei ihrer
Ausgangstherapie (Rockstroh).

Es konnen Diabetes mellitus, Hypertriglyzerid-/Gsbérinamie, gastrointestinale
Storungen, Osteoporose, Nierensteine (Indinavityeten. Ein weiterer Nachteil ist der
rasche Abfall des Plasmawirkspiegels der Proteasarher.

Bei guten CD4-Zellzahlen werden deshalb auch zwakl@ébsid-Analoga mit einem
Non-Nukleosid-RTI kombiniert, um Komplikationen deProtease-Hemmer zu

vermeiden.
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1.4 Gliederung des Immunsystems

Das menschliche Immunsystem muss sich standig ran dnterschiedlichsten
Pathogenen aus der Umwelt auseinandersetzen. Slafien ihm die spezifische, sowie
die unspezifische Immunantwort zur Verfigung. Didégmnen entweder humorale
(Antikorper, Komplement) oder zellularer Art (Lymgmiyten, Monozyten/
Makrophagen, Granulozyten) sein. Welche Antwortztleth zur Infektabwehr
beschritten wird, hangt von der Art des Erregerak(Brien, Viren, Parasiten, etc.) und

vom Sitz des Pathogens (intra- bzw. extrazelldarjTab. 2).

Antigen spezifisch Antigen unspezifisch

(erworbene, adaptive Immunitat) | (angeborene Immunitat)

humoral | Antikbrper, B-Lymphozyten Komplementsystem

zellular | T-Lymphozyten Monozyten-Makrophagen System (MMS)
Granulozyten, NK-Zellen

Tab. 2: Gliederung der wichtigsten Systeme des Immunsystems

1.4.1 B-Lymphozyten

B-Zellen reprasentieren etwa 5-15% der zirkulieemdymphatischen Zellen. Ihnen
wird die humorale Immunantwort zugeschrieben. Auwér Zelloberflache prasentieren
sie produzierte IgM und IgD-Antikorper (engl. B-esdceptor, BCR), die bei Kontakt
mit einem Antigen entweder zu Gedachtniszellen ddasmazellen reifen. Diese sind
in der Lage grol3e Mengen an l6slichen Antikérpegngleichen Spezifitat wie die der
stimulierten  B-Zelle zu  produzieren. Diese vernhitte verschiedene

antikdrpervermittelte Abwehrmechanismen, wie die tivikrung des

Komplementsystems, die Anlockung von Makrophagemiesalie antikdrperabhéangige
zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC). Neben diesenmunglobulin-Isotypen verfigen
B-Zellen Uber eine Reihe anderer Rezeptoren, diedbe Interaktion mit anderen
Immunabwehrsystemen eine Rolle spielen, z. B. Amipgasentation mittels MHC-
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Klasse-ll-Antigene fur T-Zellen, Komplementrezepgior Fc-Rezeptoren flr exogenes
IgG.

1.4.2 T-Lymphozyten

T-Zellen entwickeln sich aus einer pluripotentean®izelle des Knochenmarks, die
sich zu einer lymphatischen Vorlauferzelle differient. In der weiteren Entwicklung
im Thymus, daher der Name T-Lymphozyt, kommt esemer Aussonderung von
selbstreaktiven T-Zellen und zur Reifung von zwestringierten T-Subtypen, die
korpereigene MHC-Moleklle erkennen (engl. Major tei®mpatibility Complex).
MHC-Molekulle sind fur die Prasentation der Antigemetscheidend und werden in
zwei Klassen eingeteilt: MHC-I- und MHC-II-Molekul®abei erkennen die Gruppe
der T-Helferzellen (CD4+) das Antigen in Verbindumg einem MHC-II-Molekdl, die
der zytotoxischen T-Zellen (CD8+) zusammen mit déhkhC-I-Molekail.

Im Gegensatz zu B-Lymphozyten erkennen T-Lymphareyieer ihren T-Zellrezeptor
(TCR) nur Peptidfragmente. Daher spielen die Amijigezessierung und Prasentation
durch sogenannte antigenpréasentierende Zellen.(AR@) eine entscheidende Rolle in
der Aktivierung der T-Zellantwort.

T-Helferzellen (TH, CDA4+) sezernieren eine Reiheslither Effektormolekile
(Zytokine), die Einfluss auf weitere immunkompeterellen nehmen. Nach ihrem
Zytokinmuster werden zum einen TH1-Zellen differienz die eine zellvermittelte
proinflammatorische, zytotoxische Immunantwort #ur€D8-Zellen und die eine
Aktivierung von Makrophagen bewirken. Zum anderdot @s TH2-Zellen, die eine
humorale Antwort in Form einer B-Zellaktivierung durdamit Antikdrperproduktion
induzieren.

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL, CD8+) sind in desige nach Stimulation durch
Freisetzung von zytotoxischen Granulainhalten @er¢) ihre Zielzelle direkt zu

schadigen. Sie wirken, was die Entziindungsreakisbnfft, suppressiv.
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1.4.3 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Zu dieser Gruppe werden per Definition Lymphozygsrahlt, die keine ublichen
Oberflachenantigenrezeptoren (TCR oder Immunglabuliagen. Sie kdnnen mittels
monoklonale Antikorper gegen CD16 (¥CRIIl) nachgewiesen werden. lhre
zytotoxische Aktivitat beruht vorwiegend auf detikdrperabhéngigen-zellvermittelten

Zytotoxizitat (ADCC) und wird von dem Rezeptor f§G vermittelt.

1.4.4 Antigenprasentierende Zellen (APC)

Eine Vielzahl von Zellen besitzen die Fahigkeit igehe zu prasentieren. Sogar
nichtleukozytare, epitheliale oder endotheliale lefel konnen unter Einfluss von
Zytokinen wie IFNy und TNFea diese Eigenschaften erwerben. Voraussetzungnst ei
Induktion von MHC-II-Molektlen. Klassische antigeApentierende Zellen (engl.
antigen presenting cells, APC) sind LangerhanseBelh der Haut, interdigitierende
Zellen in T-zellabhangigen Arealen sowie follikidalendritische Zellen in B-Arealen
der Milz und der Lymphknoten, B-Lymphozyten, Montery und Gewebsmakrophagen
(Tab. 3).

Interdigitierende dendritische Zellen scheinen dféektivsten Zellen der priméaren
Immunantwort zu sein, da sie im Gegensatz zu Mdlagen eine starkere Proliferation
der T-Helferzellen bewirken (Feldman et al. 1989).

B-Lymphozyten zeichnen sich dadurch aus, dass sieh abei geringen
Antigenkonzentrationen noch sehr wirksam Antigerk@®nen und binden. Dies hangt
mit den hochaffinen spezifischen Immunglobulin-Rgaeen (IgM, IgD) zusammen,
die nach Bindung des Antigens durch Endozytose esagiggmen und zu kleinen
Peptiden prozessiert werden. Schliel3lich erfolgt Aintigenprasentation gekoppelt an
Klasse-1I-MHC.

Monozyten und Makrophagen sind unter den prasemilsn Zellen die
.professionelleren”, phagozytierenden Zellen desnsohlichen Organismus. Sie
gehdren dem sogenannten mononukledrem Phagozytemsyms (friher auch als

.retikuloendotheliales System*”, RES genannt).
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1.4.4.1 Mononukleares Phagozytensystem

Monozyten/Makrophagen gehen aus einer myeloisch@mi8zelle des Knochenmarks
hervor. Sie entwickeln sich aus der koloniebilden&énheit Granulozyten-Monozyten
(CFU-GM) unter dem Einfluss von IL-3, GM-CSF (Grémayten-Monozyten-Kolonie

stimulierender Faktor) und M-CSF. Uber das Zwischahium der Promonozyten
entwickeln sie sich zu reifen zirkulierenden Montery Bei Einwanderung in Organen

und Gewebe werden sie zu Makrophagen.

Phago- Art Herkunft Klasse-lI-
Expression
zytose
Makrophagen Gewebe
(Monozyten- Prag (+)> +++
+ RandzonenmakrophagenMilz/Lymphknoten
- induzierb
Makrophagen Kupfer-Sternzellen Leber induzierbar
System) Mikroglia Gehirn
Langerhans-Zellen Haut
nichtphagozytierende Interdigitierende Lymphatisches ++
. . . dendritische Gewebe wesentlich
antigenprasentierende| _
Zellen (IDC)
Zellen follikulare dendritische| Lymph. Gewebe -
Zellen
Lymphatisches - ++
Lymphozyten _ B- und T- Zellen Gewebe und am Oft induzierbar
der Immunreaktion
+ Astrozyten Gehirn induzierbar
fakultativ antigen- Follikulare Zellen Schilddriise induzierbay
prasentierende Endothel
_ Fibroblasten GefalRgewebe
Zellen _ _ S ++
andere Arten in Bindegewebe
entsprechendem Gewebe

Tab. 3: Antigenprasentierende Zellen (Roitt et al. 1995,raes Lehrbuch der

Immunologie 3., neubearbeitete Auflage).
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Ein Blutmonozyt ist mit einem Durchmesser von 1@ui8im Vergleich zu einem

Lymphozyt (Durchmesser von 6-10um) eine grof3e ZelBein Nukleus ist

hufeisenférmig und in seinem Zytoplasma zeigen siele Lysosomen, die Peroxidase
und mehrere Saurehydrolasen. Diese sind fur diezekliulare Prozessierung der
phagozytierten Pathogene wichtig (Abb. 4).

Um antigene Strukturen zu erkennen, besitzt derddgineine Reihe von Rezeptoren,
zum Beispiel Fc-Rezeptoren zur Bindung von IgG, K@mentrezeptoren (CR), LFA-
1 (engl. leucocyte function antigen). Immunhistooiseh lassen sich Monozyten vor
allem an dem CD14-Rezeptor identifizieren. CD14 @&h Rezeptor fur das
lipopolysaccharidbindende Protein, das normalemsvéms Serum vorhanden ist und
gramnegative Bakterien umhdilit.

Zusatzlich tragen Monozyten und Makrophagen Rezeptdlr Zytokine wie IL-4,

IFN-y und den Migrationshemmfaktor. Sie konnen selber Adivierung einige

Zytokine (Monokine) wie IFN, IL-1 und TNIE-bilden.

Monozyt/Makrophage

CD14
LFA-1 (CD11a)

FoyRI (CD64)
FgRIl (CD32)
Foylll (CD16)
HLA-DR

MHC-II

CD4 CR1 (CD11b)
CR3 (CD35)

MFR

Abb. 4: Die wichtigsten Oberflachenmarker auf Monozyterkkdphagen des
Menschen (Roitt et al. 1995).
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1.5 Zytokine

Zytokine (Lymphokine, Monokine und Interleukine g@&schlossen) sind hormon-
ahnliche Peptide bzw. Glykopeptide. Sie werden womunkompetenten Zellen fir
ihre Interaktion mit anderen Zellen sezerniert. Bigkung kann sowohl parakriner als
auch autokriner Art sein.

Oft geniigen Konzentrationen im Bereich eines Ferotesn(10") zur Erzielung einer
spezifischen Wirkung. Bei der Bindung an die hofihah Zelloberflachenrezeptoren
wird eine Signalkaskade mit der Induktion von bastien Genen und Proteinen tber
sogenannte ,second messenger” in Gang gesetzt.

Im folgenden Abschnitt soll die im Rahmen diesesd@itation untersuchten Monokine
naher auf ihre Wirkungsweise im Rahmen der Infek&dly charakterisiert werden
(Tab. 4).

1.5.1 Interleukin-13

IL-13 ist ein starkes endogenes Pyrogen (EP) und eirhtiggr Mediator der
unspezifischen, proinflammatorischen Entziindundgicea Es wird vor allem von
aktivierten Makrophagen und Monozyten gebildet. éredQuellen sind unter anderem
T-/B-Lymphozyten, neutrophile Granulozyten, Endttb#en und Fibroblasten.

IL-13 geht aus der Spaltung eines 33 kD-Vorlauferprstemervor und hat ein
Molekulargewicht von 17,5 kD. Sein Wirkungsspektrish lokaler und systemischer
Art. In der Leber induziert es als Reaktion auf &rauma oder eine Infektion die
Produktion von Akut-Phase-Proteinen.

Die Hauptwirkung von ILB ist die Stimulation von T-Helferzellen zur Prodokt und
Sekretion von IL-2 und die Expression von IL-2 R&peen. IL-2 wurde urspringlich
als T-Zell-Wachstumsfaktor (TCGF) bezeichnet. DMésiteren werden B-Zellen zur
Proliferation und zur Freisetzung von Immunoglobefi angeregt. Andere
Wirkungsbereiche von ILfA sind unter anderem die NK-Zell-zytotoxische Akitj
die Steigerung des Arachidonsaure-Metabolismus s(Rgtandine, PGR bei
Makrophagen und inflammatorischen Zellen.
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1.5.2 Interleukin-6

Das ca. 26 kD schwere IL-6 gilt als ein multifuitktales Zytokin, das auch als B-Zell-
differenzierender (BSF-2)- oder hepatozytenstimehder (HSF)-Faktor bezeichnet
wird. Gleichzeitig werden ihm bei der Initiierungrv protektiven Mechanismen zur
Limitierung des Gewebeschadens eine Schlisselzalieschrieben (Seghal 1990), so
dass man es zu den antiinflammatorischen Zytokaédtt.

Die Bildung von IL-6 erfolgt in lymphoiden Zellemd in zahlreichen Kérperzellen wie
zum Beispiel Fibroblasten und Endothelzellen. Séilaeiptwirkung ist die Induktion
der B-Zell-Differenzierung zu antikdrperformieremd&ellen (AFC). AuRerdem fordert

IL-6 wie IL-1p3 die Bildung von Akut-Phase-Proteinen in der Leber.

1.5.3 Interleukin-10

IL-10 ist ein 18 kD schweres Zytokin, welches haéphlich von TH2-Zellen
produziert wird. Es wird aul3er von TH2- auch voZ@len, Monozyten/Makrophagen,
Keratinozyten und Mastzellen sezerniert. Sein kedides Gen ist auf dem Chromosom
1 lokalisiert.

Die Wirkung von IL-10 ist humoraler und antiinflanatorischer Art, denn IL-10 ist ein
potenter Wachstums- und Differenzierungsfaktorditivierte B-Zellen (Kawashima I.
et al. 1991). Daruber hinaus werden T-Zell-verri#gtenflammatorische Prozesse von
TH1-Zellen durch Synthesehemmung insbesondere Fbhylund IL-2 unterdriickt,
weswegen IL-10 auch friher als ,cytokin synthestsbitory factor* (CSIF) bezeichnet
wurde (Fiorentino et al. 1991; Moore et al. 199D0adurch kommt es zu einer
verringerten Expression von MHC-Klasse-II-Molekilaaf Monozyten/Makrophagen
und somit zur Einschrankung der T-Zell-vermitteltermunantwort. In Bezug auf das
Monozyten-/Makrophagensystem fiuhrt IL-10 zu eimgnilbition zahlreicher Funktionen
mit verminderter Fahigkeit zur Antigenprasentat{&iorentino et al. 1991; De Waal
Malefyt et al. 1991).
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1.5.4 Interleukin-12

IL-12 ist ein 70 kD schweres heterodimeres Zytokwe|ches aus zwei Uber Disulfid-
Bricken kovalent miteinander verbundenen Unterai@heszon 40 kD und 35 kD sich
zusammensetzt.

Seine Bildung erfolgt insbesondere in Monozyten Makrophagen (Trinchieri 1994),
aber auch B-Zellen, neutrophile Granulozyten, Keoatyten sowie andere Zellen
konnen IL-12 sezernieren.

Bei der Abwehr von intrazellularen Pathogenen ninimi2 eine wichtige Rolle ein
(Locksley, R.M. 1993), denn es verfugt Uber starkmunmodulatorische Funktionen
in der zellvermittelten Antwort. Die Proliferatiamd IFNy Produktion bei TH1-Zellen
(Hsieh et al. 1993; Manetti et al. 1993), die zytische Aktivitat von NK-Zellen (engl.:
natural killer cell stimulatory factor, NKSF) undedantigen-abhéangige-zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC) werden induziert und verstarkt

Damit kommt der Funktion von IL-12 bei der zellvettgiten Immunantwort
hinsichtlich der Regulation der TH1/TH2-Balance eeimvichtige Rolle zu. Die

Wirkungen von IL-12 und IFNtsind dabei funktionell eng miteinander verknupft.

1.5.5 Tumor-Nekrose-Faktora

TNF-a ist ein 17 kD schweres Polypeptid, welches alstivh@r aus zwei oder drei
identischen Untereinheiten vorliegt. TNFkann auch als integrales 26 kD schweres
Membranprotein auf den Oberflachen von Monozytekiidghagen vorkommen.
Durch proteolytischen Abbau des Transmembrantatisteht die 16sliche Form.

Die Hauptquelle des TNE-sind aktivierte mononukleare Phagozyten, ebensmed
stimulierte T-Lymphozyten, aktivierte NK-Zellen, Mtzellen und Neutrophile dieses
Zytokin sezernieren. Die biologischen AktivitdteanvTNF-a als potenter parakriner
und  endokriner  Mediator sind  vielfdltig und  proarfimatorischer,
immunregulatorischer Art. Es wirkt synergistischt tkiN-y und ist an der Aktivierung
von Makrophagen und zytotoxischen Zellen beteilizgs Weiteren hat TNE- direkt

toxische Wirkungen auf Tumorzellen, wie der Name&earsnuten lasst.
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TH2 .
des Immunsystems Suppressiv
IL-1B8 Monozyten/Makrophagen T-/ B-Zellen Lymphozytenaktivierung (LAF) TH1 proimmaflatorisch
B-Zellen Makrophagen |Makrophagenstimulation
NK-Zellen Endothel Pyrexie, Akut-Phase-Proteine
Gewebezellen |Leukozytenadh&sion an Endothel
IL-6 T-/ B-Zellen B-Zellen B-Zell-Differenzierung TH2 suppressiv
Monozyten/Makrophagen Akut-Phase-Antwort
IL-10 T-Zellen (TH2>TH1) TH1-Zellen Inhibierung der TH1-Zytokinsynthese TH2 suppressiv
Monozyten/Makrophagen
IL-12 Monozyten/Makrophagen TH1-Zellen TH1-Differenzierung TH1 proimmaflatorisch
NK-Zellen
B-Zellen
TNF-a Monozyten/Makrophagen Makrophagen |Aktivierung von Makrophagen, GranulozyterH1 proimmaflatorisch
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und zytotoxischen Zellen
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Induktion v. MHC-Klasse-I-Molekiilen
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1.6 Fragestellung der Arbeit

Eine wirksame Anregung zur T-Zellproliferation sitiebei der viralen HCV-
Immunabwehr eine wesentliche Rolle zu sein, da d® Ausgangspunkt zur
VergroRerung des antigenspezifischen T-Zell-PasilsMon grundlegender Bedeutung
in der Infektabwehr ist das Zusammenwirken vongamprasentierenden Zellen (APC)
und T-Zellen. Antigenprasentierende Zellen mit Rizgtpse-Aktivitat, wie der
Monozyt, stellen bei der Abwehr den ersten Antigarikkt her. Ihre wichtige Aufgabe
bestent neben der Phagozytose, Aufbereitung desgehst (Prozessierung) zur
Prasentierung an T- und B-Lymphozyten auch in dekr&ion von Zytokinen zur
Aktivierung derselben (Effektorfunktionen).

Bei einer HCV/HIV-Doppelinfektion kénnen alle CD4&ellen, darunter Monozyten
und T-Helferzellen, von HIV infiziert werden (M-ppe Stamme). Es gibt aber auch
Befunde, wonach CD8-Lymphozyten infiziert werdemién (Nat. Med 2001). Durch
die Infektion der fur die Immunabwehr verantwotiknn immunkompetenten Zellen,
einhergehend mit einer Zellzahlabnahme, kommt esimem mdoglichen veranderten
Abwehrverhalten der Zelle, wodurch eine Persisteoz HIV und HCV beginstigt
wird. Somit kann der Verlauf der Hepatitis C-Erkkang entscheidend negativ

beeinflusst werden.

In vitro-Untersuchungen von Blutmonozyten sind shg, aber sinnvoll, da man
anhand des Monokinmusters indirekte Rickschlisse ilbe Effektorfunktionen als

phagozytierende Zelle sowie antigenprasentieremgiEnEchaften gewinnen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb die Monokinktebn fur IL-103, IL-6, IL-10, IL-
12 und TNFe auf die funf HCV-Antigene Core, NS3, NS4, NSb5a, SHSbei
HIV/HCV-Koinfizierten untersucht werden. Als Kontlgruppe sollen HIV-
Monoinfizierte Patienten dienen. Hierbei sollen tighge Veranderungen der Ag-
spezifischen Antwort bei Monozyten gezeigt werderese kdnnen mit der Progression

der Hepatitis C-Erkrankung bei Koinfizierten koregén.
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Im Vorfeld der Hauptuntersuchungen werden Versuche Optimierung der

Antigenstimulation im experimentellen Ansatz augpef. Zum einen wird die

konzentrationsabhangige Zytotoxizitat des im Vehnsueingesetzten Monensins
untersucht, um die optimale Einsatzkonzentratioh emem geringen Zellverlust zu
bestimmen. Zum anderen soll die optimierte Inkudvettlauer fir die HCV-spezifische
Monokinantwort ermittelt werden. Bei den Hauptustehungen wird nach der
Methode von Ficoll PBMC aus EDTA-BIut isoliert umtkubiert. Sodann erfolgt die
Anfarbung der Monozyten und Darstellung mittels Matbendurchflusszytometrie.
Spezifitatskontrollen werden mit Puffer, Medium, 3 Rorgenommen. Abschliel3end
erfolgt die Beurteilung der klinisch erhobenen Rester der Patientengruppen
hinsichtlich Risikofaktoren, Genotyp, Immunstat@4-counts, Leberwerte in Bezug

auf das Endergebnis sowie auf aktuell vorliegertdei&nergebnisse.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

e 7-Aminoaktinomycin D, 1 mg

«  Ficoll-Trennlésung, Dichte 1,077 g/cth

e Golgi Stop TM (Monensin)

e L-Glutamin 200 mM

* Lipopolyssacharide(LPS) von E.coli

e Monensin1 g, Natrium- Salz 90-95%

e Paraformaldehyd (PFA) reinst 1 kg

e PBS Phosphatpuffer pH 7,5

e Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml; 10.000 pg/ml
e Polyglobin

* RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCQ, ohne Glutamin
e Saponinvon Quillaja Bark

e Trypan-Blau

2.1.2 Laborgerate

« FACScan
488 nm luftgekihlter Argon-lonenlaser,
3 Hochleistungsfotoverteilungsréhrchen
mit Bandpassfiltern 430 nm, 585 nm, >650 nm

« Feinwaage

*  Brutschrank

e Spinchron 14 R Centifuge

e Lichtmikroskop, Typ DMIL

* Mehrkanalpipette 50-50 pl, 50-200 pl

e Plattenschittler, Typ MTS 2

« Sterilbank, Typ BSB4A

« Vortexer, Typ Vortex VF2
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Fa. Sigma, Munchen
Fa. Biochrom Seromed, Berlin
PharMingen, Hamburg
Fa. Gibro BRL, Eggenstein
Fa. Sigma, Minchen
Fa. Sigma, Mlnchen
Fa. Merck, Darmstadt
Apotheke der UniversitabiBo

Fa. Biochrom Seromed]iBe

Fa. Biochrom Seromed, Berlin
Fa. Sigma, Minchen

Fa. Merck AG, Darmstadt

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Fa. Sartorius, Goéttingen
Fa. Forma Scientific, Ohio
Fa. Beckmann, Miinchen
Fa. Leitz, Nurnberg
Laborsystem, Frankfurt a. Main
Fa. Janke & Kunkel IKA-Labor
Fa. Flow Laboratories GmbH, Meckenh

Fa. J & K IKA-LabortechnilStaufen



2.1.3 Labormaterialien

« Auslaufpipetten, einzelverpackt steril, wattiert Fa. Sarstedt, Mimcht
1,5,10,25 ml

*  Biopur-Combitips plus, steril Fa. Eppendorf, Hamburg
0.5,1.25,25ml

e Kryo-Réhrchen, Polypropylen, Fa. Greiner, Frickenhausen
2.0 ml, 12.5¢ 78 mm

«  Microwell ™-Platten, Nunclod™ Fa. Nunc, Wiesbaden

(96 Vertiefungen) Rundboden

e Pasteur-Einmalpipetten,Lange 150 mm Fa. Brand, Wertheim

« Pipettenspritzen Fa. Eppendorf, Hamburg
10-100 ul (gelb), 100-1.000 ml (blau)

* PP-Rohrchen Fa. Greiner, Frickenhausen
konisch, 30/115 mm (50 ml) und 17/120 mm (15 ml)

« Polytyren-Rundboden-Réhrchen Fa. Falcon/ BD, Heidelberg

ohne Deckel, 1% 17 mm, 6 ml Kapazitat

2.1.4 Losungen

2.1.4.1 Kulturmedium fir PBMC Komplettmedium fur PBMC
« RPMI 1640 RPMI 1640
e 2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin
e 100E/ml Penicillin 100E/ml Penicillin
e 100ug/ml Streptomycin 100ug/ml Streptomycin

e 10% autologes Serum -

2.1.4.2 Trypanblau-Farblésung

0,025 %ige Trypanblau-Stammlésung in Ampuwa geldst
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2.1.5 Monoklonale Antikérper fir Immunzytochemie

2.1.5.1 Oberflachenmarker fur direkte Fluoreszenzféboung von Monozyten

Spezifitat Klon / Isotyp Konjugat Firma
anti-CD14 Led“-M3 M P9/ Maus 1gG FITC Pharmingen, Hamburg
Maus IgG1 FITC Pharmingen, Hamburg
2.1.5.2 Anti-Human-Zytokinantikdrper

Spezifitat Klon / Isotyp Konjugat Firma
anti-human IL-13 H9.5 / Maus IgG PE Holzel Diagnost, Kdln
Ratte anti-human IL-6 MQ2-6A3 / Ratte lgG PE Pharmingen, Hamburg
Ratte anti-human IL-10 JE 3-19F1 / Ratte JgG PE Pharmingen, Hamburg
anti-human IL-12 (p40/p70) C11.5.14 / Maus 1gG PE Pharmingen, Hamburg
Maus anti-human TN Mab 1 / Maus Ig& PE Pharmingen, Hamburg
2.1.5.3 Zytokin-Isotypkontrollen

Spezifitat Klon Konjugat Firma

Maus IgG MOPC-21k PE Pharmingen, Hamburg
Ratte 190G, R35-95 PE Pharmingen, Hamburg

2.1.6 Immunphanotypisierung

2.1.6.1 Reagenzien

* FACS Lysing Solution (10fach konzentriert)

* PFA1%
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* PBS

«  Simultest ™ IMK-Lymphocyte, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Spezifitat Klon / Isotyp Konjugat

Reagenz A CD45 2D1 / Maus lgG FITC

CD14 M P9/ Maus lg& PE
Reagenz B Isotyp-Kontrolle X40 / Maus 1gG FITC

X39 / Maus IgG, PE

Reagenz C CD3 SK7 / Maus lgG FITC

CD19 4G7 | Maus lgG PE
Reagenz D CD3 SK7 / Maus 1gG FITC

CD4 SK3/ Maus Igg PE
Reagenz E CD3 SK7 / Maus 1gG FITC

CD8 SK1/ Maus Igg PE
Reagenz F CD3 SK7 / Maus lgG FITC

CD16 B73.1/ Maus IgG PE

+ CD56 MY 31/ Maus Ig&
Reagenz G CD8 FITC

CD38 PE

2.1.7 Vollblut und Patientenseren

Die PBMC wurden aus EDTA-Blut (20-24 ml) mittels céll
Dichtegradientenzentrifugation (Biochrom, Berlin)ewgpnnen. Die Blut- und
Serumproben der Patientenseren wurden von der lologischen Ambulanz  sowie

von der Hamatologischen Ambulanz zur Verfiugungejkst

2.1.8 Rekombinante HCV-Proteine

Die rekombinanten HCV-Proteine Core, NS3, NS4, NS885b wurden von Fa.
Mikrogen (Minchen, Germany) bezogen.

Die fur diese HCV-Antigene kodierenden cDNA-Absdteniwaren in Expressions-
plasmide kloniert und in E. coli Uberexprimiert wen, wobei die cDNA mit der HCV-
Prototyp Sequenz (Choo 1989) identisch war. Nach eteymatischen Lyse der
Bakterien wurden die als Einschlusskérperchen [ysion bodies®) anfallenden
Proteine in verschiedenen Waschlosungen resuspermiatrifugiert und anschlieRend
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in 8 M Harnstoff denaturierend gelost. Die Aufrgung der Proteine unterschied sich
von Antigen zu Antigen und erfolgte mit verschieglenchromatographischen
Trenntechniken und einer anschlie3enden prapana8xs-Gelelektrophorese.

Die Proteine wurden in Tris-Glycerinpuffer mit 0,1%DS gel6ést und hatten
unterschiedliche Konzentrationen (Tab. 5). Es wardg&ammiésungen mit einer
Konzentration von 50 pg/ml fur die Versuche angasetDie optimierte
Endkonzentration war jeweils 1 pg/ml.

Die Verunreinigung mit bakteriellem Lipopolysacddavon < 50 pg Endotoxin/ml gilt
als unbedenklich fur Zellkulturexperimente (Angabeach Hoffmann et al. 1995). In

den Versuchen wurden als Positivkontrollen LPS en &onzentrationen von 10g-

200 ug verwendet.
rekombinante HCV-Proteine | Konzentrationen Amino-s-élure- Grolke
Position
Core (E. coli) 350 pg/ml 1-115 14 kD
NS 3(E. coli) 690 pg/ml 1007-1534 70 kD
NS 4(E. coli) 180 pg/mi 1616-1863 27 kDO
NS 5a(E. coli) 50 pg/ml 2005-2267 39 kD
NS 5b(E. coli) 50 pg/ml 2621-2868 38 kD

Tab. 5: Rekombinante HCV-Proteine mit genauer Angabe demAsaurepositionen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Patientengruppen

Die durchgefiihrten Untersuchungen wurden vergleidhan anti-HIV seropositiven
Patienten ohne klinischen Anhalt einer chroniscH&V-Infektion (Gruppe B) sowie
alters- und geschlechtsentsprechenden Patienterardi-HIV seropositiv waren und
gleichzeitig eine chronische Hepatitis C aufwie@@ruppe A), durchgefihrt.

Es handelte sich hierbei um Patienten, die sichvVartaufskontrolle entweder in der
Hamophilie-Ambulanz des Institutes fur experimdetaBluttransfusion oder in der
Immunologischen-Ambulanz vorstellten. Alle Patientgurden vor der Untersuchung

aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis zur Blutahime.

Die Charakterisierung der Patienten wurde hingaintinfektionsdauer, Risikofaktoren
fur eine HIV- bzw. HCV-Infektion und bezuglich de$CV-Virustyps (Gruppe A)

durchgefihrt. Zur Einschatzung der HCV-assoziiet@iererkrankung wurden die
Serumtransaminasen (GT, AST, ALT) und die HCV-RNAuglast erfasst. Der
Immunstatus diente zur Ermittlung der Monozytentiak der T-Helferzellen (CD4+)

und der zytotoxischen Zellen (CD8+). Neben diesestilimungen gaben die HIV-
RNA Kopienzahl sowie die HIV-Therapieart Informaten Uber das jeweilige Stadium

der Immunschwéchekrankheit der untersuchten Patiet.

Die Gruppe A (HIV/HCV-Koinfizierte; Tab. 6) umfagsBl Patienten, davon waren 7
Patienten weiblich (22,6%) und 24 méannlich (77,4%gb. 8). Das mittlere Alter dieser
Gruppe betrug 39,1 Jahre (Spannweite 31-54 Jaluwe). Zeitpunkt der Untersuchung
fanden sich signifikant erhbhte AST<(|9,02) und ALT-Werte (p 0,005) verglichen
zur Gruppe B, der Median fur AST war 24,7 U/L (Spaeite 9-97,5 U/L) und fur ALT
37,8 U/L (Spannweite 8-149 U/L) waren fast doppeltioch wie in Gruppe B.

Die HIV-Infektionsdauer betrug im Mittel 13 Jahp(0,0002), die HIV-Viruslast 3600
Kopien/ml und die HCV-Viruslast 733 Kopien/ml.
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Der Immunstatus zeigte einen prozentualen Monoayimil am Gesamt-
Leukozytenzahl von 6% (p< 0,005) und die CD4-Zadttlng 311 Zellen/ul.

Bei der HCV-Genotypisierung mit Hilfe des INNO-LIPPests (Innogenetic, Gent,
Belgien) hatten 8 Patienten (40%) den Genotyp 12618%; 1a/1b-3,2%; 1b-12,9%), 4
Patienten (13%) den Genotyp 2 (2a/2b-6,2%; 2b-6,2dyatienten den Genotyp 3a
(12,9%) und 1 Patient den Genotyp 4c/4d (3,2%).6-tratienten wurde der Genotyp
nicht bestimmt, 3 wiesen keine Antikérper gegeregider HCV-Typen auf

Von den Patienten bekamen 6 (19,3%) eine hochwirtksantiretrovirale Therapie
(HAART) mit einem Protease-Inhibitor (Indinavir, tBnavir, Saquinavir, Nelfinavir),
21 Patienten (67,7%) eine Dreifachkombination mitez Nukleosid-RTI (Zido-/
Lamivudin, Didanosin, Stavudin, Abacavir) und einBion-Nukleosid-RTI (Nevirapin,
Efavirenz), und bei 4 Patienten (12,9%) wurde dikerépie aufgrund von
Unvertraglichkeit oder Erreichen des Therapiezmsgesetzt. 7 Patienten (22,6%)
sprachen auf die Therapie an und wiesen eine HMdslast unter der Nachweisgrenze
von 80 Kopien/ml auf. Nur einer (14,3%) davon bekdmART.

Zu den haufigsten Risikofaktoren gehdrte in 14 dfél(53,8%) die Hamophilie-
Erkrankung, gefolgt von dem i.v.-Drogenkonsum bdvatienten (26,9%). Bei Dreien
(11,5%) konnte ein zweifaches Infektionsrisiko duamophilie/Homosexualitat und

bei jeweils einem fur Hamophilie/IVDA und Homoselité evaluiert werden.

Die Gruppe B (HIV-Monoinfizierte; Tab. 7) bestandsal9 Patienten, davon waren 4
weiblich (21,1%) und 15 mannlich (78,9%). Das raril Alter betrug 39,4 Jahren (Tab.
8). Die Serumtransaminasen sind Uberwiegend nortigvgewesen, nur in 4 Fallen
waren erhohte ALT-Werte festzustellen, wovon zweihaerhéhte AST-Werte zeigten
(Median ALT: 17 U/L, AST: 13 U/L). Die HIV-Infektinsdauer war im Durchschnitt
mit 7 Jahren halb so lang wie die Gruppe der Koieften. Die HIV-Viruslast betrug
im Median 530 Kopien/ml und war deutlich geringkria Gruppe A.

Insgesamt 7 Patienten (36,8%) bekamen HAART und(622%) eine Dreifach-
kombinationstherapie (s.0.). Bei 5 Patienten (2&#)nte mit Hilfe der Therapie die
Viruslast unter die Nachweisgrenze gebracht werdesi,von ihnen (60%) erhielten als
Therapie HAART. Hauptrisikofaktor in dieser Gruppar zu 85% die Homosexualitét.
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Code | Sex Alter Risikofaktor Infektionsdauer(Jahre) HAART HIV-RNA HCV-RNA HCV Genotyp Ch4 Ratio
(Jahre) HIV AIDS HCV (Kopien/ml) (Kopien/ml) Inno-Lipa Il (Zellen/ml) %

1 m 52 Hamo A, IVDA 13 13 nein 3600 200.000 1b 373 21 0,37
2 m 31 Hamo A, HS 12,5 15 nein 39000 656.000 1a, Matrix 265 11 0,2
3 m 41 Hamo A 14 10 ja 3200 4.708.000 2b 137 13 0,19
4 f 45 IVDA 12 5 keine ART 5500 0 Reakt. HCV-Matrix 292 38 1,31
5 f 38 12 2 nein <80 ? ? 1346 32 1
6 m 31 8,5 8 nein <80 ? Reakt. HCV-Matrix 349 26 0,53
7 m 37 IVDA 13 13 nein 4100 3.437.000 1b 476 26 0,55
8 f 45 2,5 nein 130000 ? ? 786 37 0,82
9 m 38 IVDA>20 12 12 ja 4000 ? ? 549 22 0,35
10 m 40 HS, C2-Abusus 8,5 19 ja 4500 ? ? 363 26 0,41
11 m 32 Hamo A 15 2 ja 27000 74.450.000 la 10 2 0,04
12 m 32 Hamo A, HS 13 15 nein <80 ? 1a, Matrix 400 14 ?
13 f 42 IVDA>10 15 nein 84 4.982.000 la 85 23 0,57
14 m 39 Hamo A 15 nein 24000 22.940.000 2b 235 18 0,29
15 m 43 IVDA 13 keine ART 4800 221.000 3a 500 33 0,75
16 m 48 Hamo A 14 11 ja <80 884.000 3a 275 23 0,39
17 m 40 Hamo A 13 12 nein 12000 12.300.000 la 187 10 0,17
18 f 31 IVDA 5 5 nein 2600 ? Reakt. HCV-Matrix 490 21 0,32
19 m 39 Hamo A 11 ? 380 7.911.000 la 1091 31 0,49
20 m 33 Hamo A 0,3 keine ART 16000 11.550.000 3a 400 22 0,3
21 m 54 Hamo A nein 2600 72.990.000 2 206 22 0,39
22 m 34 Hamo A 13 11 ja 440 42.240.000 ? 431 28 0,5
23 m 37 Hamo A 15 11 nein 2600 77.820.000 la 174 13 0,18
24 m 32 Hamo A, HS 13 16 nein <80 557.000 1a, Matrix 386 16 ?
25 m 32 Hamo A 11 nein 190 6.741.000 4c/4d 211 20 0,33
26 m 40 Hamo A 5 11 nein <80 28.090.000 la 444 18 0,31
27 m 50 Hamo A 10 11 nein <80 18.480.000 3a 180 12 0,16
28 f 35 IVDA>10 8 2 nein 5700 1.560.000 1b 311 24 0,44
29 f 47 8 7 7 ja 4500 1.018.574 Reakt. HCV-Matrix 102 10 0,16
30 m 31 Hamo A 12 8 keine ART 12000 8.891.000 1b 274 14 0,24
31 m 43 14 4 ja 8700 75.860.000 2al2c 121 9 0,2

Tab. 6: Klinische Befunde der HIV/HC\koinfizierten (Gruppe A); Hamo A= Hamophilie A; IVEx: intravendser

Drogenabusus; HS= HomosexaalE2= Alkoholmissbrauch; ART= antiretrovirale Tapie.
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Code | Sex Alter Risikofaktor Infektionsdauer (Jahre) HAART HIV-RNA CDh4 Ratio
(Jahre) HIV AIDS (Kopien/ml) (zellen/mt) %
1 m 44 4,5 5,5 ja <80 6 1 0,01
2 m 45 11 ja 32.000 536 14 0,29
3 m 42 HS 3 nein 530 129 13 0,2
4 m 40 C2-Abusus 13 Pause 1.800 61 4 0,06
5 m 56 12 6 nein 200 234 11 0,2
6 m 40 7 15 nein 7.000 178 11 0,2
7 f 32 7 ja 3.100 231 18 0,25
8 m 44 HS 0,5 nein <80 87 6 0,11
9 m 39 HS 10 ja 1.300 504 26 0,52
10 f 26 8 ja <80 255 14 0,25
11 m 51 13 nein 9.200 68 7 0,1
12 f 24 0,5 nein 470 939 43 1,26
13 m 38 HS 8 ja 1.800 402 23 0,39
14 m 45 HS 12 nein 410 496 22 0,41
15 m 37 7 6 nein 43.000 58 2 0,03
16 m 40 HS 6 nein 130.000 84 4 0,09
17 m 30 3 ja <80 187 15 0,29
18 f 34 4 nein <80 640 39 0,7
19 m 41 5 nein 280 423 27 0,45

Tab. 7: Klinische Befunde der HIV-Patienten (Gruppe B)DI&= intravendser Drogenabusus;
HS= Homosexddal C2= Alkoholmissbrauch.




Patientengruppe HIV und HCV HIV (,matched®)
Infizierte Kontroll-Patienten
Gesamtanzahl (n) 31 19
Alter (Jahre) (Median+ SEM) 39+1,2 40+1,8
(Spannweite) (31-54) (24-56)
Geschlecht - mannlich 24 (77,4%) 15 (78,9%)
weiblich 7 (22,6%) 4 (21,1%)
Infektionsdauer (Jahre) (Median+ SEM)
HIv Y 13+0,6 70,9
HCV 11+ 0,6 -
HIV-RNA (Kopien/ml) (Median+ SEM) 3600+ 4312,6 530+ 7074,1
(Spannweite) 0-13x 10* 0-13x 10'
HCV-RNA (Kopien/ml) (Mediant SEM) 733+ 556,9
(Spannweite) (0-7782) )
Transaminasen (U/lf (Median+ SEM)
y-GT 24+ 38,4 25,2+ 11,9
GOT (AST) ? 24,7+ 3,4 13+ 3,3
GPT (ALT)? 37,8+ 5,7 17+ 3,7
Genotyp 1 (n) 13 (41,9%) -
CD4 (Zellen/pl) ¥ (Mediant SEM) 311+ 50,2 231+ 56,7
CD8 (Zellen/ul) (Median+ SEM) 863+ 83,3 941+ 80,7
Monozyten (%) ¥ * (Mediant SEM) 6+0,5 8,4+ 0,5
HAART (n) 6 (19,3%) 7 (36,8%)

* Referenzbereich firr die Laborparamete@T: 4-28 U/L; AST: 0-19 U/L; ALT: 0-23 U/L;
Monozyten: 2-9%

Tab. 8: Patientencharakterisierung der Studiengruppe. Merte sind als Median

angegeben. 1) p<,0002 2) p<,02 3) p<,005 4) p<,005 5) p=0853
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2.2.2 Methoden zur Charakterisierung der Studienpoplationen

2.2.2.1 Bestimmung der HCV-/HIV-Antikorper

Die HCV-Antikorper-Bestimmung wurde im Institut félinische Mikrobiologie und
Immunologie mit einem kommerziell erhaltlichen Mipartikel-Enzymimmunoassay
ELISA (MEIA) der 2. Generation (Fa. Abott, Wiesbajléestimmt.

2.2.2.2 Nachweis der HCV-RNA und Analyse des HCV-Getypes

Aus den Serumproben der HIV/HCV-Koinfizierten Paten (Gruppe A) wurde mit
Hilfe des Amplicor-Kits (Fa. Hoffmann LaRoche, Grach-Wyhlen) HCV-spezifische
cDNA-Fragmente gewonnen (Methode nach Imberti et1l@91). Danach wurde die
cDNA mit einer Taq DNA-Doppelstrang-Polymerase mi-GATGCACGG-
TCTACGAGACCTC-3" (,antisense’) und 5 -AACTACTGTCTRCGCAGAA-3’
(,sense") als erste Primerpaare und mit 5-GCGACBCACTATACTCGGCT-
3’(,antisense”) und 5-ATGGCGTTAGTATGAGTG-3" (,sesf$ als zweite Primer-
paare amplifiziert.

Die HCV-Geno- bzw. Subtypisierung erfolgte anhares dNNO-LIPA (Line Probe
Assay) HCV-II-Test-Kits (Fa. Innogenetics, BelgienHierbei werden cDNA-
Fragmente mit subtypspezifischen Primern der Shtkadierenden Region auf
Teststreifen hybridisiert und anschlie3end mitildbstratiosung sichtbar gemacht. Es
ergeben sich typische Bandenmuster die den Tymesigecharakterisieren.

6 Genotypen sowie deren Subtypen lassen sich eliifggren Genotyp 1 (la, 1b),
Genotyp 2 (2a/2c, 2b), Genotyp 3 (3a, 3b, 3c), Bgnd (4a, 4b, 4c/4d, 4e, 4f, 4h),
Genotyp 5 (5a) und Genotyp 6 (6a).
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2.2.3 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Prinzip der durchflusszytometrischen Messung

Durchflusszytometrie ist einfach ausgedriickt eitisgpes Mel3system, das Streulicht-
und Fluoreszenzsignale von Partikeln bzw. hierigseim Versuch monozytére Zellen
analysiert und graphisch darstellt. Das Gerat kishtin drei Bestandteile gliedern:

1) Flussigkeitssystem, 2) Optisches System, 3)dwgnarbeitung (Abb. 5).

Dabei miussen die zu analysierenden Partikeln bellerz als Zellsuspension vorliegen,
denn sie werden mit der Tragerfllissigkeit als laren Strom durch die Messklvette
gesaugt und werden dort von einem Laserstrahl (idgser, 488 nm) getroffen. Die
entstehenden Streulichte/-signale unterschiedli€pealitdt und Fluoreszenz beruhen
zum einen auf Zelleigenschaften, wie Querschrittéié, Faltung der Membran,
Granularitat, zum anderen auf Farbeeigenschaften.

Das Licht wird nicht in allen Richtungen gleichmgifgjestreut, sondern ist am grofl3ten
in dem Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallendenchtes und wird als
Vorwartsstreulicht (engl. Forward-Angle-Light Seaft FSC) bezeichnet. Das
Vorwartsstreulicht ist proportional zur Quersctsiléiche, also Grof3e, und differenziert
aulerdem zwischen lebenden und toten Zellen.

Tote Zellen erscheinen im Durchflusszytometer ldeials lebende Zellen. Ein geringer
Anteil wird als Seitwartsstreulicht (Sightward-Seat SSC) im Winkel von 90°
abgestrahlt. Dieses Licht wird von der Granularititembranfaltelung der Zelle
bestimmit.

Die zu untersuchenden Zellen kénnen durch divehserdszenzfarbstoff-markierte
Antikorper, sog. Fluorochrome, n&her hinsichtlichbe@l&achenmolekile oder
intrazellulare Zytokine charakterisiert werden. Bigenschatft solcher fluoreszierenden
Verbindungen beruht auf eine Lichtemission von Mdlen nach Anregung durch
energiereiche Strahlung. Je nach Verbindung ist dsssorptionsmaximum
unterschiedlich. Das Emissionslicht ist aufgrund Heergieverlustes in Form von Licht
und Warme beim Rickgang in das Ausgangsniveau &daenz) langwelliger. Der
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein-Iso-Thio-CyanaiT(j besitzt ein Absorptions-
maximum von 495 nm und ein Emissionsmaximum von B26 Sammeloptiklinsen,
Teilerspiegel, und Lichtfilter trennen den Fluomszkanal vom Seitwéartsstreulicht,

zerlegen die Fluoreszenz in verschiedene Farbenlaiteh sie auf die verschiedenen
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Detektoren (Photomultiplier). Die Photodetektorahesten spannungsabhéngig und
verarbeiten die Lichtsignale zu elektrischen SignaBei Mehrfarbenmessung kommt
es zu Uberlappungen der Fluoreszenzspektren, dnissnsspektren eines anderen
Kanals wird im falschen Kanal gemessen. Dies eéidrdleshalb eine spezielle

Kompensationselektronik, das vom Signalimpuls derlagerten Impulse subtrahiert.
Die elektrischen Signale gelangen tUber den Vorégkst zum Impulsanalysator, dann
zum Analog-Digitalwandler (ADC) und schlie3lich zDratenverarbeitung (Abb. 5).

Der Analog-Digitalwandler konvertiert die in Volemessene Signalintensitat fir jede
gemessene Eigenschaft in eine Klassenzahl. Die ADisung des FACScan (Fa.

Becton Dickinson) umfasst 0-1023 Kanéle (1024-Kdassiflosung).

Die Messung eines Versuchsansatzes erfolgt jevirisgleichen Einstellungen fur

Verstarkung (Volt), Schwellenwert (engl. threshold)d Kompensation, die vor der

Messung eingestellt werden. Die Proben entstammmemeDreifachansatz.

Mit dem Softwareprogramm CellQué&%twerden die Messung und Auswertung der
Proben durchgefihrt.

Argonlaser Sammellinse Spiegel FL3-Detektor

Filter

Flusskammer

FL2-Detektor—

FL1-Detektor
Probe

SSC-Detektor

FCS-Detektot

A 4

Vorverstarker

Impulsanalysator

ADC

Datenverarbeitung

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers.
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2.2.4 FACS-Auswertung

Gerateeinstellung
Die Detektion fur alle Versuche sind bei folgendérstarker-Einstellungen des Mess-

Instrumentes durchgefihrt:

Verstarker-Einstellung

 FSC:EO00 1,45(linear)
e SSC:385 (linear)
* FL1: 565-600 (logarithmisch)
* FL2: 528-594 (logarithmisch)
+ FL3: 513-602(logarithmisch)

Bei der Dreifarben-Fluoreszenzanalyse kodnnen dideZemit drei verschiedenen
Antikbrpern markiert werden, die jeweils mit untggedlichen Fluorochromen
konjugiert sind (FITC, PE, PerCP). Am FL1-Deteki{@runlicht) kann die FITC-
Farbung (z. B. CD14-FITC), am FL-2 Detektor (Rdtticdie PE-Farbung (IL{3-PE,
IL-6-PE, etc.) und am FL3-Detektor (Orangelichte dterCP-Farbung nachgewiesen
werden. Bei dem Zytotoxitatstest von Monensin vdedt Totfarbstoff 7AAD von dem
FL-3 Detektor erfasst.

Da es bei der Mehrfarbenanalyse zu starken Ubertaggn der Emmissionsspektren
der verwendeten Fluorochrome kommt, sind folgendempensationen gewahlt

worden:

* FL1- 0,5% FL2
* FL2-254% FL1
 FL2- 0% FL3
e FL3-10,8% FL2

Darstellung der Messergebnisse

In der Darstellung der Messdaten sind Zytogrammel(elot plot) und das Frequenz-
histogramm gewabhlt, welche die Signale linear dogarithmisch verstéarkt prasentieren
kénnen. Bei dem Frequenzhistogramm (Abb. 6) wedlenAnzahl der Zellen auf der

Ordinate gegen Fluoreszenzintensitaten (anhand @&t Kanale ausgewertet) auf der
Abszisse aufgetragen. Dadurch kann die Haufigkeitsiung bezlglich eines

Messparameters in einer Zellpopulation beschrietenden.
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Abb. 6: Darstellungsform eines Frequenzhistogramms. AufAdeszisse ist die CD14-
PE-Fluoreszenzintensitat und auf der Ordinate dehl Zder gezahlten Zellen
aufgetragen. Die starkste Intensitat (peak) fur €hdgt in der Regel zwischen 200°.
Der griine Kurvenverlauf entspricht der Isotypkolréir CD14.

Das Zytogramm ermoéglicht eine Darstellung zweieraReeter (z.B. FSC und SSC,
Rot- und Grinfluoreszenz), bei der jede Zelle algedner Punkt dargestellt wird (Abb.
7). Haufig werden in Zytogramme sog. Quadranteretgésum eine Interpretation der
erworbenen ,Punktewolken® zu ermdglichen. Daflr jedoch vor jeder Analyse die
Messung einer Negativkontrolle sowie die Isotypkolte notwendig (Abb.11). Es
handelt sich hierbei um einen fluoreszenzmarkieKentrollantikrper des gleichen
Immunglobulin-lsotyps wie der des Testantikorp&nsrch Positivkontrollen sollen die

Effektivitat der Farbung bestatigt werden
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Abb. 7: Darstellung des Streulichtzytogramms mononuklededlien (FSC vs. SSC).
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Die Lymphozyten-, Monozyten- und Granulozytenpopata lassen sich hierbei
differenzieren. Mit Einstellung des Schwellenwertg¢sngl. threshold) kdnnen

Zelltrimmer von der Messung ausgeschlossen werden.

2.2.5 Immunstatus

Der Immunstatus (Phéanotypisierung der peripherentzBllen (PBMC)) wurde
routinemaRig mit Hilfe des Standard-Antikorper-Rane (Simultest™-IMK-
Lymphocyte-Test) durchflusszytometrisch durchgefitnnd mittels CELL-QuesY-

Software-Programm ausgewertet (Fa. BD, Heidelberg).

Farbung und Fixierung der Zellen

e 100 pl der gut antikoagulierten Vollblutprobe (ED)TiA Rundboden-Rohrchen A
und B pipettieren.

e Farbung durch Zugabe von 20 ul des Leuco-GATE-Reage(CD45-FITC/CD14-
PE) in R6hrchen A und 20 ul des Simultest-Contre&genzes (IgGEFITC/IgG+
PE) in R6hrchen B (20 min bei Raumtemperatur, immk&ln auf dem Riittler).

e Zugabe von 2 ml FACS Lysing Solution (10 min, RTtRer).

» Zentrifugieren bei 308 g fur 5 min und dekantieren.

e Zugabe von PBS mit 0,1% Natriumazid (20Q fur 5 min und dekantieren).
e Zugabe von 200 ul des 1 % Paraformaldehyds zueftirg.

Messung und Darstellung mittels Durchflusszytom@idab. 8).
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Abb. 8: Der Immunstatus dient zur Bestimmung der Monozyten
fraktion, welche sich im Zytogramm 4 als CD45+/CB4Zellen
(upper right Feld) darstellt.

44




2.2.6 Bestimmung der Zytotoxizitat von Monensin

Monensin ist ein lipophiler Metabolit von Streptooeg cinnamonensis, der Natrium-,
Kalium- und Wasserstoffionen bindet und so zu eieihebung des lonengradienten
an der biologischen Membran fuhrt (Tartakoff 1983Ylonensin spielt bei
intrazellularen Zytokinuntersuchungen eine grol3edeBéung, da es intrazellular
vesikulare Transportprozesse von Proteinen aus@elgiapparat blockiert und somit
zu einer Akkumulation der zu detektierenden Zytpkiteine beitragt (Jung et al.
1993). Dabei wird die de-novo-Synthese von Proteimeht beeinflusst (Pohimann et
al. 1984).

Da Monensin jedoch eine dosis- und zeitabhéangigetdxizitat aufweist, missen in
Voruntersuchungen die optimalen Bedingungen gdtesteden. Vorarbeiten zeigen,
dass das Wirkungsoptimum von Monensin bei 12h lakoh liegt. Im Folgenden
wurde die dosisabhangige Toxizitat von Monensirhrih Inkubation untersucht.
Hierbei wurden in aufsteigenden Monensinkonzemnain von 1 uM bis 6 uM die
peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC) inkubiddach 12h Inkubationszeit
wurde die Anzahl der toten Zellen mittels der 7AA&Brbung untersucht. Diese
Farbungsmethode beruht auf der sog. ,cell exclisBigenschaft des Farbstoffes,
sofern die Zelle intakt ist. Bei der Auswertungedpder Gesamtanteil aller toten Zellen
(7AAD+) und der der Monozytenfraktion (CD14+/7AAD+€)ne wichtige Rolle. Als
Kontrolle dienten eine Messreihe ohne Monensin sovgiotypkontrollen fur den
Monozytenmarker CD14 (Tab. 9).

Um Zellvitalitat nachweisen zu kénnen, wurde detfditostoff 7-Aminoaktinomycin D
gewahlt. Dieses DNA-bindende Fluorochrom dringt bar defekter Zellmembran in
den Zellkern hinein.

Die Isolierung von PBMC erfolgte nach der Method®H (s.u.). Nach der Auszahlung
wurden 150 pl mit je 250.000 Zellen in die Vertiefien pipettiert, das Monensin aus
der Stammlésung 14 10* M wurde in Komplettmedium verdiinnt und zu je 5Cpd
Vertiefung hinzugegeben. Die Inkubation erfolgteeiii2h im Brutschrank. Nach
einmaligem Waschen mit Komplettmedium wurden diéefezur FACS-Messung mit
dem monoklonalen Antikérper CD14-FITC (20 pfiZellen) fur 25 min im Dunkeln
inkubiert. Der Totfarbstoff 7AAD (2 ul/f0zellen) wurde 5 min vor Ende der ersten

Inkubationszeit hinzugegeben, um eine unspezifig€€ilagerung des Totfarbstoffes
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durch eine zu lange Inkubation zu vermeiden. Dayjskontrolle war IgG-FITC fir
CD14. Ungebundene Antikdrper sowie nicht eingelesger7/AAD wurden durch
Waschen aus der Zellsuspension herausgewaschein uRdndboden-Réhrchen zur

FACS-Analyse mit dem ,CellQuest“-Programm utberfluhrt

0 uM 1uM 2 uM 3uM 4 uM 5uM
(Kontrolle) (2,40 (2,81 (4,20 (5,6 ) )

CD14-
FITC
+ 7AAD

7AAD

CD14

Isotyp
|gGl -
FITC

Tab. 9: Versuchsaufbau des Monensin-Toxizitatstest.

Messung und Darstellung mittels Durchflusszytom@dab. 9).
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Abb. 9: Analyse zur Toxizitdtsbestimmung des Monensingfl). Bei

der vorliegenden Messung betrug der Anteil athéent Zellen (7TAAD+
8,28 % (Zytogramm 2), wovon sich zu 4,74% auf CIDAAAD+-Zellen
und zu 3,12% auf CD14+/7AADZellen verteilten (Zytogramm 3). Al

die Monozytenfraktion bezogen waren 14,73%

(Zytogramm 4).

der erelltot
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2.2.7 Leukozytenseparation mit Ficoll

Die Separation von peripheren mononukledren Bligzel(PBMC) erfolgte aus
heparinisiertem Frischblut mit Hilfe der Ficoll-Diegradientenzentrifugation (Béyum
1968).

Nach Verdiunnung von 20 ml Frischblut mit RPMI 1éMédium in einem 50 ml
Falcon Blue-Rohrchen (Verhaltnis 1:1) wird das vente Blut vorsichtig Gber ein mit
7 ml Ficolllésung geflllten Spitzbodenrohrchen dedatet, ohne dass eine
Vermischung stattfindet. Danach wird ftir 30 min B4D0 rpm (800 g) ohne Bremse
zentrifugiert.

Ficoll ist ein synthetisches hochmolekulares Polymes Zuckern und Epichlorohydrin
mit einer spezifischen Dichte von 1,077 glcaiso hoher als die von Blutlymphozyten,
jedoch geringer als die von Erythrozyten und Gramyten, so dass nach der
Zentrifugation sich vier Zonen ausbilden: 1. am &odles Spitzbodenréhrchen das
Sediment mit Erythrozyten und Granulozyten, 2. Kic8. die sog. Interphase mit
Lymphozyten und Monozyten, 4. Serum, Plasma, Thazyien (von unten nach oben)
(Abb. 10).

Der weil3liche Lymphozytenring wird mit Hilfe eind?asteurpipette in kreisenden
Bewegungen abgenommen und in neues Spitzbodengrhiidgberfiihrt. Dabei ist zu
beachten, dass man die Ficoll-Phase nicht mit afmimda Ficoll toxische
Eigenschaften besitzt. Nach Zugabe von Waschme(®RPMI 1640 mit Glutamin und
Penicillin/Streptomycin) wird fur 5 min. bei 200pm mit Bremse zentrifugiert. Der
Uberstand wird abpipettiert, das Pellet wieder imséhmedium resuspendiert und
nochmals zweimal gewaschen, bei 1800 rpm und $ildirebei 1600 rpm.
Abschlie3end wurde das Pellet in 1 ml Kulturmediamigenommen, resuspendiert und
die Anzahl vitaler Zellen mittels Trypanblau-Farigunin der Zahlkammer

mikroskopisch bestimmt.

48



Blutprobe rSerum, Medium,Thrombozyten

+ Medium _ —— Lymphozyten, Monozyten
Zentrifugation
800x g (30 min) ——— Ficoll
Ficol —
~ ‘Erythrozyten, Granulozyten

Abb. 10: Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll.

Heparinisiertes Vollblut mit Medium im Verhaltnisllverdinnen.
2. In ein steriles 50 ml R6hrchen mit 20 ml Ficoll-mndsung
(D=1,077) fullen.

3. Verdinntes Vollblut (20 ml) vorsichtig Uber Ficdlkennlésung

Aufbau des

Dichtegradienten

schichten.

Dichtegradienten- 4. Zentrifugieren bei 80& g, 30 min bei RT.

zentrifugation

5. Den Lymphozytenring vorsichtig mit einer Pasteype®ie abnehmen
Abnehmen der o ) ) )
in ein Spitzbodenréhrchen tberfihren und mit Wasatiom

Interphase
auffillen.
6. Zentrifugieren bei 608 g, 10 min bei RT.
7. Uberstand absaugen.
8. Lymphozytensediment mit Medium resuspendieren.
9. Zentrifugieren bei 40& g, 10 min bei RT.
Waschen

10. Uberstand absaugen, Lymphozytensediment mit Medium
resuspendieren.

11. Waschvorgang wiederholen.

12. Lymphozytensediment in 1 ml RPMI 1640 Medium aufmeh.

13. 20 pl Zellsuspension und 20 pul Trypanblau (0,028%chen, nach 2

min nicht gefarbte Zellen in der Neubauer-Zéhlkameneszéhlen

Vitalitatsbestimmung

Berechnung der Zellzahl| 14. Ausgezéhlte Zellen in 16 Késtcherl0' x 2 = Zellzahl/ml

Tab. 10: Uberblickschema tiber den Versuchsabl&idoll-Dichtegradienten-

zentrifugation und Vitalitatsbestimmung.
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2.2.8 Bestimmung der Zellkonzentration

Die Konzentration der Zellsuspension wurde mit élidfer Neubauer-Zahlkammer (Fa.
Brand, Wetzlar) bestimmt. Die Zahlkammer bestetd d4uGro3quadraten mit je 16
Kleinquadraten (= 1 mfi Aus der Tiefe der Kammer (0,1 mm), der Flacheesi
Kleinquadraten (0,0625 nfiyn der Anzahl der Kleinquadrate (16) ergibt sicm ei
Volumen von 0,1 mrf Da aber die Konzentration in Zellzahl/ml angegebéd, muss
noch ein Multiplikationsfaktor von feriicksichtigt werden. Fiir die Berechnung gilt

die folgende Formel:

Zellzahl/ml = Zellzahl in einem Kleinquadratl6 x 10° x Verdiinnungsfaktor

Eine Differenzierung lebendiger von toten Zellefolgt mit der Trypanblau-Farbung
(0,025%). Tote Zellen mit nicht intakter Zellmemibraerden von dem sauren Farbstoff
durchsetzt, so dass das Zytoplasma sich blau @nféaup Bestimmung wurde 20 pl
Zellsuspension mit 20 pl Trypanblaulésung 1:2 vardilEin bis zwei Tropfen dieser
Lésung wurden zwischen Deckglaschen und Vertiefdeg Kammer gegeben. Nach

dreiminutiger Farbung erfolgte die Auszahlung insHtmikroskop.

2.2.9 Patientenserum

10%iges autologes Patientenserum fur das Kultunmedvurde nach Zentrifugation fur
30 min. bei 2400 rpm als Uberstand gewonnen. EsdeviauRerdem 1 ml des
Patientenserums in Kryorohrchen fur weitere immagsiche Kontrollen wie HCV-

Genotypisierung bei —20° C eingefroren.

2.2.10 Kultivierung und Zellstimulation

Prinzip

PBMC, gewonnen durch Dichtegradienten-Zentrifuggtisurden als Zellsuspension in
Komplettmedium RPMI 1640 (Biochrom) mit Zusatz vb@%igem autologen Serum,
1% Penicillin (100 E/ml) und 1% Streptomycin (100/ml) bei 37°C, 5% C@in
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Mikrotiterplatten mit 96 U-férmigen Vertiefungen gFNunc, Wiesbaden) fur 12h in
Anwesenheit von synthetisch rekombinanten HCV-Rnete (Endkonzentration von 1
png/ml) sowie 1 uM Monensin (Sigma Chemical Co., Ehign) inkubiert. Monensin ist

ein intrazellularer Golgi-Transportinhibitor fir #kinproteine aus dem Golgi-
Komplex, bewirkt daher deren Akkumulation und fufalglich zu einer verbesserten
Detektionsmdglichkeit von zytokinproduzierenden|&el

Positive sowie negative Kontrollen zur Verifizieguder Spezifitat der mononukleéren
Zytokinantwort wurden stets mitbestimmt (Tab. 11pabei diente LPS

(Lipopolysaccharid), ein Endotoxin gramnegativerkt®aen, als Positivkontrolle.

Puffer und Medium waren die Negativkontrollen.

Durchfihrung

Nach Bestimmung der absoluten Zellzahl wurde dufababe von frischem sterilem
Kulturmedium (s.0.) eine Zellkonzentration von ¥,80° Zellen/ml eingestellt. 150 pl
der Suspension, also 2:610° Zellen, wurden jeweils pro Vertiefung pipettieBie
rekombinanten HCV-Proteine Core, NS3, NS4, NS5a Ww85b wurden mit
Komplettmedium ohne autologes Serum auf eine Ermkamation von 1pg/ml
verduinnt, von der je 25 ul pro Vertiefung eingesetarde. Die Positivkontrollen mit
LPS hatten unterschiedliche Endkonzentrationen: 1L@$ig/ml bei 1L-10; 100 pg/mi
bei IL-1B3, IL-6, TNF-a; 200 pg/ml bei IL-12. Auch hier erfolgte eine Véarshung mit
Komplettmedium, pipettiert wurden jeweils 25 pl.sABeweis fir die spezifische
mononukledre Antwort auf HCV-Antigene wurden stit rekombinanten Proteine die
Negativkontrollen Medium und Puffer genommen. DiedEonzentration lag wie bei
den HCV-Proteinen bei 1pug/ml.

In allen Vertiefungen wurden abschlieRend 25 pl HesgM Monensins hinzugegeben,
so dass ein Endvolumen von 200 pl pro Vertiefumgient wurde. Danach erfolgte die
Inkubation fur 12h im Brutschrank bei 37°C und lbefgeter 5 % C@Atmosphare
(Tab. 11).
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Schema des Versuchsansatzes (1.Tag)

1. Aufnehmen des Lymphozytensediments in Kulturmediumd auf
Einstellen der Zellzahl .
1,6 x 10 einstellen.

2. Pipettieren von 150 ul dieser Zellsuspension (28D.dellen) prg
Vertiefung in eine 96-Loch-Rundbodenplatte.

3. Zugabe von 25 ul Probenlésung:
e HCV-Antigene : rekombinante HCV-Proteine (1 pug/ml)
e (-)-Kontrollen: Medium

Pufferkontrollerdrekombinanten Proteine

Versuchsansatz ) ) )

Borrelia burgdorferi Antigene (1 pg/ml) *
HIV-1 P-24 Antigen (1 pg/ml) *

e (+)-Kontrolle: LPS 10 pg/ml: IL-10
LPS 100 pg/ml : IL-B, IL-6, I1L-12
LPS 200 pg/ml : IL-12

Zugabe von 25 pl Monensin (1 pM).

Inkubation 5. 12him Brutschrank bei 37°C, 5% G®5% rel. Feuchte

Tab. 11: Experimenteller Ablauf des ersten Versuchstagdsoritrollantigen an einer
kleinen Gruppe aus 5 HIV-Patienten und 10 HIV/HCWhiizierte exemplarisch

untersucht.

2.2.11 Mehrfarbendurchflusszytometrie zur Charaktelisierung monozytéarer
Oberflachenmarker und Zytokine

Charakterisierung von Monozyten

Nach 12h wurden die Mikrotiterplatten bei 1600 rfim 5 min zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert (Tab. 12). Ein Zellpellet bitdl sich deutlich am Boden der
Vertiefung aus. Die Identifizierung der Monozytenrfolgte durch direkte
Immunfluoreszenz mit einem FITC—konjugierten mowoldlen Antikdrper (mAK). Die
Inkubation erfolgte mit Anti-CD14-FITC in der Konzization 20 pl pro 10Zellen fiir
25 min, im Dunkeln auf dem Plattenschuttler. DidiRdgrperlésung wurde mit PBS so
eingestellt, dass 25 ul in jede Vertiefung pipetti@erden konnte. Nichtgebundene
Antikorper wurden durch Waschen mit 150 pul Komplettlium aus der Zellsuspension
entfernt. Es wurde bei 1600 rpm fur 5 min zentiéugund dekantiert.
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Darstellung intrazellularer Zytokine

Fixierung

Die Fixierung der Zellen geschah durch Zugabe v6@ ful der eiskalten 4%igen
Paraformaldehyds (PFA)-L6sung fur 25 min, im Dunkauf dem Ruttler. Sie bewahrt
ein hohes Mal3 an Antigenitat und erhalt die licbts#nden Eigenschaften menschlicher
Blutlymphozyten (Mc Lean und Nakane 1974), auch Menstabilitat und Zell-
morphologie bleiben erhalten (Halldén et al. 198Banach wurde fir 5 min

zentrifugiert (1600 rpm) und anschliel3end dekamntier

Permeabilisierung der Zellen

Ein wichtiger Schritt bei der intrazellularen Fanguist die Permeabilisierung der
Zellen mit Saponin. Hier wurden 150 ul der 0,1 %igaponinlésung eingesetzt,
wiederum fir 25 min, im Dunkeln auf dem Ruttler.n2ah erfolgte das Auswaschen
mit 150 pl Komplettmedium (5 min, 1600 rpm). Sapoist ein Pflanzenglykosid mit
einem Steroidgerust, das mit einer hydrophilen Kostoffkette verbunden ist (Lucy
und Glauert 1962). Es wird vermutet, dass Saponstede von Cholesterin in die
Zellmembran eingebaut wird und die Zelle dadurcmmeabilisiert. Hierbei wird
PorengrofRe bis 8 nm Durchmesser erreicht (Seema#).18elloberflachenstrukturen

werden nicht beeinflusst.

Fluoreszenzfarbung der intrazellularen Zytokine

Zum Schluss erfolgte die intrazellulare Zytokinfa@mg mit PE-markierten Anti-
Zytokinantikorpern, die in 0,1%igem Saponin verdiina je 25 pl pipettiert wurden.
Die Inkubation dauerte 25 min, im Dunkeln auf defittRer. Danach wurde mit 150 pl
Komplettmedium (5 min, 1600 rpm) gewaschen, um bogdene Antikoérper zu
entfernen. Fir jedes Zytokin wurde eine Isotypkalitgrmitgefuhrt: IL-1B3 (IgGy), IL-6
(19G2a), IL-10 (1gGyy), IL-12 (IgG,) und TNFa (I1gGy).

Um die Spezifitdt der Farbemethode zu gewahrleistearde an zwei Patienten
exemplarisch in einem Blockierversuch die intradéalen Zytokine mit einem
unspezifisch-bindenden polyklonalen Antikorper infabh hoherer Konzentration
(Polyglobin) abgesattigt und danach mit dem Zytahkirkdrper gefarbt.

Fur die FACS-Analyse wurden die Zellen in 100 plSP@ro Vertiefung resuspendiert
und in Rundbodenréhrchen (6 ml, Falcon) zur Messibegfuhrt (Tab. 13).
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Schema der Immunfarbungen (2.Tag)

6. Zentrifugieren der 96-Loch-Rundbodenplatten bei 25 (1600 rpm
fur 5 min, RT.

Waschen 7. Dekantieren des Uberstandes.

Zugabe von 150 pl Komplettmedium.

9. Zentrifugieren bei 258 g fir 5 min und dekantieren.

10. Zugabe von 25 pl verdiinnter Priméarantikdrperldsyagiefung:
CD14-FITC (20 pl/ 16 Zellen)
IgG-FITC (20 pl/ 16 Zellen)

11. Inkubation fur 25 min bei RT und Dunkelheit auf dSchuttler.

Zelloberflachenfarbung
mittels direkter

Immunfluoreszenz

Herauswaschen 12. Zugabe von 150 pl Komplettmedium.

ungebundener Antikérper | 13. Zentrifugieren bei 25& g fur 5 min und dekantieren.

14. Zugabe von 150 pl der eiskalten Paraformaldehydsh@<1%.
Fixierung der Zellen 15. Inkubation fir 25 min bei RT und Dunkelheit auf dSehuttler.

16. Zentrifugieren bei 25& g fir 5 min und dekantieren.

17. Zugabe von 150 pl der eiskalten Saponin-Lésung 0,1%
Permeabilisierung der Zellen| 18. Inkubation fur 25 min bei RT und Dunkelheit auf d&chuttler.

19. Zentrifugieren bei 25& g fir 5 min und dekantieren.

20. Zugabe von 25 pl verdinnter Blockierantikérper/i&fung:

*Blockierversuch
Polyglobin (20 pl/ 10Zellen).

21. Zugabe von 25 ul verdiinnter Zytokinantikérper/\&fttng:
 IL-1B-PE (1:10 mit Komplettmedium verdiinnt!) (10 plfZellen)
e IL-6, IL-10, IL-12, TNF0-PE (2,5 pl/ 18Zellen)
« 1gG,-PE, Isotypkontrolle fiir IL-B, IL-12 und TNFe (2,5 ul/ 16

Intrazellulare Anti-Human-

Zytokinfarbung
Zellen)
« 1gG,PE Isotypkontrolle fiir IL-6 und IL-10 (2,5 pl/ i@ellen)
22. Inkubation fur 25 min bei RT und Dunkelheit auf d&chdttler.
Herauswaschen 23. Zugabe von 150 pl Komplettmedium.

ungebundener Antikdrper | 24. Zentrifugieren bei 25& g fur 5 min und dekantieren.

Vorbereitung zur FACS- | 25. Resuspendieren in 100 pl PBS pro Vertiefung.

Analyse 26. Uberfuhren der Zellsuspension in Rundbodenrohr¢Beml Falcon).

Tab. 12: Experimenteller Ablauf des 2. Versuchstages. *cBierversuch exemplarisch

an 2 Patienten durchgefihrt.
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Geréateeinstellung des

Durchflusszytometers

Verstarkereinstellung

Kompensationseinstellung

Darstellung der
CD14-/Zytokin-positiven
Monozyten

w N e

4. Messung der Proben (2-fach Ansatz) (Abb.12)

5. Analyse mit Hilfe der CellQue®f Software von

Isotypeinstellung (Abb. 11) mittels:
Zytogramm 1 FSC (Gr6f3e) gegen SCC (Granularitét)
- Eingrenzung der Monozytenfraktion (CDI42
Einstellung des Schwellenwertes (threshold)
Zytogramm 2 FL1 (CD14-FITC) log. vs. FL2 (Mouse
lgG1/ IgG2a- PE) bzw. FL2 (anti-Zytokin-Ak-PE) log.
Frequenz-Histogramn¥L1 (CD14-FITC) log. vs.
Zellzahl (counts)» Eingrenzung der CD14-positiven

Zellen R1) und Darstellung in Zytogramm 3
Zytogramm 3FL1 (CD14-FITC) log. vs. FL2 (anti-
Zytokin-Ak-PE) log.

Becton Dickinson nach Zahlung von 5.000
CD14/zytokin-positiven Zellen im R1-Fenster

6. Auswertung der positiven Zellen mit Doppelfarbung
oberen rechten Quadranten (UR) von Zytogramm 3
Auswertung und 1. Isotypeinstellung
Darstellung der 2. Messung und Analyse wie oben mit folgendem

Monensin-Zytotoxizitat

Unterschied: FL1 (CD14-FITC) log. vs.
FL3 (7AAD) log.

Tab. 13: Schema fur FACS-Auswertung.
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Darstellung der Messergebnisse

Die Lymphozyten-, Monozyten- und Granulozytenpopatawurden im Zytogramm 1
(SSC gegen FSC) aufgetragen (Abb. 11). Gleichzé&ibignte anhand des Frequenz-
histogramms die Monozytenfraktion am Peak bef-1 Fluoreszenzintensitat
identifiziert werden (Abb. 11). Diese Populationrde in einem elektronischem Fenster
(R1) eingegrenzt und gesondert in einem dritteno@wmm beziglich der CD14-
Oberflachenmarker und der Zytokinexpression daegjest

Anhand der Isotypkontrolle, die aus fluoreszenzmesidn unspezifischen Antikérpern
des gleichen Isotyps, wie der des spezifischen klnters besteht, wurden die
Quadranten gesetzt, um so Zellen mit spezifischielorEszenz von denen mit
unspezifischen Fluoreszenz zu differenzieren. MiteHeines Auswerteprogramms und
der Quadrantendarstellung konnte der prozentuateildder CD14-positiven Zellen mit
Expression des jeweiligen Zytokins im oberen recl@radranten (engl. upper right,
UR) bestimmt werden.

Bei jeder Messung wurden jeweils 5.000 CD14-paositiellen im R1 Fenster gezahlt
und mit der CellQue8Y-Software ausgewertet (Beispiel-Auswerteblattlfis siehe
Abb. 12).
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Isotyp-Einstellung

Zytogramm 1

Zytogramm 2
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Abb. 11: Die Quadranteneinstellung im Zytogramm 3 wurde riaictyrenzung de
CD14ypositiven Zellen anhand der Isotypkontrolle des gisvdazugehdrende
Zytokins vorgenommen. Positive Ereignisse (gleidiger Nachweis de
Oberflachenmaers und des Zytokins) stellten sich demnach imrebeechtel
Quadranten (englupper right, UR) dar. Es wurden bei der Isotypeinstellung
zu 5% positive Zellen toleriert. Diese Grundeinstajen wurden fur die gesan
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Abb. 12: Auswerteblatt fur IL-B bei unterschiedlicher Stimulation. Die Darstelludey

Messdaten erfolgte mittels Zytogramms (,dot plett)d des Frequenzhistogrammes.
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2.2.12 Statistik

In der statistischen Auswertung der Ergebnisse gmuntichtparametrische Teste wie
der ungepaarte Zweiergruppentest nach Mann-Whitheyid der gepaarte Test von
Wilcoxon (,vorher-nachher” Vergleiche) fur nichtmoverteilte Gruppen verwendet.
Nichtnormverteilte Gruppen sind deskriptiv durclmesi unterschiedlichen Mittelwert
und Median gekennzeichnet.

Bei Vorliegen einer Normverteilung der Gruppen waudkr gepaarte parametrische T-
Test benutzt. Des Weiteren kam der Fischer-exakt-hei dem Kontingenz-Viertafel-
Vergleich zur Geltung.

Statistische Signifikanz bei allen Testen wurde p&Nerten< 0,05 definiert. Alle
Berechnungen erfolgten mit der Statview 4.5 Sofen@&bacus Concepts Inc., Berkely,
CA).
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studienpopulation - Immurstatus - Laborchemie

Die Untersuchungen zur Charakterisierung des Imtatuns insbesondere die
Verteilung des Monozytenanteils in beiden Studiapgen, ergaben eine Signifikanz
im Mann-Whitney U-Test (i 0,05) (Tab. 8). Es wurde in der Gruppe der HIV/HCV
Koinfizierten eine Monozytenfraktion von 6% (Medja($EM: £0,5%) gegenuber der
HIV-Gruppe von 8,4% #0,5%) festgestellt. AuRerdem bestand bei den Kaartien
eine fast doppelt so lange HIV-Erkrankungsdauer dimchschnittlich 13 Jahrea(,6)
gegenuber 7 Jahrea(,9) (p< 0,002) sowie signifikant erhdhte Leberwerte fur TGO
(HIV/HCV: 24,7 U/L £3,4; HIV: 13 U/L+ 3,3) (p< 0,02) und fiir GPT (HIV/HCV:
37,8 U/L£5,7; HIV: 17 U/L £3,7) (p< 0,005). Eine erhdhte CD4-Zellzahl von 311
Zellen/ul 50,2 war bei der HIV/HCV-Gruppe gegentber der HIkitpe 231
Zellen/pl£56,7) zu beobachten. Jedoch bestand hierfiir kéatistssche Signifikanz (p
< 0,08).

3.2 Versuche zur Optimierung der Antigenstimulationim experimentellen Ansatz

3.2.1 Analyse des Puffersystems auf die Zellvitadit und die Zytokinexpression

Bei der Inkubation der mononukledren Blutzellen MRB im Medium unter Zusatz
von unterschiedlichen rekombinanten HCV-Proteinamn @&me deutliche Beeinflussung
der Zellaktivitat insbesondere bei sehr hohen Hrkb@zentrationen (10 pg/ml)
festzustellen. Es kam zu einer deutlichen HemmuargZellvitalitdt mit verminderter
Zytokinexpression. Die Proteine Core, NS3, NS5a t#bb waren in einer Tris-
Glycin-Pufferlésung mit 0,1% SDS (engl.: sodium-dog-sulfat, Natriumaurylsulfat)
gelost. Die zytotoxische Wirkung war auf die dena@henden Eigenschaften des SDS
zurtckzufiihren. Durch eine Verringerung der Prddanzentration auf 1 pg/ml konnte

dieser negative Einfluss in den nachfolgenden Exparten gemindert werden.
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3.2.2 Analyse zur Monensinzytotoxizitat

Bei dieser Versuchsreihe konnte eine konzentradiuméngige Toxizitdt von Monensin

nachgewiesen werden.

Der Anteil toter CD14+/7AAD+-Zellen nach Abzug dsotypkontrolle im nativen Blut

(O uM) und bei einer M Monensinkonzentration betrug durchschnittlich 16%

18%, bei Anwendung einer 2-fach héheren Konzewinatam es zu einer signifikanten
Erh6éhung auf 21%+SEM 4,55) (Wilcoxon p= 0,02). Eine 5 uM Konzentoatifihrte

zu einem Anstieg der Totfarbung auf fast 30% (,03) (Abb. 13). Bei 6 uM dagegen
fiel der Anteil der CD14+/7AAD+-Zellen auf 17,32%2,02) ab.

CD 14+/ 7TAAD+-Zellen (nach 12h)
Monensin oum | 1pyM | 2pM | 3pM | 4puM | S5uM 6 UM
CD 14+/7AAD+
16,94 18,54 21,01 23,67 24,36 29,44 17,32
(%)
+ SEM 1,94 4,21 4,55 6,15 5,81 6,82 2,02
Zytotoxizitat von Monensin
CD14+/7AAD+ nach 12h
40,00
= 35,00 - 29144 20 pM
S 30,00 24136 mlpM
A 25,00 s l 02 pM
,55 20,00 - I 17,32 O3 u
§ 15,00 4 M
8 10,00 | @5 uM
5,00 m6 uM
0,00
Monensinkonzentration (UM)

Abb. 13: Zytotoxizitat von Monensin nach 12h Inkubation. Reozentwerte stellen

Mittelwerte einer
Standardfehler).

Untersuchung bestehend aus 8eRam dar (Fehlerbalken:
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Der prozentuale Anteil von CD14+/7AAD+-positiventdn Zellen unterliegt einer
Konzentrationskinetik des Monensins. Der Anteil @BI/AAD+-Zellen nimmt bei
steigender Konzentration auf 5 uM Monensin stet®y49,44% zu. Bei 6 UM scheint
eine absolut toxische Grenze erreicht zu seinass der messbare Anteil der positiven
Zellen geringer ausfallt.

Die toxische Wirkung des verwendeten Monensinsadlef 7AAD+-PBMC bezogen,
zeigte bei einer IM-Konzentration eine geringere Totfarbung von 1995(Abb. 14).
Insgesamt war nur ein geringer Anstieg von 7AAD+MRBZellen bei zunehmender
Monensin-Konzentration bis M von maximal 14% festzustellen. Der Grund hierfur
konnte in der Grole der Monozyten/Makrophagen (QDlidgen, die bei der
Leukozytenseperation einer verstarkten mechanisBeemflussung unterliegen.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurden flur-theptuntersuchungen eine 1 pM-

Monensinlésung gewahlt.

7AAD+-Zellen (nach 12h)

Monensin OpM | 1pyM | 2pM | 3pM | 4puM | 5pM 6 UM

7AAD+ (%) 8,27 10,57 11,89 12,41 12,70 12,87 13,71

+ SEM 1,15 1,82 2,39 2,60 2,72 5,27 2,60
Zytotoxizitét von M onensin
7AAD+ nach 12h

20,00

18,00 -

16,00 @ouM
14,00 - mlum
S 12,00 - 02 uM
& 10,00 - 03 uM
< 800
NS ) m4uM

6,00 - @5 UM
4,00 m6 uM
2,00 -
0,00

Monensinkonzentration (UM)

Abb. 14: Zytotoxizitat von Monensin nach 12h Inkubation. Gasen sind die mittleren
7AAD+-positiven Zellen in Prozent aus der Gesamigeether PBMC.
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40 7] Monensinzytotoxizitat

3571 B 7aAAD+
® CD14+/7AAD+

30 7

25 7

20 7

Positive Zellen (%)

157

10 7

oM 1pM 2uM 3uM 4uM 5uM  6uM
Abb. 15: Zytotoxizitdt von Monensin bei unterschiedlichenrigentrationen nach 12h

Inkubation. Dargestellt sind die mittleren 7AAD+ dunCD14+/7AAD+-positiven
Zellen. Die Fehlerbalken stellen +/- 1 Standardfellr.

3.2.3 Analyse der HCV-spezifischen Monokinantwort bi unterschiedlicher

Inkubationsdauer

In Voruntersuchungen von Petersen wurde die optinr@fubationszeit der Zytokine
IL-13, IL-6, IL-10, IL-12 und TNFe von Monozyten ermittelt. Die Monozyten wurden
dazu mit den HCV-Proteinen Core, NS3, NS4, NS5a5NGnhd mit LPS stimuliert.
Anschlieend wurde die Anzahl der Zytokin expriraiden Monozyten
durchflusszytometrisch nach 6h, 12h, 24h und 36th mabzug der Isotypkontrolle
bestimmt. Die von Petersen erhobenen Daten wurderchd eigene Mess-
untersuchungen nach 48h und 72h Inkubation ergénzt.

Dabei konnten bereits nach 6h Stimulation in dechilusszytometrischen Messung
die untersuchten Zytokine in den Monozyten nachgsen werden. Die Anzahl der IL-
1B, IL-6, IL-10, IL-12 und TNFe exprimierenden Monozyten nahm bis 12h
Inkubationszeit deutlich zu. In den weiteren Meggmmnach 24h, 36h, 48h und 72h
Inkubation war der Zytokinnachweis in den Monozytérklaufig. Auch die LPS-
Stimulation zeigte nach 12h Inkubationszeit ein Maxn der fur IL-, IL-6, IL-10,
IL-12 und TNFa-positiven Monozyten.
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NS5a-Stimulation
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;:: 40 + = IL-6
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Abb. 16: Zeitabhéngigkeit der Zytokinproduktion nach Stiatidn mit HCV-Proteinen
am Beispiel von NS5a (freundlicherweise von U. BRete zur Verfigung gestellt). Die
Daten wurden durch eigene Messuntersuchungen r@chntl 72h ergéanzt.

LPS-Stimulation
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Abb. 17: Zeitabhangigkeit der Zytokininduktion nach LPSrSilation
(freundlicherweise von U. Petersen zur Verfugungtej#). Die Daten wurden durch
eigene Messuntersuchungen nach 48h und 72h erganzt.
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Die Ergebnisse zeigten einen deutlichen Abfall&igokininduktion nach 48h und 72h.
Der Vergleich der Stimulationsindices, exemplarisshhand der Produktion der
Zytokine IL-13 und IL-10 im zeitlichen Verlauf nach 48h und 72heist eine
verminderte Reaktivitat der Monozyten nach (Abb. Z&im Teil halbierten sich die SI-
Werte fur IL-1B nach 72h bei NS5a von 2,65 1,27) auf 1,37 0,34). Bei LPS nahm
der SI-Wert um sogar das Funffache von 5032,014) auf 1,21% 0,03) ab.

Auch die IL-10 Profile zeigten ein &hnliches Bildtrachlechter Zytokininduktion der
Zellen nach 72h Inkubationsdauer (Abb. 18).

Ein Vergleich der durchgefihrten Messungen lieBn&eiUnterschiede in den
Zeitverlaufen der Zytokininduktion nach antigenéintilation mit den HCV-Proteinen
Core, NS3, NS4, NS5a, NS5b und der StimulationLid erkennen.

Die optimale Inkubationszeit fur die monozytare Eegsion von IL-B, IL-6, IL-10, IL-
12 und TNFe wurde fur die weiteren Untersuchungen auf eineltastiindige Kultur

festgelegt.
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Abb. 18: Stimulationsindex-Vergleich nach 12h und 72h Inkidresdauer fur IL-[
und IL-10. Die Monokin-Induktion auf HCV-Proteinendi auf LPS war bei beiden
Zytokinen nach 72h Inkubation gegenuber 12h ddutiermindert (Fehlerbalkert
Standardfehler).
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3.3 Native Zytokinproduktion von Monozyten im peripheren Blut

Im nativen unstimulierten Zustand ist eine sehren@pontanreaktivitat der Zytokin-
expression fur IL-B von ca. 28% und IL-6 von 7-8% in beiden Gruppechaaweisen.
Die IL-10 und IL-12 Spontanaktivitaten dagegen bgén jeweils 1-3% und flr TN&-
3-6% (Abb. 19).

Der Zytokinnachweis in den Pufferkontrollen entgpralem der Nativproduktion, so
dass eine Kontamination bzw. eine erhéhte Mitogendurch SDS im Puffer
ausgeschlossen werden konnte.

Nach Stimulierung mit LPS stieg der Anteil der &ytpositiven Zellen zur Nativ-
produktion in beiden Gruppen, bis auf IL-10 in &#¥-Kontrollgruppe, fur IL-13, IL-
6, IL-12 und TNFa signifikant an (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test @,05). Fur IL-
1B betrug der Anteil nach LPS-Stimulation 50-55%, (6 22-30%, fur IL-10 4-9%,
fur IL-12 10% und fur TNFa 8-12% (Abb. 19).

Zwischen beiden Gruppen gab es jedoch im Absolgleh mittels Mann-Whitney-

Test keine signifikanten Unterschiede.
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Zytokinprofil HIV -Gruppe
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Abb. 19: Darstellung der nativen Zytokinproduktion (bladgr Zytokinproduktion im
Puffer (grin) und der unter Stimulation durch LPP®4itivkontrolle, rot) getrennt nach
HIV- und HIV/HCV-Gruppe. Auf der Abszisse sind digtokine und auf der Ordinate
die Mittelwerte der positiven Zellen in Prozent getfagen (Fehlerbalkent
Standardfehler). Sowohl die HIV-Gruppe, ausgenomhel0, als auch die HIV/HCV-
Gruppe reagierten auf LPS Stimulation mit signifiten Zytokinanstiegen (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang Testp< 0,05).
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3.4 Zytokinproduktion unstimuliert und nach HCV-spezifischer Stimulation

Der Vergleich der Zytokinproduktion von Monozytedd14+) im nativen Zustand und
der nach HCV-spezifischer Stimulation zeigte, ddms IL-13 Produktion in beiden
Gruppen stark zunahm. Hierfur gab es mittels Witse¥orzeichen-Rang Test
innerhalb der jeweiligen Studiengruppe eine besanBeaktivitat der Zellen auf Nicht-
Struktur-HCV-Antigene NS3, NS4, NS5a, NS5b (Tah. 14

Bei den HIV/HCV-Koinfizierten konnte eine signifikte 1L-13-Produktion auf NS3,

NS5a und NS5b festgestellt werden. Fur IL-6 und.2.war bei den Koinfizierten die
relative Abweichung zur nativen Produktion gegemither Kontrollgruppe deutlich

erhoht (IL-6: 200% versus 20-100% und IL-12: 70@Q% versus 50%). Nach Core-
Stimulation kam es zu signifikanten IL-10 Induktgn(Abb. 20).

Die HIV-Gruppe zeigte ebenfalls auf die Nicht-Sturproteine NS3, NS4, NS5a,
NS5b eine statistisch signifikante II3-IZytokinproduktion. Auf NS5a nahm die IL-10-
Produktion signifikant ab (g 0,05) (Abb. 21). Besonders auffallig war die TNF-
Induktion in der HIV-Kontrollgruppe: hier betrugedrelative Abweichung bei Core,
NS5a und NS5b bis 1100% versus 100% bei den Kaoanten.
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Vergleich der Zytokinproduktion nativ und nach HCV- spezifischer Stimulation -
HIV/HCV-Gruppe (n=31)
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Vergleich der Zytokinproduktion nativ und nach HCV- spezifischer Stimulation -

HIV-Kontrollgruppe (n=19)
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HIV (n=19)

HIV/HCV (n=31)

CD14 Mittel% | Signifikanz | CD14 Mittel%  Signifika nz
(Standardfehler) (Standardfehler)

IL-18

Spontanexpression 26,88 (4,78) 29,32 (4,44)

Core 26,28 (4,95) 34,80 (4,38)

NS3 33,37 (4,93) b 37,64 (4,18) b

NS4 31,42 (4,87) b 32,14 (3,78)

NS5a 33,55 (4,88) b 38,91 (4,34) b

NS5b 35,58 (5,29) b 38,34 (4,44) b

LPS 50,43 (5,58) b 55,27 (5,10) b

IL-6

Spontanexpression 8,33 (2,60) 7,58 (2,10)

Core 6,97 (2,86) 9,73 (2,36)

NS3 10,57 (3,23) 9,16 (2,17)

NS4 14,58 (4,52) 8,88 (2,22)

NS5a 10,41 (3,36) 8,14 (2,03)

NS5b 9,86 (3,11) 8,56 (2,03)

LPS 22,87 (4,84) b 30,35 (3,89) b
IL-10

Spontanexpression 2,53 (0,91) 0,92 (0,39)

Core 1,33 (0,59) 2,49 (0,74) b

NS3 1,62 (0,67) 0,52 (0,24)

NS4 1,68 (0,78) 1,26 (0,52)

NS5a 0,72 (0,29) b 0,60 (0,25)

NS5b 1,39 (0,66) 0,93 (0,43)

LPS 4,21 (1,05) 8,49 (1,94) b
IL-12

Spontanexpression 2,58 (1,06) 1,23 (0,34)

Core 2,31 (0,69) 1,83 (0,46)

NS3 2,47 (0,89) 1,17 (0,40)

NS4 5,51 (2,61) a 1,23 (0,45) a

NS5a 3,05 (2,04) 0,89 (0,31)

NS5b 2,28 (0,93) 1,23 (0,47)

LPS 10,39 (2,96) b 9,79 (2,64) b
TNF-a

Spontanexpression 5,82 (2,66) 3,26 (1,00)

Core 7,71 (3,36) 4,71 (1,10)

NS3 7,88 (2,38) 3,61 (0,98)

NS4 6,29 (2,21) 3,91 (1,00)

NS5a 6,90 (2,16) 3,42 (0,90)

NS5b 7,29 (2,50) 3,27 (0,93)

LPS 12,38 (2,65) b 8,12 (1,37) b

a = p< 0,05 HIV-Positive vs. HIV/HCV-Positive (Mann-Whitney-U Test)

b = p< 0,05 stimulierte vs. spontane Zytokinexpression (Wilcoxon-Vorzeichen-RangTest)
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3.5 Zytokinproduktion nach HCV-spezifischer Stimuldion im Gruppenvergleich

Obwohl die Kontrollgruppe gegenuber der HIV/HCV-@pe ein &hnliches
Zytokinreaktionsmuster aufwies, lagen, bis auf f,-@lie absoluten Mittelwerte fur die
Zytokine 1L-10, IL-12 und TNFa bei den Monoinfizierten héher (Tab. 14). Betrathte
man die relative Abweichung (Stimulationsindex, ,S6.h. das Verhaltnis der
stimulierten Probe zur Pufferkontrolle, so konnezejgt werden, dass die Gruppe der
Koinfizierten nach Stimulation eine deutlich h6hépgpression fur IL-f , IL-6 und IL-

12 haben. Ein signifikanter Unterschied bestandCire bei IL-10.

Die Zytokin-1L-13-Produktion betrug in der HIV/HCV-Gruppe 32-388EM (+3-4%)
und war gegenuber der HIV-Gruppe unter Stimulatiom etwa 3-8% positive Zellen
vermehrt, jedoch bestand hierfur keine statistisSlgnifikanz (Abb.A). Die relative
Abweichung (Stimulations-Index) war bei den Koiigizen im Mittel SI 1,5-2,5 gréRer
als die der Monoinfizierten SI 1,0-2,5 (AlB).
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Unter Stimulation zeigte die HIV-Gruppe auf Nichtiturproteine eine vermehrte IL-
6 Reaktivitat: hierbei waren auf NS4 doppelt solevipositive Zellen mit 14,6%
(x4,5%) gegenuber der Koinfizierten mit 8,9%2(2%) zu beobachten. Nur bei Core
war die durchschnittliche Anzahl an IL-6-positiv@ellen bei den Koinfizierten mit
9,7% (2,4%) gegenuber der HIV-Gruppe mit 7%2(9%) erhoéht (AbbA). Trotz
geringerer Absolutwerte lagen im Durchschnitt 2 &igach héhere SI-Werte flr die
HIV/HCV-Gruppe als in der Kontrolle vor (SI 2,0-3y@rsus Sl 0,4-1,2) (AbIB).

72



IL-6 IL-6

IL-6 (%)

Nativ Core NS3 NS4 NS5a NS5b ' Core NS3 NS4 NS5a NS5b

Der zZytokinnachweis fur IL-10 fiel in beiden Grupp@ach Stimulation gering aus.
Ahnlich wie bei IL-6 ist auf Core eine fast doppslb hohe Reaktivitat bei den
Koinfizierten mit 2,4% £ 0,74%) versus 1,3%(0,59%) festzustellen: hierfur bestand
eine statistische Signifikanz (Wald-Wolfowitz-Runest). Die Absolutwerte bei
Stimulation mit Nicht-Strukturproteinen waren dagegin der Kontrollgruppe
gegenuber der Untersuchungsgruppe nur leichtgextight, d. h. der NS3-Wert betrug
in der HIV-Gruppe 1,62%# 0,67) und war demnach zur HIV/HCV-Gruppe mit 0,52%
(= 0,24%) dreifach erhoht (AbbA, B). Auffallig war hierbei eine relativ hohe
Spontanexpression in der Kontrollgruppe von 2,5860dass die relative Abweichung
(SI) fur die HIV-Gruppe sehr gering ausfiel (SI4@,B versus 0,1-3,0) (AbIR).
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Bei IL-12 wies die HIV-Gruppe im Durchschnitt eihéhere Absolutexpression von 2-
6% versus ca. 1% bei den Koinfizierten auf. Eim#ikanter Unterschied konnte fur
NS4 (x 0,05) nachgewiesen werden. Der Mittelwert fur idi&-Gruppe betrug 5,5%
(x 2,6) versus 1,2%t(0,45) fur HIV/HCV-Gruppe. Der Vergleich der SI-Wezeigte

in der Gruppe der Koinfizierten eine deutlich varkte Induktion von IL-12 gegenlber
der Pufferkontrolle. Die Werte fur die HIV/HCV-Grpe lagen hierbei Sl 4,0-5,0 versus
HIV-Gruppe Sl 0,1-0,3 (AbbA, B).
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Das zytokinprofil fur TNFe fiel bei den HIV-Infizierten deutlich starker auks
wurden auf Core, NS3, NS5a und NS5b doppelt se yiesitive Zellzahlen, ndmlich 6-
7% gegenuber 3-4% beobachtet, jedoch war der Whied nicht signifikant.
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Abb. 22: A Zytokininduktion nach antigener Stimulation im @penvergleich.
Balkendiagramm der Mittelwerte Standardfehler. Die Absolutexpression in der HIV-
Kontrollgruppe war fur IL-10, IL-12 und TNB- gegentber der HIV/HCV-Gruppe
erhoht.

B Mittlere relative Abweichung (St Standardfehler zur nativen Zytokinproduktion.
Eine deutlich starkere Zytokinexpression nach Swtan war in der Gruppe der
Koinfizierten fur IL-18, IL-6, IL-10 (Core) und IL-12 zu beobachten. Esignifikante
Abweichung bestand fir IL-10 nach Stimulation mir€ (p< 0,05).

Betrachtet man die relative Abweichung (Stimulasiodex, Sl) und davon die Anzahl
der Ereignisse in beiden Patientengruppen, die iigwauf mindestens eines der
verwendeten rekombinanten HCV-Proteine mit einegniBkanten Anstieg SE 3
(Quotient der Messprobe zur Pufferkontratl@ ) reagiert haben , so zeigte sich fur das
Zytokin IL-12 ein signifikanter Unterschied (Fishgrexakt< 0,05) (Tab. 15). 21,33%
der Patienten aus der Koinfizierten-Gruppe warenemem durchschnittlichen SI-Wert
von 10,24 £ 8,05) gegeniber 5,91% aus der Kontrollgruppe nealter betrug der Sl-
Mittelwert 2,1 ¢1,25).

Auch auf Core-Stimulus bestand hinsichtlich der #rzreaktiver Patienten in beiden
Gruppen eine statistische Signifikanz zugunstenkaenfizierten-Gruppe (= 0,001)
(Tab. 16). Dabei reagierten 25,88% der Koinfizieneit einem SI-Mittelwert von 6,15
(£3,99) gegeniuber 7,41 % der Patienten in der Kdgttglpe mit einem Sl von 1,72
(£0,94).

IL-113 IL-6 IL-10 IL-12 TNFa
HIV HIVIHCV  HIV HIVIHCV  HIV HIV/IHCV [ HIV HIV/IHCV| HIV HIVIHCV
Mittelwert (SI) 2,02 2,30 1,23 3,72 0,70 3,38 2,10 10,24 5,46 1,88
+ SEM 0,63 0,72 0,40 2,01 0,49 2,40 1,25 8,05 3,94 0,61
Anteil reaktiver Pat. 11/85 24/144 6/59 16/94 2/40 6/38 2/35 16/75 9/50 12/75
SI >3 (%) 12,94% 16,70% 10,16% 17,02% 5,00%  15,79% [5,91% 21,33% | 18,00% 16,00%

Tab. 15: Anteil reaktiver Patienten (&1 3) auf HCV-antigener Stimulation.
Signifikanter Unterschied fur IL-12 0,05).
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9.

core NS3 NS4 NS5b NS5a
HIV HIV/HCV HIV HIV/HCV HIV HIV/HCV HIV HIV/HCV HIV HIV/HCV
IL-1R8 Mittelwert (SI) 1,17 1,71 2,17 2,29 2,14 2,43 1,94 2,28 2,70 2,80
SEM 0,35 0,31 0,54 0,71 0,60 0,98 0,64 0,60 1,00 0,99
Anteil reaktiver Pat. 1/17 7128 3/17 5/29 3/17 3/29 2/17 5/29 2/17 4/29
SI >3 (% 5,90% 25,00% 17,60% 17,20% 17,60% 10,30% 11,80% 17,20% 11,80% 13,80%
IL-6 Mittelwert (SI) 0,70 3,90 1,24 511 1,88 3,03 1,24 3,26 1,07 3,31
SEM 0,24 1,59 0,35 2,44 0,66 1,75 0,43 1,95 0,32 2,32
Anteil reaktiver Pat. 0/12 5/19 1/12 4/18 3/12 3/19 1/12 2/19 1/12 2/19
S1>3 (%) 0,00% 26,30% 8,30% 22,20% 25,00% 15,80% 8,30% 10,50% 8,30% 10,50%
IL-10 Mittelwert (SI) 0,36 11,32 0,40 2,10 0,88 2,01 1,70 0,48 0,17 0,99
SEM 0,27 8,10 0,33 1,83 0,54 1,10 1,25 0,26 0,08 0,71
Anteil reaktiver Pat. 0/8 2/8 0/8 1/6 1/8 2/8 1/8 0/8 0/8 1/8
S1>3 (% 0,00% 25,00% 0,00% 16,70% 12,50% 25,00% 12,50% 0,00% 0,00% 12,50%
IL-12 Mittelwert (SI) 0,67 11,12 0,65 11,01 1,28 10,41 7,22 10,35 0,70 8,32
SEM 0,14 9,10 0,14 9,54 0,52 8,07 5,16 7,51 0,31 6,01
Anteil reaktiver Pat. 0/7 5/15 0/7 2/15 217 3/15 o7 3/15 o/7 3/15
SI >3 (% 0,00% 33,30% 0,00% 13,30% 28,60% 20,00% 0,00% 20,00% 0,00% 20,00%
TNFa Mittelwert (SI) 5,70 2,68 2,17 1,64 1,22 1,60 6,31 1,55 11,87 1,92
SEM 3,70 0,84 0,87 0,50 0,24 0,51 4,70 0,45 10,19 0,74
Anteil reaktiver Pat. 3/10 3/15 2/10 2/15 0/10 2/15 2/10 3/15 2/10 2/15
SI >3 (% 30,00% 20,00% 20,00% 13,30% 0,00% 13,30% 20,00% 20,00% 20,00% 13,30%
Mittelwert (SI) 1,72 6,15 1,33 4,43 1,48 3,90 3,68 3,58 3,30 3,47
SEM 0,94 3,99 0,45 3,00 0,51 2,48 2,44 2,15 2,38 2,15
Anteil reaktiver Pat. 4/54 22/85 6/54 14/83 9/53 13/86 6/5 4 13/86 5/54 12/86
S1>3 (%) 7,41% 25,88% 11,11% 16,87% 16,98% 15,12% 11,11% 15,12% 9,26% 13,95%

Tab. 16: Ubersicht tiber die absolute und relative Haufigkeitktiver Patienten (SB) fir die Zytokine IL-B, IL-6, IL-10, IL-12
und TNFe nach Stimulation mit rekombinanten HCV-Proteinem Gruppenvergleich. Die Q\ttelwerte und Standardfehl
(SEM) beziehen auch SI-Werte < 3 mit ein. Die Sumatier reaktiven Patienten auf HCV-Proteine ist umteren Kéastodn
dargestellt. Bei core kam es in der Koinfiziertenygpe zu hdéheren SI-Werten von IL-6 (MW-p<0,02) dbdl0 (MW-p<0,05).
Die Frequenz reaktiver Patienten auf Core zeigte siatistische Signifikanz (Fisher p<0,001).
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Abb. 23: Haufigkeit reaktiver Patienten (SI1>3) auf HCV-gethe Stimulation.

Signifikanter Unterschied besteht fur Core.
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Abb. 24: Haufigkeit reaktiver Patienten (S1>3) mit vermehrZytokinproduktion nach
HCV-antigener Stimulation. Signifikante IL-12 Resplerhaufigkeit bei der HIV/HCV-
Gruppe gegentuber der Kontrollgruppe.
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Hégfigkeit (0/8)

3.6 Einfluss der HIV-Therapieart auf die Monokinexpression

Eine wichtige Einflussgrof3e auf die Immunantwont B®nozyten ist die Art der HIV-
Therapie. 8 Patienten (25,8%) der HIV/HCV-Patiented 7 Patienten (36,8%) in der
Kontrollgruppe erhielten eine hochwirksame antoenale Therapie (HAART).

Im Folgenden konnte gezeigt werden, dass die Freqder reaktiven Patienten unter
den Patienten, die keine HAART-Therapie zuvor éitme deutlich hoher lag (Abb.
25). Nur bei Core waren sowohl in der HIV/HCV- alsch in der Kontrollgruppe bis zu
35% der HAART-behandelten Patienten gegeniber &0 der Patienten ohne
HAART-Therapie starker reaktiv.

Hinsichtlich der Monokinproduktion zeigte die HIMZYW-Gruppe eine geringere
Responderhaufigkeit von 5% fir IL-12 und TNBei HAART+, demgegeniber lag die
Haufigkeit bei HAART- bei 25%. Eine Ausnahme lag He10 mit 40% HAART+
versus 12% HAART- vor. Die Haufigkeit von IL31und IL-6-Expression lag sowohl
bei HAART+ als auch bei HAART- bei 15%.

Auffallig war die hohere TNF: Responderhaufigkeit bei der HIV-Gruppe nach
HAART.
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Abb. 25: Absolute und relative Haufigkeit reaktiver Patemtgetrennt nach Gruppe
und HIV-Therapieart. Patienten mit HAART-TherapielAART+) reagieren mit

Ausnahme von Core weniger haufig und zeigen einmivnelerte Zytokinproduktion.

Betrachtet man die Haufigkeit aller reaktiven R#tea beider Gruppen in Bezug auf
eine erhaltene bzw. keine HAART-Therapie, so zedjee Gruppe ohne HAART auf
NS3 (Fisher p<0,03) und NS5b (p<0,01) eine erh@tgsponderhaufigkeit von 20%
gegenuber 3-8% in der Gruppe mit HAART-Therapies éeiteren waren bei 20% der
nicht mit HAART behandelten Patienten eine sigmifik erhdhte IL-B-Produktion

gegenuber 8% bei HAART-Patienten reaktiv (p<0,@3tdtellbar (Tab. 17 und Abb.
26).
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22/65 37/162 5/65 32/158 6/65 30/164 2/65 32/164 5/65 27/164
33,50% 22,40% 7,70% 20,20% 9,20% 18,30% 3,10% 19,50% 7,70% 16,50%
IL-1R3 IL-6 IL-10 IL-12 TNFa

HAART+ HAART- HAART+ HAART- HAART+ HAART- HAART+ HAART- HAA RT+ HAART-

HIV/HCV

Anteil reaktiver Pat. 5/35 19/109 6/30 10/64 2/5 4/34 1/20 15/55 1/30 11/45

SI>3 (%) 14,30% 17,40% 20,00% 15,60% 40,00% 11,80% 5,00% 27,30% 3,30% 24,40%

HIV

Anteil reaktiver Pat.

SI>3 (%

0/25 16/60
0,00% 26,70%

5/60 35/169
8,30% 20,70%

0/20 6/40
0,00% 15,00%

6/50 16/104
12,00% 15,40%

0/15 2/25
0,00% 8,00%
220 6/59

10,00% 10,20%

0/5 2/30
0,00% 6,70%
1/25 17/85

4,00% 20,00%

6/15 3/35
40,00% 8,60%

7145 14/80
15,50% 17,50%

Tab. 17: Betrachtet man die Haufigkeit aller reaktiven R#ge beider Gruppen in Bezug auf eine erhaltene keme
HAART-Therapie, so zetg die Gruppe ohne HAART auf NS3 (Fisher p<0,03y iS5b (p<0,01) eine erhdof
Responderhaufigkeit von 20% gegentiber 3-8% in dape mit HAARTTherapie. Des Weiteren waren bei 20%

nicht mit HAART behandelten Patienten eine sigm@ifikerhdhte IL-B-Produktion gegeniber 8% bei HAARatienter

reaktiv (p<0,03) feststellbar.
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4. Diskussion

Die Effizienz der antiviralen Immunantwort bei \ea Infektionen wird im

Wesentlichen durch CD4-positive T-Helfer-Lymphozytaund deren sezernierte
Zytokine bestimmt. Hierbei wird zwischen einem THEN-y, TNF-a, IL-2) und einem

TH2-Sekretionsmuster  (IL-4, 1L-10, IL-13) untersetien. Einen gunstigen
Krankheitsverlauf der HCV-Infektion wird dabei demellularen TH1-vermittelten
Zytokinmuster zugeschrieben.

Bei der Infektabwehr kommt den aktivierten Blutmayien eine wichtige Rolle zu, da
diese Aufgaben in der Antigenerkennung, -prozegsger und -préasentierung
wahrnehmen. Zudem haben Blutmonzyten durch ihre dWimisekretion

immunmodulatorische Funktionen. IL-12 ist hierbein ewichtiges Zytokin der

Monozyten (Monokin), welches die TH1-Lymphozytemeli€nzierung beeinflusst,
wahrend IL-4, IL-6 und IL-10 die Typ 2-Immunantwantuzieren.

Da bei einer HIV/HCV-Koinfektion auch das Monozytiglakrophagensystem von dem
HI-Virus infiziert wird, liegt hierin moglicherwees die Ursache fir eine Monozyten-
Dysfunktion mit verandertem Zytokin-Sekretionsmustad konsekutiv veranderter T-
Zellinteraktion. Dies konnte ein Grund fur den selleren Krankheitsverlauf der HCV

bei HIV-Koinfektion sein.

In dieser Dissertation wurde deshalb die HCV-amispezifische Induktion von IL&L
IL-6, IL-10, IL-12 und TNFe bei peripheren Blutmonozyten untersucht.

4.1 Native Zytokinproduktion von Monozyten im peripheren Blut bei HIV/HCV-
Koinfektion und bei HIV-Monoinfektion

Im ersten Teil der Dissertation wurde die spontd@nokinexpression untersucht.
Hierbei wurde analysiert, ob eine Patientengruppeid ein bestimmtes Zytokinprofil

charakterisiert wird, das den Krankheitsverlaufibfgsst.
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Die in vitro durchgefiihrten Untersuchungen an gesipn mononukleéren Blutzellen
zeigen keine signifikanten Unterschiede in der sgoen Monokinproduktion in beiden
Untersuchungsgruppen.

Auffallig ist die vermehrte Spontanexpression fig dytokine IL-10, IL-12 und TNF
bei den HIV-Infizierten, wahrend die Spontanakétn von IL-B und IL-6 auf einem
hoheren Niveau in beiden Gruppen vergleichbar siDteses deutet auf einen
voraktivierten in vivo-Zustand der Monozyten hinurd anderen zeigt es die
Hyporeagibilitat der Monozyten mit einem schlechfBA1-Sekretionsmuster in der
HIV/HCV-Gruppe an.

Auch Bocchino et al. (2001) konnte bei ihre Monakitersuchung an HIV-Infizierten
eine verstarkte Spontanaktivitat fur IL-12 und T Feststellen. Sie konnte sogar eine
positive Korrelation fiir die Cosynthese von IL-I&duTNF-a beobachten. Lathey et al.
(1994) zeigte bei seinen Monokinbestimmungen msitt?lT-PCR, dass erhdhte
Spontanexpressionen fiur IL-18 und THNF-vor allem bei asymptomatischer HIV,
vorliegen. Die Ergebnisse der Untersuchungen desfaS¥&ers bestatigen diese
Beobachtung.

Dennoch bleibt der Einfluss der HIV-Infektion auie dTNF-a-Induktion unklar. In
einigen Arbeiten wurde eine verminderte TNFsynthese bei HIV-Positiven (Ullum et
al. 1997) und in Anderen eine verstarkte Spontamesgion von PBMC bei Patienten
mit fortgeschrittenem AIDS (Wright et al., 1988)zgegt. Sicher ist, dass TNireine
entscheidende Rolle in der HIV-Pathogenese spdtefta et al. 2000; Aukrust et al.
1999).

Diese Daten stehen nicht in Einklang mit den erhebheBefunden von Amaraa et al.
(2002), die bei chronischen HCV Patienten signiftkdndhere IL-10 und IL-12

Aktivitdten feststellen konnten. Die Ursache fie dinterschiedlichen Ergebnisse
konnten auf die unterschiedliche Auswahl der Untehsngsgruppe und die
unterschiedliche Methodik zurtickzufiihren sein. Wmsib ist zu bertcksichtigen, dass
Amaraa et al. bei ihrer Untersuchung die SpontamkiorExpression bei chronischer
HCV-Monoinfektion mit einer asymptomatischen bzwesgnden Kontrollgruppe

verglichen haben. Zum anderen ging es bei Amaraa. etm die Untersuchung von
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CD14+/CD80+-peripheren Monozyten unter einer lreter-Therapie in Kombination
mit Ribavirin. Eine Koinfektion mit einem HIV-Virusrerursacht eine Reihe von
intrazellularen Veranderungen in den Monozyten, nien Beispiel eine erleichterte
HCV-Aufnahme in Monozyten/Makrophagen und konsekeine Zunahme der HCV-
Replikation, welche zu einer veranderten Zytokinikitbn fihren konnen (Laskus et al.
2004; Radkowski et al. 2004).

Auch zur Synthese von IL-10 bei HIV-positiven Paten gibt es in der Literatur
divergierende Ergebnisse. Sein negativer kontigpllicgiver Effekt auf die IL-12-

Synthese bei CD64-Monozyten/Makrophagen scheimicie@rhalten zu sein (Bocchino
et al. 2001). In einigen Arbeiten wird kein reletemEinfluss des HIV-1 auf die IL-10-

Monokinproduktion beschrieben (Bergamini et al. 899

Die niedrige Spontanaktivitat in der HIV/HCV-Grupp@nnte aullerdem auf eine
verschlechterte Immunlage bei fortgeschrittenergfssion der Immunschwéache/
Immunsuppression hinweisen, denn die HIV/HCV-Grupgigt eine signifikant langere
HIV-Infektionsdauer, einen verminderten Monozytaednund einen verminderten
CD4-Anteil. Die HIV-Viruslast in der Koinfiziertengppe ist ebenfalls deutlich erhdht.
Dieses konnte Thomas et al. (1996) in einer groGeamppe von uber 2900 i.v.-
Drogenabhéangigen zeigen. Hedge et al. (2001) bebcbei HIV und AIDS einen

Zustand der ,Anergie” fur TH1-Helfer-Zellen mit nezierter Lymphokin-Produktion

durch Bindung des HI-Virus an das CD4-Membranmdlekdwie an Chemokin-

Rezeptoren. Denkbar ware dieser Einfluss auch lweiddyten, da auch sie Uber CD4-

Rezeptoren verfugen.

4.2 Zytokinproduktion unstimuliert und nach HCV-spezifischer Stimulation

Im zweiten Teil der Dissertation wurde die Monoxnyfentwort der beiden
Patientengruppen auf eine HCV-antigenspezifiscimau$tion in vitro analysiert.

Nach HCV-antigenspezifischer Stimulation war bem d@infizierten ein signifikanter
Anstieg bei IL-B besonders auf Nicht-Struktur-HCV-Antigene NS3,58%ind NS5b
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und bei IL-10 auf Core zu beobachten. IL-6, IL-1AduTNF-a zeigten keinen
signifikanten Anstieg auf die antigene Stimulation.
Der in vitro geringerer Zuwachs positiver Zellendar HIV/HCV-Gruppekdnnte als

Folge einer viralen ,Voraktivierung® durch in viv&xposition betrachtet werden.
Monozyten kénnten aufgrund einer vorbestehendergé@nstimulation gegentber einer
in vitro Re-Stimulation hyporesponsiv reagieren rfKat al. 1998; Kawabe und Ochi
1990; Rellahan et al. 1990). Denkbar ware auchs dasdurch eine antigenspezifische
in vitro Stimulation zu einer ,Uberaktivierung® mikonsekutivem Zelltod durch
Apoptose kommt. Dies ist jedoch spekulativ, da iahRRen dieser Dissertation keine

Apoptoseprozesse untersucht wurden.

Der signifikante Anstieg von IL-10 auf Core ist eneiterer Hinweis fur eine TH2-
gerichtete Immunantwort mit der Folge einer schie@n viralen Immunabwehr. Auch
Schols und De Clercq 1996 beschreiben eine HIV-gpdQuzierte IL-10-Produktion in
der Makrophagen/Monozyten-Population, welche sBhtl zu einer verminderten
Proliferation der CD4-abhangigen Zellantwort fihr{,gp1l20 induzierte
Immunsuppression®). IL-10 hemmt die antivirale Adit, indem es die T-Zell-
Proliferation und die Synthese der Typl-Zytokinéendriickt (De Waal Malefyt et al.
1991). Dies konnte dazu fuhren, dass bei Patientgénchronischer HCV bzw. mit
zusatzlicher Immunsuppression bei Koinfektion esffektive Immunantwort gegen das
Hepatitis C-Virus ausbleibt (Osna et al., 1997).

In der HIV-Kontrollgruppekam es nach Stimulation zu einer signifikant veeirten

IL-10-Induktion auf NS5a und zu einem signifikan#nstieg der IL-B-Induktion auf
NS3, NS4, NS5a und NS5b. Sonst waren keine sigmifén Anderungen fur IL-6, IL-
12 und TNFe zu beobachten.

Die signifikante IL-PB-Induktion in der HIV-Gruppe scheint ein HIV-spagdher
Effekt zu sein. Untersuchungen konnten insoweiga®i dass selbst das HIV-1 gp120
und sein Vorlauferprotein gp160 an Lymphozyten andMonozyten eine Induktion der
Zytokine IL-1B3, IL-6, IL-8 und IL-10 bewirken (Capobianchi 199@benfalls zeigten
die durchflusszytometrischen Untersuchungen vomwdtst et al. (1997) eine erhdhte

intrazellulare Produktion von ILel IL-13 und TNFea gegenuber einer gesunden
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Kontrollgruppe. In  einigen  Arbeiten wurde eine Ci#/CD16high-
Monozytensubgruppe fiur diese hohe Produktion miterei méglichen Immun-

dysfunktion im Rahmen der HIV-Infektion vermuteh{@blemont et al. 1995)

Wie auch bei der Spontanexpression zeigt sich m@odr HCV-antigenspezifischen
Stimulation, bis auf IL-B, keine signifikanten Unterschiede in beiden Grupfig die
Zytokine IL-10, IL-12 und TNFRa, wobei eine starkere Reaktion bei den
Monoinfizierten zu finden ist.

Dieses Phanomen kdnnte, wie oben beschriebeny isctiechteren Immunabwehrlage
der Koinfizierten liegen, denn die HIV/HCV-Gruppeigt eine signifikant [angere HIV-
Infektionsdauer, einen verminderten Monozytenanteitl einen verminderten CD4-

Anteil. Die HIV-Viruslast in der Koinfizierten-Gryye ist ebenfalls deutlich erhdht.

Eine andere Ursache kdnnte darin liegen, dasschsbsi den HIV-Patienten um eine
Risikogruppe handelt, bei der méglicherweise haufigHCV-Kontakte* durch den
gemeinsamen Weg der Ubertragung, GeschlechtsvemkieCV-Infizierten oder i.v.-
Drogen-Missbrauch zustande kommt. Es ist zu bedendass es im Laufe der HIV-
Infektion durch einen fortschreitenden Immundefekt einem Verlust der HCV-
Antikdrper kommen kann, so dass eine Koinfektion dwrch Bestimmung der HCV-
RNA erkannt werden kann. Man nimmt an, dass daddrehPravalenz einer HCV-
Infektion bei HIV-positiven Patienten in ca. 4% mierkannt wird (Bonacini et al. 1999
und 2001). Eine HCV-Serokonversion wird 2,5-5-f&éufiger bei HIV-Infizierten als
bei HIV-negativen Patienten beobachtet (Chamok di980; Ragni et al. 1993).

4.3 Zytokinproduktion nach HCV-spezifischer Stimuldion im Gruppenvergleich

Ein Vergleich der absoluten Mittelwerte der beid&mippen zeigt, aul3er fur ILB1 bei
den Koinfizierten eine insgesamt niedrige anti@rbdonozyten-Aktivitat fur IL-6, IL-
10, IL-12 und TNFa gegenuber HCV-spezifischen Antigene.

Nur auf Core liegen héhere Monokininduktionen fivl3, IL-6 und IL-10 (p<0,05) fur
die HIV/HCV-Gruppe vor. Die Anzahl reaktiver Patien zeigt eine statistische

Signifikanz zugunsten der Koinfizierten-Gruppe<(p,001) (Tab. 16). Dabei reagierten
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25,88% der Koinfizierten mit einem SI-Mittelwertw@®,15 ¢3,99) gegeniber 7,41 %
der Patienten in der Kontrollgruppe mit einem Sh\g72 ¢0,94). Wie in Vorarbeiten
festgestellt, gehort das Core-Protein zu den immenen HCV-Proteinen (Sippel et al.
2000). Trotz allem scheint eine effektive zelluldaremunantwort zur Kontrolle des
Hepatitis C-Virus gegen das Core-Protein alleimnhausreichend zu sein.
Nicht-Strukturproteine erweisen sich als schle@heamtigene Stimuli bei Patienten mit

Koinfektion.

Insgesamt deuten die vom Verfasser gefundenen Rieauf hin, dass Patienten mit
Doppelinfektion auf die Aktivierung mit rekombinamt Core-HCV-Proteinen als
spezifische Antigene haufiger mit einer Typ 2-atiméin Zytokinantwort reagieren (IL-
6; IL-10 p<0,05). Der IL-B Anstieg scheint dagegen eine unspezifische moaozyt
Antwort auf die HCV-spezifische Stimulation zu seida auch die HIV-Gruppe
signifikant reagiert.

Uber eine vermehrte Produktion von IL-10 im perigme Blut bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C wurde auch von anderen mieatderichtet (Cacciarelli et al.
1996; Fan et al. 1998; Reiser et al. 1997). Im @Gsgz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit berichten Woitas et al. (198Bihren Untersuchungen nach Core-
spezifischer Stimulation von einer Zunahme des TgpZytokinprofils bei
asymptomatischen HIV/HCV-Infizierten, welche sichurch ein verandertes
Zytokinprofil in der CD30-Subpopulation kennzeichn@L-4, IL-10, INF-gamma).
CD30 wird dabei als ein Typ 2-Zytokin-Marker propag (Del Prete et al. 1995;
Romagnani et al. 1995). Allerdings wurden diese chilusszytometrischen
Untersuchungen an peripheren Lymphozyten und bgnpi®matischen HIV/HCV-

Koinfizierten durchgefinhrt.

Die Spontanexprimierung von IL-6 ist in beiden Gveap vergleichbar. Auch nach der
HCV-antigenspezifischen Stimulation gibt es keimgmisikanten Unterschiede fir beide
Gruppen. Nur auf Core-Protein kommt es bei den #aoerten zu einer hdheren
Reaktion. Insgesamt lasst sich eine haufigere maace IL-6-Expansion bei allen
HCV-Antigenen zugunsten der HCV/HIV-Gruppe feststel IL-6 gilt als ein
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multifunktionales Zytokin, dessen Hauptwirkung d&-Zell-Differenzierung mit
konsekutiver 1IgG-Produktion ist.

In friheren Arbeiten von Birx et al. (1990) konnteei der HIV-Erkrankung
stadienabhéangig, in Monozytkulturen hohe IL-6 Sespiegel sowie IgG feststellt
werden. Auch Chemimi et al. (1994) zeigte eine faehe IL-6-Induktion bei PBMC

nach Stimulation mit S. aureus.

Auffallig ist auBerdem der geringere Absolutanpaskitiver Zellen fir IL-12 und TNF-
a nach Stimulation. Bei Betrachtung der relativenwgithung (Verhéltnis von
stimulierter Probe zur Spontanaktivitat) zeigenod die Koinfizierten nach HCV-
antigener Stimulation héhere Stimulationsindicaspesondere fir IL-6 und IL-12. Es
kommt zu einer deutlichen IL-12-Expansion gegenidleerSpontan-IL-12-Expression.
Betrachtet man die relative Abweichung (Stimulasiodex, Sl), und davon die Anzahl
der Ereignisse in beiden Patientengruppen, die iigwauf mindestens eines der
verwendeten rekombinanten HCV-Proteine mit einggnikanten Anstieg von St 3
(Quotient der Messprobe zur Pufferkontrale ) reagiert haben, so zeigt sich fur das
Zytokin IL-12 ein signifikanter Unterschied (Fishgrexakt< 0,05) (Abb. 24). 21,33%
der Patienten aus der Koinfizierten-Gruppe warenemem durchschnittlichen SI-Wert
von 10,24 £ 8,05) gegeniber 5,91% aus der Kontrollgruppe nealter betrug der Sl-
Mittelwert 2,1 ¢1,25).

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass zum einen gpontane IL-12-
Monikinexpression unter einer HIV-Infektion mit Immsuppression stark negativ
beeinflusst wird (HIV: 2,58% versus HIV/HCV: 1,23%{ler dass zum anderen eine
spezifische antivirale IL-12 Expansion vorliegt.

Die Aussage ist allerdings angesichts von fehlendglenaturdaten nicht verifizierbar.

4.4 Einfluss der HIV-Therapieart auf die Monokinexpression

In der Dissertation konnte aufgezeigt werden, dasslaufigkeit reaktiver Patienten fur
beide Untersuchungsgruppen, die keine HAART-Therapivor erhielten, deutlich
hoher lagen (Abb. 25). Nur bei Core waren sowohtlén HIV/HCV- als auch in der
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Kontrollgruppe bis zu 35% der HAART-behandelteniétdaen gegentber etwa 20% der
Patienten ohne HAART-Therapie starker reaktiv genes

Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass eb éime HAART —Therapie zu einer
verringerten bzw. supprimierten Monokin-Expressidei Monozyten kommit.
Allerdings deuten diese Daten noch einmal auf die gmmunogentitat von Core hin.
In der Literatur gibt es zu Zeit wenige Untersudlpem zu Monokinen bei HIV/HCV-
Koinfektion unter HAART, so dass eine Einordnungr dgefundenen Ergebnisse
schwierig erscheint.

Ob die Einfuhrung der HAART einen signifikanten #iiss auf den Verlauf der
Hepatitis C hat, kann zu Zeit noch nicht abschiel3geklart werden. Nach den
bisherigen Untersuchungen wird die Entwicklung desberversagens unter einer
erfolgreichen HAART-Therapie hinausgezogert. Allegs gibt es auch Hinweise
daflr, dass durch eine Immunrekonstitution mit Aagstzon CD4-Zellen und Abfall der
HIV-Viruslast eine verbesserte Immunlage entstelglche zu einer verstarkten
entziindlichen Aktivitat und folglich zu einer Pregsion der Hepatitis C fuhrt. Ein
solcher Effekt wird zumindest temporar nach Einleg von HAART beobachtet. Eine
erhohte Lebertoxizitat mit Anstieg von GPT wird igwnach einem Helferzellanstieg
auf eine verbesserte Immunantwort zurtickgefuhrt.

Im Rahmen einer Immunrekonstitution kann es abeh au einer Immundysregulation
mit konsekutiver Erkrankung kommen. Diese Erkramam werden als sog. IRD

(immune restoration diseases) bezeichnet.

Hinsichtlich der Monokinproduktion zeigt die HIV/HEGruppe eine geringere
Responderhaufigkeit von 5% fur IL-12 und TNMsei HAART+; demgegenuber liegt
die Haufigkeit bei HAART- bei 25%. Eine Ausnahmedi bei IL-10 mit 40%
HAART+ versus 12% HAART- vor. Fur ILfA und IL-6 reagieren sowohl die
HAART+ als auch die HAART- in 15%.

Die HIV-Gruppe weist nach HAART eine insgesamt héh& NF-a-Responder-

haufigkeit auf. Diese Daten stehen im Einklang deit Zytokinuntersuchungen einiger

Autoren, die eine Abnahme von CD4-T-produzierendéwF-o und IL-4-Zellen
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beobachten (Aukrust et al. 1999; Lew et al. 20@tylianou et al. (1999) beobachtet
ebenfalls eine Abnahme der hochregulierten Zytokin@0 und TNFe, welche vor
allem AIDS Patienten aufweisen. Es kommt jedochkeine Normalisierung des
Zytokinlevels. Auflerdem wird durch HAART die sog.DTtow/CD16high-
Monozytensubgruppe (ILel IL-13 und TNFe) signifikant supprimiert (Amirayan-
Chevillard et al. 2000). Diese Daten deuten aukriteeinflussenden Faktor der

HAART-Therapie auf die Monozytenaktivierung hin.

Auch bei Untersuchungen des Verfasser lasst siok Abnahme der Reaktivitdt nach
HCV-antigenspezifischer Stimulation durch HAART enken. Die Daten zeigen, dass
bei Koinfizierten unter einer HAART-Therapie die $penderhaufigkeit fur die TH1-
Zykokine (IL-12 und TNFa) abnimmt dagegen scheint unter HAART eine IL-10-
Rekonstitution abzulaufen. Dieses Ungleichgewichgunsten einer TH2-ahnlichen
Immunantwort ist moéglicherweise der Grund fur amsuffiziente Viruselimination und

somit verantwortlich fur eine schnellere Leberamgbentwicklung trotz HAART.
Die Ergebnisse dieser Dissertation sind an eineaind&h Kollektiv erhoben und

bedirfen weiterer Studien zur Klarung des komplexemunologischen Zusammen-
spiels bei Hepatitis C und HIV-Infektion.
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5. Zusammenfassung

Eine Hepatitis C-Virus Infektion bei gleichzeitigétlV-Erkrankung fihrt zu einem

rascheren Krankheitsverlauf der chronischen Lekmaekung, welche zu einer
Leberzirrhose und schliel3lich zu einem Auftretenesi hepatozellularen Karzinoms
fuhrt.

Die Pathogenese der HCV-Infektion im Rahmen eir@ntektion mit dem HI-Virus ist

komplex, da bislang noch unzureichend geklarte Imaffekte mit veréandertem
Interleukin-, Zytokin-, Monokinmuster und Zellinetionen ablaufen. Diese
verschlechtern eine Virus-Elimination und begurestigine Viruspersistenz.

Sicher ist aber, dass eine effiziente Kontrolle 8@musinfektion von zahlreichen

Immunabwehrzellen und von einer effektiven antieina Therapie (PEG-

Interferon/Ribavirin bzw. HAART) abhangt. Neben degulatorischen Funktion der T-
Helfer-Zellen kommt den Monozyten eine wichtige IRah der Immunabwehr zu.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der Dissertatienwittspezifische Monozyten-
Zellantwort in vitro vergleichend an zwei Gruppemtarsucht: Zum einen an Patienten
mit einer HCV/HIV-Koinfektion und zum anderen antiPaten mit einer HIV-
Monoinfektion. Bei den Untersuchungen wurde die @{Monozyten-Population
untersucht. Die intrazytoplasmatische Expression 613, IL-6, IL-10-IL-12 und
TNF-a wurde im nativen Zustand und nach Stimulation aen rekombinanten HCV-
Proteinen Core, NS3, NS4, NS5a und NS5b mit Hilfer dDreifarben-

Durchflusszytometrie auf Einzelzellniveau analysier

Im ersten Teil der Dissertation wurde die nativendkinexpression in der HCV/HIV-
und in der HIV-Gruppe untersucht. Gleichzeitig weirdnalysiert, ob beide Gruppen
durch ein bestimmtes Zytokinprofil charakterisieverden, das den Verlauf der
Erkrankung beeinflusst. Die in vitro-Untersuchungerigen keine signifikanten
Unterschiede in der Spontanexpression, aber dakidtrofil in der HIV/HCV-Gruppe
zeigt indes gegenuber der HIV-Gruppe eine Hypole#git mit schlechterem TH1-

Sekretionsmuster.
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Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde die Moyten-Zell-Antwort der beiden
Gruppen auf eine HCV-spezifische Stimulation imoridnalysiert. Es wurde der Frage
nachgegangen, ob die antigenspezifische Stimulation Monozyten zu einer
unterschiedlichen antigenspezifischen ImmunantwWoH1/TH2) fuhrt und somit zu
einer verbesserten Viruselimination bzw. Viruspsesiz der Hepatitis C-Infektion
fuhrt. Die Ergebnisse zeigen in der HIV/HCV-Gruppeinen signifikanten
unspezifischen ILf nach NS3, NS5a und NS5b-Stimulation und einenifgignten
IL-10-Anstieg nach Core-Stimulation. Dieses ist @niterer Hinweis fur eine TH2-
gerichtete Immunantwort mit der Folge einer schie@m Immunabwehr. Hingegen
zeigt sich in der HIV-Gruppe eine signifikante Abnze fir IL-10 nach NS5a sowie
signifikante IL-12-Zunahme nach NS4.

Als besonders immunogen konnte das HCV-Protein Qaeatifiziert werden. Trotz
allem scheint eine effektive zellulare Antwort Hontrolle des Hepatitis C-Virus nicht

ausreichend zu sein.

Bei niedrig spontaner IL-12-Monokinexpression kaach antigener Stimulation in der
Koinfizierten-Gruppe eine signifikante Respondeflgkeit gegentber der HIV-Gruppe
festgestellt werden. Dieses lasst die Vermutunglaas die IL-12-Expression bei HCV
unter einer HIV-Infektion stark negativ beeinflusstd.

Die im Rahmen dieser Dissertation gefundenen Eligebrbetatigen die Bedeutung
einer TH1-dominierenden Immunantwort fiir eine effek HCV-Elimination. Eine
.Monozyten-Dysfunktion* in Form eines TH2-Shiftshant hierbei eine entscheidende
Rolle zu spielen, denn dadurch bleibt eine effitaeMktivierung von T-Lymphozyten,

die TH1-ahnliche Zytokine produzieren, aus.
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