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Zusammenfassung "

Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus (HCV) persistiert unbehandelt in der Mehrheit der mit akuter Hepatitis C
infizierten Patienten. Der Minderheit der HCV Patienten ist es moglich, die Infektion spontan
auszuheilen. Immunologische Studien haben gezeigt, dass eine breite und langanhaltende HCV-
spezifische CD4+ T-Zellantwort essenziell fur die Kontrolle einer HCV Infektion ist. Dagegen
verlieren T-Zellen in der chronisch verlaufenden HCV Infektion zunehmend ihre Funktionalitét. Die
Hochregulation verschiedener koinhibitorischer Rezeptoren ist dabei ein kritischer Schritt bei der
Entwicklung der T-Zelldysfunktion. Eine besondere Rolle bei der T-Zellregulation konnte in der
Vergangenheit fur die koinhibitorischen Rezeptoren TIGIT (engl. T-cell immunoreceptor with Ig
and ITIM domains) und PD-1 (engl. Programmed cell death-1) bei chronischen Virusinfektionen
und Krebserkrankungen gezeigt werden. Beide Molekile werden in hohem MalRe auf anti-viralen
und anti-Tumor-spezifischen T-Zellen exprimiert und erste klinische Studien in der Krebstherapie
konnten durch eine gezielte Blockade wieder eine Erholung der T-Zellantwort erreichen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden HCV-spezifische CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter,
chronischer und spontan ausgeheilter HCV Infektion mit Hilfe einer ex vivo MHC-Klasse Il
Tetrameranalyse hinsichtlich ihrer TIGIT, PD-1, BTLA (engl. B- and T-lymphocyte attenuator),
Tim-3 (engl. T cell immunoglobulin domain and mucin domain-3) Oberflachenexpression, als auch
ihrer OX40 (TNFRSF4; engl. Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4) und CD226
(DNAM-1; engl. DNAX accessory molecule-1) Expression untersucht. Als wichtiges Ergebnis
dieser Arbeit konnte eine deutliche parallel erhdhte Expression von TIGIT+ und PD-1+ auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen wahrend der akuten und chronischen HCV Infektion verglichen zu
Patienten mit spontan ausgeheilter HCV Infektion nachgewiesen werden. Interessanterweise
wurde auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit chronischer HCV Infektion auch
eine verminderte Expression von TIGIT s komplementéren Rezeptor CD226 detektiert. Diese
Reduktion der CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen entwickelte sich bei
Patienten mit einem chronifizierenden Verlauf bereits frih wahrend der akuten HCV Infektion.
HCV-spezifische CD4+ T-Zellen von akut und chronisch infizierten Patienten zeichneten sich
insbesondere durch eine hohe Expression von TIGIT+, PD-1+, BTLA+, Tim-3- aus. Im Gegensatz
dazu konnte auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen die Hochregulation von TIGIT nur in Patienten
mit chronischer HCV Infektion detektiert werden. Diese Ergebnisse einer umfassenden
phanotypischen durchflusszytometrischen Oberflaichenanalyse identifizieren TIGIT zusammen

mit PD-1 als potenziellen neuen Marker fur dysfunktionale HCV-spezifische CD4+ T-Zellen.



Abstract v

Abstract

In the majority of hepatitis C virus (HCV) infected patients, the virus persists and the patients
progress to chronic infection, although a minority of individuals is able to spontaneously control
viral replication. During chronic HCV infection virus-specific T cells loose effector function, fail to
expand and become functionally impaired. Recent studies have shown that a vigorous virus-
specific CD4+ T cell response is crucial for successful control of HCV and other human viral
infections. Upregulation of a combination of different coinhibitory receptors may be the critical step
in the development of T cell dysfunction during acute HCV infection. More recently, the role of the
coinhibitory receptors TIGIT (T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) and PD-1
(Programmed cell death-1) has come to the forefront in cancer and chronic viral infection where
these receptors are highly expressed and are being targeted to improve anti-tumor and anti-viral
T cell responses. Here, ex vivo HCV MHC class I+1l tetramer staining and tetramer-associated
magnetic bead enrichment technique was performed with baseline and longitudinal PBMC
samples in a large cohort of patients with acute, chronic and spontaneously resolved HCV
infection in order to assess the expression of the coinhibitory molecule TIGIT together with PD-1,
BTLA (B- and T-lymphocyte attenuator), Tim-3 (immunoglobulin domain and mucin domain-3 as
well as OX40 (TNFRSF4: Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4) and CD226
(DNAM-1: DNAX accessory molecule-1). As main result, a significantly higher expression level of
TIGIT+PD-1+ on MHC class Il tetramer positive HCV-specific CD4+ T cells during acute and
chronic HCV infection compared to patients with spontaneous resolved HCV infection could be
detected. Conversely, expression of the TIGIT complementary costimulatory receptor CD226
(DNAM-1) was significantly decreased on HCV-specific CD4+ T cells during chronic infection. In
addition, this downregulation could already be detected during acute state of patients with
persistent outcome. The predominant phenotype of the HCV-specific CD4+ T cells during acute
and chronic infection was TIGIT+, PD-1+, BTLA+, Tim-3-. In contrast, on MHC class | tetramer
positive CD8+ T cells, TIGIT was only found to be higher expressed in patients with chronic
infection, but not in patients during acute HCV infection. Here, we present for the first time the
expression of TIGIT on HCV-specific CD4+ and CD8+ T cells as part of a network of coinhibitory
and costimulatory receptors that induce T cell dysfunction associated with loss of viral control in
chronic HCV infected patients. These findings of a comprehensive phenotypic analysis identify
TIGIT together with PD-1 as a potential novel discriminatory marker of dysfunctional HCV-specific
CD4+ T cells and suggest TIGIT along with other checkpoint receptors to be a novel curative

target to reverse T cell exhaustion in chronic viral infections.



Einleitung 1

1 Einleitung

Chronisch virale Infektionen stellen weiterhin ein grof3es gesundheitliches Problem weltweit dar.
Ungeachtet der medizinischen Entwicklung prophylaktischer Vakzine gegen verschiedene virale
Erreger, wie z.B. gegen das Influenza und das Hepatitis B Virus (HBV), sowie wirksamer
antiviraler Medikamente wie z.B. gegen das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) oder das
Hepatitis C Virus (HCV), gehen chronisch virale Infektionen immer noch mit einer hohen Morbiditat
und Mortalitéat einher (Hallager et al., 2016) (Poorolajal, Hooshmand, Mahjub, Esmailnasab, &
Jenabi, 2016). Bei zahlreichen chronischen Virusinfektionen scheint die CD4+ T-Zellantwort
dysfunktional zu sein oder ganz zu fehlen. Jedoch ist der exakte Mechanismus, der zu einem
Wirkungsverlust fuhrt, nur unzureichend verstanden (Virgin, Wherry, & Ahmed, 2009) (Schulze
zur Wiesch et al., 2012) (Walton, Mandaric, & Oxenius, 2013) (Morou, Palmer, & Kaufmann, 2014)
(Crawford et al., 2014). Die Rolle von HCV-spezifischen T-Zellen in der chronischen HCV Infektion
wird in Abbildung 1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: T-Zellen in der chronischen HCV Infektion. Eine chronische HCV Infektion ist mit einer verminderten
T-Zellantwort verbunden, die durch verminderte Zytokinproduktion, reduzierte proliferative Kapazitat der T-Zellen und
eine Hochregulation von koinhibitorischen Molekilen gekennzeichnet ist. Mgliche Mechanismen des Versagens der
T-Zellantwort sind hier dargestellt: (1) Escapemutationen in HLA-beschrankten Epitopen, die die Antigenerkennung
beeintrachtigen, (2) Funktionsverlust der CD4+ T-Zellantworten, (3) Uberexpression von PD-1 auf CD8+ T-Zellen; wenn
PD-1 an seinen Liganden PD-Ligand 1 (PD-L1) bindet, wird ein inhibitorisches Signal an CD8+ T-Zellen Ubertragen,
wodurch eine verminderte Effektorfunktion eintritt (4) Erhohte Frequenz regulatorischer T-Zellen. Pfeile mit einzelner
Linie zeigen die Wechselbeziehungen an, wahrend Pfeile mit Doppellinien Zelldifferenzierungen angeben. Modifiziert
nach Zeisel et al. (Zeisel et al., 2009).
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1.1 Das menschliche Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl von Molekilen, Organen und Zellen, die koordiniert
wirken, um den Organismus vor zahlreichen unterschiedlichen Erregern zu schitzen (Chaplin,
2010). Die Mechanismen, die wir gegen Krankheitserreger, sowie gegen andere schéadliche
Substanzen, wie etwa Toxine von Insekten entwickeln, bezeichnet man als Immunantwort oder
Immunreaktion. Dabei unterscheidet man zwischen angeborener Immunantwort und erworbener
bzw. adaptiver Immunantwort (Brodin & Davis, 2017). Alle Zellen der angeborenen als auch
adaptiven Immunantwort stammen von gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzellen, den
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark ab. Von dort migrieren sie entweder zur
weiteren Reifung in sekundare lymphoide Organe, wandern in die Lymphe oder ins periphere
Blutsystem (Eaves, 2015). Aus diesen pluripotenten Stammzellen entwickeln sich die direkten
Vorlauferzellen der roten Blutkorperchen, der Blutplattchen und der beiden Hauptgruppen der
weiflen Blutzellen (Leukozyten), die lymphatische und die myeloide Zellreihe. Sowohl die
angeborene als auch die adaptive Immunantwort basieren hauptsachlich auf der Abwehr der
Leukozyten (Yatim & Lakkis, 2015) (Sattler, 2017).

111 Die angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort bildet die erste Abwehrstufe gegen invasive Pathogene, die
innerhalb kirzester Zeit ausgeltst wird (Zimmerman, Vogel, & Bowden, 2010) (Alberts et al.,
2002). Es handelt sich dabei um eine unspezifische Immunreaktion, die jedoch ein breites
Spektrum von Krankheitserregern bekampfen kann, aber keine dauerhafte Immunitat
hervorbringt. Das angeborene Immunsystem erkennt mikrobielle Molekiile durch ein sogenanntes
Muster-Erkennungs-System (engl. Pattern recognition system) (Riera Romo, Pérez-Martinez, &
Castillo Ferrer, 2016) (Netea et al., 2016). Bei einer Infektion mit Pilzen, Bakterien oder Viren kann
das angeborene Immunsystem hochkonservierte Molekile wie Bestandteile der Zellwand,
Nukleinsduren oder Lipopolysaccharide (LPS) der Pathogene erkennen (lwasaki & Medzhitov,
2015) (Takeuchi & Akira, 2010). Diese sogenannten PAMPs (engl. Pathogen-associated
molecular pattern) werden Uber zugehtrige Mustererkennungs-Rezeptoren auf Zellen des
angeborenen Immunsystems erkannt. Zu den Aufgaben des angeborenen Immunsystems gehort,
neben der ersten und maoglichst schnellen Abwehr von Pathogenen, die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems. Hierfir sind vor allem dendritische Zellen und Makrophagen, die sogenannten
Antigenprasentierenden-Zellen (APCs; engl. Antigen presenting cells) wichtig (Diefenbach,
Colonna, & Koyasu, 2014).
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1.1.2 Die adaptive Immunantwort

Das adaptive Immunsystem erkennt im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem neben den
konservierten Strukturen vor allem variable Strukturen der Pathogene (Charles A Janeway,
Travers, Walport, & Shlomchik, 2001). Die Zellen des adaptiven Immunsystems zeichnen sich vor
allem dadurch aus, dass sie hach dem ersten Kontakt mit einem Pathogen ein Immungedachtnis
ausbilden. Dadurch kénnen sie ein Pathogen bei erneutem Kontakt schneller eliminieren, wodurch
die Infektion nicht nochmals ausbricht oder milder verlauft (Bonilla & Oettgen, 2010) (Kugelberg,
2016) (Leavy, 2016). Das adaptive Immunsystem setzt sich aus einer zellularen und einer
humoralen Immunantwort zusammen. Die zelluldare Immunantwort wird durch Leukozyten (weil3e
Blutkdrperchen), vor allem den T-Lymphozyten ausgel6st. Antikdrper (Immunglobuline, Ig) bilden
die humorale Komponente. Die Antikdrper produzierenden B-Lymphozyten reifen im
Knochenmark, wahrend die T-Lymphozyten im Thymus reifen (Simon, Hollander, & McMichael,
2015). Nachdem sie sich in den priméren lymphoiden Organen (Thymus und Knochenmark)
entwickelt haben, gelangen sie zu sekundaren lymphoiden Organen, einschlie3lich Lymphknoten
und Milz, die dazu dienen, zirkulierende Antigene aus Lymphe bzw. Blut einzufangen. Dort findet
die weitere Differenzierung statt (M. D. Cooper & Alder, 2006) (Fu, Ward, & Marelli-Berg, 2016).

1.1.2.1 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten (B-Zellen) spielen eine zentrale Rolle im adaptiven Immunsystem. Sie
exprimieren Immunglobulin Rezeptoren (allg. als Antikbrper bekannt) auf ihrer Oberflache, die
Epitop-spezifisch Antigene erkennen (Raff, 1973) (Cella et al., 1999). Nach ihrer Ausreifung im
Knochenmark zirkulieren B-Zellen im Blut und in den peripheren lymphatischen Organen (Lala,
Johnson, Battye, & Nossal, 1979). Nach Antigenkontakt und Aktivierung des B-Zellrezeptors
kommt es zur massiven Proliferation und Ausdifferenzierung zu Plasmazellen (LeBien & Tedder,
2008). Ein Teil der Ausdifferenzierung ist der sogenannte Immunglobulin-Klassenwechsel. Der
Klassenwechsel ermdglicht die Kombination mehrerer alternativer konstanter Regionen von
schweren Ketten mit der gleichen variablen Region. Somit entstehen Antikdrper mit derselben
Spezifitdt aber unterschiedlichen Effektorfunktionen. Auf diese Weise konnen die Klone einer
einzelnen B-Zelle viele verschiedene Antikdrperklassen exprimieren und die Effektorfunktionen

eines bestimmten Antikérpers maximieren (Stavnezer, Guikema, & Schrader, 2008).
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1.1.2.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten (T-Zellen) spielen eine wichtige Rolle in der Etablierung und Aufrechterhaltung
von Immunantworten sowie deren Homdoostase und Gedachtnisfunktion (Butcher & Picker, 1996)
(Masopust & Schenkel, 2013) (Kumar, Connors, & Farber, 2018) (Jameson & Masopust, 2018).
Durch die Aktivierung von B-Zellen helfen sie bei der Antikérper Produktion und regulieren die
Antigen-spezifische, zellvermittelte Immunitét. Diese ist wichtig fir die Beseitigung von Zellen, die
mit Pathogenen infiziert sind, die sich intrazellular replizieren (z.B. Viren, Mykobakterien und
einigen anderen Bakterien) oder Zellen, die eine abweichende Differenzierung zeigen (z. B.
Neoplasmen) (Kersey & Gajl-Peczalska, 1975) (Bowen & Walker, 2005) (A. M. Cooper, 2009).
Die zellvermittelte Immunitat zerstort auch allogene Zellen (Transplantatabstof3ung) (Ogonek et
al., 2016). Darliber hinaus ist sie an zellularen Autoimmunreaktionen sowie an allergischen
Reaktionen beteiligt. T-Zellen aktivieren zusatzlich Zellen des angeborenen Immunsystems wie
etwa Makrophagen, die dann beim Abtoten anderer Arten von Pathogenen wie etwa Pilzen

wirksamer werden.

Nach der Reifung im Thymus entwickeln sich zwei unterschiedliche T-Zellarten, die sich aufgrund
ihrer unterschiedlichen T-Zellrezeptoren (TCR; engl. T cell receptor) differenzieren lassen, die yo-
und af3-T-Zellen (Born, Kemal Aydintug, & O’brien, 2013) (Petri, Scollay, & Shortman, 1992). Aus
der grofReren aB-T-Zellreihe gehen dann zwei funktionell getrennte Untergruppen hervor, die
CD4+ und CD8+ T-Zellen (Taghon & Rothenberg, 2008) (Ciofani & Zufiiga-Pfliicker, 2010). Im
Gegensatz zu Antikdrpern kann der TCR das Antigen nicht direkt binden. Stattdessen muss das
Antigen in Peptide fragmentiert und mit Hilfe von APCs uber einen Proteinkomplex présentiert
werden (Braciale et al., 1987) (Vyas, Van der Veen, & Ploegh, 2008). Die Molekiile auf den APCs,
die das Antigen prasentieren, werden als Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC; engl. Major
histocompatibility complex) bezeichnet. Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekilen: MHC-Klasse |
und MHC-Klasse Il. Zytotoxische CD8+ T-Zellen erkennen Antigene, die Uber den MHC-Klasse I-
Komplex préasentiert werden; CD4+ Helfer T-Zellen erkennen MHC-Klasse II-Komplexe (Neefjes,
Jongsma, Paul, & Bakke, 2011). Fur eine vollstandige Aktivierung und Differenzierung von T-
Zellen wird noch ein weiteres Signal Uber einen Korezeptor bendtigt. Korezeptoren werden
ebenfalls auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert und kénnen die durch den TCR induzierte
SignalUbertragung entweder verstarken oder inhibieren (Janeway, 1991) (Smith-Garvin, Koretzky,
& Jordan, 2009) (Chen & Flies, 2013).
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1.1.2.3 T-Zelldifferenzierung

Nach der Entwicklung im Thymus werden T-Zellen als reife, naive T-Zellen in die Peripherie
freigesetzt und sind bereits mit einer Antigenspezifitdt ausgestattet (Boehm & Bleul, 2006) (N.
Zhang & Bevan, 2011). Nach Kontakt mit dem entsprechenden Antigen expandieren naive T-
Zellen massiv und differenzieren sich zu Effektor-T-Zellen, von denen die Uberwiegende Mehrheit
ins periphere Gewebe und die entziindeten Regionen wandert (MacLeod, Kappler, & Marrack,
2010). Nach der Eliminierung der Infektion sterben bis zu 95 % der Effektor-T-Zellen, wéahrend
sich ein kleiner Pool an T-Zellen letztendlich zu langlebigen Gedachtnis-T-Zellen entwickelt
(Mahnke, Brodie, Sallusto, Roederer, & Lugli, 2013). Bei der Differenzierung zu Effektor-T-Zellen
und Gedéachtnis-T-Zellen veradndern diese ihre Oberflachenmolekile und lassen sich
entsprechend der Molekulexpression in unterschiedliche Subpopulationen unterteilen (Taniuchi,
2018). Basierend auf den Differenzierungsmarkern CD45 und CCRY7 lassen sich T-Zellen in naive
und Gedéachtniszellen klassifizieren (Federica Sallusto, Lenig, Forster, Lipp, & Lanzavecchia,
1999) (Mahnke et al., 2013).

Das Molekll CD45 ist eine Protein-Tyrosinphosphatase, die Kinasen der Src-Familie reguliert und
die auf allen hamatopoetischen Zellen exprimiert wird (Fujii, Okumura, Inada, Nakahara, &
Matsuda, 1992). CD45RA wird auf naiven, sowie CD4+ Effektor-T-Zellen als auch von CD8+ T-
Zellen exprimiert (Okada, Kondo, Matsuki, Takata, & Takiguchi, 2008) (Carrasco, Godelaine, Van
Pel, Boon, & van der Bruggen, 2006). Nach Antigenkontakt entwickelt sich ein Teil der T-Zellen
zu Zentralen- und Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen (Chang, Wherry, & Goldrath, 2014). Diese
Differenzierung bewirkt eine Reduktion der CD45RA und eine Hochregulation der CD45RO
Expression (Akbar, Terry, Timms, Beverley, & Janossy, 1988).

Der Chemokinrezeptor CCR7 wird von naiven und Gedéachtnis-T-Zellen exprimiert, die zu
sekundaren lymphoiden Organen wandern (F Sallusto, Langenkamp, Geginat, & Lanzavecchia,
2000) (Campbell et al., 2001). Eine fehlende Expression von CCR7 hingegen, erlaubt Effektor-
und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen in peripheren Gewebe zu akkumulieren (Worbs & Forster,
2007). Mit Hilfe der Differenzierungsmarker CD45R0O und CCR7 kénnen T-Zellen in naive und
Gedachtnis-T-Zellsubpopulationen unterteilt werden: CCR7-CD45R0O- — Terminale-Effektor-T-
Zellen: Temra; CCR7+CD45R0O- — naive T-Zellen: Thaive; CCR7-CD45RO+ — Effektor-Gedéchtnis-
T-Zellen — Tem; CCR7+CD45R0O+ — Zentrale-Gedachtnis-T-Zellen — Tewm (Federica Sallusto,
Geginat, & Lanzavecchia, 2004) (Sathaliyawala et al., 2013).
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1.1.24 CD8+ T-Lymphozyten

CD8+ T-Lymphozyten (CD8+ T-Zellen), oder auch zytotoxische CD8+ T-Zellen genannt, sind eine
Subpopulation adaptiver Lymphozyten und spielen eine wichtige Rolle bei der Immunitét gegen
intrazellulare Pathogene und Tumore (Gattinoni, Klebanoff, & Restifo, 2012) (Klenerman & Hill,
2005) (Kuang et al., 2010) (Loser et al., 2010).

Sie tragen zusatzlich zur Regulation pathologischer Prozesse wie Autoimmunerkrankungen und
allergischen Erkrankungen bei (Huber et al., 2009) (Loser et al., 2010) (Y. Tang et al., 2012)
(Visekruna et al., 2013). Naive CD8+ T-Zellen werden durch den Kontakt mit spezifischen
Peptiden/Antigenen aktiviert, die ihnen Uber MHC-Klasse | Komplexe auf APCs in peripheren
lymphatischen Organen prasentiert werden (Hewitt, 2003). Zusatzlich beeinflussen
kostimulatorische Signale und Zytokine, die von APCs und / oder CD4+ T-Zellen bereitgestellt
werden, die Differenzierung von CD8+ T-Zellen. Daraufhin differenzieren naive CD8+ T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen und expandieren massiv, um eine grof3e Anzahl von Effektor-T-Zellen zu
erzeugen, die in die Peripherie wandern kénnen (N. Zhang & Bevan, 2011). Da MHC-Klasse |
Molekile auf den meisten kernhaltigen Zellen exprimiert werden, kdnnen CD8+ Effektor-T-Zellen
ihr Zielantigen auf fast allen Zellen unseres Koérpers auller Erythrozyten erkennen (Mittriicker,
Visekruna, & Huber, 2014). Am Ende der primaren Antwort stirbt die Mehrheit der CD8+ Effektor-
T-Zellen durch Apoptose ab. Ein kleiner Teil bleibt jedoch als langlebige CD8+ Gedéachtnis-T-
Zellen erhalten. Bei erneutem Kontakt mit bereits bekannten Antigenen kénnen diese CD8+
Gedachtnis-T-Zellen mit erhodhter Proliferation und schneller Umwandlung in Effektor-T-Zellen
reagieren (Kaech & Cui, 2012) (Shrikant et al., 2010).

1.1.25 CD4+ T-Lymphozyten

CD4+ T-Lymphozyten (CD4+ T-Zellen) nehmen nach ihrer Aktivierung und Differenzierung in
verschiedene Effektor-Zellsubtypen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Immunantwort
durch Sekretion spezifischer Zytokine ein (Abbas, Murphy, & Sher, 1996) (J. Zhu & Paul, 2008)
(Leung et al., 2010). Durch ihre unterstiitzende Rolle in der Immunantwort werden sie auch als T-
Helfer-Zellen bezeichnet. Abgesehen von der Aktivierung der Zellen des angeborenen
Immunsystems, der B-Zellen, der zytotoxischen CD8+ T-Zellen sowie auch Nicht-Immunzellen,
spielen sie auch eine entscheidende Rolle bei der Unterdrickung von Immunreaktionen (J. Zhu
& Paul, 2008).
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Bei einer Infektion differenzieren sich naive CD4+ T-Zellen, unter dem Einfluss von Zytokinen,
deren Freisetzung durch den Erreger ausgelost wird, zu verschiedenen Typen von Effektor-T-
Zellen (Jinfang Zhu, Yamane, & Paul, 2010). Neben den klassischen T-Helfer-1 (Thl)- und T-
Helfer-2-Zellen (Th2) (Mosmann & Rebhahn, 2016) lassen sich CD4+ T-Zellen in weitere
Subpopulationen unterteilen. Dazu gehoéren T-Helfer 17-Zellen (Th17), T-regulatorische Zellen
(Treg), follikulare T-Helfer-Zellen (Tfh), und die regulatorischen Typ-1-Zellen (Trl) sowie die T-
Helfer 9 (Th9)- und T-Helfer-22-Zellen (Th22) (Schmitt et al., 1994) (Luckheeram, Zhou, Verma,
& Xia, 2012) (Caza & Landas, 2015) (Goswami, 2017). Die Unterscheidung der verschiedenen
Linien erfolgt durch das komplexe Netzwerk spezifischer Zytokinsignale und
Transkriptionsfaktoren, gefolgt von epigenetischen Modifikationen (J. Zhu & Paul, 2008). Auf die
einzelnen Zellgruppen wird im Folgenden naher eingegangen.

Die Th1-Zellen sind fir die Bekampfung von intrazellularen Pathogenen wie Viren und einigen
Bakterien verantwortlich. Interleukin- (IL-) 12 und IFN-y sind wichtige Zytokine, die an Thl-
Immunantworten beteiligt sind. Die intrazellularen Transkriptionsfaktoren T-bet (engl. T-box gene
expressed in T cells) und STAT-4 (engl. Signal transducer and activator of transcription 4) sind fiir
die Differenzierung und Funktion von Thl-Zellen verantwortlich (Thieu et al., 2008).

Th2-Zellen sind wichtig fir die Abwehr groRer extrazellularer Organismen wie Helminthen, wobei
Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 (Ansel, Djuretic, Tanasa, & Rao, 2006) (Djuretic et al., 2007) eine
entscheidende Rolle einnehmen. Gata-3 (engl. GATA binding protein 3) und STAT-6 (engl. Signal
transducer and activator of transcription 6) sind wesentlich fur die Differenzierung und Funktion
von Th2-Zellen (Usui et al., 2006).

Th17-Zellen sind bei der Immunabwehr von extrazellularen Pathogenen, so wie Pilzen beteiligt
und sind von zentraler Bedeutung bei Autoimmunerkrankungen (Khader, Gaffen, & Kolls, 2009)
(Aujla, Dubin, & Kolls, 2007) (Bedoui, Gebhardt, Gasteiger, & Kastenmdiller, 2016). Zahlreiche
Studien haben auch gezeigt, dass Th17-Zellen entscheidend bei der Abwehr von Pathogenen wie
dem HIV (Bixler & Mattapallil, 2013) (Douek, Picker, & Koup, 2003) und der Bekampfung von
Krebszellen wie z.B. bei einem hepatozellularen Karzinom oder Magenkarzinom sind (F. Zhao et
al., 2012) (Bailey et al., 2014). Hauptséachlich werden Thl7-Zellen Uber die Produktion der
Zytokine IL-17A und IL-17F definiert (Dong, 2008) (Cai, Blase, Zhang, Eickhoff, & Hoft, 2016).
Zuséatzlich produzieren sie noch weitere Zytokine wie IL-21 und IL-22 (Hoe et al., 2017)
(Sonnenberg, Fouser, & Artis, 2010). Der Haupttranskriptionsfaktor fur die Differenzierung der

Th17-Zellen ist RORYyt (engl. Retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma).
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Die Expression von RORyt wird mittels TGF- und IL-6 induziert und steuert unter anderem die
Transkription der Gene, die fur die Zytokine IL-17A und IL-17F kodieren (lvanov et al., 2006)
(Diller, Kudchadkar, Delman, Lawson, & Ford, 2016).

Humane Th22-Zellen werden als eine CD4+ T-Zellsubpopulation charakterisiert, die IL-22 in
Abwesenheit von IL-17 und IFN- y produzieren und die Chemokinrezeptoren CCR10, CCR6 und
CCR4 auf ihrer Oberflache exprimieren (Duhen, Geiger, Jarrossay, Lanzavecchia, & Sallusto,
2009) (Trifari, Kaplan, Tran, Crellin, & Spits, 2009) (Basu et al., 2012). Die Entwicklung von Th22-
Zellen hangt vom Transkriptionsfaktor AHR (engl. Aryl hydrocarbon receptor) ab, dessen
Aktivierung zu einer erhéhten IL-22 Produktion, so wie einer Abnahme der IL-17 Expression
(Ramirez et al., 2010) fuhrt. Humane Th22-Zellen sind vor allem in der Haut lokalisiert, wo sie zu
der Abwehr von mikrobiellen Pathogen beitragen und zuséatzlich die Gewebereparatur oder -
umbildung férdern kénnen (H. Fujita, 2012) (Jia & Wu, 2014). Demzufolge sind Th22-Zellen stark
mit unterschiedlichen Hauterkrankungen, wie Psoriasis und psoriatische Arthritis (Benham et al.,
2013) sowie anderen Autoimmunerkrankungen der Haut assoziiert (Azizi, Yazdani, & Mirshafiey,
2015).

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind essenziell fur die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz,
schitzen den Wirt vor Autoimmunitét, regulieren die Entzindungsreaktion bei chronischen
Erkrankungen mit Pathogenen und schitzen somit vor Gewebeschaden. (Shevach et al., 2006)
(Belkaid, 2007). Sie begrenzen jedoch auch die vorteilhaften Reaktionen, indem sie die
sterilisierende Immunitat unterdriicken und die anti-Tumor-Immunitat begrenzen (Sakaguchi et
al., 2001) (Kretschmer, Apostolou, Jaeckel, Khazaie, & von Boehmer, 2006). Treg-Zellen wurden
zunachst basierend auf der konstitutiven Expression der a-Kette des IL-2 Rezeptors, CD25
definiert (Jordan et al., 2001). Die Entdeckung des Treg-spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp3
(engl. Forkhead box protein 3), der fur die Entwicklung und den Erhalt der Zellen essenziell ist,
erlaubte eine umfassendere phanotypische und funktionelle Charakterisierung (Hori, Shohei
Nomura, Taskashi Sakagchi, 2003) (Ali & Rosenblum, 2017). Uber die Zytokine IL-10, I1L-35 und
den Wachstumsfaktor TGF-f3, konnen Treg-Zellen sowohl die Immunantworten des angeborenen
als auch adaptiven Immunsystems regulieren und inhibieren (Q. Tang & Bluestone, 2008)
(Chaudhry et al., 2011) (Schmidt, Oberle, & Krammer, 2012).

Tr1-Zellen wurden erstmals von Roncarolo et al. im Jahr 1997 identifiziert, als eine Untergruppe
von CD4+ T-Zellen, die Antigen-spezifische T-Zellreaktionen unterdriickt und Colitis-
Erkrankungen verhindert (Groux et al., 1997). Trl-Zellen zeichnen sich vor allem durch ein IL-10+
TGF-B+ IFN-y+ IL-5+ Zytokinprofil aus.
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Ein entscheidender Unterschied zu Treg-Zellen ist das Fehlen des Transkriptionsfaktors Foxp3
(Gagliani et al., 2013). Trl-Zellen werden mit Krebserkrankungen wie z.B. dem
Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses, sowie chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in Verbindung gebracht (Bergmann et al., 2008) (Geem, Harusato, Flannigan,
& Denning, 2015).

Tfh-Zellen sind spezialisierte T-Helfer-Zellen, die Uberwiegend in den Keimzentren lokalisiert
sind. Eine wichtige Funktion der Tfh-Zellen besteht darin, B-Zellen Hilfe zu leisten fur die Reifung,
Differenzierung zu Plasma bzw. Gedachtnis-B-Zellen Uber die Sezernierung von ICOS, CD40L,
IL-4 und IL-21 (Crotty, 2011). Die Entwicklung und Differenzierung von Tfh-Zellen wird durch die
Transkriptionsfaktoren Bcl-6 (engl. B-cell lymphoma 6 protein), STAT3 (engl. signal transducer
and activator of transcription 3) und durch Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-1)
reguliert und gesteuert (Nurieva et al., 2009) (R. J. Johnston et al., 2009). Daruber hinaus werden
Tfh-Zellen Uber eine hohe Expression des Chemokinrezeptors CXCRS5, welcher auch von B-
Zellen exprimiert wird und das Chemokin CXCL13 detektiert, charakterisiert (D. A. Rao, 2018).

Die Th9-Zellen sind eine jlngst identifizierte Subpopulation der CD4+ T-Zellen, die uber die
Produktion von IL-9 charakterisiert werden (Dardalhon et al., 2008) (Veldhoen et al., 2008). Neben
der IL-9 Produktion, wird ebenfalls das Zytokin IL-21 von Th9-Zellen sekretiert, als auch IL-4 und
TGF-B, die entscheidend fir die Differenzierung sind (Schmitt, Klein, & Bopp, 2014). Th9-Zellen
sind wichtig bei der Immunabwehr von Parasiten wie Darmwirmern und in der anti-Tumor
Immunitéat (Licona-Limon et al., 2013) (Lu et al., 2012). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Th9-Zellen
eine entscheidende Rolle bei der Verstarkung von Entziindungen bei Krankheiten wie Asthma,
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), Colitis oder bei Hautentziindung
spielen (Jager, Dardalhon, Sobel, Bettelli, & Kuchroo, 2009) (Kaplan, Hufford, & Olson, 2015).

1.2 Das Hepatitis C Virus

Die Hepatitis C Infektion ist eine Entziindung der Leber, die aufgrund einer Infektion mit dem
Hepatitis C Virus entsteht. Das Hepatitis C Virus wurde erstmals im Jahr 1989 mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR; engl. Polymerase chain reaction) im Blut nachgewiesen und
als Hauptursache der chronischen Non-A-Non-B-Hepatitis identifiziert, die bis dahin Gberwiegend
bei Patienten nach Bluttransfusionen nachgewiesen werden konnte (Feinstone, Kapikian, Purcell,
Alter, & Holland, 1975) (Choo et al., 1989).
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Mit Hilfe von Antikorpersuchtests und PCR Untersuchungen ist das Risiko einer Ansteckung durch
Bluttransfusionen in der westlichen Welt seit 1992 auf 1: > 4.000.000 gesunken (Kuo et al., 1989)
(Offergeld, Faensen, Ritter, & Hamouda, 2005).

1.2.1 Taxonomie

Das Hepatitis C Virus gehort zu der Gattung Hepacivirus innerhalb der Familie der Flaviviridae
(Bukh, Miller, & Purcell, 1995) (Irvine et al., 1993) (Peter Simmonds et al., 2005). Durch seine
molekularbiologischen Besonderheiten wird das Hepatitis C Virus neben dem GBV-B Virus in die
eigenstandige Gattung Hepacivirus eingeordnet, welche neben den beiden Genera Flavivirus und
Pestivirus die Familie der Flaviviridae bilden (Simons et al., 1995) (Muerhoff et al., 1995). Infolge
der genetischen Variabilitat des Hepatitis C Virus werden bislang sieben HCV Genotypen mit
mindestens 67 weiteren Subtypen unterschieden (P Simmonds et al., 1994) (Smith et al., 2014).
Diese Variabilitat kann durch die sehr hohe Mutationsrate und einer Produktion von ca. 10%2
Viruspartikeln pro Individuum pro Tag erklart werden (Neumann et al., 1998). Die betrachtliche
genetische Heterogenitat aufgrund der Mutationsrate fordert den Anteil an chronischen
Infektionen und ist ein entscheidender Grund fiir die Schwierigkeiten in der Impfstoffentwicklung
und das haufige Versagen einer Therapie (Stoll-Keller, Barth, Fafi-Kremer, Zeisel, & Baumert,
2009) (Abdelwahab & Ahmed Said, 2016).

1.2.2 Aufbau und Genomorganisation des Virus

Das HCV Genom umfasst eine Grdol3e von ca. 9,6 Kilobasen (kb) und beinhaltet einen offenen
Leserahmen (ORF: engl. Open reading frame,), der fiir ein 3011 Aminosauren langes Polyprotein
kodiert (Abbildung 2). Sowohl das 5" als auch 3" Ende am ORF werden von nicht-kodierenden-
Regionen (NCR; engl. Non-coding-region) flankiert.

Beide NCRs enthalten hoch konservierte Abschnitte, die essenziell fir die Regulation der
Virusreplikation sind (Moradpour & Penin, 2013). Die NCR am 5" Ende beinhaltet eine interne
ribosomale Eintrittsstelle (IRES: engl. Internal ribosome entry site), welche die Translation der
viralen RNA ermdglicht. Mit Hilfe der IRES-vermittelten Translation wird die virale RNA in ein
Vorlauferpolyprotein umgeschrieben. Durch zellulare und virale Proteasen wird das

Vorlauferprotein in zehn funktionsfahige Proteine gespalten.
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Diese umfassen die drei Strukturproteine Core, E1 und E2 sowie die folgenden sechs
Nichtstrukturproteine, NS2, NS3, NS4A, NS4B NS5A und NS5B, als auch P7 als Verbindung
zwischen strukturellen und nichtstrukturellen Proteinen (Pietschmann, Lohmann, Rutter,
Kurpanek, & Bartenschlager, 2001). In Abbildung 2 ist der Aufbau des HCV-Genoms, dessen
Struktur und Organisation schematisch dargestellt. Zuséatzlich sind die einzelnen Funktionen der
HCV Proteine vermerkt.

5'NCR
3'(54)29
g 9.6 kb "__:,rga < ,9&

* Translation
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Abbildung 2: Genomorganisation des Hepatitis C Virus. Das Hepatitis C Virus enthalt ein einzelstréngiges 9,6 kb
positiv polarisiertes RNA Genom. Durch IRES-vermittelte Translation entsteht ein Vorlauferpolyprotein, welches mit
Hilfe zellularer und viraler Proteasen prozessiert wird. Dabei entstehen drei strukturelle (Core, E1, E2,) und sechs
nichtstrukturelle (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) Proteine, sowie P7 als Verbindung zwischen strukturellen und
nichtstrukturellen Proteinen. IRES: internal ribosome entry site; NCR: noncoding region; E1/2: envelope; NS:
nonstructural. Modifiziert nach Moradpour et al. (Moradpour & Penin, 2013).

Die Strukturproteine werden durch die Signalpeptidase des Endoplasmatischen Retikulums (ER)

gespalten, wahrend die Nichtstrukturproteine durch viruscodierte Proteasen prozessiert werden.
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Das Kernprotein bildet das Kapsid um das virale RNA Genom und ist am Aufbauprozess des
Viruspartikels, sowie auch an der Regulation der Translation beteiligt (Ait-Goughoulte et al., 2006).
Die beiden Glykoproteine E1 und E2 sind wesentliche Bestandteile der HCV Virionhtlle und fur
den Eintritt und die Fusion des Virions verantwortlich (Bartosch et al., 2003) (Nielsen, Bassendine,
Burt, Bevitt, & Toms, 2004).

P7 ist ein 63 Aminosduren langes Polypeptid, welches fur die Bildung und Freisetzung neuer
infektioser Viruspartikel wesentlich ist (Steinmann & Pietschmann, 2010). Die NS2-3-Protease ist
eine fur die Replikation essentielle Autoprotease (Kolykhalov, Mihalik, Feinstone, & Rice, 2000)
(Pietschmann et al., 2006). Das NS3 Protein besitzt eine N-terminale Serinprotease-Aktivitat,
sowie eine C-terminale RNA-Helikase/NTPase-Aktivitat. Die Protease-Aktivitdt von NS3 wird
durch den Kofaktor NS4A verstéarkt (R Bartenschlager, Lohmann, Wilkinson, & Koch, 1995) (Wdlk
et al., 2000).

Das Nichtstrukturprotein NS4B spielt eine wichtige Rolle bei der Formation eines membrantsen
Netzwerkes, das die Funktion der Replikation unterstitzt (Herod, Jones, McLauchlan, &
McCormick, 2012). NS5A ist ein Phosphoprotein, das eine Schliisselrolle bei der HCV-RNA-
Replikation und bei viralen Assemblierungsprozessen spielt. NS5B préasentiert die RNA-
abhéngige RNA Polymerase und stellt somit die enzymatische Komponente des
Replikationskomplexes dar (Weber et al., 1999). Das NS5B Protein besitzt keine Korrekturfunktion
und baut durchschnittlich einen Fehler pro 10° Nukleotide ein und ist somit fir die hohe

Mutationsrate des Virus verantwortlich (Bressanelli, Tomei, Rey, & De Francesco, 2002).

1.2.3 Replikationszyklus

Das HCV ist ein positiv Einzelstrang RNA Virus, dessen Reproduktion hauptsachlich in humanen
Hepatozyten stattfindet (Suzuki, 2017). Nach der Infektion mit HCV zirkuliert das Virion als freies
Partikel oder umgeben von Lipoproteinen des Wirtes mit geringer Dichte im Blutstrom des
Menschen (André et al., 2002). Durch sequenzielle Bindung verschiedener Rezeptormolekile
bindet das Viruspartikel an die Zellmembran der Hepatozyten und dringt Gber einen Clathrin-
vermittelten-Endozytoseprozess in die Zelle ein. Durch das Aufbrechen des viralen Kapsids im
endozytischen Kompartiment wird das Virus-Genom freigesetzt (Lindenbach, 2013). Das RNA-
Genom wird dann direkt am rauen ER in ein einziges Vorlaufer-Polyprotein von 3011
Aminosaureresten translatiert, das schliefRlich durch zellulare und virale Proteasen in zehn reife

Virusproteine (s. Kapitel 1.2.5) gespalten wird (Lohmann, 2013) (Niepmann, 2013).
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Die Entwicklung neuer Virusgenome wird durch die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase
katalysiert. Nach der Synthese aller viralen Proteine und der Replikation des Genoms erfolgt die
Zusammensetzung des Virus im ER (McLauchlan, Lemberg, Hope, & Martoglio, 2002). Daraufhin
kommt es zur Abknospung der einzelnen Viruspartikel in das Lumen des ER. Im Zuge des
vesikularen Transports zur Plasmamembran kommt es zur Glykosylierung der Membranproteine
im Golgi-Apparat. Durch die Fusion der Golgi-Vesikel mit der Plasmamembran werden daraufhin
die infektidsen Viruspartikel freigesetzt (Ralf Bartenschlager, Penin, Lohmann, & André, 2011).

124 Epidemiologie

Weltweit sind neuesten Schatzungen der WHO zufolge etwa 71 Millionen Menschen chronisch
mit HCV infiziert, das entspricht etwa 1 % der Weltbevdlkerung (Puchades Renau & Berenguer,
2018) (“WHO | Global hepatitis report, 2017,” 2017) (Polaris Observatory HCV Collaborators et
al., 2017). Dem global hepatitis report der WHO 2017 zufolge waren die am meisten von der
Infektion betroffenen Regionen die Ostliche Mittelmeerregion mit der héchsten Pravalenz
chronischer Hepatitis C (2,3 %), gefolgt von Europa (1,5 %) und dem westlichen Pazifikraum (0,7
%) im Jahre 2015 (“WHO | Global hepatitis report, 2017,” 2017). In den anderen Regionen variiert
die Pravalenz chronischer Infektionen zwischen 0,5 % und 1,0 %. Schatzungen zufolge lag
weltweit die Zahl der Neuinfektionen mit 1,75 Millionen hoher als die Zahl der Personen, die durch
HCV-bedingte Spétfolgen verstorben waren (399.000) oder erfolgreich behandelt wurden
(843.000) (“WHO | Global hepatitis report, 2017,” 2017).

1.2.5 Ubertragung

Die Ubertragung des HCV erfolgt Uberwiegend parental; Infektionen nach heterosexuellen
Kontakten sind sehr selten (Tibbs, 1995) (Morozov & Lagaye, 2018). Vor Einfuhrung des anti-
HCV Screenings Anfang der neunziger Jahre zahlten vor allem Infektionen durch
Bluttransfusionen mit kontaminierten Blutkonserven zu den haufigsten Infektionsgriinden. (Alter
et al., 1989) (Heintges & Wands, 1997). Eine Ubertragung von der Mutter an das neugeborene
Kind ist moglich, jedoch eher selten (Roberts & Yeung, 2002) (Syriopoulou et al., 2005). Ebenso
besteht ein sehr geringes Risiko bei der Ubertragung des Hepatitis C Virus durch Muttermilch
(Polywka, Schroter, Feucht, Zollner, & Laufs, 1999). Heutzutage erfolgt die Ubertragung vor allem
durch die gemeinsame Nutzung von kontaminiertem Spritzbesteck bei Drogenabhangigen
Personen (Kogure et al., 2006) (Mitrovic et al., 2018).
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1.2.6 Krankheitsverlauf

Eine akute HCV Infektion ist definiert als die ersten 6 Monate der Infektion und kann mit
unterschiedlichen Krankheitssymptomen in Erscheinung treten wie z.B. grippale Symptome wie
Fieber, Kopfschmerzen, Unwohlsein, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Bauchschmerzen oder aber
auch Sklerenikterus (Gelbsucht) (Villano, Vlahov, Nelson, Cohn, & Thomas, 1999) (Cox, Netski,
et al., 2005) (Araujo, Astrakhantseva, Fields, & Kamili, 2011) (Hajarizadeh, Grebely, & Dore,
2012). Laborchemisch fallen 5- bis 10-fach erhdéhte Alanin-Aminotransferase-Werte (ALT) und
erhdhte Aspartat-Aminotransferase (AST) (Leberwerte) auf, auch kommt es zu einer Erhéhung
des Bilirubin Wertes und in wenigen Fallen sogar zu einem Ausfall der Leberfunktion (Martinello,
Hajarizadeh, Grebely, Dore, & Matthews, 2018). In den meisten Fallen verlauft eine akute HCV
Infektion jedoch asymptomatisch, wodurch eine Diagnose erschwert wird und das Virus
unbemerkt weiter Gbertragen werden kann. Der naturliche Infektionsverlauf bei einer Hepatitis C
Infektion ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Akute Infektion 20-25 Jahre 25-30 Jahre

Chronische
Infektion

Zirrhose

70-75 %

25-30 %

N

Spontane
Ausheilung

Abbildung 3: Natirlicher Verlauf einer Hepatitis C Virus Infektion. Zeitliche Entwicklung einer Hepatitis C Infektion
von der akuten Phase (erste 6 Monate) gefolgt von spontaner Ausheilung in 25-30 % oder (unbehandelt) einem
chronischen Verlauf in 70-75 % der Féalle. Als Folge einer chronischen Hepatitis C Infektion entwickeln 20-30 % der
Patienten innerhalb von 20-25 Jahren eine Leberzirrhose, die Komplikationen wie hepatische Dekompensation
beinhaltet und davon entwickeln 1-5 % der Patienten ein Hepatozellulares Karzinom (HCC; engl. Hepatocellular
carcinoma) Modifiziert nach David H. Spach (“Core Concepts - Natural History of Hepatitis C Infection - Evaluation,
Staging, and Monitoring of Chronic Hepatitis C - Hepatitis C Online,” n.d.).
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In etwa 70-75 % der Falle entwickeln die Patienten eine chronische HCV Infektion, wahrend 25-
30 % der Patienten das Virus spontan eliminieren kénnen (Micallef, Kaldor, & Dore, 2006)
(Thomson, Smith, & Klenerman, 2011) (Bowen & Walker, 2005). Eine chronische, unbehandelte
HCV Infektion ist oftmals mit einer fortschreitenden Fibrose der Leber assoziiert und fuhrt in 20-
30 % der Patienten zur einer Leberzirrhose und in etwa 1-5 % zu einem hepatozellularen
Karzinom (HCC,; engl. Hepatocellular carcinoma) Uber einen Zeitraum von etwa 20-30 Jahren
(Armstrong et al., 2006). Zudem gibt es eine Vielzahl an extrahepatischen Manifestationen der
HCV Infektion (Cacoub et al., 1999). In etwa 80 % der Falle ist eine HCV Infektion die Ursache
einer Kryoglobulindmie (Zignego et al., 2002). Zusatzlich kénnen Symptome und Erkrankungen
wie das Non-Hodgkin-Lymphom, die membranoproliferative Glomerulonephritis und die Porphyria
cutanea tarda auftreten (Quinn et al., 2001) (Cacoub et al., 2016). Zudem besteht bei Patienten
mit HCV Infektion ein erhdhtes Risiko an kardiovaskularen Erkrankungen und dem Auftreten von
Diabetes mellitus Typ Il (Zein, Levy, Basu, & Zein, 2005) (Puchner & Berg, 2009).

1.2.7 Therapie

Die Entwicklung und der Einsatz von direkt wirkenden antiviralen Medikamenten (DAA; engl.
Direct acting antiviral agents) hat die Therapie von chronischen HCV Patienten revolutioniert
(Falade-Nwulia et al., 2017) (Forns et al.,, 2017). Bis 2011 bestand die Behandlung der
chronischen HCV Infektion aus einer Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon-a (peg-
IFN) und Ribavirin (Kwo et al., 2014). Eine Therapie mit peg-IFN und Ribavirin war haufig mit
Nebenwirkungen wie Fieber, Mudigkeit, Kopfschmerzen, Arthralgien und Myalgien verbunden und
in einigen Fallen mit neuropsychiatrischen Nebenwirkungen wie Depression und Reizbarkeit
(Dusheiko, 1997). Die Behandlung erfolgte in den meisten Fallen Uber einen Zeitraum von 24-48
Wochen, abhédngig von dem HCV Genotyp, der Krankheitsprogression (Zirrhose) und dem
Therapieansprechen der Patienten. Anhand Virus-RNA-Kinetik konnte die Behandlung teilweise
entweder verkirzt oder verlangert werden (Farnik et al., 2010) (Di Martino et al., 2011). Allgemein
spricht man von einem dauerhaft virologischem Therapieansprechen (SVR; engl. Sustained
virological response), wenn 12 Wochen (SVR12) bzw. 24 Wochen (SVR24) nach Beendigung der
Therapie keine HCV-RNA mehr detektiert werden kann. Der Therapieerfolg war unter anderem

davon abhangig, mit welchem HCV Genotyp der Patient infiziert war.
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Bei Patienten, die mit dem HCV Genotyp 2 oder 3 infiziert waren, konnte in 78-80 % bei SVR24
und in 80-88 % bei SVR48 der Falle ein dauerhaftes Ansprechen der Therapie beobachtet
werden. (Manns et al., 2001) (Hadziyannis et al., 2004) (von Wagner et al., 2005). Bei Patienten,
die mit dem HCV Genotyp 1 infiziert waren konnten nur 41 % bei SVR24 und 51 % bei SVR48
erfolgreich therapiert werden (Hadziyannis et al., 2004) (Wyles, 2013). Mit der Zulassung der
Protease Inhibitoren Boceprevir und Telaprevir wurde im Jahr 2011 der erste Meilenstein im
Bereich der DAA Therapie gelegt (Tungol, Rademacher, & Schafer, 2011). Die beiden
Medikamente inhibieren direkt die HCV NS3/4A-Protease und konnten in Kombinationsregimen
mit peg-IFN und Ribavirin, die Heilungsraten bei Therapie-naiven Patienten im Vergleich zur
Standardtherapie von 38-44 % auf 63-75 % steigern (Poordad et al., 2011) (Jacobson et al., 2011).
Die Zulassung und Entwicklung, sowie auch der grofl3e Heilungserfolg von DAA-Substanzen, die
in Kombination eingesetzt werden (2 oder mehr) hat die Interferon- und Ribavirin-freie Behandlung
der HCV Infektion zum derzeitigen Standard gemacht (Casey & Lee, 2013) (De Luca, Bianco, &
Rossetti, 2014). Aufgrund der effektiven Therapiemoglichkeiten hat sich die WHO zum Ziel
gesetzt, HCV his 2030 weltweit einzudammen bzw. zu eliminieren (Lazarus, Wiktor, Colombo, &
Thursz, 2017).

1.2.8 Die T-Zellimmunantwort in der HCV Infektion

An der Immunantwort gegen HCV sind sowohl das angeborene, als auch das adaptive
Immunsystem beteiligt. Der vorliegende Abschnitt und diese Arbeit beschaftigen sich

Uberwiegend mit der adaptiven T-Zellimmunantwort in der HCV Infektion.

1.2.8.1 Die CD8+ T-Zellantwort in der HCV Infektion

Bei etwa 25-30 % der Infektionen mit HCV erfolgt eine spontane Ausheilung der Krankheit. Bei
den restlichen 70-75 % der Patienten mit HCV Infektionen verlauft die Infektion chronisch (Grebely
et al., 2012) (Hajarizadeh, Grebely, & Dore, 2013) (Luxenburger, Neumann-Haefelin, Thimme, &
Boettler, 2018). Die CD8+ T-Zellen stellen die Haupteffektorzellen in der HCV Infektion dar. Etwa
vier bis sechs Wochen nach der Infektion konnen HCV-spezifische CD8+ T-Zellen im Blut von

Patienten mit akuter HCV nachgewiesen werden (Lauer et al., 2002).
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Ein zentraler Effektormechanismus ist die Sekretion von IFN-y, wobei die zytotoxische Aktivitat
der CD8+ T-Zellen fur die Eliminierung der HCV Infektion eher eine untergeordnete Rolle zu
spielen scheint (Jo et al., 2009). Studien mit Schimpansen zeigten die zentrale Bedeutung der
CD8+ T-Zellantwort fur das spontane Ausheilen der HCV Infektion. Nach Depletion der CD8+ T-
Zellen persistierte die HCV Viruslast auf einem hohen Level und sank erst nach Regeneration der
CD8+ T-Zellen wieder und war anschlieBend im weiteren Verlauf dauerhaft nicht mehr
nachweisbar (Shoukry et al., 2003). Patienten, die chronisch mit HCV infiziert sind, weisen deutlich
niedrigere Frequenzen als auch funktionell beeintrachtigte CD8+ T-Zellen auf, im Vergleich zu
Patienten mit spontan ausgeheilter Infektion (Lechner et al., 2000) (Griner et al., 2000) (Cox,
Mosbruger, et al., 2005).

Eine mdogliche Ursache fur das Versagen der T-Zellantwort ist das Auftreten von viralen
Escapemutationen, welche die Antigenpréasentation durch das MHC-Klasse | Molekil oder die
Aktivierung des T-Zellrezeptors einschrankt oder verhindert (Shoukry et al., 2003) (Timm et al.,
2004) (Keck, Wrensch, Pierce, Baumert, & Foung, 2018). Eine weitere Ursache flir das Versagen
der CD8+ T-Zellimmunantwort ist die sogenannte T-Zellerschopfung, die durch verminderte
Effektivitat, geringere Zytokinausschittung und Hochregulation von inhibitorischen
Oberflachenmolekiilen gekennzeichnet ist (Neumann-Haefelin & Thimme, 2013) (Sumida et al.,
2013) (Wieland, Hofmann, & Thimme, 2017). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass fur eine
funktionierende zytotoxische CD8+ T-Zellimmunantwort eine begleitende CD4+ T-Helfer-
Zellantwort (Kalams & Walker, 1998) essenziell ist, diese jedoch bei chronischen HCV Patienten
fehlt.

1.2.8.2 Die CD4+ T-Zellantwort in der HCV Infektion

Eine starke und multispezifische CD4+ T-Helferantwort ist fir die spontane Ausheilung der HCV
unerlasslich (Diepolder et al., 1995) (Eckels, Wang, Bian, Tabatabai, & Gill, 2000) (Day et al.,
2002) (Semmo & Klenerman, 2007) (Schulze zur Wiesch et al., 2012) (J. Zhao et al., 2018). HCV-
spezifische CD4+ T-Zellen sind bei Patienten mit spontan ausgeheilter HCV Infektion in héherer
Zahl nachweisbar im Vergleich zu Patienten mit chronischer HCV Infektion und kénnen auch nach
bis zu 20 Jahren im Blut detektiert werden (Diepolder et al., 1995) (Takaki et al., 2000) (Schulze
zur Wiesch et al., 2005). Bei einer erfolgreichen Immunantwort bestehen neben einer hdheren
Anzahl detektierter CD4+ T-Zellepitope (Day et al., 2002) (Schulze zur Wiesch et al., 2005) auch

erhebliche Unterschiede in der Funktionalitat der CD4+ T-Zellen.
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Ein Ausheilen der HCV Infektion ist mit einem Th1-Profil, also mit der Sekretion von IFN-y und IL-
2 assoziiert, wahrend das Zytokinprofil chronisch infizierter Patienten eine verminderte Sekretion
von IL-2, beziehungsweise ein Th2-Profil aufweist (Tsai, Liaw, Chen, Huang, & Kuo, 1997)
(Gerlach et al., 1999) (Semmo et al., 2005) (Semmo & Klenerman, 2007). Die essentielle Rolle
von CD4+ T-Zellen wurde in Experimenten in Schimpansen verdeutlicht, die die HCV Infektion

zunéachst spontan ausheilen konnten.

Bei einer anschlieBenden Depletion der CD4+ T-Zellen waren die Schimpansen, bei
darauffolgender Reinfektion und trotz detektierbarer HCV-spezifischer CD8+ T-Zellantworten,
nicht mehr in der Lage, das Virus zu eliminieren. Escapemutationen der MHC-Klasse Il
korrespondierenden Abschnitte konnten als Ursachen identifiziert werden, deren Auftreten durch
die fehlende T-Helferzellantwort begulnstigt wurden (Grakoui et al.,, 2003). Ein detailliertes
Verstandnis der genauen Mechanismen, die zum Versagen der T-Zellimmunantwort fuhrt, ist

jedoch nicht vorhanden (Luxenburger et al., 2018).

Ex vivo Analysen von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen stellen zusatzlich in der chronischen HCV
Infektion aufgrund ihrer niedrigen Frequenz eine besondere Herausforderung dar (Gruener et al.,
2001). In der akuten Phase der HCV Infektion wird unabhéngig vom weiteren Krankheitsverlauf
eine starke HCV-spezifische CD4+ T-Zellantwort generiert. Bei Patienten, die eine chronische
HCV Infektion entwickeln, sind diese jedoch innerhalb weniger Monate verschwindend gering und
kaum mehr detektierbar (Schulze zur Wiesch et al., 2012). Unterschiedliche Mechanismen
werden diskutiert, die als mogliche Ursachen fur das Versagen der CD4+ T-Zellantwort und der
damit assoziierten Chronifizierung einer HCV Infektion in Frage kommen. Virale
Escapemutationen bei MHC-II Epitopen scheinen fir den Verlust der CD4+ T-Zellantwort eine
unwesentlichere Rolle zu spielen (Fuller et al., 2010) (Fleming, Harcourt, Barnes, & Klenerman,
2010). Einzelne Studien haben Hinweise darauf gegeben, dass erhohte Treg-Frequenzen mit
einem chronischen HCV Verlauf korreliert werden konnen (Cabrera et al., 2004) (Langhans et al.,
2017). Andererseits wird den Treg-Zellen auch eine protektive Funktion in der chronischen HCV
Infektion zugeschrieben. Durch Suppression der Immunantwort werden die inflammatorischen
Komponenten der Infektion und damit auch die Progression der Leberschadigung vermindert.
Studien haben gezeigt, dass chronisch infizierte Patienten mit normalen Leberenzymwerten
hohere Treg-Frequenzen und -Aktivitdten aufwiesen, als Patienten mit erhdhten Leberenzymen
(Bolacchi et al., 2006) (Itose et al., 2009). Eine Balance im Treg/Th17-Zell Verhaltnis wurde auch
in zahlreichen Studien als Marker fiir eine intakte Immunantwort in der HCV Infektion und ein
spontanes Ausheilen beschrieben (Hao et al., 2014) (Kared, Fabre, Bédard, Bruneau, & Shoukry,
2013).
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Es konnten ebenfalls genetische Pradiktoren flr das Ansprechen auf eine peg-IFN basierte
Therapie und die spontanen Ausheilung einer HCV Infektion ermittelt werden. Genomweite
Assoziationsstudien (GWAS, engl. Genome wide association study) konnten unter anderem ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, engl. Single nucleotide polymorphism) rs12979860 im
Bereich des Interleukin-28B Gens identifizieren, der mit einer erhdhten Ausheilungsrate von GT1
Infektionen assoziiert werden konnte (Ge et al., 2009). Der SNP liegt in den Allelvarianten C oder
T vor, wobei eine homozygote Allelvariante CC die beguinstigende Komponente darstellt, die eine
spontane Ausheilung und das Ansprechen auf eine peg-IFN Therapie bei einer GT1 Infektion um
den Faktor 2 erhdht (Thomas et al., 2009) (Thompson, 2012). Im Gegensatz dazu zeigten weitere
Studien, dass der beschriebene IL28B Polymorphismus und eine multispezifische CD4+ T-
Zellantwort zwei voneinander unabhangige Variablen der spontanen Viruselimination darstellen
(Duggal et al., 2013) (Scheurich et al., 2016).

Zudem konnte eine Hochregulation von Erschépfungsmarkern auf HCV-spezifischen T-Zellen in
der chronischen HCV Infektion beobachtet werden (Golden-Mason et al. 2009). Zahlreiche
Studien konnten die erhthte Expression von PD-1 und weiteren Erschdpfungsmarkern auf HCV-
spezifischen CD4+ als auch CD8+ T-Zellen nachweisen (Golden-Mason et al., 2009) (Raziorrouh
et al., 2011). In welchem Umfang diese Erschdopfungsmarker am Versagen der T-Zellantwort

beteiligt sind muss noch genauer untersucht werden.

1.3 Immunerschépfung bei chronisch viralen Infektionen

Bei einer akuten Infektion mit einem viralen Pathogen werden naive T-Zellen aktiviert, vermehren
sich und differenzieren zu Effektor-T-Zellen. Die meisten Effektor-T-Zellen sterben nach der
Eliminierung des Pathogens durch Apoptose ab, jedoch Uberleben 5-10 % der Zellen und
differenzieren sich zu Gedachtnis-T-Zellen (Rosendahl Huber, van Beek, de Jonge, Luytjes, & van
Baarle, 2014). Bei erneuter Exposition mit demselben Antigen kdnnen diese Gedéachtnis-T-Zellen
innerhalb kirzester Zeit massiv expandieren und eine Immunreaktion auslésen (Ahmed & Gray,
1996) (Federica Sallusto et al., 1999) (Vasconcelos et al., 2012). Im Gegensatz dazu entwickeln
sich bei vielen chronischen Infektionen schwere Defekte und Dysfunktionen in der T-Zellantwort
und die T-Zellen differenzieren nicht zu Gedéachtnis-Zellen. Dieser Zustand wird als ,T-
Zellerschopfung® bezeichnet (Moskophidis, Lechner, Pircher, & Zinkernagel, 1993) (Wherry,
2011) (Alfei & Zehn, 2017).
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Dieser Erschopfungszustand wurde erstmals fur CD8+ T-Zellen in Mausmodellen mit chronisch
Lymphozytarer Choriomeningitis-Virus (LCMV) Infektion beschrieben (Gallimore et al., 1998)
(Zajac et al., 1998) (Urata et al., 2018) und konnte anschlief3end auch bei Primaten, die mit dem
Simiane Immundefizienz-Virus (SIV) und bei Menschen, die mit HIV, HBV, HCV oder anderen
Erregern infiziert sind, sowie bei Krebserkrankungen beobachtet werden (Day et al., 2006)
(Petrovas et al., 2007) (Wherry, 2011) (Kahan, Wherry, & Zajac, 2015).

Eine T-Zellerschopfung ist assoziiert mit verminderter Proliferationsrate, geringer
Zytokinproduktion und einer Hochregulation von inhibitorischen Rezeptoren (Wherry, Blattman,
Murali-Krishna, van der Most, & Ahmed, 2003) (Fuller, Khanolkar, Tebo, & Zajac, 2004)
(Klenerman & Hill, 2005) (Yi, Cox, & Zajac, 2010). Dieser Erschdpfungszustand ist tberwiegend
fur CD8+ T-Zellen beschrieben, wahrend uber die Rolle und Funktion von CD4+ T-Zellen weniger
bekannt ist (Han, Asoyan, Rabenstein, Nakano, & Obst, 2010) (Morou et al., 2014) (Saeidi et al.,
2018).

Ahnlich wie bei erschopften CD8+ T-Zellen scheinen Antigen-spezifischne CD4+ T-Zellen in
chronisch viralen Infektionen und bei Krebserkrankungen haufig auch dysfunktional zu sein oder
fast vollstandig zu fehlen (Schulze zur Wiesch et al., 2005) (Yi et al.,, 2010) (Wherry, 2011)
(Crawford et al., 2014). Uber die detaillierten Mechanismen, die zu dieser Dysfunktion von CD4+
T-Zellen fUhren, ist immer noch wenig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass CD4+ T-
Zellen eine verminderte Zytokinproduktion von IFN-y, TNF-a und IL-2 in chronisch viralen
Infektionen aufweisen, welches auf einen vergleichbaren Erschdpfungszustand wie bei CD8+ T-
Zellen hinweist. Hingegen konnte eine erhdhte Produktion von IL-21 und IL-10 detektiert werden.
IL-21 ist vor allem wichtig fur die Entwicklung von CD8+ T-Zellen sowie B-Zellen, wahrend IL-10
immunsupprimierend auf T-Zellantworten wirkt (Brooks et al., 2006) (Elsaesser, Sauer, & Brooks,
2009) (Frohlich et al., 2009). Eine wichtige Rolle bei der T-Zellerschopfung spielt die Expression
von inhibitorischen Rezeptoren auf der Oberflache der Zellen. Umfangreiche Studien haben
gezeigt, dass eine erhdhte Expression des inhibitorischen Rezeptors PD-1 auf erschopften T-
Zellen detektiert werden kann und dieser somit in starkem Zusammenhang mit der Dysfunktion
der T-Zellen steht (Day et al., 2006) (Butler et al., 2012) (Sen et al., 2016). Neben PD-1 wurden
zahlreiche weitere, inhibitorische Rezeptoren beschrieben, die wahrscheinlich gemeinsam an der
T-Zellerschopfung beteiligt sind (Golden-Mason et al., 2009) (Blackburn et al., 2009).
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131 Koinhibitorische Rezeptoren

Die Funktion und Feinregulation von verschiedenen Immunzellen wird durch kostimulatorische
und koinhibierende Molekile, auch als Immun-Checkpoints bekannt, streng kontrolliert und
abgestimmt. Wahrend kostimulatorische Rezeptoren nach der Bindung mit dem entsprechenden
Liganden ein aktivierendes Signal an die Immunzelle weiterleiten, vermitteln inhibitorische
Rezeptoren nach der Aktivierung ein inhibierendes Signal (Fuertes Marraco, Neubert, Verdeil, &
Speiser, 2015).

Die Hochregulation von inhibitorischen Rezeptoren, wie z.B. PD-1, CTLA-4 (engl. Cytotoxic T-
lymphocyte associated protein 4), TIGIT, Tim-3, Lag-3 (engl. Lymphocyte-activation protein 3),
2B4 (CD224; engl. Cluster of differentiation 244), BTLA ist stark assoziiert mit der Erschopfung
von T-Zellen in chronisch viralen Infektionen und bei Krebserkrankungen (Pauken & Wherry,
2015). Der Rezeptor, der im Zusammenhang mit Erschopfung von Immunzellen am besten
beschrieben wurde, ist PD-1 (Latchman et al., 2001) (Okazaki & Honjo, 2006) (Sharpe, Wherry,
Ahmed, & Freeman, 2007). PD-1 wird auf T-Zellen, B-Zellen und einigen myeloischen Zellen
exprimiert. Dabei ist seine Funktion fur T-Zellen am besten charakterisiert (Jin, Ahmed, & Okazaki,
2010) (Asano et al., 2015). PD-1 interagiert mit zwei Liganden, PD-L1 und PD-L2 (Keir, Butte,
Freeman, & Sharpe, 2008). PD-L1 wird im Vergleich zu PD-L2 starker von hAmatopoetischen und
nicht-hamatopoetischen Zellen exprimiert. Sowohl PD-L1 als auch PD-L2 interagieren jedoch mit
zusatzlichen Rezeptoren. PD-L1 interagiert mit dem Liganden CD80 und PD-L2 mit dem
repulsiven Fihrungsmolekil-Familienmitglied b (RGMb: engl. Repulsive guidance molecule BMP
coreceptor b), wodurch ein bidirektionales Hemmsignal abgegeben wird. (Y. Xiao et al., 2014).

Die physiologischen Konsequenzen der Diversitat dieser Rezeptor-Ligandenkombinationen sind
nicht vollstandig verstanden, unterstreichen jedoch die Komplexitat dieses Signalwegs in vivo
(Sharpe & Pauken, 2017). Die physiologische Funktion des PD-1-Sighalwegs besteht in der
Regulation der Immunopathologie und der Aufrechterhaltung der Toleranz gegenuber
Eigenantigenen (Francisco et al., 2009) (Sun, Mezzadra, & Schumacher, 2018). In chronisch
viralen Infektionen und Krebserkrankungen wird dieser Mechanismus jedoch genutzt, um die
Wirtsimmunitaét zu umgehen. Anti-PD-1 Antikorper zielen daher darauf ab, diese
Immunsuppression aufzuheben (Wherry, 2011) (Curiel et al., 2003) (Iwai, Terawaki, & Honjo,
2004) (Barber et al., 2006). Zahlreiche Studien konnten eine erhoéhte Expression von PD-1 auf
erschopften HIV-spezifischen T-Zellen detektieren (Day et al., 2006) (Chew et al., 2016).
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Zudem wurde gezeigt, dass durch Blockade des PD-1/PD-1L Signalwegs die Effektor-T-
Zellfunktion wiederhergestellt werden kann (Freeman, Wherry, Ahmed, & Sharpe, 2006) (Porichis
et al., 2011) (Porichis & Kaufmann, 2012). Ebenfalls konnte eine massive PD-1 Expression auf T-
Zellen bei weiteren chronisch viralen Infektionen wie der HCV (Radziewicz et al., 2008)
(Kasprowicz et al., 2008) und der HBV Infektion (Bengsch, Martin, & Thimme, 2014) (Ye et al.,
2015) (Salimzadeh et al., 2018) gezeigt werden. Neben PD-1 wurden andere inhibitorische
Rezeptoren wie z.B. CTLA-4, TIGIT, BTLA oder auch Tim-3 mit einer T-Zellerschopfung in
chronisch viralen Infektionen sowie bei Krebserkrankungen assoziiert (Fuertes Marraco et al.,
2015) (Nakamoto et al., 2009) (Teigler et al., 2017) (Grabmeier-Pfistershammer et al., 2017).

Neben der Blockade von PD-1 zeigt eine Vielzahl an Studien, dass eine Blockade anderer
Inhibitoren die Effektor-T-Zellfunktion wiederherstellen kann. Insbesondere im Bereich der
Immuntherapie in der Krebsforschung gewinnt der Einsatz von Immun-Checkpoint blockierenden
Antikdrpern, von sogenannten Immun-Checkpoint Inhibitoren an Bedeutung (Buchbinder & Desai,
2016) (Lingel et al., 2017) (M. Rao, Valentini, Dodoo, Zumla, & Maeurer, 2017). Die Blockade der
Immun-Checkpoint Molekiile CTLA-4 oder PD-1 durch monoklonale Antikdrper konnte in vielen
Krebsformen bereits klinische Erfolge erzielen, unter anderem sind zwei Medikamente zur
Melanom Therapie klinisch zugelassen worden (Seidel, Otsuka, & Kabashima, 2018). Neben
ihrem Einsatz in der Krebstherapie werden Immun-Checkpoint Inhibitoren auch in ersten Studien
bei der Behandlung von chronisch viralen Infektionen geprift (M. Rao et al., 2017) (Y. Zhu, 2014)
(Okoye, Houghton, Tyrrell, Barakat, & Elahi, 2017). Anders als in der Krebstherapie konnten
unterschiedliche Erfolge bei der Immun-Checkpoint Blockade erzielt werden, wie z.B. bei CTLA-
4 im chronischen LCMV-Mausmodel. Hier konnte die Effektor-T-Zellfunktion durch die Blockade
von PD-1, jedoch nicht CTLA-4 auf CD8+ T-Zellen wieder hergestellt werden (Barber et al., 2006).

Die Wirkung der PD-1-Blockade wurde ebenfalls fur HBV Infektionen in Maus- und
Murmeltiermodellen, die mit dem Murmeltier-Hepatitis-Virus infiziert waren (WHYV), in vivo
untersucht (E. Zhang et al., 2011). Die Blockade der PD-1/PD-L1 oder PD-1/PD-L2-Signalwege
mit Anti-PD-L1- und Anti-PD-L2-Antik6rpern in WHV infizierten Tieren stellte die T-Zellfunktion
teilweise ohne Hepatotoxizitdt wieder her (J. Liu et al., 2014). Die Verabreichung von Anti-PD1-
Antikdrpern gegen SlV-infizierte Rhesus-Makaken fiihrte zu einer schnellen Expansion von SIV-
spezifischen CD8+ T-Zellen mit verbesserter funktioneller Qualitat, zu niedrigeren SIV-RNA Level

im Plasma sowie zu einem langeren Uberleben der Makaken (Velu et al., 2009).
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Jedoch musste eine Phase-lI-Dosis-Eskalationsstudie zur Anti-PD-L1-Antikdrpertherapie (von
Bristol-Myers Squibb) kirzlich nach Verabreichung der niedrigsten Dosis an sechs Personen mit
HIV Infektion unter antiretroviraler Therapie (ART) eingestellt werden (Gay et al., 2017). Die Studie
wurde aufgrund von retinaler Toxizitat gestoppt, die in einer gleichzeitigen Makakenstudie
beobachtet wurde. Ob diese Toxizitat Antikorper-spezifisch ist oder ein Klasseneffekt bleibt, ist
unklar zum jetzigen Zeitpunkt. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Immun-Checkpoint
Inhibitoren in chronisch viralen Infektionen zukiinftig eine Rolle in der Immuntherapie einnehmen
konnten. Dafur mussen jedoch noch weitere Untersuchungen hinsichtlich des inhibitorischen
Expressionsmusters und der Funktion der T-Zellen durchgefiihrt werden (Wykes & Lewin, 2017)
(M. Rao et al., 2017). In Abbildung 4 ist schematisch die Expression verschiedener
koregulatorischer Rezeptoren auf T-Zellen und die Expression ihrer entsprechenden Liganden auf
APCs dargestellt.

APC T-Zelle

Abbildung 4: Korezeptor Expression auf humanen T-Zellen. Schematische Ubersicht (iber die Expression
verschiedener koregulatorischer Rezeptoren auf T-Zellen und die Expression ihrer entsprechenden Liganden auf APCs.
Die inhibitorischen Rezeptoren vermitteln ein negatives Signal (-) an die Zelle und sind mit einem roten Kreis
gekennzeichnet. Die stimulierenden Rezeptoren vermitteln ein positives (+) Signal an die Zelle und sind mit einem
grinen Kreis gekennzeichnet. Zuséatzlich ist die Interaktion vom MHC-Komplex (Haupthistokompatibilitdtskomplex;
engl. Major histocompatibility complex; MHC) und TCR (T-Zell Rezeptor; engl. T cell receptor; TCR) dargestellt.
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Ein weiterer wichtiger inhibitorischer Rezeptor, welcher ein Ansatzpunkt solcher
immunmodulatorischer Strategien sein kdnnte, und der bereits in zahlreichen Studien als Marker
fur erschopfte T-Zellen in chronisch viralen Infektionen und auch Krebserkrankungen beschrieben
wurde, ist das TIGIT Molekil (Chew et al., 2016) (Manieri, Chiang, & Grogan, 2017). Gemeinsam
mit seinem komplementéaren Rezeptor CD226 ist TIGIT ein wichtiger Regulator der T-Zellfunktion
und nimmt dadurch bereits eine Schlisselrolle als Immun-Checkpoint in der Krebsforschung ein
(Hung et al., 2018).

1.3.2 Der TIGIT/CD226 Sighalweg

TIGIT (auch bekannt als WUCAM, Vstm3, VSIGY) ist ein koinhibitorischer Rezeptor, der von
groRer Bedeutung fur die Regulation der Immunantwort und ein Mitglied der Poliovirus-Rezeptor
(PVR) / Nectin-Familie, einer Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie, ist (X. Yu et al., 2009)
(Manieri et al., 2017).

Exprimiert wird TIGIT auf regulatorischen- und CD4+ Gedéachtnis-T-Zellen, CD8+ T-Zellen und
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). TIGIT reguliert die Zytotoxitdt von NK-Zellen, sowie die
Aktivierung von CD4+ T-Zellen und fordert die immunologische Toleranz durch Erhéhung der IL-
10 Produktion, wahrend die IL-12-Produktion von dendritischen Zellen gehemmt wird (Stanietsky
et al., 2013). TIGIT bindet an die Liganden PVR oder PVRL2 (engl. Polivirus receptor-related 2)

gemeinsam mit seinem stimulierenden Komplementarrezeptor CD226/DNAM-1.

CD226 wird auf der Oberflache von unterschiedlichen Immunzellen wie T-Zellen, NK-Zellen und
Monozyten exprimiert und ist an einer Reihe immunologischer Funktionen beteiligt. Es wurde
gezeigt, dass CD226 eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von Tumorzellen einnimmt (Pende
et al., 2005). Die Interaktion von CD226 auf NK-Zellen oder CD8+ T-Zellen mit PVR/PVR-L2 auf
Tumorzellen fuhrt zu einer Aktivierung der zytotoxischen Antwort seitens der Effektorzelle und
letztlich zur Eliminierung der PVR/PVR-L2 exprimierenden Tumorzellen (EI-Sherbiny et al., 2007)
(Carlsten et al., 2007). Neben seiner Funktion bei der Abwehr von Tumorzellen ist CD226
ebenfalls an Mechanismen beteiligt, die zur Differenzierung und Proliferation von CD4+ und CD8+
T-Zellen beitragen. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von CD8+ T-Zellen durch nicht-
professionelle APCs, wie z.B. B-Zellen, abhangig von der Interaktion von CD226 mit PVR ist.
Hingegen ist eine Aktivierung durch professionelle APCs, wie dendritische Zellen, CD226-
unabhéangig. Eine erfolgreiche Immunantwort gegen persistierende virale Infektionen scheint

ebenfalls von einer funktionalen CD226 Signaltransduktion abhangig zu sein (Cella et al., 2010).
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Eine reduzierte CD226 Expression auf Virus-spezifischen T-Zellen scheint mit einem
immunologischen Erschdpfungszustand der Zellen in Verbindung zu stehen. Ferner reduziert eine
niedrigere CD226 Expression die Menge an proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-2,
die von CD8+ T-Zellen ausgeschittet werden, was ebenfalls zu einer schlechteren Virusabwehr
fuhrt (Welch, Teijaro, Lewicki, Colonna, & Oldstone, 2012). Eine Fehlregulation von CD226 kann
allerdings auch zu diversen Autoimmunerkrankungen beitragen, wie z.B. der Multiplen Sklerose
(MS) (Hafler et al., 2009) (Piédavent-Salomon et al., 2015).

Durch das Konkurrieren um die gleichen Liganden stellt der TIGIT/CD226 Signalweg einen
interessanten Mechanismus fir die Regulation von T-Zellen dar. Es konnte gezeigt werden, dass
zum einem TIGIT mit einer héheren Affinitdt an seine Liganden bindet als CD226 und zudem,
dass TIGIT zusatzlich direkt die Interaktion von CD226 und PVR/PVR-L2 beeinflussen kann
(Pauken & Wherry, 2014). TIGIT kann sowohl in einer cis als auch trans-Verbindung die
Homodimerisierung von CD226 zu den gemeinsamen Liganden unterbinden (Stengel et al.,
2012). Eine schematische Darstellung der TIGIT/CD226 Interaktion ist in Abbildung 5 gezeigt.

PVR (CD155) CD226

XVRQ (CD112)
>

MHC Klasse Il
Komplex

T Zellrezeptor

Abbildung 5: Schematische Darstellung der TIGIT/CD226/PVR/PVRL2 Interaktion. Die Rezeptoren TIGIT und
CD226 konkurrieren um die gleichen Liganden (PVR/PVRL2) auf Antigenprasentierenden-Zellen. Die Affinitat zwischen
TIGIT und Liganden ist starker als zwischen CD226 und den Liganden. Zusatzlich kann TIGIT in einer cis oder trans
Form mit CD226 interagieren und somit die Homodimerisierung und Bindung zwischen CD226 und den Liganden
negativ beeinflussen.
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Die Expression von TIGIT ist stark assoziiert mit der Expression von weiteren inhibitorischen
Rezeptoren wie z.B. PD-1. Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade von TIGIT allein oder
gemeinsam mit PD-1 eine Reaktivierung der erschopften anti-Tumor oder anti-viralen T-
Zellantwort induziert (Robert J. Johnston et al., 2014). In vivo Studien in Mausmodellen fir multiple
Melanome zeigen vielversprechende Erfolge bei der Blockade von TIGIT (Guillerey et al., 2018).
In Folge dessen haben die ersten humanen Studien in der Krebstherapie begonnen, die anti-
TIGIT Antikérper therapeutisch einzusetzen (Park, Kuen, & Chung, 2018). Das
Expressionsmuster von TIGIT und CD226 auf T-Zellen in der HCV Infektion ist nahezu unbekannt.
Einige wenige Studien zeigen die TIGIT Expression auf HCV spezifischen CD8+ T-Zellen
(Wieland, Kemming, et al., 2017) und auf HCV-unspezifischen T-Zellen bei Kindern, die mit HCV
infiziert sind (Sheiko et al., 2016). Ob und welchem Male die beiden Molekile auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen in der HCV Infektion exprimiert werden, ist bisher noch nicht naher

untersucht.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Eine starke und multispezifische CD4+ T-Zellantwort spielt eine zentrale Rolle flr eine spontane
Ausheilung einer Hepatitis C Virus Infektion. Allerdings stellt die immunologische phanotypische
Charakterisierung der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen aufgrund der niedrigen ex vivo
Frequenzen dieser Zellen besondere Herausforderungen dar (Gruener et al., 2001) (Day et al.,
2002). Deswegen beziehen sich die immunologischen, phanotypischen und funktionellen
Analysen zur T-Zellerschdpfung in viralen murinen und humanen Infektionen oftmals auf HCV-
spezifischen CD8+ T-Zellantworten (Wherry, 2011). Es bleibt vollig unklar, ob CD4+ T-Zellen bei
Erschopfung eine &@hnliche Oberflachensignatur bestimmter inhibitorischer Molekile aufzeigen.
Die Kenntnis dieser Signaturen wird in Zukunft wichtig sein fir weitere therapeutische
immunmodulatorische Interventionen, um die T-Zell-Dysfunktion in chronisch viralen Infektionen
aufzuheben (Holz & Rehermann, 2015) (Luxenburger et al., 2018).

Aufgabe und Ziel dieser Arbeit war:

e Die ex vivo Analyse der Frequenz von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von HCV-
Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter Infektion mit Hilfe von HCV-
spezifischen MHC-Klasse Il Tetrameren und magnetischer Saulenanreicherung.

e Charakterisierung von unspezifischen und HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen hinsichtlich
Oberflachenexpression von verschiedenen Immun-Checkpoint Molekilen. Gibt es
Signaturen, die den in der Literatur beschriebenen CD8+ T-Zell Defekten entsprechen?

e Longitudinale Analyse der Immun-Checkpoint Molekiile von Patienten mit akuter HCV
Infektion bis hin zur Chronifizierung bzw. spontanen Ausheilung der Infektion oder
Patienten wahrend der DAA Therapie.

e Die vergleichende Untersuchungen der Expression von TIGIT, PD-1 und CD226 auf HCV-

spezifischen CD8+ T-Zellen mittels HCV-spezifischen MHC-Klasse | Tetrameren.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Geréte

Nachfolgend sind in alle bei der Durchfuhrung der Experimente verwendeten Gerate und

Materialen sowie deren Hersteller aufgefuhrt.

Tabelle 1: Verwendete Gerate.

Gerat Hersteller

COg; - Brutschrank (Heracell) Heraeus, Hannover, Deutschland
Durchflusszytometer LSR Fortessa BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

MACS MultiStand Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Mikroskop Olympus CK2 Olympus Europa SE, Hamburg, Deutschland
Neubauer Zahlkammer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sterilwerkbank HeraSafe KS15 Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Stratacooler Stratagene Corp., La Jolla, CA, USA
QuadroMACS™ Separator Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

Vortexer Lab Dancer, S40 VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Wasserbad, Model WNE-7 Memmert GmbH, Biichenbach, Deutschland
Zentrifuge Sigma 4K15 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,

Deutschland

2.1.2 Reagenzien und Losungen

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Lésungen.

Produkt Hersteller

Anti-PE MicroBeads UltraPure Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Benzonase® Nuclease Merck, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serum Albumin (BSA) Merck, Darmstadt, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kélberserum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland
HEPES-Puffer, 1M GIBCO, Invitrogen Corp, New York, USA
Human BD Fc Block™ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
L-Glutamin RPMI 1640 Medium PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Natriumazit Merck, Darmstadt, Deutschland
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Nunc Cryotubes (1,8ml)
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin
Trypanblau, (0,4 %)

Zombie NIR™ Fixable Viability Kit

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

GIBCO, Invitrogen Corp, New York, USA

GIBCO, Invitrogen Corp, New York, USA

BioLegend, San Diego, USA

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendetes Verbrauchsmaterial.

Produkt

Hersteller

96 Well Platte, U bottom
Mononuclear Cell Preparation Tube
(CPT™)
Eppendorf-Reaktionsgefalie (1,5 ml)
Falcon Réhrchen (15 ml, 50ml)
Nunc Cryotubes 1,8ml

MACS Saulen (LS Columns)
Parafilm

Plastic Filter Tips

Polystyrene Réhrchen (5 ml)
Serological Pipette Tips

TPP, Trasadingen, Schweiz
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

Bemis, Solgnies, Belgium

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

BD FALCONTM, Heidelberg, Deutschland

BD FALCONTM, Heidelberg, Deutschland

2.1.4 Puffer und Medien

Tabelle 4: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien.

Name

Zusammensetzung

Einfriermedium

FACS Puffer

MACS Puffer
PFA-Gebrauchslésung
R10 Medium

25ml FCS (inaktiviert), 15ml RPMI, 10ml DMSO
497,2 ml PBS, 1,2 ml EDTA, 10 ml FCS, 9 ml NaN3
PBS mit 0,5 % BSA und 2 mM EDTA

0,5 % PFA in PBS

440ml RPMI, 5ml PenStrep, 50ml FCS, 5ml HEPES-
Puffer
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Liste der verwendeten Antikérper.

Antikorper Klon Konjugat Hersteller

CD3 OKT3 AF700 BioLegend, London, UK

CD4 RPA-T8 BV786 BioLegend, London, UK

CD8 RPA-T4 BV786 BioLegend, London, UK

CCR7 GO043H7 BV650 BioLegend, London, UK

CD45R0O UCHL1 BV510 BioLegend, London, UK

TIGIT A15153G BV605 BioLegend, London, UK

DNAM-1 (CD226) J168-540 BUV395 BD, Heidelberg, Deutschland

PD-1 EH12.2H7 Bv421 BioLegend, London, UK

BTLA BTLA PerCP-Cy5.5 BioLegend, London, UK

Tim-3 F38-2E2 PE-Dazzle BioLegend, London, UK

Ceacam-1 ASL-32 AFA488 BioLegend, London, UK

LIGHT (CD258) 115520 AF647 BD, Heidelberg, Deutschland

CDh14 63D3 APC-Cy7 BioLegend, London, UK

CD19 HIB19 APC-Cy7 BioLegend, London, UK

0OX40 (CD134) ACT-35 PE-Cy7 BioLegend, London, UK

2.1.6 HCV-spezifische Tetramere

Tabelle 6: Liste der verwendeten HCV-spezifischen MHC-Klasse Il und MHC-Klasse | Tetramer-Komplexe.

ID Allele Spezifitat position Sequenz Hersteller

Klasse Il

1 DRB1*01:01 NS4B  aal806-1818 TLLFNILGGWVAA '\U"SBk’ Woburn,
2 DRB1*04:01 NS3  aal248-1262 GYKVLVLNPSVAATL '\U"gk' Woburn,
3 DRB1*04:01 NS4  aal770-1790 SGIQYLAGLSTLPGNPAIASL '\U"SBk' Woburn,
4 DRB1*15:01 NS3  aal411-1425 GINAVAYYRGLDVSV Mgk’ Woburn,
5 DRB1*15:01 NS3  aal582-1597  NFPYLVAYQATVCARA '\U"gk' Woburn,
6 DRB1*11:01 NS4  aal773-1790  QYLAGLSTLPGNPAlAsL BRI Seattle,

USA
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Klasse |
7 A*01:01  Polyprotein aal435- 1443 ATDALMTGY '\U"gk Woburn,
8 A*02:01 NS3  aal073-1081 CINGVCWTV B"gk' Woburn,
9 A%02:01 NS3 2al406-1415 KLVALGINAV I\U/IsBk' Woburn,
10 A*24:02 E2 aa717-725 EYVLLLFLL Vo Woburn,
2.2 Probanden

Fur die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrte Studie wurden insgesamt 39 HCV Patienten
und 10 gesunde Probanden rekrutiert. Die Studienteilnehmer stammten aus der |. Medizinischen
Klinik und Poliklinik und dem Ambulanzzentrum fir Virushepatologie der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf. Alle Patienten und gesunden Probanden gaben ihr schriftliches
Einverstandnis und sind von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg (Antrag WF-
014/09) (PVv4780) (PV4081) entsprechend der Richtlinien genehmigt worden. Bei den in die
Studie eingeschlossenen Patienten handelt es sich um 39 HCV-monoinfizierte Patienten (Tabelle
7, 8 und 9). Davon waren 11 Patienten akut infiziert, 15 chronisch infiziert, 5 unter HCV Therapie
und 8 Patienten konnten die HCV Infektion spontan ausheilen. Von den 11 akut infizierten
Patienten konnten 10 Proben mit Hilfe von MHC-Klasse Il Tetrameren, davon 3 longitudinal und
5 mit Hilfe von MHC-Klasse | naher untersucht werden. Von den 15 chronisch infizierten HCV
Patienten wurden 11 Patientenproben mittels MHC-Klasse Il Tetrameren, davon 4 longitudinal
und 5 mit MHC-Klasse | Tetrameren analysiert. Von den HCV Patienten, die das Virus spontan
ausheilen konnten, wurden 8 Patientenproben mit Hilfe von MHC-Klasse Il und 3 Patientenproben

mit Hilfe von MHC-Klasse | untersucht.

Tabelle 7: Demographische und klinische Daten der HCV Patientengruppen welche mit HCV-spezifischen MHC-
Klasse Il Tetrameren untersucht wurden.

Patienten n Alter Geschlecht w/m VL (IU/ml) ALT (U/l)
aHCV 10 43 (22-68) 6/4 70000 103
rHCV 8 41 (26-68) 2/6 Llod 26,5
cHCV 11 46 (28-65) 6/5 2884373 54
tHCV 5 39 (37-62) 0/5 26 34

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; aHCV: akute HCV; cHCV: chronische HCV; rHCV: spontan ausgeheilte
HCV; tHCV: therapierte HCV; ALT: Alanin-Aminotransferase; n= Anzahl; w/m: weiblich/méannlich; VL: Viruslast; Llod:
unter der Nachweisgrenze (engl. Lower level of detection).
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Tabelle 8: Demographische und klinische Daten der HCV Patientengruppen welche mit HCV-spezifischen MHC-
Klasse | Tetrameren untersucht wurden.

Patienten n Alter Geschlecht w/m VL (IU/ml) ALT (U/l)
aHCV 5 44 (32-54) 2/3 15035000 91
rHCV 3 43 (32-44) 0/3 Llod 43
cHCV 5 43 (38-77) 3/2 5230000 72

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; aHCV: akute HCV; cHCV: chronische HCV; rHCV: spontan ausgeheilte
HCV; ALT= Alanin-Aminotransferase; n= Anzahl; w/m: weiblich/mannlich; VL: Viruslast; Llod: unter der
Nachweisgrenze (engl. Lower level of detection).

Tabelle 9: Demographische und klinische Daten der gesunden Probanden.

Patienten n Alter Geschlecht w/m VL (IU/ml) ALT (U/l)
HC 10 26 (22-70) 6/4 n.a. n.a.

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; HC: gesunde Probanden (engl. Healthy controls. ALT= Alanin-
Aminotransferase; n= Anzahl; w/m: weiblich/méannlich; VL: Viruslast.

221 HLA-Typisierungen

Die MHC-Klasse | und Klasse Il Typisierungen wurden freundlicherweise vom Institut fir
Transfusionsmedizin der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf wie vormals beschrieben

durchgefiuhrt (da Costa Lima Caniatti, Borelli, Guilherme, & Tsuneto, 2017).

2.3 MHC-Klasse Il Tetramer-Komplexe

Aufgrund der geringen Aviditat der multivalenten Bindung zwischen TCR und MHC-Komplex
werden MHC-Multimer-Komplexe bei der Analyse und Detektion von virus-spezifischen T-Zellen
verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich Tetramer-Komplexe verwendet. Bei
Tetrameren handelt es sich um vier (griechisch: TeTpa = tetra) Monomere aus MHC-1 oder MHC-
[I-Epitop-Komplexen. Jeder MHC-I oder MHC-II-Epitop-Komplex bindet an je einen T-Zellrezeptor
auf der Oberflache der T-Zelle. Durch die Multivalenz erhoht sich die Aviditat fur das
entsprechende Antigen. Der gesamte Komplex wird durch Streptavidin zusammen gehalten und
ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der im Durchflusszytometer detektiert werden kann.
Die Tetramer Frequenzen wurden wie zuvor beschrieben berechnet (Day et al., 2002) (Lucas et
al., 2007).
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Im Rahmen dieser Studie wurden ausschlie3lich Tetramere mit PE-Konjugat verwendet. Bei
Patienten mit dem HLA-Typ DRB1*04:01 oder DRB1*15:01 wurden die zwei entsprechend
vorhandenen Tetramere jeweils gemeinsam verwendet. Die verwendeten Tetramere, deren
Spezifitét, enthaltende Peptidsequenz so wie auch deren Position sind in Tabelle 6
zusammengefasst. In Abbildung 6 ist eine schematische Darstellung eines MHC-Klasse I

Tetramer-Komplexes gezeigt.

HCV Peptid

AN

A Streptavidin

~

MHC Klasse Il Komplex

\
Fluorochrome
of ]
® Biotin

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines MHC-Klasse Il Tetramers. Tetramere fiur die Analyse von HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen sind Protein Komplexe, zusammengesetzt aus vier MHC-Klasse Il Molekilen beladen mit
HCV Peptiden. Die MHC-Klasse lI-Komplexe sind uber ein Streptavidin-Fluorochrom-Konjugat miteinander verbunden.

2.4 Methoden
241 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellaufbereitung umfasste die Schritte der PBMC Isolation, des Einfrierens und Auftauens,
sowie der Zahlung der PBMC. Die |Isolierung von PBMC erfolgte Uber
Dichtegradientenzentrifugation unter Verwendung von BD Vacutainer CPT Zell-
Praparationsrohrchen. Diese fassen 8 ml Vollblut und enthalten Natriumcitrat als Antikoagulans,

sowie eine Gelmatrix zur Zellseparation.
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Durch Zentrifugation der befillten Réhrchen bei 1999xg bei 20 °C fir 20 Minuten (min) gelangen
Erythrozyten und Granulozyten durch die Gelmatrix hindurch, wahrend sich oberhalb die Plasma-
und Interphase mit Lymphozyten und Monozyten absetzen. Von der Plasmaphase wurden 2 ml
abgenommen und in einem Kryordhrchen bei -80 °C eingefroren. Das verbliebene Plasma und
die Interphase mit den PBMC wurden in ein Falcon-Rohrchen uberfuhrt, mit PBS auf 50 ml
aufgefullt und fur 10 min bei 450xg und bei 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands
und Loésen des Zellpellets konnten die frisch isolierten PBMC in Kryoréhrchen Uberfuhrt und fiir
die Langzeitkonservierung in flissigem Stickstoff eingefroren werden. Hierzu wurden die
aufgereinigten Zellen in RPMI und Einfriermedium im Verhaltnis 1:1 aufgenommen und in 2 ml
Kryoréhrchen Uberfihrt. Diese wurden in vorgekihlten Stratacoolern bei -80°C eingefroren und

nach 24 Stunden in flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen von in flissigem Stickstoff gelagerten PBMC wurde das Kryoréhrchen zunéchst in
37 °C warmem Wasser geschwenkt. AnschlieBend wurden die PBMC durch mehrmaliges
Pipettieren mit warmem RPMI/R10 Medium aufgetaut und in ein Falcon-Réhrchen mit 40 ml RPMI
uberfiihrt. Nach Zentrifugation (450xg bei 4 °C fir 10 min) wurde der Uberstand verworfen und

das Zellpellet im Ricklauf resuspendiert, um die PBMC in weiteren Arbeitsschritten zu verwenden.

24.1.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der entsprechenden Zellldsung mit 90 pl
Trypanblau verdinnt und auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgebracht. Trypanblau dringt durch
defekte Zellmembranen ins Zellinnere und bindet an Proteine, sodass tote Zellen blau angefarbt
werden. Vitale Zellen leuchten dagegen unter dem Mikroskop hell auf. Insgesamt wurden die vier
Eckfelder der Zahlkammer ausgezahlt und daraus der Mittelwert berechnet. Die Zellkonzentration
errechnet sich aus Mittelwert, Volumen eines Eckfeldes (0,1 upl) und Verdinnung (1:10).
Dementsprechend ergibt sich die Zellkonzentration pro Milliliter aus dem Mittelwert multipliziert
mit 1x10°.
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2.4.2 Ex vivo Analyse von HCV-spezifischen T-Zellen mittels MHC-Klasse | und

Klasse Il Tetrameren
2421 Zellaufbereitung

Fur die ex vivo Analyse von HCV-spezifischen T-Zellen aus peripherem Blut wurde die MHC-
Klasse I+l Tetramer-Technologie genutzt und die Zellen entsprechend aufbereitet. Hierfir wurde
R10 Medium im Wasserbad erwdrmt und anschliel3end jeweils 10 ml pro Patientenprobe in ein
15 ml Falcon-Rohrchen aliquotiert. Das R10 Medium wurde mit Benzonase versetzt, um ein
spateres Zusammenkleben von Zellen durch DNA-Reste zu vermeiden. PBMC wurden aufgetaut,
in die 15 ml Falcon-R6hrchen mit Benzonase versetzten R10 Medium tberfahrt und fir 10 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min bei 450xg runterzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden daraufhin mit der Humanen BD Fc Blockade Lésung
behandelt, um unspezifische Bindungen zu minimieren. Daftr wurden 10 pl der Blockade-L&sung
der Suspension (200-300 ul) hinzugeflgt und die Zellen fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss erfolgte dann die Detektion und Anreicherung von spezifischen T-Zellen mit Hilfe

von Tetrameren.

24.2.2 Detektion und Anreicherung MHC-Klasse | und Klasse Il Tetramer positiver T-
Zellen

Die Detektion von HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen erfolgte mit Hilfe von MHC-Klasse
Il und Klasse | Tetrameren. Hierflir wurden die PBMC mit 4 pl Tetramer-Ldsung fir 30 min bei RT
im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurden die PBMC mit PBS versetzt und fiir 10 min bei 450xg
runterzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen vorsichtig im Riicklauf
resuspendiert. Aufgrund der geringen Frequenz von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen in der
Hepatitis C Infektion, insbesondere in der chronischen Phase, wurden die Tetramer positiven
Zellen mit Hilfe von Anti-PE magnetischen Microbeads wie von Ulsenheimer et al. beschrieben
(Ulsenheimer et al., 2006) angereichert. Daftr wurden die PBMC mit 10 ul Anti-PE Microbeads
fur 20 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Die PBMC wurden anschlieRend mit PBS gewaschen
und auf 1 ml aufgefillt. Es wurden jeweils 5 ul fir Zellzahlbestimmung und eine Kontroll-Farbung
vor der Tetramer-Anreicherung (Pre-Fraktion) entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei
4 °C im Dunkeln gelagert. Die verbleibenden Zellen wurden auf eine Magnet aktivierte
Zellseparations- (MACS-) Saule gegeben, die MACS-Saule wurden mit 3 ml PBS gespdlt und der

Durchlauf als Tetramer-Depletion Fraktion (Dep-Fraktion) aufgefangen.
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Die PE-Konjugierten Tetramer-positiven Zellen blieben an den Anti-PE Microbeads haften und
konnten anschlieBend durch entfernen der MACS-S&ulen mit PBS eluiert und als Tetramer-
angereicherte Fraktion (Enr-Fraktion) aufgefangen werden. Im nachsten Schritt erfolgte die
Analyse der Oberflachenexpression von Gesamt- und HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-
Zellen.

2.4.3 Oberflachen-Antikorperfarbung

Die ex vivo Oberflachenexpression von koinhibitorischen und kostimulierenden Rezeptoren auf
den gesamten und HCV-spezifischen T-Zellen wurde mit Hilfe von Oberflachen-Antikérperfarbung
und Durchflusszytometrie (FACS: engl. Fluorescence-activated cell sorting) untersucht. Fir die
Farbung von Oberflachenantigenen wurden die Zellen in PBS Puffer aufgenommen (ca. 100 pl)
und in 5 ml FACS Réhrchen Uberfihrt. Um tote Zellen spater im Durchflusszytometer identifizieren
zu konnen, wurden die Zellen zunachst mit dem Zombie NIR™ Fixable Farbstoff markiert. Dafur
wurden die Zellen mit 1 pl (Stock-Lésung 1:10 vorverdinnt) Zombie NIR™ Fixable Farbstoff fir
10 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Das Prinzip dieser Farbungen beruht darauf, dass der
Farbstoff in tote Zellen, nicht jedoch in vitale Zellen mit intakter Zellmembran eindringen kann.
Dort reagiert er mit freien Aminen im Inneren der Zelle. Somit konnten tote Zellen anhand ihrer
hdheren Fluoreszenzintensitat von lebenden Zellen abgegrenzt werden. Anschlie3end wurden die
Zellen mit den entsprechenden Oberflachenantikérpern (siehe Tabelle 5) fir 20 min im Dunkeln
bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt mit FACS Puffer, um die ungebunden Antikorper zu
entfernen, wurden die Zellen mit 0,5 % PFA-L6sung fir 15-60 min fixiert. Die PFA-L6sung wurde
daraufhin mit einen Waschschritt mit FACS Puffer entfernt, der Uberstand dekantiert und die
Zellen im Rucklauf resuspendiert. Fir die anschlieBende Analyse mittels Durchflusszytometrie
wurde zuséatzlich 80-100 pl FACS Puffer hinzugefligt.

24.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellen anhand ihrer Grol3e, Struktur,
Oberflacheneigenschaften sowie ihrer intrazellularen Komplexitat. Des Weiteren ermdglicht sie
den Nachweis von Antigenen auf der Zelloberflache und nach Permeabilisierung der Zellmembran

ebenfalls intrazellular.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur ldentifizierung von Gesamt- und
HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie zur Bestimmung der Oberflichenexpression
der in Tabelle 5 aufgefuhrten Molekule auf CD4+ und CD8+ T-Zellen angewendet. Das Prinzip
der Durchflusszytometrie beruht auf der Analyse der optischen Eigenschaften von Zellen, die
einzeln mit hoher Geschwindigkeit in einem Flissigkeitsstrom an einem Laserstrahl vorbeigeleitet
werden. Die Passage jeder Zelle fuhrt zur Streuung des vom Laserstrahl ausgesandten Lichts,
welches auf zwei raumlich unterschiedlich angeordnete optische Detektoren trifft, die entweder
das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) oder das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC)

erfassen.

Die photometrische Messung beider Parameter wird in ein elektrisches Signal umgewandelt und
erlaubt anhand der Hohe, Flache und Weite des Spannungspulses Rickschlisse auf
verschiedene zellulare Parameter wie ZellgréRe, Zellkern und Granularitat der untersuchten Zelle.
Das Vorwartsstreulicht ist dabei proportional zur Zelloberflache (Zellgrof3e), das
Seitwartsstreulicht dagegen proportional zur relativen Granularitdt. Der Nachweis extra- und
intrazellularer Antigene erfolgt mit Hilfe Fluorochrom-konjugierter Antikérper. Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochrom-Molekile auf
der Zelle (Adan, Alizada, Kiraz, Baran, & Nalbant, 2017). In dieser Arbeit wurde fir alle
durchflusszytometrischen Messungen ein LSR Fortessa (BD, Heidelberg) verwendet. Dieses
Durchflusszytometer ist mit 5 unterschiedlichen Lasern ausgestattet und kann mit diesen bis zu
18 Parameter zur gleichen Zeit detektieren. Die anschlieBende Analyse der Messdaten erfolgte
mit Hilfe der FlowJo Software (Tristar, Ashland, Oregon, US).

2.45 Statistische Methoden
2451 GraphPad 7.0 Prism

Fur alle klinischen Parameter der einzelnen Patientengruppen und aus FlowJo ermittelten Werte
wurden zur graphischen und statistischen Auswertung, sowie der Berechnung der Signifikanz die
Software GraphPad Prism® verwendet. Die Daten wurden hinsichtlich einer Normalverteilung mit
dem Kolmogorov—Smirnov Test hin Uberprift. Fir die weiteren Analysen wurde bei zwei normal
verteilten unabhangigen Stichproben ein t-Test verwendet. Beim Vergleich von mehr als zwei
Gruppen wurde eine einfaktorielle ANOVA (engl. Analysis of variance) mit anschlieRender

Bonferroni-Korrektur angewandt.
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Die Daten wurden in diesem Fall als Mittelwert mit Standardabweichung (SD: engl. Standard
deviation) dargestellt. Die Analyse von zwei nicht-normal verteilten unabhangigen Stichproben
erfolgte unter der Verwendung des Mann-Whitney-Tests. Zur Korrektur fir multiple Tests bei mehr
als zwei Stichproben wurde der Kruskal-Wallace-Test oder Tukey's multiple comparisons test
verwendet. In beiden Fallen wurden die Daten als Scatter oder Box Plots dargestellt. Im Fall von
gepaarten Stichproben wurde entweder eine gepaarte ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-
Korrektur (parametrisch) angewandt bzw. ein Friedmann-Test mit anschlieRendem Dunn-Test bei
nicht-parametrischen Stichproben. Korrelationen zwischen Ergebnissen und klinischen Daten
wurden mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (parametrisch) bzw. der
Rangkorrelation nach Spearman (nicht-parametrisch) analysiert. Die statistischen Berechnungen
wurden unter Verwendung der Programme GraphPad Prism 7.0 (GraphPad, La Jolla, USA)
durchgefihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (*p=< 0,05, **p=< 0,01,
***p< 0,001).

2.45.2 SPICE Analyse

Durchflusszytometrie-Experimente mit vielen Parametern erzeugen grof3e Mengen komplexer
Daten und erfordern ausgefeilte Softwares zur Auswertung. SPICE ist eine Data-Mining-
(Systematische Anwendung statistischer Methoden auf grof3e Datenbestande mit dem Ziel, neue
Querverbindungen und Trends zu erkennen) Softwareanwendung, die groR3e FlowJo-Datensatze
aus der polychromatischen Durchflusszytometrie analysiert und die normalisierten Daten grafisch
organisiert. Mit SPICE kdnnen potenzielle Korrelationen in ihren experimentellen Daten in
komplexen Datenséatzen detektiert werden. Es gibt viele mdgliche Anwendungen fir SPICE: Mit
der Software konnen alle multivariaten Datensétze analysiert werden, fir die eine Serie von
Nennmessungen und eine einzige kontinuierliche Messung verfiigbar ist. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die SPICE Software zur Analyse der Oberflaichenexpression von inhibitorischen
Rezeptoren auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen verwendet. Die Anwendung der SPICE

Software erfolgte wie von Roederer et al. beschrieben (Roederer, Nozzi, & Nason, 2011).
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3 Ergebnisse
3.1 Phanotypische Charakterisierung von CD4+ T-Zellen
3.1.1 TIGIT Expression auf CD4+ T- Zellen

In der akuten unbehandelten HCV Infektion verlieren T-Zellen unter dem Einfluss koinhibitorischer
Molekdle ihre Funktionalitat und die HCV Infektion verlauft in der Mehrzahl der Félle unbehandelt
chronisch (Urbani et al., 2006) (Golden-Mason et al., 2007) (Radziewicz et al., 2008) (Kroy et al.,
2014). Die detaillierte Aufklarung der Oberflachenexpression verschiedener koinhibitorischer und
kostimulierender Molekile auf HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen kann helfen, diesen

Funktionsverlust besser zu verstehen.

Fur den inhibitorischen Rezeptor TIGIT konnte kirzlich eine entscheidende Rolle in der Regulation
von erschopften T-Zellen identifiziert werden (Lozano, Dominguez-Villar, Kuchroo, & Hafler, 2012)
(Pauken & Wherry, 2014). Ahnlich wie beim CTLA-4 und CD28 Signalweg konkurriert TIGIT mit
dem kostimulierenden komplementér-Rezeptor CD226 um die gleichen Liganden, PVR und
PVRL2, auf APCs (Fuhrman et al., 2015). In LCMV-Mausmodellen fir chronische Infektionen und
Krebserkrankungen konnte durch den Einsatz von Anti-TIGIT Antikdrpern mit einem parallelen
Einsatz von Anti-PD-1 Antikorpern bei erschopften T-Zellen eine nahezu vollstandige
Effektorfunktion wieder hergestellt werden (Robert J. Johnston et al., 2014). Diese entscheidende
Rolle in der T-Zellregulation konnte ebenfalls in humanen Studien bestatigt werden wie z.B. bei
Patienten mit multiplem Myelom (Guillerey et al., 2018) oder chronischen Virus Infektionen wie
der HIV Infektion (Tauriainen et al., 2017) (Chew et al., 2016).

In der HCV Infektion ist tber die Expression von TIGIT auf CD4+ T-Zellen, insbesondere HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen wenig bekannt. In dem folgenden Abschnitt wird zun&chst die TIGIT
Expression auf der Gesamt-CD4+ T-Zellpopulationen bei HCV Patienten in unterschiedlichen
Stadien der Infektion untersucht. In den folgenden Abschnitten wird die Gesamt-CD4+ T-
Zellpopulation einfachheitshalber als CD4+ T-Zellen bezeichnet. Die TIGIT Expression wurde

mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Expression von TIGIT auf CD4+ T-Zellen. (A) Reprasentative Dotplots zeigen die TIGIT Expression
auf CD4+ T-Zellen und (B) die TIGIT Frequenzen auf CD4+ T-Zellen von gesunden Probanden (HC; engl. Healthy
controls) (n=10) und Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) HCV Infektion. (C)
Die Differenzierungsmarker CD45R0O und CCR7 wurden verwendet, um die TIGIT Expression auf naiven und CD4+
Gedachtnis-T-Zellen von gesunden Probanden und Patienten mit HCV Infektion zu untersuchen (CCR7-/CD45R0O- —
Terminale Effektor-T-Zellen: Temra; CCR7+/CD45R0O- — naive T-Zellen: Tnaive; CCR7-/CD45RO+ — Effektor-Gedéachtnis-
T-Zellen — Tem; CCR7+/CD45R0O+ — Zentrale Gedachtnis-T-Zellen — Tcwm). P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer
einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant
gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und +
Standardabweichungen (SD).

Die Abbildung 7A zeigt reprasentative Dotplots der TIGIT Expression auf CD4+ T-Zellen von
Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter HCV Infektion, sowie gesunden
Probanden. In Abbildung 7B sind die TIGIT Frequenzen der CD4+ T-Zellen von gesunden
Probanden und der einzelnen HCV Patientengruppen dargestellt. Im Vergleich zu gesunden
Probanden (HC; engl.: Healthy controls), zeigten HCV Patienten mit akuter (HC vs. akut:
p<0,0001) und mit chronischer (HC vs. chronisch: p=0,0199) HCV Infektion eine signifikant hohere
TIGIT Expression. Interessanterweise konnte aber kein Unterschied in der TIGIT Expression
zwischen gesunden Probanden und HCV Patienten mit spontan ausgeheilter Infektion detektiert

werden.
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Zusatzlich konnte eine statistisch signifikant hohere TIGIT Expression auf CD4+ T-Zellen bei
Patienten mit akuter HCV Infektion im Vergleich zu Patienten mit spontan ausgeheilter HCV
Infektion (akut vs. ausgeheilt: p=0,0014) und bei Patienten mit chronischer Infektion beobachtet
werden. Mit Hilfe der Differenzierungsmarker CD45R0O und CCR7 wurden die CD4+ T-Zellen in
Subpopulationen (CCR7-/CD45RO — Terminale-Effektor-T-Zellen — Temra; CCR7+/CD45R0O —
naive T-Zellen — Tnave; CCR7-/CD45RO+ — Effektor-Gedachtnis-T-Zellen —  Tewm;
CCR7+/CD45R0O+ — Zentrale-Gedachtnis-T-Zellen — Tcm) eingeteilt und hinsichtlich der TIGIT
Expression naher untersucht (Abbildung 7C). Dabei wurde deutlich, dass TIGIT Uberwiegend auf
Gedéachtnis- und nur gering auf naiven CD4+ T-Zellen exprimiert wurde. Des Weiteren war TIGIT
signifikant hoher exprimiert auf allen CD4+ T-Zellsubpopulationen von Patienten mit akuter HCV
Infektion im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit ausgeheilter HCV Infektion. Bei
den CD4+ Effektor-Gedachtnis-T.Zellen konnte eine signifikant héhere TIGIT Expression bei
Patienten mit akuter HCV Infektion im Vergleich zu Patienten mit chronischer Infektion detektiert

werden (akut vs. chronisch: p= 0,0383).

3.1.2 Expression koinhibitorischer Rezeptoren auf CD4+ T-Zellen

In chronischen Virusinfektionen werden T-Zellen kontinuierlich durch virales Antigen aktiviert, was
zu einem fortschreitenden Funktionsverlust fiihrt, welcher als , T-Zellerschdpfung“ bezeichnet wird
(Wherry, 2011). Wahrend dieser Phase erhéhen T-Zellen die Expression mehrerer inhibitorischer
Immunrezeptoren, welche die Schwelle fir die Aktivierung anheben, was zu einer unterdrickten

Immunreaktion fuhrt (Fuertes Marraco et al., 2015).

Der inhibitorische Rezeptor TIGIT wurde bereits in zahlreichen Studien als Marker fir erschopfte
T-Zellen in chronisch viralen Infektionen und Krebserkrankungen beschrieben (Kong et al., 2016)
(Chew et al., 2016) (Manieri et al., 2017). Neben TIGIT wurden zahlreiche weitere inhibitorische
Rezeptoren beschrieben, die erschopfte oder dysfunktionale T-Zellen kennzeichnen. PD-1 ist
einer der fruh identifizierten Oberflachenmolekule, der erschipfte T-Zellen charakterisiert (Day et
al., 2006) (Dyavar Shetty et al., 2012) (Porichis et al., 2011). Im folgenden Abschnitt wurden CD4+
T-Zellen auf die Expression von weiteren inhibitorischen Rezeptoren wie PD-1, BTLA und Tim-3
bei Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter HCV Infektion (n=8),

sowie gesunden Probanden (n=10) untersucht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Koinhibitorische Rezeptor Expression auf CD4+ T-Zellen. Dargestellt sind die Frequenzen der
inhibitorischen Rezeptoren PD-1, BTLA, Tim-3 und TIGIT/PD-1 Koexpression auf CD4+ T-Zellen von gesunden
Probanden (HC) (n=10) und HCV Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8)
Infektion. P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’'s multiple
comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** représentieren p-
Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).

Patienten mit chronischer HCV Infektion wiesen signifikant hohere PD-1 Frequenzen auf im

Vergleich zu gesunden Probanden (chronisch vs. HC: p= 0,0015) und Patienten mit spontan

ausgeheilter HCV Infektion (chronisch vs. ausgeheilt: p= 0,0084). Bei der Analyse der BTLA

Expression auf CD4+ T-Zellen konnten signifikant hdhere Frequenzen bei Patienten mit akuter

und spontan ausgeheilter HCV Infektion verglichen mit gesunden Probanden aufgezeigt werden

(akut vs. HC: p= 0,0006) (ausgeheilt vs. HC: p= 0,0063).
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Eine leichte, jedoch signifikant hthere Tim-3 Expression wurde auf CD4+ T-Zellen von Patienten
mit akuter HCV Infektion verglichen mit gesunden Probanden (akut vs. HC: p= 0,0188) und
Patienten mit chronischer HCV Infektion (akut vs. chronisch: p= 0,0073) detektiert. Es wurde
ebenfalls die TIGIT/PD-1 Koexpression auf CD4+ T-Zellen vergleichend untersucht. Hierbei
konnte eine signifikant hohere TIGIT/PD-1 Frequenz auf CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter
HCV Infektion im Vergleich zu gesunden Probanden (akut vs. HC: p= 0,0040) und Patienten mit
spontan ausgeheilter HCV Infektion (akut vs. ausgeheilt: p= 0,0028) aufgezeigt werden.

3.1.3 Expression kostimulierender Rezeptoren auf CD4+ T-Zellen

Neben der Expression von inhibitorischen Rezeptoren wurde zusétzlich die Expression der
kostimulierenden Rezeptoren OX40 und CD226 auf CD4+ T-Zellen von gesunden Probanden und

HCV Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien analysiert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kostimulatorische Rezeptor Expression auf CD4+ T-Zellen. Dargestellt sind die Frequenzen der
kostimulierenden Rezeptoren CD226 und OX40 auf CD4+ T-Zellen von gesunden Probanden (HC) (n=10) und HCV
Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) Infektion. P-Werte wurden berechnet
mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden
als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind
Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).
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Abbildung 9 zeigt, dass eine erhohte CD226 Frequenz insgesamt auf CD4+ T-Zellen,
unabhangig von Gesundheitszustand und Infektionsstatus detektiert werden konnte. Es wurden
jedoch keine Unterschiede in den Frequenzen der CD226 Expression auf CD4+ T-Zellen
zwischen gesunden Probanden und Patienten mit HCV Infektion aufgezeigt. Ebenfalls konnten
keine Differenzen in der CD226 Expression auf CD4+ T-Zellen von HCV den Patienten in den

verschiedenen Infektionsstadien gefunden werden.

Bei der Analyse von OX40 hingegen konnte ein Unterschied in der Expression auf CD4+ T-Zellen
zwischen gesunden Probanden und Patienten mit chronischer HCV Infektion aufgezeigt werden.
Patienten, bei denen eine chronische HCV Infektion diagnostiziert wurde, zeigten eine signifikant
niedrigere OX40 Frequenz auf CD4+ T-Zellen im Vergleich zu gesunden Proben (HC vs.
chronisch: p= 0,0234). Es konnten keine Unterschiede in der OX40 Expression auf CD4+ T-Zellen
von HCV Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien festgestellt werden.

3.2 Ex vivo Analyse HCV-spezifischer CD4+ T-Zellen

Fur die ex-vivo Analyse von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen wurden PBMC von HCV Patienten
mit akuter (n=10), chronischer (n=11), spontan ausgeheilter Infektion und von HCV Patienten
unter peg-IFN oder antiviraler HCV-Therapie (n=8) mit Hilfe von MHC-Klasse Il Tetrameren
markiert und mit Oberflachen-Antikérperfarbung hinsichtlich der Expression von
koregulatorischen Molekillen analysiert. Aufgrund der niedrigen ex-vivo Frequenzen von HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen, vor allem in der chronischen Phase der Infektion, wurden die
Tetramer-positiven Zellen mittels magnetischen Saulen angereichert und sowohl die Pre-, Enr-
und Dep-Fraktion wurden nach Oberflachen-Antikérperfarbung mit Hilfe der Durchflusszytometrie

untersucht.

3.21 Ex vivo Frequenz und Differenzierungsstatus

Im ersten Schritt wurden die Frequenzen der HCV-spezifischen Tetramer positiven CD4+ T-Zellen
wie vormals beschriebene bestimmt (Day et al., 2002) (Lucas et al., 2007) (Abbildung 10).
Reprasentative FACS Dotplots zeigen, die mittels MHC-Klasse Il Tetramer detektierten, HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter
Infektion (Abbildung 10A).
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Abbildung 10: Frequenzen der HCV-spezifischen MHC-Klasse Il Tetramer positiven CD4+ T-Zellen. (A)
Repréasentative Dotplots zeigen die HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter, chronischer und spontan
ausgeheilter HCV Infektion. Vorausgehend wurden lebende CD3+ CD4+ Lymphozyten selektiert. (B) Frequenzen der
HCV-spezifischen MHC-Klasse Il Tetramer positiven CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter (n=10), chronischer
(n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) HCV Infektion wurden berechnet wie vormals beschrieben (Day et al., 2002)
(Lucas et al., 2007). P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s
multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren
p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).

Es zeigt sich auch in dieser Studie eine starke und ausgepragte CD4+ T-Zellantwort in der akuten
(Frequenzen zwischen 0,005 %-0,15 %; median 0,05 %) und spontan ausgeheilten (Frequenzen
zwischen 0,0003 %-0,1 %; median 0,005 %) HCV Infektion. Im Vergleich dazu, sind HCV-
spezifische CD4+ T-Zellen in der chronischen (Frequenzen zwischen 0 %-0,005 %; median
0,0005 %) HCV Infektion nur in sehr geringer Frequenz detektierbar.

In Abbildung 10B ist die statistische Auswertung der vergleichenden Analyse der HCV-
spezifischen MHC-Klasse Il Tetramer positiven CD4+ T-Zellfrequenzen dargestellt. Abbildung
10B zeigt, dass eine signifikant hohere Frequenz an Tetramer positiven CD4+ T-Zellen bei
Patienten mit akuter HCV Infektion verglichen zu Patienten mit chronischer (akut vs. chronisch:
p=0,0016) und ebenfalls spontan ausgeheilter (akut vs. ausgeheilt: p=0,0479) HCV Infektion
gemessen werden konnte. Um zu untersuchen, ob die Patienten bereits in der akuten Phase der
HCV Infektion Unterschiede in der Frequenz der HCV-spezifischen MHC-Klasse Il Tetramer
positiven CD4+ T-Zellen aufwiesen, wurden die Patienten entsprechend des weiteren klinischen
Verlaufs in der Abbildung 10B unterschiedlich ausgewiesen. Es konnte hierbei jedoch kein
signifikanter Unterschied in der Frequenz der Tetramer positiven CD4+ T-Zellen zwischen
Patienten mit persistierenden Verlauf und spontaner Ausheilung der HCV Infektion aufgezeigt

werden (akut-chronisch vs. akut-ausgeheilt: p= 0,5197).
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Basierend auf den Differenzierungsmarkern CD45R0O und CCR7 wurden HCV-spezifische CD4+
T-Zellen von HCV Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien in naive- und Gedachtnis- T-
Zellen eingeteilt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Differenzierungsstatus von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. Basierend auf den
Differenzierungsmarkern CD45RO und CCR7 wurden HCV-spezifische CD4+ T-Zellen in naive und Gedéachtnis-T-
Zellsubpopulationen unterteilt (CCR7-CD45R0O- — Terminale-Effektor-T-Zellen: Temra; CCR7+CD45RO- — naive T-
Zellen: Tnaive; CCR7-CD45R0O+ — Effektor-Gedachtnis-T-Zellen — Tem; CCR7+CD45R0O+ — Zentrale-Gedachtnis-T-
Zellen — Tem (A) Reprasentative Dotplots zeigen die Differenzierung von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen und (B) die
Frequenz sowie Verteilung der CD4+ T-Zellsubpopulationen von Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und
ausgeheilter (n=8) HCV Infektion. P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem
Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und ***
reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001.

Reprasentative Dotplots zeigen die Verteilung der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen
von HCV Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter Infektion (Abbildung 11A).
In der Abbildung 11B sind Frequenzen der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen
Verteilung der HCV Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien dargestellt. Unabhangig von
der Phase der Infektion der Patienten wies die Uberwiegende Mehrheit der HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen einen Effektor-Gedachtnis Phanotyp auf. Interessanterweise konnte bei Patienten
mit chronischer HCV Infektion eine leichte, jedoch signifikante Reduktion der Frequenz von CD4+
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen ermittelt werden im Vergleich zu Patienten mit akuter (chronisch vs.
akut: p= 0,0230) und spontan ausgeheilter HCV Infektion (chronisch vs. ausgeheilt: p= 0,0365).
Innerhalb der weiteren CD4+ T-Zellsubpopulationen konnten keine signifikanten Unterschiede

nachgewiesen werden.
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3.2.2 Expression verschiedener koinhibitorischer Rezeptoren auf HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen

Fur die Charakterisierung der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen hinsichtlich des
Expressionsmusters der koregulatorischen Rezeptoren wurden die Zellen mit Fluorochrom-
markierten Antikdrpern detektiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Der inhibitorische
Rezeptor TIGIT zeigte bereits in der Analyse der CD4+ T-Zellen eine signifikant hohere
Expression bei Patienten mit akuter und chronischer Infektion im Vergleich zu HCV Patienten mit
spontan ausgeheilter Infektion. Es zeigte sich ebenfalls, dass die Expression von TIGIT stark
assoziiert mit der Expression von multiplen inhibitorischen Molekulen ist. In Abbildung 12 sind
reprasentative FACS Dotplots der inhibitorischen Rezeptor Expressionen TIGIT, PD-1, BTLA und
Tim-3 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von HCV Patienten in unterschiedlichen
Infektionsstadien dargestellt.
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Abbildung 12: Inhibitorische Rezeptor Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. Reprasentative FACS
Dotplots zeigen die inhibitorische Rezeptor Expression von TIGIT, PD-1, BTLA und Tim-3 auf HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen von Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter HCV Infektion. P-Werte wurden berechnet mit
Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als
signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001.
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HCV-spezifische CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter HCV Infektion zeigten eine hohe
Expression der koinhibitorischen Molekuile TIGIT, PD-1 und BTLA, sowie eine geringe Expression
von Tim-3. Dieses Expressionsmuster und die erhohte Frequenz der inhibitorischen Molekile war
ebenfalls bei HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit chronischer HCV aufgezeigt
worden, wahrend Patienten, die in der Lage waren, die HCV Infektion spontan zu eliminieren, eine
deutlich geringere Expression der inhibitorischen Rezeptoren auf HCV-spezifischen CD4+ T-
Zellen aufwiesen. Insbesondere war die TIGIT und PD-1 Frequenz deutlich reduziert bei Patienten
mit spontan ausgeheilter HCV Infektion.

Die statistische Auswertung der Frequenzanalyse der inhibitorischen Rezeptoren TIGIT, PD-1,
BTLA und Tim-3 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von HCV Patienten mit akuter, chronischer
und spontan ausgeheilter Infektion zeigt, dass die Expression der inhibitorischen Rezeptoren auf
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen Uberwiegend signifikant hoher war als auf der Gesamt-CD4+ T-
Zellpopulation (Abbildung 13). Die vorangegangene phéanotypische Charakterisierung von CD4+
T-Zellen ergab eine signifikant hohere inhibitorische Rezeptor Expression bei Patienten mit akuter
und chronischer HCV Infektion im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit spontan
ausgeheilter Infektion. Bei der Analyse von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen konnte, im Einklang
mit der vorangegangenen phanotypischen Charakterisierung von CD4+ T-Zellen, eine signifikant
hohere TIGIT Expression bei Patienten mit akuter und chronischer HCV Infektion im Vergleich zu
Patienten mit spontan ausgeheilter Infektion (akut vs. ausgeheilt: p<0,0001) (chronisch vs.
ausgeheilt: p=0,0061) detektiert werden. Beim Vergleich der TIGIT Expression zwischen
Patienten mit akuter und chronischer HCV Infektion konnte kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden (akut vs. chronisch: p= 0,5607).

Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Analyse der PD-1 Expression beobachtet. Sowohl bei
Patienten mit akuter als auch mit chronischer HCV Infektion zeigten HCV-spezifische CD4+ T-
Zellen signifikant héhere PD-1 Frequenzen im Vergleich zu Patienten mit spontan ausgeheilter
HCV Infektion (akut vs. ausgeheilt: p<0,0001) (chronisch vs. ausgeheilt: p<0,0001). Hierbei
konnte zuséatzlich eine signifikant héhere PD-1 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen
bei Patienten mit akuter Infektion im Gegensatz zu Patienten mit chronischer Infektion eruiert

werden (akut vs. chronisch: p= 0,0099).
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Abbildung 13: Expression inhibitorischer Rezeptoren auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. Frequenzen der
inhibitorischen Rezeptoren TIGIT, PD-1, BTLA und Tim-3 von Gesamt- und HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von
Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) HCV Infektion. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden die Signifikanzen zwischen Gesamt- und HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen nicht vermerkt. P-
Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple comparisons Test.
P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. <
0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).

Die Analyse der BTLA Expression ergab, dass HCV-spezifische CD4+ T-Zellen aller Patienten
mit HCV Infektion insgesamt sehr hohe Frequenzen des inhibitorischen Molekiils aufwiesen,
jedoch konnte kein signifikanter Unterschied in der Frequenz BTLA exprimierenden HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen zwischen den Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien

festgestellt werden (Abbildung 13).
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Die Frequenzen von Tim-3 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen waren bei Patienten mit HCV
insgesamt, unabh&ngig vom Infektionsstatus sehr gering. Eine signifikant hGhere Expression von
Tim-3 konnte dennoch auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit chronischer HCV
Infektion aufgezeigt werden im Gegensatz zu Patienten mit akuter und spontan ausgeheilter HCV
Infektion (chronisch vs. akut: p=0,0005) (chronisch vs. ausgeheilt: p=0,0037) (Abbildung 13).

3.221 SPICE Analyse

Um das Expressionsmuster und die Koexpressionen der inhibitorischen Molekile auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen detaillierter zu veranschaulichen und darzustellen, wurden die
durchflusszytometrischen Daten mit Hilfe der Software Simplified Presentation of Incredibly
Complex Evaluations (SPICE) analysiert. Die SPICE Software wurde zur Analyse der
Oberflachenexpression der inhibitorischen Molekile TIGIT, PD-1, BTLA und Tim-3 auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen verwendet (Abbildung 14).
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Abbildung 14: SPICE Analyse der inhibitorischen Rezeptoren. Das Expressionsmuster und die Kombination der
inhibitorischen Rezeptoren TIGIT, PD-1, BTLA und Tim-3 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen bei Patienten mit akuter
(n=10), chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) HCV Infektion wurde mit Hilfe von SPICE analysiert. SPICE
vergleicht die Koexpression der inhibitorischen Rezeptoren und generiert Tortendiagramme, die die Ergebnisse
veranschaulichen. Relative Skalen sind abgebildet, das hei3t die Werte sind normalisiert und die Farbskala gibt
prozentuale Werte in Relation zur Gesamtzellzahl wieder.
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Mit Hilfe der SPICE Auswertung wurden Tortendiagramme generiert, die anhand des aufgefihrten
Farbschemas die Kombination der Expression inhibitorischer Molekile aufzeigt (von blau=0
Koinhibitoren bis dunkel rot=4 Koinhibitoren). Die tiberwiegende Mehrheit der HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen wiesen ein Expressionsmuster auf, das einer Kombination von TIGIT+PD-
1+BTLA+Tim-3- (orange) entspricht. Zusatzlich zeigte sich, dass der Anteil an HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen, die eine Kombination aus TIGIT+PD-1+BTLA+Tim-3- aufwiesen, bei Patienten
mit akuter und chronischer HCV Infektion bedeutend héher war als bei Patienten mit spontan

ausgeheilter Infektion.

3.2.3 Differenzierungsstatus von HCV-spezifischen TIGIT+ CD4+ T-Zellen

Die Modulation sowohl der T-Zellaktivierung als auch der T-Zelldifferenzierung sind
entscheidende Faktoren, die zur Entwicklung der T-Zellantwort beitragen. Durch diese
Modifikation wird einerseits gewahrleistet, dass das Gleichgewicht zwischen der Immunantwort
gegen Pathogene und andererseits die Selbst-Toleranz erhalten bleibt. Um zu untersuchen, ob
die erhaltenen Unterschiede aufgrund unterschiedlicher Expression in verschiedenen CD4+ T-
Zellsubpopulationen erklart werden kénnen, wurde die TIGIT Expression auf naiven und CD4+

Gedachtnis-T-Zellpopulationen untersucht. (Abbildung 15).
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Abbildung 15: TIGIT Expression auf HCV-spezifischen naiven und CD4+ Gedéachtnis-T-Zellsubpopulationen.
Die Differenzierungsmarker CD45RO und CCR7 wurden verwendet um die TIGIT Expression auf naiven und
Gedachtnis-T-Zellsubpopulationen (CCR7-CD45R0O- — Terminale Effektor-T-Zellen: Temra; CCR7+CD45R0O- — naive
T-Zellen: Thave; CCR7-CD45RO+ — Effektor-Gedachtnis-T-Zelle — Tem; CCR7+CD45R0O+ — Zentrale Gedachtnis-T-
Zellen — Tcwm) zu analysieren. (A) Reprasentative Dotplots zeigen die TIGIT Expression und (B) die Frequenz auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen von Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und ausgeheilter (n=8)
HCV Infektion. P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple
comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-
Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).
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Abbildung 15A und 15B zeigen reprasentative FACS Dotplots und die Frequenzen der TIGIT
Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen von Patienten mit akuter,
chronischer und spontan ausgeheilter HCV Infektion.

Der Vergleich der TIGIT Expression auf den unterschiedlichen CD4+ Gedachtnis-T-
Zellsubpopulationen (CCR7-CD45RO- — Terminale Effektor-T-Zellen: Temra; CCR7+CD45R0O- —
naive T-Zellen: Thave; CCR7-CD45R0O+ — Effektor-Gedachtnis-T-Zelle — Tem; CCR7+CD45R0O+ —
Zentrale Gedachtnis-T-Zellen — Tcwm) zeigte eine signifikant héhere TIGIT Frequenz auf HCV-
spezifischen CD4+ Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen (Tem) in akut und chronisch HCV infizierten
Patienten im Gegensatz zu Patienten mit spontaner Ausheilung der HCV Infektion (akut vs.
ausgeheilt: p= 0,0004) (chronisch vs. ausgeheilt: p= 0,0021). Die TIGIT Expression auf anderen
Subpopulationen der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen ergab keine weiteren signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Patientengruppen.

3.24 TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

Die Expression von TIGIT gemeinsam mit PD-1 wird in zahlreichen Studien als Marker fur
erschopfte und dysfunktionale T-Zellen in chronisch viralen Infektionen und Krebserkrankungen
beschrieben (Grogan et al., 2014) (Chauvin et al., 2015) (Chew et al., 2016). Johnsten et al.
konnten auch zeigen, dass durch den gleichzeitigen Einsatz von anti-TIGIT anti-PD-1 Antikdrpern
die Effektor-T-Zellfunktion wieder hergestellt und die Erschdpfung aufgehoben werden konnte
(Robert J. Johnston et al., 2014).

Um die gemeinsame Rolle von TIGIT und PD-1 in der HCV Infektion ndher zu charakterisieren,
wurde die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten in

unterschiedlichen Infektionsstadien untersucht (Abbildung 16A-E).
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Abbildung 16: TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. (A) Reprasentative FACS Dotplots
zeigen die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen und (B) die TIGIT/PD-1 Frequenz von
Gesamt- und HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und ausgeheilter
(n=8) HCV Infektion. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Signifikanzen zwischen Gesamt- und HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen nicht vermerkt (C) Basierend auf den Differenzierungsmarkern CD45R0O und CCR7 wurde
die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen untersucht (CCR7-CD45RO- —
Terminale Effektor-T-Zellen: Temra; CCR7+CD45R0O- — naive T-Zellen: Thaive; CCR7-CD45RO+ — Effektor- Gedéachtnis-
T-Zellen — Tem; CCR7+CD45R0O+ — Zentrale Gedéachtnis-T-Zellen — Tcwm). (D) Vergleich der TIGIT/PD-1 Koexpression
auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen in der akuten Phase der Infektion zwischen Patienten mit einem chronischen
Verlauf und Patienten mit spontaner Ausheilung. (E) TIGIT/PD-1 Frequenz im Vergleich bei Patienten mit chronischer
HCV (cHCV), wahrend der HCV Therapie (3 Patienten erhielten eine IFN und 5 eine DAA basierte Therapie), nach
einer erfolgreichen Therapie mit dauerhaft virologischem Therapieansprechen (SVR: engl. Sustained virological
response) (4 Patienten erhielten eine IFN und 4 eine DAA basierte Therapie) und Patienten mit spontaner Ausheilung
der HCV Infektion (Sp.A). P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s
multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren
p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwert und + Standardabweichung (SD).

Zudem wurde die TIGIT/PD-1 Koexpression auf der Gesamt-CD4+ T-Zellpopulation separat
analysiert. Reprasentative Dotplots zeigen die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen bei akut, chronisch und spontan ausgeheilten HCV infizierten Patienten
(Abbildung 16A). Bei Patienten mit akuter und chronischer HCV Infektion konnten signifikant
hohere Frequenzen der TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen detektiert
werden verglichen mit Patienten mit spontan ausgeheilter Infektion (akut vs. ausgeheilt: p<0,0001)
(chronisch vs. ausgeheilt: p=0,0001) (Abbildung 16B).
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Es konnte ebenfalls eine leichte, jedoch signifikant héhere TIGIT/PD-1 Koexpression bei
Patienten mit akuter HCV Infektion im Gegensatz zu chronischer HCV Infektion ermittelt werden
(akut vs. chronisch: p= 0,0287). Besonders deutlich ersichtlich wurde die insgesamt signifikant
hohere TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen verglichen mit der
Gesamt-CD4+ T-Zellpopulation unabhangig vom Infektionsstatus (Abbildung 16B). In einem
weiteren Schritt wurde die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ Gedachtnis-T-
Zellsubpopulationen analysiert (Abbildung 16C). Es konnte hierbei eine signifikant erhdhte
TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ Tem-Zellen von Patienten mit akuter und
chronischer HCV Infektion im Vergleich zu Patienten mit spontan ausgeheilter HCV Infektion (akut
vs. ausgeheilt: p<0,0001) (chronisch vs. ausgeheilt: p=0,0044) aufgezeigt werden. Bei Patienten
mit akuter HCV Infektion konnte zuséatzlich eine erhéhte TIGIT/PD-1 Koexpression auf CD4+ Temra
—Zellen detektiert werden verglichen mit chronisch und spontan ausgeheilter HCV Infektion (akut
vs. ausgeheilt: p=0,0026) (akut vs. chronisch: p=0,0019).

Um zu untersuchen, ob die TIGIT/PD-1 Koexpression als pradiktiver Marker fungiert oder einen
Einfluss auf den klinischen Verlauf der Infektion hat, wurde die Expression in der akuten Phase
der HCV Infektion naher untersucht (Abbildung 16D). Von den insgesamt zehn akut infizierten
Patienten entwickelten sechs Patienten eine chronische HCV Infektion und vier Patienten konnten
die HCV Infektion spontan eliminieren. In der akuten Phase der HCV Infektion konnte eine
Tendenz zu einer erhdhten TIGIT/PD-1 Koexpression bei Patienten mit einem chronischen
Krankheitsverlauf verglichen mit Patienten mit anschlieBend spontaner Ausheilung beobachtet
werden. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Patientengruppen (akut-chronisch vs. akut-ausgeheilt: p= 0,0933) (Abbildung 16D).

AnschlieRend wurde untersucht, wie sich die TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen
CDA4+ T-Zellen wahrend und nach einer HCV Therapie verhélt (Abbildung 16E). Hierfir wurde
die TIGIT/PD-1 Koexpression von Patienten mit chronischer HCV Infektion (cHCV), wahrend einer
HCV Therapie (peg-IFN: n=3; DAA: n=5), nach einer erfolgreichen Therapie mit SVR (24 Wochen
nach Beendigung der Therapie; peg-IFN: n=4; DAA: n=4) und von Patienten mit spontan
ausgeheilter (Sp.A) HCV Infektion verglichen. Abbildung 16E zeigt, dass keine Veranderungen
der TIGIT/PD-1 Frequenz weder wéhrend, noch nach dem Ende einer erfolgreichen HCV-
Therapie detektiert werden konnte. Weiterhin konnte eine signifikant hohere TIGIT/PD-1
Koexpression detektiert werden im Vergleich zu Patienten, die eine HCV Infektion spontan
ausgeheilt haben (chronisch vs. ausgeheilt: p<0,0001) (Therapie vs. Sp.A: p= 0,0002) (SVR vs.
Sp.A: p<0,0001).
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3.25 CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

Uber die Rolle des kostimulierenden Rezeptors CD226 auf T-Zellen ist in der HCV Infektion wenig
bekannt. Aus diesem Grund wurde die CD226 Expression auf Gesamt- und HCV-spezifischen
CD4+ T-Zellen ex vivo von Patienten in unterschiedlichen Infektionsstadien mittels

Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 17A-E).
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Abbildung 17: CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. (A) Reprasentative FACS Dotplots zeigen
die CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen und (B) die CD226 Frequenz auf Gesamt- und HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit akuter (n=10), chronischer (n=11) und ausgeheilter (n=8) HCV Infektion.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Signifikanzen zwischen Gesamt- und spezifischen CD4+ T-Zellen nicht
vermerkt. (C) Mittels der Differenzierungsmarker CD45RO und CCR7 wurde die CD226 Expression auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen untersucht (CCR7-CD45RO- — Terminale Effektor-T-Zellen: Tewmra;
CCR7+CDA45R0- — naive T-Zellen: Tnaive; CCR7-CD45RO+ — Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen — Tem; CCR7+CD45RO+ —
Zentrale Gedachtnis-T-Zellen — Tcm). (D) Vergleich der CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen in der
akuten Phase der Infektion zwischen Patienten mit chronischem Verlauf und Patienten mit spontaner Ausheilung. (E)
CD226 Frequenz im Vergleich zwischen Patienten mit chronischer HCV (cHCV), wéhrend einer HCV Therapie (3
Patienten erhielten eine peg-IFN und 5 eine DAA basierte Therapie), nach einer erfolgreichen Therapie mit dauerhaft
virologischem Therapieansprechen (SVR: engl. Sustained virological response) (4 Patienten erhielten eine peg-IFN und
4 eine DAA basierte Therapie) und Patienten mit spontaner Ausheilung der Infektion (Sp.A). P-Werte wurden berechnet
mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden
als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind
Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).
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Reprasentative FACS Dotplots zeigen die CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-
Zellen von Patienten mit akuter, chronischer und spontan ausgeheilter HCV Infektion (Abbildung
17A). Abbildung 17B zeigt, dass eine signifikante Reduktion der CD226 Frequenz auf HCV-
spezifischen CD4+ T-Zellen bei Patienten mit chronischer Infektion vorlag verglichen mit
Patienten, die eine HCV Infektion spontan ausgeheilt haben (chronisch vs. ausgeheilt: p= 0,0023).
Bei der Analyse der CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellsubpopulationen
konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (Abbildung 17C). Interessanterweise
zeigte sich eine leichte, jedoch signifikant hohere CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen von akut infizierten HCV Patienten, die im Krankheitsverlauf die Infektion spontan
eliminieren konnten im Gegensatz zu Patienten, die einen persistierenden HCV Verlauf entwickeln
(akut-ausgeheilt vs. akut-chronisch: p=0,0234) (Abbildung 17D).

Zusatzlich wurde die CD226 Expression von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen wahrend und nach
einer HCV Therapie (Abbildung 17E) analysiert. Dafur wurde die CD226 Expression von
Patienten mit chronischer HCV Infektion (cHCV), wahrend einer HCV Therapie (peg-IFN: n=3;
DAA: n=5), nach einer erfolgreichen Therapie mit SVR (24 Wochen nach Beendigung der
Therapie; peg-IFN: n=4; DAA: n=4) und von Patienten mit spontan ausgeheilter (Sp.A) HCV
Infektion verglichen. Wahrend in der vorigen Analyse keine Veranderung in der TIGIT/PD-1
Frequenz auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen wéhrend und nach dem Ende einer HCV Therapie
detektiert wurde, konnte ein Anstieg der CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen
vermerkt werden. Nach erfolgreicher Therapie mit SVR konnte eine nahezu gleiche CD226
Frequenz auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen verglichen mit Patienten mit spontan ausgeheilter
HCV Infektion detektiert werden (SVR vs. Sp.A: p=0,1632).

3.2.6 Longitudinale Analysen der Korezeptor Expression

Um die Relevanz und Rolle der zuvor untersuchten Korezeptoren im Verlauf einer HCV Infektion
zu untersuchen, wurde die MFI (engl. Mean fluorescence intensity) auf HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen longitudinal mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zunachst wurde die MFI von TIGIT,
PD-1 und CD226 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von vier chronischen HCV Patienten im
Verlauf einer DAA-Therapie untersucht (Abbildung 18).
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Abbildung 18: MFI der Korezeptoren TIGIT, PD-1 und CD226 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen im Verlauf
einer DAA-Therapie. Longitudinale Darstellung der MFIs der inhibitorischen Rezeptoren (A) TIGIT und (B) PD-1 und
der MFI des stimulierenden Rezeptors (C) CD226 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen. PBMC Proben von vier
chronischen HCV Patienten (eine verbundene Linie reprasentiert einen Patienten) wurden entnommen am Tag O
(Zeitpunkt ohne Therapie), wahrend und nach dem Ende der Therapie. P-Werte wurden mit Hilfe eines gepaarten T-
Tests berechnet. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** représentieren p-Werte
< 0,01 bzw. < 0,001.

Sowohl bei der MFI von TIGIT (Abbildung 18A), als auch PD-1 auf HCV-spezifischen CD4+ T-
Zellen (Abbildung 18B) ist eine deutliche und signifikante Reduktion bei allen vier Patienten nach
Initierung der DAA Therapie zu beobachten (TIGIT MFI: p= 0,0054; PD-1 MFI: p= 0,0214).
Uberraschenderweise war im Verlauf der DAA Therapie bei drei Patienten eine Reduktion der
CD226 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen und bei einem Patienten ein Anstieg CD226
MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen zu beobachten (Abbildung 18C). AnschlieRend wurde
die MFI von TIGIT, PD-1 und CD226 auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von zwei akut
infizierten HCV Patienten mit chronischen Verlauf und einem akut infizierten HCV Patienten mit

spontaner Ausheilung longitudinal analysiert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Longitudinale Analyse der Korezeptor MFI in der frihen Phase der Infektion. Die MFI von TIGIT,
PD-1 und CD226 wurde longitudinal analysiert von (A) Patient aHCV1 und (B) Patient aHCV6, behandelt in der frihen
Phase der HCV Infektion und (C) Patient aHCV4 mit einer spontanen Ausheilung der HCV Infektion. PMBC von Patient
aHCV1 und aHCV6 wurden analysiert in der akuten Phase, wahrend (peg-IFN Therapie von insgesamt 24 W), sowie
nach dem Ende der HCV Therapie. PBMC von Patient aHCV4 wurden analysiert vom akuten Zeitpunkt bis hin zur
spontanen Ausheilung der HCV Infektion. Die MFI von TIGIT, PD-1 und CD226, sowie die korrespondierende Viruslast
(VL) wurden in (A) fur Patient aHCV1 (B) fur Patient aHCV6 und (C) Patient aHCV4 dargestellt.

Bei den Patienten aHCV1 und aHCV6 wurde in der akuten Phase eine hohe TIGIT, PD-1 und

CD226 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen detektiert, die mit beginnender HCV Therapie
sank und zusatzlich mit der Viruslast korrelierte (Abbildungen 19A und 19B). Ein ahnliches Bild
liel3 sich bei Patient aHCV4 bei der TIGIT und PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

beobachten.
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Es konnte zunachst eine erhéhte TIGIT und PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen in
der akuten Phase beobachtet werden, die jedoch ohne Therapie wahrend der spontanen
Ausheilung der HCV Infektion sank, parallel zur Abnahme der Viruslast (Abbildung 19C).
Interessanterweise konnten keine Veranderungen in der CD226 MFI auf HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen bei Patient aHCV4 beobachtet werden.

3.3 Ex vivo Analyse von HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen

In der chronischen HCV Infektion konnten erschopfte HCV-spezifische CD8+ T-Zellen mit
verminderter  Zytokinproduktion (z.B. IFN-y), geringerer Proliferationsrate und einer
Hochregulation von inhibitorischen Molekilen wie z.B. PD-1 assoziiert werden (Penna et al.,
2007). Immuntherapeutische Strategien, die der HCV-spezifischen CD8+ T-Zellerschépfung
entgegenwirken und folglich die Funktion polyfunktioneller CD8+ T-Zellen reaktivieren kénnen,
gelten als Vvielversprechende Ansatze zur Bekampfung oder Pravention chronischer
Virusinfektionen beim Menschen. Neben dem Einsatz von Anti-PD-1 Antikdrpern als mdgliche
Immun-Checkpoint Inhibitoren (Jang & Venna, 2017), sind weitere Adjuvanzien in den Fokus der
Forschung gertckt. Erste humane klinische in vivo Studien zeigen einen vielversprechenden
immuntherapeutischen Ansatz durch die Blockade von TIGIT (Park et al., 2018). Im folgenden
Abschnitt sind die Ergebnisse der TIGIT und CD226 Untersuchungen auf HCV-spezifischen CD8+
T-Zellen dargestellt.

3.3.1 TIGIT/CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen

Die Rolle von TIGIT und seinem komplementéren Rezeptor CD226 wurde mit Hilfe von MHC-
Klasse | Technologie, magnetischer Partikelanreicherung und Durchflusszytometrie auf HCV-
spezifischen CD8+ T-Zellen ndher charakterisiert. Daftir wurde die TIGIT und CD226 Expression
auf Gesamt- und HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen wahrend der akuten, chronischen und der

spontan ausgeheilten Phase der HCV Infektion untersucht (Abbildung 20).
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Abbildung 20: TIGIT und CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen. (A) Reprasentative FACS
Dotplots zeigen die TIGIT und CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen (Tet+) und (B) die TIGIT und
CD226 Frequenzen auf Gesamt- und HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen von Patienten mit akuter (n=5), chronischer
(n=5) und ausgeheilter (n=3) HCV Infektion. P-Werte wurden berechnet mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt
von einem Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet und als * dargestellt. **
und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Dargestellt sind Mittelwerte und + Standardabweichungen (SD).

Im Gegensatz zu HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen, konnte auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen
keine Hochregulation von TIGIT in der akuten Phase der Infektion detektiert werden. Hingegen
konnte eine signifikant hohere Frequenz von TIGIT auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei
Patienten mit chronischer Infektion verglichen mit Patienten mit akuter (chronisch vs. akut:
p=0,0162) und spontan ausgeheilter HCV Infektion (chronisch vs. ausgeheilt: p=0,0056)
beobachtet werden (Abbildung 20A und 20B). Uberraschenderweise zeigte sich, dass CD226
variierende Expressionslevel auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen in der chronischen Phase der
HCV Infektion aufwies. Wahrend einige Patienten CD226 auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen
auf einem intermediaren Level exprimierten, konnte eine komplette Herunterregulation der CD226
Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei weiteren Patienten aufgezeigt werden. Beim
Vergleich der Patienten mit unterschiedlichen CD226 Expressionslevel in der chronischen HCV
Infektion zeigte sich ein Unterschied im HLA-A-Typ. Patienten, die CD226 auf einem
intermediaren Level exprimierten, wiesen den HLA-A*02:01 Typ auf. Patienten mit dem HLA-
A*24:02 Typ zeigten hingegen eine nahezu vollstandige Herabregulation der CD226 Expression
auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen.
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4 Diskussion

Bei einer akuten Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist es einer Minderheit der Patienten moglich,
das Virus eigenstandig zu eliminieren und die Infektion spontan auszuheilen. Bei dem Grofteil
der HCV infizierten Patienten persistiert das Virus jedoch und sie entwickeln eine chronische
Infektion (Lauer & Walker, 2001). Eine starke und multispezifische T-Zellantwort ist essenziell fur
die spontane Ausheilung der HCV Infektion. In der akuten Phase der Infektion kann bei allen
Patienten, unabhangig vom weiteren Verlauf der Infektion, eine ausgepragte HCV-spezifische T-
Zellantwort detektiert werden (Holz & Rehermann, 2015). Bei Patienten mit persistierendem
Verlauf sind diese jedoch nach kurzer Zeit nur noch in geringer Frequenz nachweisbar (Diepolder
et al., 1995) (Day et al., 2002) (Schulze zur Wiesch et al., 2005). Der genaue Mechanismus, der
zum Verlust der T-Zellantwort in der chronischen HCV Infektion fuhrt, ist noch nicht vollstandig

aufgeklart.

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass flr eine spontane Ausheilung der HCV Infektion
genetische Faktoren des Wirts mitentscheidend sind (McKiernan et al., 2004) (Ziegler et al., 2013)
(Fitzmaurice et al., 2015). Dabei wurde aufgezeigt, dass bestimmte HLA-Klasse Il Typen einen
Einfluss auf den Verlauf einer HCV Infektion haben. Eine spontane Ausheilung der HCV Infektion
konnte vermehrt bei Patienten mit den Allelen DQB1*03 und DRB1*11 beobachtet werden,
wahrend Patienten mit einem DQB1*02 Typ Uberwiegend einen chronischen Verlauf aufzeigten
(Alric et al., 1997) (Thio et al., 2001) (Harris et al., 2008). Es konnte ebenfalls eine protektive
Wirkung bei Patienten mit den Allelen HLA-B*27 und HLA-B*57 nachgewiesen werden, die
bedingt durch eine schnelle Antigenfragmentierung und eine geringere Moglichkeit fur virale
Escapemutationen vermittelt wird (Neumann-Haefelin et al., 2006) (Dazert et al., 2009) (Schmidt
et al., 2012). Zusatzlich konnten transkriptionelle Unterschiede der HCV-spezifischen CD8+ T-
Zellen in der akuten Phase der HCV Infektion ermittelt werden zwischen Patienten mit
persistierendem Verlauf der HCV Infektion und Patienten mit spontaner Ausheilung. Diese
Unterschiede wurden in der akuten Phase mit metabolischen Dysregulationen von Patienten mit
anschlielend persistierendem Verlauf assoziiert. Zudem konnte diese transkriptionelle
Dysregulation der HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen mit der Préasenz von HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen korreliert werden (Wolski et al., 2017). Diese Erkenntnisse stimmen mit friiheren Studien
Uberein, die in HCV infizierten Schimpansen gemacht wurden und zeigen, dass eine HCV-
spezifische CD4+ T-Zellantwort essenziell fir die spontane Ausheilung der HCV Infektion ist
(Thimme et al., 2001) (Grakoui et al., 2003).
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Im Vergleich dazu weisen HCV-spezifische CD4+ T-Zellen eine dysfunktionale Effektorfunktion in
der chronischen HCV Infektion auf, welches durch proliferative Defekte gekennzeichnet und
gefolgt von einer nahezu vollstandigen Depletion der Zellen ist. Aufgrund der niedrigen ex vivo
Frequenz der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen beruhen die vorangegangenen Analysen
Uberwiegend auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen (Gruener et al., 2001) (Day et al., 2003)
(Schulze zur Wiesch et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden ex vivo HCV-spezifische
CD4+ und CD8+ T-Zellen mit Hilfe einer MHC-Klasse | und Il Tetramerfarbung in Kombination mit
einer Oberflachen-Antikdrperfarbung hinsichtlich ihres Expressionsmusters koregulatorischer
Rezeptoren charakterisiert. Im Fokus dieser Arbeit stand die vergleichende Analyse der TIGIT,
PD-1 und CD226 Expression auf HCV-spezifischen T-Zellen von HCV Patienten mit akuter,
chronischer und spontan ausgeheilter Infektion. Die erhaltenen Resultate werden im folgenden
Abschnitt diskutiert.

4.1 TIGIT Expression auf CD4+ T-Zellen

Die vergleichende Analyse der TIGIT Expression auf CD4+ T-Zellen innerhalb dieser
Promotionsarbeit ergab, dass TIGIT signifikant hoher auf CD4+ T-Zellen exprimiert wurde von
Patienten mit akuter HCV Infektion verglichen mit gesunden Probanden, Patienten mit chronischer
Infektion und spontan ausgeheilter HCV Infektion. Es konnte ebenfalls eine signifikant hdohere
Expression von TIGIT auf CD4+ T-Zellen von Patienten mit chronischer HCV Infektion verglichen
mit gesunden Probanden ermittelt werden. Dabei zeigte sich auch eine signifikant héhere TIGIT
Expression auf CD4+ Tew-Zellen von chronisch und akut HCV infizierten Patienten. Zahlreiche
Studien beschreiben TIGIT als Marker fir erschopfte CD8+ T-Zellen in chronisch viralen Infektion
und Krebserkrankungen (R. J. Johnston et al., 2009) (Yadav et al., 2016) (Chew et al., 2016)
(Guillerey et al., 2018). Die Rolle und Funktion von TIGIT auf CD4+ T-Zellen ist jedoch nicht
vollstandig verstanden. TIGIT scheint bei CD4+ T-Zellen sowohl als Aktivierungs- als auch Marker
fur Dysfunktionalitdt zu fungieren. Bei gesunden Probanden wird TIGIT (berwiegend auf
aktivierten, nicht naiven CD4+ T-Zellen exprimiert (Lozano et al., 2012). Hierbei ist TIGIT
gemeinsam mit dem kostimulierenden Rezeptor CD226 Uberwiegend fur die T-Zellregulation
zustandig. In chronisch viralen Infektion wie z.B. HIV wurde die Expression von TIGIT gemeinsam
mit PD-1 und LAG-3 als Marker fir HIV Reservoir CD4+ T-Zellen beschrieben (Fromentin et al.,
2016).
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Bei den hier vorgelegten Resultaten der Analyse von CD4+ T-Zellen von gesunden Probanden
und HCV Patienten konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die TIGIT Expression stark
assoziiert war mit der Expression der inhibitorischen Rezeptoren PD-1, BTLA und Tim-3.

PD-1 wurde bereits in vorigen Studien als Marker fur dysfunktionale CD4+ T-Zellen in der HCV
Infektion beschrieben (Kasprowicz et al., 2008) (W. Xiao et al., 2016), wie auch als
Erschopfungsmarker auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen (Urbani et al., 2006) (Nakamoto et al.,
2008). In Einklang zu den hier erhaltenen Daten wurde gezeigt, dass eine Hochregulation von
PD-1 bereits in der akuten Phase beobachtet werden konnte. Es konnte weiterhin eine erhghte
PD-1 Frequenz bei Patienten mit chronischer HCV Infektion aufgezeigt werden (Kasprowicz et al.,
2008). Die inhibitorischen Molekile BTLA und Tim-3 wurden ebenfalls in diversen chronisch
viralen Infektionen mit der T-Zellerschopfung assoziiert (Golden-Mason et al., 2009) (Moorman et
al., 2012) (Barathan et al., 2017). Eine besondere Rolle fir die Interaktion von Tim-3 mit dessen
Liganden Galectin-9 konnte auf Tfh-Zellen beobachtet werden. Eine erhdhte Tim-3 Expression
auf Tfh-Zellen korrelierte mit der HCV-Replikation und wurde vermehrt in Patienten mit
chronischer HCV Infektion detektiert (Zhuo et al., 2017).

Uberraschenderweise zeigten die Analysen der kostimulierenden Rezeptoren CD226 und OX40
keine oder nur sehr geringe Unterschiede bei der Expression auf CD4+ T-Zellen. Lediglich eine
leichte, jedoch signifikante Herabregulation der OX40 Expression auf CD4+ T-Zellen konnte bei
chronischen Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet werden. Zum einem
konnte das darauf schlie3en lassen, dass kostimulierende Rezeptoren auf CD4+ T-Zellen eine
weniger relevante Rolle spielen in der HCV Infektion als z.B. auf CD8+ T-Zellen im LCMV
Mausmodell (Kopf et al., 1999) (Boettler et al., 2012) oder in der HIV Infektion (Q. Yu et al., 2006).
Zum anderen konnte die niedrige ex vivo Frequenz der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen einen
zu bertcksichtigenden Faktor fir die CD4+ T-Zellanalyse darstellen, da diese einen zu geringen
Anteil der CD4+ T-Zellpopulation ausmachen. HCV-spezifische CD4+ T-Zellen liegen in 10-fach
niedrigerer Frequenz in peripheren Blut vor im Vergleich zu HIV-spezifischen T-Zellen (Kim et al.,
2005). Die Korezeptor Expression auf der Gesamt-CD4+ T-Zellpopulation kdnnte somit nur einen
geringen Rickschluss beziglich der Relevanz der Molekiile in einer HCV Infektion widergeben.
Um den Einfluss auf die koregulatorischen Rezeptoren im Zusammenhang mit der HCV Infektion
detaillierter aufklaren zu konnen, wurde die Expression der inhibitorischen Rezeptoren von HCV-

spezifischen CD4+ T-Zellen ndher untersucht.
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4.2 TIGIT/PD-1/CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

Im Rahmen dieser Studie konnten erfolgreich HCV-spezifische CD4+ T-Zellen von Patienten mit
akuter (n=10) chronischer (n=11) und spontan ausgeheilter (n=8) HCV Infektion mit Hilfe von
HCV-spezifischen MHC-Klasse Il Tetrameren analysiert werden. In Ubereinstimmung mit vorigen
Studien konnte eine signifikant hohere Frequenz an Tetramer positiven CD4+ T-Zellen bei
Patienten mit akuter HCV Infektion verglichen mit chronischer und spontan ausgeheilter HCV
Infektion ermittelt werden (Day et al., 2003) (Lucas et al., 2007) (Raziorrouh et al., 2011). Bei der
Untersuchung zur Differenzierung von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen konnte eine geringe,
jedoch signifikante Reduktion der CD4+ Tewm-Zellen bei chronischen HCV Patienten detektiert
werden. Es wurde in vorigen Studien gezeigt, dass ein Ausheilen der HCV Infektion mit einem
Thl-Zellprofil assoziiert ist, also mit der Sekretion von IFN-y und IL-2. Hingegen wies das
Zytokinprofil chronisch infizierter HCV Patienten in anderen Studien eine verminderte Sekretion
von IL-2 auf (Tsai et al., 1997) (Gerlach et al., 1999) (Semmo et al., 2005) (Semmo & Klenerman,
2007). Der Verlust der Effektorfunktion der T-Zellen ist stark mit einer erhéhen Expression von
inhibitorischen Rezeptoren assoziiert (Yi et al., 2010) (Wherry, 2011) (Anderson, Joller, &
Kuchroo, 2016).

Die erhaltenen Ergebnisse im Rahmen dieser Promotionsarbeit zeigen, dass der inhibitorische
Rezeptor TIGIT stark erhoht exprimiert wurde auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten
mit akuter und chronischer HCV Infektion verglichen mit Patienten mit spontan kontrollierter HCV
Infektion. Diese Resultate bestatigen zunachst die erhaltenen Ergebnisse der Analyse der
Gesamt-CD4+ T-Zellpopulation und stehen auch in Einklang mit vorigen Studien zur TIGIT
Expression auf CD8+ T-Zellen in chronisch viralen Infektion und Krebserkrankungen (Pauken &
Wherry, 2015). Im LCMV Mausmodell wird TIGIT als Marker fur erschopfte und dysfunktionale
CD8+ T-Zellen beschrieben (Robert J. Johnston et al., 2014). Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
dass eine Blockade von TIGIT zu einer Wiederherstellung der funktionellen Eigenschaften anti-
viraler und auch anti-tumoraler T-Zellantworten fihren kann. Eine erhéhte TIGIT Expression auf
erschopften HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen konnte ebenfalls in der HIV Infektion gezeigt
werden (Tauriainen et al., 2017). Fiur CD4+ T-Zellen wurde die TIGIT Expression Uberwiegend im
Zusammenhang mit Treg-Zellen und als Regulator fur die T-Zelldifferenzierung in gesunden
Probanden beschrieben (Lozano et al., 2012). Studien, die TIGIT als Marker fir dysfunktionale T-
Zellen beschreiben, zeigen gleichzeitig eine massive Koexpression mit zahlreichen weiteren,
inhibitorischen Rezeptoren. Eine kirzlich durchgefiihrte Studie Uber HIV infizierte Patienten zeigt,
dass das inhibitorische Expressionsmuster zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen deutliche

Unterschiede aufweist (Teigler et al., 2017).
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Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnten ebenfalls Unterschiede zwischen den
Expressionsmustern von HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen aufgezeigt werden. Auf
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen konnte eine Hochregulation von TIGIT in der akuten und
chronischen Phase der HCV detektiert werden. Im Vergleich zu HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen
war eine Hochregulation von TIGIT lediglich bei Patienten mit chronischer HCV Infektion und nicht
bei Patienten mit akuter HCV Infektion zu beobachten. In der HIV Infektion wurde die TIGIT
Expression mit einer massiven Koexpression von LAG-3 und Tim-3 auf CD4+ T-Zellen
beschrieben. (Fromentin et al., 2016). Die Koexpression von TIGIT, LAG-3 und Tim-3 wurde dabei
als HIV Reservoirmarker auf CD4+ T-Zellen unter ART assoziiert. Die hier durchgefiihrte SPICE
Analyse der inhibitorischen Molekile zeigte, dass der dominierende und charakteristische
Phanotyp von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen eine Koexpression von TIGIT, PD-1 und BTLA,

jedoch nicht Tim-3 aufweist.

4.2.1 TIGIT/PD-1 Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein signifikanter Unterschied in der TIGIT/PD-1 Koexpression
auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen zwischen akut und chronisch infizierten Patienten im
Vergleich zu Patienten mit spontan ausgeheilter Infektion ermittelt werden. Die TIGIT/PD-1
Koexpression wurde in zahlreichen Analysen als Marker fir dysfunktionale und erschopfte T-
Zellen beschrieben. In der HIV Infektion wurde eine erhthte TIGIT/PD-1 Koexpression auf HIV-
spezifischen CD8+ T-Zellen von Patienten mit chronischer HIV Infektion aufgezeigt (Chew et al.,
2016). Zudem wurde gezeigt, dass eine Einzelblockade von TIGIT oder PD-1 sowohl die Effektor-
T-Zellfunktion wieder induzierte, der groRte Erfolg jedoch durch eine parallele Blockade
hervorgerufen werden konnte (Chew et al., 2016). Im Gegensatz zu den hier gemachten
Beobachtungen ist eine erhdhte TIGIT Expression in der HIV Infektion erst in der chronischen
Phase detektiert worden (Tauriainen et al.,, 2017). Das gilt sowohl fur die erhohte TIGIT
Expression auf CD8+ als auch auf CD4+ T-Zellen. Die Autoren erwéhnen jedoch auch, dass es
signifikante Unterschiede in der CD8+ T-Zelldifferenzierung gab und innerhalb dieser
Subpopulationen auch Unterschiede in der TIGIT Frequenz. Daraus folgt, dass eine
Hochregulation bei einzelnen CD4+ und CD8+ T-Zellsubpopulationen bereits in der akuten Phase
vorhanden sein kdnnte in der HIV Infektion und weiteren chronisch viralen Infektionen. Generell
scheint die TIGIT Expression durch polyklonale TCR Stimulation induziert zu werden, dies ist bei
den meisten inhibitorischen Molektlen zu beobachten (T. Fujita et al., 2014) (Rekik et al., 2015).
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In der HIV Infektion wurden jedoch heterogene Resultate bei der Analyse der TIGIT Expression
nach HIV-1 Gag Peptid Stimulation erzielt. Ein Teil der Patienten zeigte nach Stimulation der HIV-
spezifischen CD8+ T-Zellen einen Anstieg der TIGIT Expression, wahrend ein weiterer Teil der
Patienten eine konstante TIGIT Expression auf HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen aufwies (Chew
et al., 2016).

Um zu untersuchen, ob die koregulatorischen Molekiile in der akuten Phase der HCV Infektion
als pradiktive Biomarker fur den weiteren Verlauf der HCV Infektion verwendet werden kdnnten,
wurde in dieser Arbeit die TIGIT/PD-1 Koexpression bei Patienten mit unterschiedlichen
Krankheitsverlauf vergleichend analysiert. In zuvor absolvierten Studien wurden unterschiedliche
klinische Parameter bereits als pradiktive Biomarker in der HCV beschrieben, um z.B. das
Fortschreiten einer Fibrose oder die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms friihzeitig zu
diagnostizieren (Tokuhisa et al., 2007) (Valva, Rios, De Matteo, & Preciado, 2016). Anhand der
hier erhaltenen Ergebnisse konnte in der akuten Phase der HCV Infektion bei Patienten mit
anschlieRend persistierendem Verlauf eine tendenziell héhere TIGIT/PD-1 Koexpression auf
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen verglichen mit Patienten mit spontan eliminierter HCV Infektion
aufgezeigt werden. Ahnliche Resultate wurden bereits in vorigen Studien bei der vergleichenden
Analyse der PD-1 Expression in der akuten Phase der HCV Infektion erzielt (Kasprowicz et al.,
2008). Hierbei konnte auch in der akuten und chronischen Phase der HCV Infektion eine erhéhte
PD-1 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen im Vergleich zu spontan ausgeilten HCV
Patienten detektiert werden. In der akuten HCV Infektion lie3 sich jedoch kein signifikanter
Unterschied in der PD-1 Expression zwischen HCV Patienten mit unterschiedlichem klinischen
Verlauf feststellen (Chronifizierung vs. spontane Ausheilung). Um eine abschlieRende Aussage
daruber treffen zu kénnen, ob und in welchen Maf3 TIGIT und/oder PD-1 als prédiktive Biomarker
in HCV Infektion verwendet werden kénnten, wére eine erweiterte Analyse mit einer grof3eren
Anzahl an Patienten notwendig. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde die TIGIT/PD-1
Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen zwischen Patienten mit a) chronischer
Infektion, b) bei Patienten unter HCV Therapie, c) 24 Wochen nach dem Ende einer erfolgreichen

Therapie und d) bei Patienten mit spontan ausgeheilter HCV vergleichend untersucht.

Patienten, die unter einer Therapie die HCV Infektion mit dauerhaftem virologischem Ansprechen
erfolgreich eliminieren konnten, zeigten weiterhin eine signifikant hohere TIGIT/PD-1
Koexpression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen verglichen mit Patienten, die die HCV

Infektion spontan ausheilen konnten.
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Diese erhaltenen Resultate lassen darauf schlieRen, dass die TIGIT/PD-1 Koexpression ein
wichtiger Faktor fur die spontane Ausheilung in der HCV Infektion darstellt und deuten darauf hin,
dass eine Ausheilung unter HCV Therapie keine Anderung in der Dysfunktionalitat der CD4+ T-
Zellen mit sich bringt. Die essentielle Rolle einer starken und multispezifischen CD4+ T-
Zellantwort konnte bei Untersuchungen in Schimpansen verdeutlich werden, die zunachst in der
Lage waren, die HCV Infektion spontan auszuheilen. Bei der anschliel3enden Depletion der CD4+
T-Zellen waren die Schimpansen, bei einer Reinfektion und trotz detektierbarer HCV-spezifischer
CD8+ T-Zellantworten, nicht erneut in der Lage, die Infektion selbstéandig zu eliminieren (Grakoui
et al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei der longitudinalen Analyse der Korezeptor Expression unter
DAA-Therapie kein signifikanter Unterschied weder in der Frequenz von TIGIT+ noch in der
Frequenz von PD1+ HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen detektiert werden. Es wurde jedoch eine
signifikante Reduktion der TIGIT und PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen ermittelt.
Diese Reduktion der TIGIT und PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen konnte ebenfalls
bei Patienten in der akuten HCV Infektion mit Einsetzen der Therapie und spontaner Ausheilung
beobachtet werden. Diese erhaltenen Resultate stehen im Einklang mit zuvor durchgeflihrten
humanen Studien der PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen. Dabei konnte
in der akuten Phase der HCV Infektion eine Reduktion der PD-1 MFI auf HCV-spezifischen CD4+
T-Zellen korrespondierend zum Verlust der Viruslast nach der Initiierung der HCV Therapie
detektiert werden (Kasprowicz et al., 2008). Ebenfalls konnten bei zuvor durchgefiihrten Studien
vielversprechende Erfolge bei der Blockade von PD-1 in vitro und in vivo erzielt werden. Durch
den in vivo Einsatz von anti-PD-1 Antikdrpern im LCMV Mausmodell konnten funktionelle Defekte
und die Erschopfung der CD8+ T-Zellen wieder aufgehoben werden (Barber et al., 2006).
Uberraschenderweise wurde hierbei auch gezeigt, dass selbst bei CD4+ T-Zell depletierten
Mausen durch eine PD-1 Blockade auf CD8+ T-Zellen eine gesteigerte und verbesserte
Effektorfunktion induziert wurde. Bei humanen in vitro Analysen konnte durch die Blockade des
PD-1-PD-1L Signalwegs auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen von HCV Patienten ebenfalls eine
signifikante Steigerung der Proliferationsrate und Effektorfunktion induziert werden (Urbani et al.,
2006) (Kasprowicz et al., 2008).

Studien zur in vivo PD-1 Blockade in Schimpansen mit persistierender HCV Infektion zeigen, dass
teilweise eine signifikante Reduktion der Viramie ohne hepatozellulare Schadigung erzielt werden
konnte (Grakoui et al., 2003). Nach Beendigung der Therapie konnte jedoch wieder ein Anstieg

der Viramie beobachtet werden.
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Anhand dieser Analysen wird deutlich, dass die Blockade von einzelnen inhibitorischen
Rezeptoren bei viral persistierender Infektion nur teilweise oder unzureichend die T-Zell
Erschopfung in vivo aufheben und die Effektorfunktion rekonstruieren kann. Eine bedeutende
Rolle spielen inhibitorische Rezeptoren in der Immuntherapie bei Krebserkrankungen. Der Einsatz
der anti-PD-1 blockierenden Antikorper Pembrolizumab und Nivolumab konnte bei vielen
Tumorentitaten wie dem Melanom, dem Hodgkin-Lymphom sowie bei Blasen- und Lungenkrebs
klinische Erfolge erzielen (Brahmer et al., 2012). Der das Immun-Checkpoint Molekil CTLA-4
blockierende Antikérper Ipilimumab kann als ein Meilenstein der neuen Therapiestrategie
betrachtet werden. Durch den Einsatz von Ipilimumab in klinischen Studien konnten bei ca. 20 %
der Patienten langer andauernde Remissionen erreicht werden, was zur klinischen Zulassung von
Ipilimumab fur die Behandlung des malignen Melanoms durch die amerikanische Behdorde fir
Lebens- und Arzneimittel FDA (engl. Food and drug administration) im Jahre 2011 fiihrte (Hodi et
al., 2010). Ein besonderer Fokus liegt aktuell auf der Erforschung von Antikérpern gegen den
Immun-Checkpoint TIGIT (Manieri et al., 2017). Zuvor gemachte Studien konnten eine massive
Hochregulation von TIGIT auf Tumor-spezifischen und Tumor-infiltrierenden T-Zellen in diversen
Krebserkrankungen wie z.B. der akuten myeloischen Leukéamie (Kong et al., 2016) (Stamm et al.,
2018), dem Multiplen Myelom (Guillerey et al., 2018) oder dem Hodgkin-Lymphom (Li et al., 2018)
zeigen. In vivo Untersuchungen in Mausmodellen zeigten grofRe Erfolge bei der Blockade von
TIGIT allein oder gemeinsam mit PD-1 (Robert J. Johnston et al., 2014) (Hung et al., 2018) (Tian,
2018). Ebenfalls erzielten in vitro Analysen zur TIGIT und PD-1 Blockade bei humanen T-Zellen
gute Resultate bei der Wiederherstellung der anti-Tumor Effektorfunktion (Chauvin et al., 2015)
(Yadav et al., 2016) (Inozume et al., 2016). Die vielversprechenden Ergebnisse haben dazu
gefuhrt, dass erste klinische Studien zu TIGIT und PD-1 Blockade fir die Krebstherapie initiiert
wurden (Park et al., 2018). Die in dieser Promotionsarbeit erhaltenen Ergebnisse lassen darauf
schliel3en, dass die Checkpoint-Inhibitor Blockade von TIGIT parallel mit PD-1 als Teil einer
Kombinationstherapie eine wichtige Rolle zukinftiger Eradikationstrategien (,HIV cure®) chronisch

viraler Infektionen wie HBV oder HIV darstellen kbnnte.

422 CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen

Der kostimulierende Rezeptor CD226 wird auf unterschiedlichen Immunzellpopulationen wie T-
Zellen, NK-Zellen und Monozyten exprimiert und bindet gemeinsam mit dem inhibitorischen
Rezeptor TIGIT an die Liganden PVR und PVRL2 (Lozano et al., 2012) (Tahara-Hanaoka et al.,
2004).
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In der Literatur wurde CD226 vor allem im Zusammenhang mit autoimmunen Mausmodellen und
humanen Autoimmunerkrankungen wie MS, rheumatoider Arthritis oder Lupus erythematodes
beschrieben (Hafler et al., 2009) (Maiti et al., 2010) (Nie et al., 2016). Bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis und Lupus erythematodes konnte im Vergleich zu gesunden Individuen eine
erhohte CD226 Expression auf peripheren T-Zellen festgestellt werden (Tabata et al., 1989).
AulRerdem wurde gezeigt, dass der Prozentsatz an CD226 exprimierenden T-Zellen in der
Gelenkflussigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis erhoht ist im Vergleich zum peripheren
Blut (Du et al., 2012).

Neben seiner Rolle in Autoimmunerkrankungen wurde CD226 in seiner Funktion bei der Abwehr
von entarteten Tumorzellen beschrieben. PVR und PVRL2 werden in hohem MalRe von
Tumorzellen exprimiert (Castriconi et al., 2004) (Pende et al., 2005) (Carlsten et al., 2007). Bei
NK-Zellen oder CD8+ T-Zellen fiihrt die Interaktion CD226 mit PVR/PVRL2 auf Tumorzellen zu
einer Aktivierung der zytotoxischen Antwort seitens der Effektorzelle und letztendlich zur
Eliminierung der PVR/PVRL2 exprimierenden Tumorzellen. Wahrend in der Literatur vor allem ein
Fokus auf Untersuchungen der Funktion der CD226 Expression von zytotoxischen CD8+ T-Zellen
und NK-Zellen fir die Immunantwort gegen entartete Tumorzellen gelegt wurde (Chan, Andrews,
& Smyth, 2012), konzentrierte sich die vorliegende Arbeit Uberwiegend auf die Rolle von CD226
auf HCV-spezifischen T-Zellen in der HCV Infektion.

Bei der Analyse von HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen konnte eine signifikante Reduktion der
CD226 Frequenz bei Patienten mit chronischer HCV Infektion verglichen mit akuter und spontan
ausgeheilter HCV Infektion detektiert werden. Diese Resultate entsprechen zuvor publizierten
Studien Uber die CD226 Expression in anderen chronisch viralen Infektionen. In der HIV Infektion
wurde ebenfalls eine verminderte CD226 Expression auf erschépften HIV-spezifischen CD8+ T-
Zellen beschrieben im Vergleich zu CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen (Tauriainen et al., 2017).
Zudem konnte in longitudinalen Analysen von langzeittherapierten HIV Patienten ein Anstieg der
CD226 Frequenz auf HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen beobachtet werden. Wie bei den hier
erhaltenen Resultaten in der chronischen HCV wurde eindrucksvoll gezeigt, dass eine niedrige
CD226 Frequenz mit einer erhdhten TIGIT Frequenz auf HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen

einhergeht. Diese Beobachtungen spiegeln die naturliche Interaktion von TIGIT und CD226 wider.

TIGIT und CD226 konkurrieren um die gleichen Liganden: PVR und PVRL2 welche auf APCs
exprimiert werden, wahrend TIGIT ein inhibierendes und CD226 ein stimulierendes Signal an die
Immunzelle vermittelt (Robert J. Johnston et al., 2014) (Pauken & Wherry, 2014). Somit stellen
TIGIT und CD226 wichtige Regulatoren von T-Zellen und auch NK-Zellen dar.
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In der HIV Infektion konnte zusatzlich gezeigt werden, dass HIV-spezifische CD8+ T-Zellen mit
erhohter TIGIT und niedriger CD226 Frequenz eine verminderte funktionelle Kapazitat aufweisen,
bezogen auf die IFN-y, TNF, Granzym B und CD107a Expression (Tauriainen et al., 2017). Eine
erhohte TIGIT und niedrige CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen lasst daher
auf eine dysfunktionale Effektorfunktion und eine verminderte Fahigkeit der Zytokinausschttung
schlieBen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in der akuten Phase der HCV Infektion eine signifikant
erhohte CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen von Patienten mit
anschliel3ender spontaner Ausheilung eruiert. Ebenfalls konnte eine Rekonstruktion der CD226
Expression mit Initierung der HCV Therapie beobachtet werden. Diese Resultate lassen darauf
schliel3en, dass CD226 als ein moglicher pradiktiver Marker fir den Verlauf einer HCV Infektion
angesehen werden kann und die CD226 Expression, im Gegensatz zu der TIGIT/PD-1
Koexpression, nach Antigenreduktion wieder induziert wird. Zusammengefasst weisen die
Ergebnisse der bisher veroffentlichten Studien darauf hin, dass eine hohe CD226 Expression mit
einer verbesserten Immunabwehr gegen entartete Tumorzellen und virale Infekte assoziiert ist.
Gleichzeitig scheint sich eine hohe CD226 Expression vielmehr negativ auf den Verlauf von
Autoimmunerkrankungen auszuwirken. Die hier erhaltenen Ergebnisse lassen darauf schlie3en,
dass eine erfolgreiche Immunantwort gegen eine persistierende HCV Infektion von einer
funktionalen CD226 Signaltransduktion abhangig zu sein scheint. Des Weiteren stellt eine
verminderte CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen gemeinsam mit einer
erhohten TIGIT Frequenz ein wichtiges Korrelat bei dysfunktionaler Effektor-T-Zellfunktion dar.

4.3 TIGIT/CD226 Verhéltnis auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen

In der chronischen HCV Infektion verlieren HCV-spezifische CD8+ T-Zellen unter stetiger
Antigenstimulation zunehmend ihre Effektorfunktion (Wherry & Kurachi, 2015) (Wang & Ravetch,
2015). Dieses Phanomen wird als T-Zellerschopfung bezeichnet (Wherry, 2011). Erstmals wurde
die T-Zellerschopfung in einem chronisch viralen LCMV Mausmodell fir CD8+ T-Zellen
beschrieben (Moskophidis et al., 1993). Die LCMV-spezifischen T-Zellen zeigen bei chronisch
infizierten Mausen dabei eine verminderte Effektorkapazitat und geringere Zytokinausschiittung
(Zajac et al., 1998).

Zudem konnte beobachtet werden, dass eine erh6hte Expression verschiedener inhibitorischer
Molekile wie z.B. PD-1 oder LAG-3 stark assoziiert mit einem persistierenden Verlauf der
Infektion ist (Richter, Agnellini, & Oxenius, 2010).
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Der am genauesten beschriebene Rezeptor, der im Zusammenhang mit T-Zellerschopfung
beschrieben wurde, ist PD-1 (Su, 2007) (Sharpe & Pauken, 2017). In der chronischen HCV
Infektion wurde das PD-1 Molekil auch eingehend als Marker fur Erschépfung und Dysfunktion
untersucht und beschrieben (Urbani et al., 2006) (Radziewicz et al., 2008) (Kasprowicz et al.,
2008). Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde als ein Schwerpunkt die TIGIT Expression auf
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen untersucht. Zum anderen wurde die TIGIT und CD226
Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen von HCV Patienten mit unterschiedlichem
Infektionsstatus untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, dass TIGIT im Gegensatz zu den
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen noch nicht in der akuten Phase auf HCV-spezifischen CD8+ T-
Zellen hochreguliert wurde. Erst bei Patienten mit chronischer HCV Infektion zeigten HCV-
spezifische CD8+ T-Zellen eine signifikant hohere TIGIT Expression. Diese Resultate stehen im
Einklang mit den Ergebnissen von T-Zelluntersuchungen in anderen chronisch viralen Infektionen
(Robert J. Johnston et al., 2014) (Grogan et al., 2014). HCV-spezifische CD8+ T-Zellen in der HIV
Infektion zeigen ebenfalls erst in der chronischen Phase der Infektion eine erhdhte TIGIT
Frequenz (Chew et al., 2016) (Tauriainen et al., 2017).

Uberraschenderweise zeigten sich groRe Diskrepanzen in der CD226 Expression auf HCV-
spezifischen CD8+ T-Zellen. Ein Teil der chronisch infizierten HCV Patienten zeigte eine nahezu
vollstdndige Herunterregulation der CD226 Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen. Der
andere Teil der Patienten exprimierte CD226 auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen in einem
intermediaren Level. Bei der Analyse der chronischen Patientengruppe ergab sich ein Unterschied
im HLA-A-Typ zwischen den Patienten, die CD226 in einem intermediaren Level exprimieren und
Patienten, die eine vollstandige Herunterregulation der CD226 auf HCV-spezifischen CD8+ T-
Zellen zeigten. In der Literatur wurde ein Polymorphismus im CD226 Gen beschrieben, der eine
verminderte Expression bedingt (G. Liu, Hu, Jin, & Jiang, 2017). Genomweite Assoziationsstudien
zeigen, dass die Polymorphismen im CD226 Gen, namlich rs727088G und rs763361T, eine
entscheidende Rolle in verschiedenen Autoimmunerkrankungen spielen (Hafler et al., 2009).
Hierbei bedingt ein rs763361-Haplotyp eine Reduktion der CD226 Zelloberflachenexpression in
verschiedenen T-Zellsubpopulationen (G. Liu et al.,, 2017). Dieser rs763361-Haplotyp kdnnte
somit ebenfalls auch eine weitere Erklarung fir die gemessene unterschiedliche CD266

Expression auf HCV-spezifischen CD8+ T-Zellen darstellen.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die HCV Infektion ist ein einzigartiges Modellsystem zur Untersuchung der Immunkontrolle und
des Immunversagens bei chronisch viralen Infektionen beim Menschen, nicht nur wegen der
groBen klinischen Relevanz der HCV Infektion, sondern auch wegen der Dichotomie des
klinischen Verlaufes (Bukh, 2016). Die Mehrheit der HCV infizierten Patienten entwickelt eine
chronische Infektion, wahrend ca. 25-30 % der infizierten Personen das Virus spontan eliminieren
kénnen (Luxenburger et al., 2018). Diese unterschiedlichen Verlaufe bieten die Mdglichkeit zu
untersuchen, welche Immunreaktionen zur spontanen Ausheilung oder Persistenz der HCV
Infektion fihren. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression
von TIGIT, PD-1 und CD226 auf HCV-spezifischen T-Zellen mit dem klinischen Verlauf der HCV
Infektion korreliert. Zusatzlich konnte aufgezeigt werden, dass TIGIT, PD-1 und CD226 in der
akuten Phase der HCV Infektion als mogliche pradiktive Marker fir den Ausgang der Infektion
dienen konnten. Eine Limitation dieser Promotionsarbeit ist unter anderen die GroRRe der
Patientenkohorte. Die Rekrutierung von akut infizierten HCV Patienten ist aufgrund des
asymptotischen Verlaufs und sinkender Neuinfektionen begrenzt. Zudem wiesen die Patienten
Infektionen mit unterschiedlichen HCV Genotypen auf. Ein Aspekt, der in den Analysen nicht
beriicksichtigt wurde. Des Weiteren machen historisch bedingte Unterschiede der
Behandlungsregime und die rasche Entwicklung der DAA-Therapien in der HCV Infektion eine
standardisierte Analyse schwierig. Parallele Analysen zur Expression der untersuchten Molekiile
auf z.B. CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen, die ihre Effektorfunktion in der chronischen Infektion
nicht verlieren, wirden eine detailliertere Aufklarung Uber die Rolle und Funktion der
koregulatorischen Molekdle in der HCV Infektion ermdglichen (Victor Appay et al., 2002). Aufgrund
der geringen Frequenz der HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen sind die Mdaglichkeiten der
funktionellen Untersuchungen begrenzt. Eine Blockade von TIGIT allein oder parallel mit PD-1
wuirde eine detailliertere Aussage dartiber geben, ob die erhaltenen phéanotypischen Unterschiede
auf funktionelle Unterschiede zuriick zu fuhren sind, wie z.B. eine verminderte Produktion von
IFN-y oder eine geringere Proliferationsrate in vitro nach Antigen Stimulation. Erganzend fehlen
Untersuchungen zu intrahepatischen HCV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen. Hierbei ware
interessant, ob intrahepatische HCV-spezifische T-Zellen ein &hnliches Expressionsmuster
aufweisen, wie bei den hier erhaltenen HCV-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut.
Zusammenfassend wurde in dieser Promotionsarbeit die Koexpression von TIGIT und PD-1 auf
HCV-spezifischen CD4+ T-Zellen als potenzieller Marker fir dysfunktionale CD4+ T-Zellen in der

chronischen HCV Infektion identifiziert.
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6 Anhang

Tabelle 9: Detaillierte demographische und klinische Daten der fiir die HCV MHC-Klasse Il Tetramer Analyse benutzten HCV Patienten.

Patienten Alter/ Verwendete Klinischer

D Geschlecht HLA-Kasse Il Tetramere (ID) Genotyp VL (IU/ml) ALT (Ul) Verlauf Therapie

Akute HCV Infektion

aHCV 1 68/w DRB1*01:01, *14:01 1 la 4000000 51 cHCV/SVR peg-IFN/RBV (24 W)

aHCV 2 42/m DRB1*14:01, *15:01 4,5 la 70000 558 cHCV /

aHCV 3 51/w DRB1*03:01, *15:01 4,5 2b 8000 798 Sp. A /

aHCV 4 54/w DRB1*01:02,*03:01 1 3a 30000000 1084 Sp. A /

aHCV 5 47w DRB1*01:02, *15:01 4,5 n.a. Llod 63 Sp. A /

aHCV 6 22/w DRB1*01:01, *03:01 1 la 30000 40 CHCV/SVR peg-IFN/RBV (24 W)

aHCV 7 32/m DRB1*13:02,*15:01 4,5 n.a. 70000 91 Sp. A /

aHCV 8 44/m DRB1*01:01, *03:01 1 la 90000 1762 cHCV/SVR peg-IFN/RBV (24 W)

aHCV 9 38/w DRB1*03:01, 15:06 4,5 3 30500 115 cHCV

aHCV 10 39/m DRB1*04:01, *15:01 2,3 la 140 51 CHCV/SVR peg-IFN/RBV (24 W)
Chronische HCV Infektion

rHCV 11 38/m DRB1*11:01, *13:02 6 n.a. Llod 22 / /

rHCV 12 36/m DRB1*01:01, *11:01 1 n.a. Llod 23 / /

rHCV 13 36/m DRB1*07:01,*15:01 4,5 n.a. Llod 43 / /

rHCV 14 48/w DRB1*01:01,*- 1 n.a. Llod 10 / /

rHCV15 51/w DRB1*01:01,*14:01 1 n.a. Llod 48 / /

rHCV 16 26/m DRB1*11:02, *12:01 6 n.a. Llod 86 / /

rHCV 17 44/m DRB1*01:01, *27:05 1 n.a. Llod 20 / /

rHCV 18 68/m DRB1*08:03, *11:01 6 n.a. Llod 30 / /
Ausgeheilte HCV Infektion

CHCV 19 65/m DRB1*11:01,*15:01 6 la 800000 100 / /

CHCV 20 60/w DRB1*04:01, *15:01 2,3 1b 9000000 54 / /

cHCV 21 28/w DRB1*13:01, *15:01 4,5 1b 2000000 43 SVR Ledipasvir/Sofusbuvir (12W)

CcHCV 22 56/m DRB1*11:02, *15:01 6 la 10000 75 / /

cHCV 23 63/w DRB1*07:01, *15:01 4,5 1b 2000000 54 SVR Ledipasvir/Sofusbuvir (12 W)

CHCV 24 43/m DRB1*04:04,*15:01 4,5 1b 5230000 128 SVR Ombitasvir / Paritaprevir / Ritonavir+Dasabuvir (12 W)

CHCV 25 43/w DRB1*13:01, *15:03 4,5 la 2884373 43 / /

cHCV 26 55/m DRB1*15:01, *13:01 4,5 3a 2775 65 / /

cHCV 27 40/w DRB1*03:01,*15:01 4,5 3 4330000 30 / /

cHCV 28 39/w DRB1*04:08, *15:02 4,5 3 24300000 50 / /

CHCV 29 46/m DRB1*07:01, *15:01 4,5 3 133000000 127 SVR Sofusbuvir/Velpatasvir
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tHCV 30
tHCV 31
tHCV 32
tHCV 33
tHCV 34

62/m
37/m
37/m
52/m
39/m

DRB1*01:01
DRB1*01:01, *07:01
DRB1*15:01, -
DRB1*01:01, *11:01
DRB1*07:01, *11:01

n.a.

3
4,5 3
6 la
6 3

Llod
26
Llod
Llod
Llod

n.a.
43
25

107
25

SVR
SVR
SVR
SVR
SVR

peg-IFN/RBV (24 W)
Sofusbuvir/Velpatasvir (12 W)
Sofusbuvir/Velpatasvir (12 W)

Peg-IFN/Ribavirin (48 W)
Sofusbuvir/Velpatasvir (12 W)

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; aHCV: akute HCV; cHCV: chronische HCV; rHCV: spontan ausgeheilte HCV ALT= Alanin-Aminotransferase; ID:
Identifikationsnummer; w/m: weiblich/mannlich; VL: Viruslast; Llod: unter der Nachweisgrenze (engl. Lower level of detection).

Tabelle 10: Detaillierte demographische und klinische Daten der fir die HCV MHC-Klasse | Tetramer Analyse benutzten HCV Patienten.

Patll%nten Ge?(lhelre/cht HLA-Kasse Il T?e/terg/r\;e:r(tjee(tleD) Genotyp VL (IU/ml) ALT U/l Klinischer Verlauf Therapie
aHCV 4 54/w A*01:01, *24:02 10 3a 30000000 1084 Sp. A /
aHCV 5 47w A*01:01, *24:02 10 n.a. Llod 63 Sp. A /
aHCV 7 32/m A*01:01P, *24:02P 10 n.a. 70000 91 Sp. A /
aHCV35 36/m A*02:01P,*32:01P 8,9 la 60000000 815 cHCV /
aHCV 10 44/m A*01:01; - 7 la 140 51 cHCV /
rHCV 12 44/m A*02:01, 25:01 8,9 n.a. Llod 23 / /
rHCV 13 43/m A*01:01,*02:05 7 n.a. Llod 43 / /
rHCV 16 32/m A*02:01,*03:01 8,9 n.a. Llod 86 / /
cHCV36 38/w A*02:01,- 8,9 3a 70000 72 / /
cHCV37 71/m A*03:01P, *24:02P 10 1b 10000000 39 / /
cHCV38 77w A*02:01P, *11:01P 8,9 1b 97000 194 / /
cHCV39 39/w A*02:01P, *11:01P 8,9 la 1320000 67 / /
cHCV 24 43/m A*03:01P, *24:02P 10 1b 5230000 128 / /

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; aHCV: akute HCV; cHCV: chronische HCV; rHCV: spontan ausgeheilte HCV ALT= Alanin-Aminotransferase; ID:
Identifikationsnummer; w/m: weiblich/mannlich; VL: Viruslast; Llod: unter der Nachweisgrenze (engl. Lower level of detection).
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Tabelle 11: Detaillierte demographische und klinische Daten der gesunden Probanden.

Patienten Alter/ Infektions- VL Analyse im Klinischer .
D Geschlecht status HLA-Kasse Il Genotyp (u/ml) ALT (U/l) Verlauf Verlauf Therapie
HC1 47w n.a. DRB1*03:01P, *11 n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC2 26/m n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC3 25/w n.a. n.a. n.a. n.a n.a. nein n.a. /
HC4 26/m n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC5 70/m n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC6 55/w n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC7 22/w n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HCS8 22/w n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC9 22/w n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /
HC10 51/m n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. nein n.a. /

Werte sind als Median (ranges) dargestellt; ALT= Alanin-Aminotransferase; ID: Identifikationsnummer; w/m: weiblich/mannlich; VL: Viruslast; Llod: unter der
Nachweisgrenze (engl. Lower level of detection).
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7 Abkurzungsverzeichnis

ALT Alanin-Aminotransferase

AML Akute myeloische Leukamie

APC Antigenprasentierende-Zelle (engl. Antigen presenting cells)

ART antiretrovirale Therapie

AS Aminosauren

AST Aspartat-Aminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

BSA bovines Serumalbumin

Bp Basenpaare

BTLA engl. B- and T-lymphocyte attenuator

BV Brilliant Violet

bzw. beziehungsweise

c-Maf engl. Cellular homolog of the avian virus oncogene musculoaponeurotic
fibrosarcoma

ca. Zirka

Ceacam-1 engl. Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1

CTLA-4 engl. Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

DC Dendritische Zellen (engl. Dendritic cell)

DMSO Dimethylsulfoxid

CPT Zell-Praparations-Rdhrchen (engl. Cell preparation tube)

DAA-Therapie Direkt wirkende antivirale Therapie (engl. Direct acting antiviral Therapie)

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic acid)

DNAM-1 engl. DNAX accessory molecule-1

Dep. Fraktion
EDTA

engl.
Enr-Fraktion
ER

FACS

FDA

FITC

FCS

FSC

Depletion Fraktion
Ethylendiamintetraessigsaure

Englisch

Angereicherte Fraktion

Endoplasmatisches Retikulum

engl. Fluorescence-activated cell sorting
engl. Food and drug administration
Fluorescinisothiocyanat

Foétales Kéalberserum (engl. Fetal calf serum)

engl. Forward scatter
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LPS
MACS
MFI
MHC
M

ml

MS
n.a.
NK-Zellen
NS
NCR
ORF
0OX40

Pamps

PBMC

Gramm

engl. GATA binding protein 3

engl. Genome wide association study
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure

Stunde

Hepatitis C Virus

Hepatitis C Virus

Hepatozellulares Karzinom (engl. Hepatocellular carcinoma)
humanes Leukozyten-Antigen

humanes Immundefizienz Virus

Interferon-y

Interleukin-

Internationale Einheiten (engl. International Units)

engl. Internal ribosomal entry site

engl. Homologous to lymphotoxin, exhibits inducible expression and
competes with HSV glycoprotein D for binding to herpes virus entry
mediator, a receptor expressed on T lymphocytes
Lipopolysaccharide

Magnetische Zellsortierung (engl. Magnetic activated cell sorter)
engl. Mean fluorescence intensity

Haupthistokompatibilitditskomplex (engl. Major histocompatibility complex)
Molar

Milliliter

Multiple Sklerose

nicht analysiert

natirliche Killerzellen

Nichtstrukturprotein

nicht-kodierenden-Regionen (engl. Non-coding-region)

Offener Leserahmen (engl. Open reading frame)

auch bekannt unter CD134 und TNFRSF4 (engl. Tumor necrosis factor
receptor superfamily, member 4)

statistische Wahrscheinlichkeit, pico, Protein

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. Pathogen-associated
molecular pattern)

engl. Peripheral blood mononuclear cell
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PBS
PCR
PE
PerCp-Cy5.5
PFA
PD-1
PD-1L
Pre-Fraktion
PRR
PVR
PVRL2
RGMb
RPM
RPMI
RNA
RT
SNP
Sp.A
SSC
STAT
TGF- B
TIGIT
Tim-3
TNFa
Mg

ML

Y,

VL

°C

engl. Phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction)
Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein-Complex-Cy5.5®
Paraformaldehyd

engl. Programmed cell death-1

engl. Programmed cell death-ligand 1

Zellfraktion vor der Tetrameranreicherung

engl. Pattern recognition receptor

Poliovirus Rezeptor (engl. Polivirus receptor)

Poliovirus Rezeptor-Ligand 2 (engl. Polivirus receptor-related 2)
engl. Repulsive guidance molecule BMP co-receptor b
Umdrehungen pro Minute (engl. Revolutions per minute)
Zellkultur Medium (engl. Roswell Park Memorial Institute)
Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic acid)
Raumtemperatur

engl. Single nucleotide polymorphism

Spontan Ausgeheilt

engl. Side scatter

engl. Signal transducer and activator of transcription
engl. Transforming growth factor 3

engl. T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
engl. T cell immmunoglobulin domain and mucin domain-3
Tumornekrosefaktor a

Mikrogramm

Mikroliter

Volt

Viruslast

Grad Celsius
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