38

Jorg Timm. Foto: Vladimir Unkovic



UNIKATE 54/2020

39

Die in diesem Beitrag beschriebene immunologische Grundlagen-
forschung mochte dazu beitragen, ein besseres Verstindnis der HCV-
Infektion zu erlangen und die komplexen Mechanismen aufzukliren,
die bei einigen Menschen zu einer spontanen Ausheilung einer HCV-

Infektion fiihren beziehungsweise Individuen vor einer Infektion

schiitzen. Ein besseres Verstindnis der Rolle des angeborenen und

erworbenen Immunsystems fiir den HCV-Infektionsverlanf konnte
fiir die Entwicklung einer prophylaktischen Impfung belfen.

Erfolg durch korpereigene

»Krieger*innen”

Natiirliche Killerzellen im Kampf

gegen eine Hepatitis-C-Virus-Infektion

Von Tina Senff & Jorg Timm

ach Schitzungen der World

Health Organisation (WHO)
sind aktuell weltweit ein Prozent
aller Menschen chronisch mit dem
Hepatitis-C-Virus (HCV) infi-
ziert, das entspricht 71 Millionen
Menschen. Schitzungsweise infi-
zieren sich jahrlich etwa 1.750.000
Menschen neu mit HCV. Nach
WHO-Angaben sind die Regionen
mit der hochsten Privalenz fir HCV
die 6stliche Mittelmeerregion und
Teile der Region Europa. Dabei wird
die hohe Privalenz in der 6stlichen
Mittelmeerregion (2,3 %) vor allem
nosokomialen Infektionen in der
Vergangenheit zugeschrieben. Das
bedeutet, dass die Infektion durch
eine medizinische Mafinahme verur-
sacht wurde. Dagegen ist der Grofi-
teil der Infektionen in der Region

Europa auf intravenosen Drogen-
konsum zuriickzufiithren'.

HCV wird vor allem durch Blut-
kontakte tibertragen. Bevor Anfang
der 1990er Jahre zunichst serolo-
gische und spiter molekulare Tests
zum Ausschluss von HCV-Infekti-
onen bei Blutspender*innen einge-
fuhrt wurden, stellten Transfusionen
von Blutprodukten den wichtigsten
Risikofaktor fiir eine Hepatitis C
dar. Seit der Einfithrung der gene-
rellen Spender*innentestung sind in
Deutschland HCV-Ubertragungen
durch die Gabe von Blutprodukten
auflerst selten und wurden in den
letzten Jahren nicht mehr beschrie-
ben. Heutzutage ist der haufigste
Grund fiir eine Ubertragung die
Benutzung von nicht sterilisiertem,
unsauberem Injektionsbesteck bei

intravenosem Drogengebrauch und
dem oft einhergehenden Teilen des
Injektionsequipments. Die Ubertra-
gung des Virus von einer infizier-
ten Mutter auf ihr Neugeborenes
und die sexuelle Transmission sind
hingegen eher seltene Ereignisse,
obwohl es in den letzten Jahren zu
einer Zunahme der HCV-Inzidenz
in Gruppen der HIV-positiven ,,Men
having Sex with Men (MSM)“, am
ehesten durch sexuelle Praktiken, die
Blutkontakte ermdglichen, kam.
HCV kann sowohl eine akute
als auch eine chronische Infektion
auslosen. Die Mehrheit der Indivi-
duen, die akut mit HCV infiziert ist,
entwickelt eine chronische Infektion
(50-80 %), definiert als anhaltende
Virusreplikation in der Leber fiir
mehr als sechs Monate. Dagegen
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(1) HCV-Infektionsverlauf: Sechs bis acht Wochen nach der Exposition mit HCV konnen Antikorper gegen HCV im peripheren Blut
der Patient*innen detektiert werden. 20 bis 50 % der akut HCV-infizierten Patient*innen erfahren eine spontane Ausheilung des Virus,
wihrend 50 bis 80 % der Infektionen einen chronischen Verlauf nehmen. Als Spitfolge einer chronischen Infektion entwickeln etwa 20 %
der Patient*innen eine Leberzirrhose, die wiederum mit einem erhchten Risiko an einem Leberkarzinom zu erkranken, assoziiert ist.

Quelle: eigene Darstellung

erreichen nur 20 bis 50 Prozent eine
spontane Ausheilung der Virusin-
fektion, so dass diese Patient*innen
keine weitere Therapie benétigen.
Die Inkubationszeit von HCV
betragt zwischen zwei Wochen bis zu
sechs Monaten. Nach der Infektion
zeigen etwa ein Funftel aller infizier-
ten Patient*innen Symptome wie
zum Beispiel Fieber, Ubelkeit, Appe-
titlosigkeit oder Gelbsucht, wihrend
der Grofiteil der akuten Infektio-
nen asymptomatisch verliuft. Die
chronische Infektion kann schwere
Lebererkrankungen wie Leberfi-
brose, Leberzirrhose und ein hepa-
tozellulires Karzinom verursachen.
Etwa 5 bis 20 Prozent der chronisch
mit HCV-Infizierten entwickeln

eine Leberzirrhose, und diese Pati-
ent*innen haben ein hohes Risiko im
weiteren Krankheitsverlauf an einem
Leberzellkarzinom zu erkranken.
An den Folgen der HCV-Infektion
sterben nach Schitzungen der WHO
jahrlich ungefahr 400.000 Menschen.
Da die akute HCV-Infektion in den
meisten Individuen asymptomatisch
oder mit nur milden, unspezifischen
Symptomen verliuft, werden die
meisten Infektionen nicht in der
akuten Phase diagnostiziert. Auch
die chronische Infektion wird oft erst
spat erkannt, so dass das konsequente
Screening von Risikogruppen auf
eine HCV-Infektion aus epidemiolo-
gischer Sicht extrem wichtig ist'.

Fir die Diagnostik der Hepatitis
C wird ein zweistufiges Screening
angewendet. Zunichst wird ein
HCV-Antikorpertest durchgefihrt.
Dieser Test gibt an, ob ein Indivi-
duum bereits Kontakt mit dem Virus
hatte. Bei einem reaktiven Ergebnis
schliefft sich ein Test zum Nachweis
von HCV-RNA an. Mit diesem
Test kann die virale Nukleinsaure
quantifiziert werden, und bei einem
positiven Ergebnis ist eine replika-
tive HCV-Infektion nachgewiesen.
Mit der Kombination dieser beiden
Testverfahren lisst sich differen-
zieren, ob der*die Patient*in eine
abgelaufene oder eine replikative
HCV-Infektion hat. Individuen mit
einem positiven HCV-Antikorper-
test und negativen HCV-RNA-Test
haben das Virus spontan ausgeheilt
oder wurden erfolgreich therapiert.
Individuen, die sowohl Anti-HCV
als auch HCV-RNA positiv sind,
haben derzeitig eine HCV-Infektion.
In der erweiterten Diagnostik kann
eine HCV-Genotypisierung erginzt
werden, die fiir die Therapieplanung
von Bedeutung ist. Es werden insge-
samt sieben HCV-Genotypen unter-
schieden, von denen die Genotypen
1 und 3 in Deutschland am haufigs-
ten sind.

Aufgrund der hohen Fehlerrate
bei der Virusreplikation weist HCV
eine hohe genetische Variabilitit
auf. Neben den Virussequenzun-

terschieden zwischen Genotypen
und Subtypen gibt es erhebliche
Sequenzunterschiede zwischen ein-
zelnen Isolaten des gleichen Subtyps.
Selbst in einem™r Patient*in werden
im Rahmen der Virusreplikation
zahlreiche Varianten produziert, die
zwar alle eng miteinander verwandt
sind, aber doch Unterschiede aufwei-
sen. Man bezeichnet diesen Schwarm
von ahnlichen, aber verschiedenen
Varianten als Quasispezies. Die Qua-
sispeziesnatur des Virus ermoglicht
schnelle Anpassungen an Anderun-
gen des Replikationsumfelds, indem
Varianten mit einer erh6hten Fitness
aus dem Pool der Varianten selektiert
werden. Dadurch kann sich HCV
sehr schnell nach Ubertragung auf
eine*n neue*n Patient*in an das
Immunsystem anpassen und persis-
tieren.

Eine HCV-Infektion kann mit
antiviralen Medikamenten erfolg-
reich behandelt werden. Ziel einer
Therapie ist eine so genannte anhal-
tende Therapieantwort (,sustained
viral response“, SVR), definiert als
fehlender Nachweis von HCV-
RNA im Serum zwolf Wochen nach
abgeschlossener Therapie. Da es
kein Virusreservoir in der Zelle gibt,
kommen spitere Reaktivierungen
der Virusinfektion praktisch nicht
vor. Lange Zeit basierte die Stan-
dardtherapie einer Hepatitis C auf
Interferon alpha in Kombination mit
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Ribavirin. Diese Therapie war mit
starken Nebenwirkungen assoziiert
und erreichte bei dem haufigsten
HCV-Genotyp in nur etwa 40 bis
50 Prozent der Patient*innen eine
anhaltende Therapieantwort. In den
letzten Jahren wurden multiple anti-
virale Substanzen zur Behandlung
der chronischen HCV-Infektion
zugelassen, die zu einer sehr hohen
Heilungsrate im Vergleich zur inter-
feron-basierten Therapie fithren.
Die wichtigsten Ziele der Therapie
sind die virale Protease und die
virale RNA-abhingige-RNA-Po-
lymerase sowie der virale Repli-
kationsfaktor NS5A. Mit einer
Kombination aus zwei oder drei
Hemmstoffen dieser Targets konnen
nahezu alle Patient*innen erfolg-
reich therapiert werden. Neben der
effektiven Virusausheilung konnte
zudem auch die Therapiezeit mafi-
geblich verringert werden.

Mittlerweile sind Therapien
verfligbar, die gegen alle Genotypen
mit hoher Wirksamkeit eingesetzt
werden konnen. Dennoch stehen
diese Therapiemoglichkeiten welt-
weit nur einem geringen Anteil der
chronisch infizierten Patient*innen
zur Verfugung, da diese Thera-
pieoptionen sehr kostspielig sind
und somit in Lindern mit niedri-
gem Einkommen selten eingesetzt
werden. Obwohl sich die Thera-
pieoptionen in der letzten Dekade
stark verbessert haben und gut
toleriert werden, bieten diese keinen
Schutz vor erneuter Reinfektion.
Des Weiteren wird die chronische
Infektion aufgrund ihres langen
asymptomatischen Verlaufs oft spit
diagnostiziert, und Infizierte konnen
somit unwissentlich Ubertriger des
Virus sein. Aufgrund dessen ist eine
HCV-Impfung von groflem offentli-
chem Interesse, um eine Verbreitung
des Virus weiter einzudimmen. Fiir
eine globale Ausrottung von HCV
ist zu den bereits bestehenden The-
rapien eine prophylaktische Impfung
unabdingbar.

Dabher stellen sich die Fragen:
Warum schafft das Immunsys-
tem bei einigen Patient*innen mit

einer akuten HCV-Infektion eine
spontane Ausheilung, ohne eine
Therapie? Was unterscheidet diese
Patient*innen von denen, die eine
chronische Infektion entwickeln
und behandelt werden missen? Mit
diesen Fragen beschiftigt sich unser
Team von Wissenschaftler*innen des
Universitatsklinikums Diisseldorf
seit einigen Jahren.

Um diese Fragen eingehend
zu erforschen, untersucht unsere
Arbeitsgruppe eine grofle Kohorte
von intravends Drogen injizieren-
den Menschen (,,people who inject
drugs“, PWID), die in Essen rekru-
tiert werden. Diese Kohorte umfasst
aktuell etwa 1.000 Patient*innen, die
sich entweder in einer Opioid-Subs-
titutionstherapie (,Methadonthera-
pie“) befinden oder sich einem stati-
ondren Drogenentzug unterzichen.
In der Substitutionstherapie konnen
unter arztlicher Kontrolle heroinab-
hangige Patient*innen mit Opiater-
satzstoffen wie Methadon behandelt
werden. Ziel der Substitutionsbe-
handlung ist es, tiber lange Sicht
stabile Lebensverhiltnisse zu ermog-
lichen. Die Pravalenz von HCV ist
in dieser Patient*innengruppe von
intravenosen Drogengebraucher*in-
nen besonders hoch aufgrund des
haufig praktizierten Teilens von
Injektionsnadeln oder anderen
Injektionsmaterialien mit anderen
Drogengebraucher*innen. Durch
dieses Risikoverhalten sind zwei
Jahre nach dem ersten intravendsen
Drogenmissbrauch etwa 30 Prozent
der Individuen mit HCV infiziert.
Diese Pravalenz steigt mit der Dauer
des Drogenabusus weiter an, und das
Robert Koch-Institut beziffert die
Zahl der HCV-positiven Individuen,
innerhalb der intravendsen Drogen-
konsumierenden, nach zehn Jahren
auf 72 Prozent. Schitzungsweise
liegt die Zahl der intravenésen Dro-
gengebraucher*innen weltweit bei
etwa 16 Millionen, daher stellt der
intravendse Drogenmissbrauch ein
grofles Problem fiir das offentliche
Gesundheitssystem dar. Besonders in
westlichen Liandern mit einem hohen
Einkommen ist die Frequenz der

HCV-Transmissionen, die auf intra-
venosen Drogenkonsum zurtickzu-
fihren sind, besonders hoch. Dies
zeigt sich auch in den Zahlen des
Robert Koch-Instituts fiir Deutsch-
land. Der Grofiteil aller gemeldeten
HCV-Fille des Jahres 2017, bei
denen der Transmissionsweg bekannt
war, wurden auf intravenosen Dro-
genkonsum zuriickgefiihrt (78 %)%

Zur detaillierten Erforschung der
Rolle des angeborenen und erworbe-
nen Immunsystems bei der HCV-In-
fektion, stellt eine Kohortenanalyse
ein sehr probates Mittel dar. Bezogen
auf eine HCV-Infektion kénnen wir
die PWID-Kohorte in drei Gruppen
einteilen. In der Gruppe der PWID
in Essen sind 57 Prozent anti-HCV
positiv und haben detektierbare
HCV-RNA, sind also chronisch mit
HCV infiziert. Dagegen sind 24 Pro-
zent anti-HCV positiv ohne Nach-
weis von HCV-RNA. Diese Pati-
ent*innen haben also die HCV-In-
fektion spontan ausgeheilt. Die
restlichen 19 Prozent sind trotz kon-
tinuierlichen Hochrisikoverhaltens
HCV-Antikorper negativ. Die hohe
Bereitschaft dieses PWID-Kollektivs,
sich Injektionsmaterialien unter-
einander zu teilen, legt nahe, dass
zumindest ein Teil dieser Gruppe
HCV-exponiert war, es aber nicht
zu einer anhaltenden, aktiven Virus-
replikation gekommen ist. Dement-
sprechend haben diese exponierten
Anti-HCV negativen PWID das
Virus entweder in der frithen Phase
vor dem Einsetzen einer erworbenen
Immunantwort kontrolliert oder sind
resistent gegentiber einer HCV-In-
fektion. Untersuchungen der Immu-
nantwort konnen Antworten liefern,
warum diese Individuen vor einer
Infektion geschiitzt sind.

Zellulire Immunantwort
bei Hepatitis C

Das Immunsystem besitzt die Fahig-
keit, virusinfizierte Zellen zu erken-
nen und abzutéten. Multiple Verof-
fentlichungen zeigen, dass vor allem
virusspezifische T-Zellen, die dem
erworbenen Immunsystem zugeord-
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inhibitorischer
Rezeptor

Toleranz

aktivierender '

Ligand
Rezeptor

HLA-Molekiile

aklivierender

»Missing self”

Zytokine und zytotoxische Granula

(2) NK-Zell-Aktivierung: Ein Gleichgewicht an Signalen, welches durch inhibitorische und aktivierende Rezeptoren an die NK-
Zelle tibermittelt wird, sorgt fiir eine Toleranz gegeniiber gesunden Zellen. Virusinfizierte oder Tumorzellen, die HLA-Molekiile
auf der Oberfliche herunterregulieren, werden tiber ,,missing self“ erkannt. Das Wegfallen des inhibitorischen Signals fithrt zur
Verschiebung des Signalgleichgewichts hin zu einer Aktivierung der NK-Zelle, die eine direkte Lyse der Zielzellen, aufgrund
einer Ausschiittung von zytotoxischen Granula, zur Folge hat. Eine Hochregulation von Stressinduzierten Liganden, die durch
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren erkannt werden, fiihrt zu einem verstirkten aktivierenden Signal, welches das inhibitorische
Signal tiberlagert und folglich zu einer Abtdtung der Zielzellen fiihrt.

Quelle: eigene Darstellung

net werden, eine wesentliche Rolle
bei der Bekimpfung der HCV-Infek-
tion spielen’. Allerdings verdichten
sich die Hinweise, dass auch Zellen
des angeborenen Immunsystems in
der frithen Phase der Infektion von
grofler Bedeutung fir den Infekti-
onsverlauf sind*.

Arbeiten unserer Gruppe
und internationaler Kolleg*innen
zeigten bereits, dass Natiirliche
Killer (NK)-Zellen den Verlauf
einer HCV-Infektion beeinflus-
sen. NK-Zellen sind ein Teil des
angeborenen Immunsystems, das
die erste Verteidigungslinie unseres
Immunsystems gegen eindringende
Pathogene darstellt. Sie spielen bei
der Kontrolle von Tumoren aber
auch von Virusinfektionen eine zen-
trale Rolle, da sie in der Lage sind,
kranke Zellen zu toten, wihrend sie
gesunde Zellen unberiihrt lassen.
NK-Zellen zeichnen sich dadurch
aus, dass sie schnell und ohne vor-
angegangene Expansion ihre Effek-
torfunktion ausiiben konnen. Neben
dem direkten Abtoten von kranken
Korperzellen durch die Ausschiit-
tung lytischer Granula besteht ihre
Aufgabe darin, andere Immunzellen
zu aktivieren und anzulocken. Dies
machen NK-Zellen, indem sie soge-
nannte Zytokine und Chemokine
sekretieren.

Aktivierung der Natiirlichen
Killerzellen

Wie konnen NK-Zellen aktiviert
werden? NK-Zellen detektieren
unter anderem das sogenannte
humane Leukozytenantigen
(HLA), das sich auf der Zello-
berfliche nahezu aller Zellen des
menschlichen Korpers befindet.
Durch die Interaktion von spezifi-
schen Rezeptoren der NK-Zellen
mit HLA-Molekiilen auf anderen
Koérperzellen kénnen NK-Zellen
differenzieren, ob die Korperzelle
krank ist und abgetotet werden soll,
oder ob sie gesund ist. Dieser Pro-
zess des Lernens, was gesund und
was krank ist, wird als NK-Zell-Li-
zensierung bezeichnet. Ein Gleich-
gewicht von inhibitorischen und
stimulatorischen Signalen, ausgelost
tiber eine Vielzahl an Rezeptoren,
reguliert die NK-Zell-Funktion.
Durch die Detektion einer gerin-
gen oder gar fehlenden HLA-Ex-
pression auf den Zielzellen, was

ein Anzeichen fir eine maligne
oder infizierte Zelle sein kann,
werden NK-Zellen aktiviert. Der
Mechanismus ist unter dem Namen
»missing self“ bekannt; demnach
erkennen NK-Zellen die Abwesen-
heit von ,,Selbst-Strukturen® auf

der Zielzelle.

NK-Zellen exprimieren eine
Vielzahl an Rezeptoren, die an
HLA-Molekiile binden. Zu diesen
Rezeptoren gehoren unter anderem
Killerzell-Immunoglobulin-3hnli-
che Rezeptoren (KIR), welche die
NK-Zell-Aktivierung inhibieren
und folglich die zytotoxischen
Effektormechanismen unterbin-
den konnen. Bleibt jedoch das
inhibitorische Signal aus, konnen
NK-Zellen tumords entartete oder
Virus-infizierte Zellen abtoten,
indem sie Zytokine und zytoto-
xische Granula ausschiitten. Der
Inhalt dieser ausgeschiitteten Gra-
nula kann Poren in der Zellmem-
bran der Zielzelle bilden und damit
ermoglichen, dass sogenannte
Granzyme in die Zelle eindringen
und dort einen programmierten
Zelltod der infizierten oder ent-
arteten Zelle initiieren. Ein wei-
terer Mechanismus, durch den
NK-Zellen aktiviert werden, ist die
Hochregulation von Stressliganden
auf den Zielzellen. Stressliganden
konnen beispielsweise wihrend
einer Infektion hochreguliert und
durch aktivierende Rezeptoren
auf der Oberfliche der NK-Zel-
len erkannt werden. Die Form
der Aktivierung wird daher als
yinduced self“, als selbstinduzierte
Aktivierung bezeichnet.
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Killerzellen kénnen zur frithen
Immunkontrolle beitragen

Dass NK-Zellen zu einer Immun-
kontrolle von HCV vor einer Sero-
konversion beitragen, wurde unter
anderem in einer Studie gezeigt, bei
der die NK-Zell-Funktion nach
einer Nadelstichverletzung und
Kontakt mit HCV-kontaminiertem
Blut untersucht wurde. Die NK-Zel-
len zeichneten sich durch eine
erhohte Zytokinsekretion von Inter-
feron gamma und gesteigerte Zyto-
toxizitit aus. Neben der gesteigerten
Funktionalitit wurde eine erhohte
Expression von aktivierenden
Rezeptoren auf der Zelloberfliche
der NK-Zellen beschrieben®. Dar-
Uber hinaus konnte unsere Arbeits-
gruppe zeigen, dass die Anwesenheit
von NK-Zellen, die den inhibitori-
schen NK-Zell-Rezeptor KIR2DL3
in Abwesenheit des inhibitorischen
NK-Zell-Rezeptors NKG2A expri-
mieren, mit einem Schutz vor einer
Infektion bei HCV-exponierten
Individuen assoziiert ist. Zudem
wird HLA-E, der Ligand fiir den
inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor
NKG2A, wihrend der Infektion
hochreguliert. Da die KIR2DL3-po-
sitiven NKG2A-negativen Zellen
nicht sensitiv fiir eine HLA-E-ver-
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mittelte Inhibition sind, konnten
diese Zellen helfen, HCV-exponierte
Individuen vor einer HCV-Infektion
zu schiitzen®.

Die NK-Zell-Aktivierung in
der frithen Phase einer Infektion
kann durch die Interaktion von
HLA-Molekiilen und KIRs auf
NK-Zellen beeinflusst sein. Asso-
ziationsstudien konnen hierbei
helfen, Zusammenhinge zwischen
genetischen Varianten und verschie-
denen Verlaufsformen einer Infek-
tion zu identifizieren. Daher wird
bei diesen Assoziationsstudien das
Patient*innenkollektiv im Hinblick
auf spezifische genetische Merkmale
charakterisiert und anschlieffend auf
eine Assoziation mit dem Infekti-
onsstatus untersucht. In einer sol-
chen Studie konnten Khakoo und
Kolleg*innen zeigen, dass die gene-
tisch determinierte Kombination
von KIR2DL3 und dem Liganden
HLA-C-Gruppe 1 (HLA-C1) sig-
nifikant haufiger in Patient*innen
mit einer spontan ausgeheilten
HCV-Infektion vorkommt. Darii-
ber hinaus war die Effektorfunktion
der NK-Zellen von Patient*innen,
die homozygot fir HLA-C1 waren,
besser als die von Patient*innen, die
genetisch einen HLA-C2-Hinter-
grund haben’.

HLA-Typisierung

Isolation der DNA ™y, KIR-Typisierung

Isolation der mononukleéren Zellen

mononukledre Zellen
|/ z.B.NK-Zellen,
Y iNKT-Zellen

v — Erythrozyten

Genetische Analysen

Fir die Analyse, ob bestimmte KIR/
KIR-Liganden-Kombinationen
einen Einfluss auf den HCV-Krank-
heitsverlauf in einer Hochrisiko-
kohorte von PWID haben, wurden
266 therapienaive, genau charakte-
risierte Patient*innen untersucht.
Eingeschlossen wurden 151 chro-
nisch infizierte PWID (HCV-RNA
positiv), 64 Patient*innen, die eine
spontane Ausheilung erfahren haben
(HCV-RNA negativ) sowie 51
Anti-HCV-negative PWID, die am
chesten einen natrlichen Schutz vor
einer persistierenden HCV-Infek-
tion haben. Bei diesen Patient*innen
wurden die HLA-Klasse-I-Antigene
HLA-A, B und C hochauflésend
typisiert. Die hohe Auflosung
ermoglicht die genaue Charakterisie-
rung, welche KIR-Liganden der*die
jeweilige Patient*in tragt und dart-
ber hinaus beispielsweise die Unter-
scheidung zwischen HLA-A und
HLA-B-Allelen, die ein sogenanntes
Bwo6- oder Bw4-Motiv kodieren.
Bw#4 ist der Ligand fiir den inhibi-
torischen Rezeptor KIR3DL1 und
wird tber eine spezifische Region

in HLA-A- und -B-Molekiilen
definiert. Die Aminosiurenabfolge
der HLA-Allele definiert, ob diese

Phanotypische und funktionelle Analysen
NK-Zellen

CD56

(3) Schematischer Ablauf der PWID-Studie: Nach der Blutentnahme werden mononukleire Zellen, welche beispielsweise
NK-Zellen enthalten, durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Die durchflusszytometrische Analyse dient
anschlieffend der phinotypischen und funktionellen Analyse von NK-Zellen. Fiir die HLA- und KIR-Typisierung der
Individuen wird zudem DNA aus dem peripheren Blut isoliert.

Quelle: eigene Darstellung
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in der Lage sind, an KIR3DL1 zu
binden. Allele, die keine Bindung zu
KIR3DL1 eingehen konnen, tragen
ein sogenanntes Bw6-Motiv. Dage-
gen sind Allele, die ein Bw4-Motiv
tragen, fahig, mit KIR3DL1 zu
interagieren. Zusatzlich konnen
anhand der Sequenz zwei genetische
Varianten von Bw#4 unterschieden
werden. Die genetische Variante mit
einem ,,I“ (Bw4 80(I)) kann sehr gut
an KIR3DL1 binden, wohingegen
die ,, T“-Variante mit einer schwi-
cheren Bindung an KIR3DL1 (Bw4
80(T)) assoziiert ist. Diese schwi-
chere Bindung geht folglich mit einer
geringeren Inhibition der NK-Zelle
einher. Dartiber hinaus wurde die
Kohorte auch KIR-typisiert. Die
KIR-Gene sind in einer hoch vari-
ablen Region im humanen Genom
lokalisiert. Aktuell sind 17 KIRs
beschrieben, die in unterschiedlichen
Kombinationen in verschiedenen
Individuen vorkommen konnen.
Nach erfolgter HLA- und KIR-Ty-
pisierung der Kohorte kann durch
statistische Tests berechnet werden,
ob KIR-KIR-Liganden-Kombinati-
onen mit dem HCV-Infektionsver-
lauf assoziiert sind.

Die genetische Analyse der
PWID ergab, dass die Konstellation
von KIR3DL1 in Kombination
mit Bw4 80(T) mit einer spontanen
Ausheilung von HCV assoziiert ist®.
Da dies die erste Kohortenstudie
war, die KIR3DL1/Bw4 80(T) mit
einem HCV Infektionsausgang ver-
kntipfte, wurde zur Verifizierung
die Assoziation in einer unabhin-
gigen Kohorte untersucht. Daftr
wurden 342 PWID aus Nordamerika
analysiert. Auch in dieser Kohorte
war die genetische Kombination
von KIR3DL1/HLA-Bw4 80(T)
signifikant hiufiger in Patient*in-
nen, die eine spontane Ausheilung
erfahren haben, im Vergleich zu
chronisch HCV-Infizierten. Somit
konnte die Assoziation zwischen
dem NK-Zell-Rezeptor KIR3DL1
und seinem Liganden Bw4 80(T) mit
einer spontanen Ausheilung einer
HCV-Infektion in zwei unabhingi-
gen Kohorten gezeigt werden. Pati-

ent*innen mit diesem genetischen
Hintergrund heilen daher hiufiger
aus. Im weiteren Verlauf des Projekts
wurde bestimmt, welchen funkti-
onellen Einfluss dieser KIR3DL1/
Bw4 80(T)-Genotyp hat®.

NK-Zellen schiitzen in
der spit akuten Phase

Dafir wurde ein reprasentativer
Anteil der Kohorte niher charak-
terisiert. Solche funktionellen und
phinotypischen Analysen kénnen
beispielsweise mittels Durchfluss-
zytometrie durchgefiihrt werden.
Mit dieser Methode kénnen sowohl
Oberflichenmolekiile auf verschie-
denen Immunzell-Subtypen als auch
intrazellulire Proteine quantitativ
bestimmt werden. Fiir die Analyse
der zu untersuchenden Zielpopu-
lation werden mit Fluoreszenz-
farbstoff markierte Antikorper ver-
wendet, die gegen hochspezifische
Zelloberflachenantigene gerichtet
sind. Mit einer Kombination an ver-
schiedenen Antikorpern, die gegen
sogenannte Cluster von Differenzie-
rungsmarkern (CD) gerichtet sind,
konnen beispielsweise NK-Zellen
tiber ihre Expression von CD16 und
CD56 und die fehlende Expression
der T-Zell- und B-Zell-Marker CD3
und CD19 identifiziert werden.
Auch Effektorfunktionen konnen
durchflusszytometrisch bestimmt
werden, indem Zytokine intrazellu-
lar durch fluoreszenzmarkierte Anti-
korper angefarbt werden.

Fiir die Untersuchung der
Funktion von KIR3DL1-positi-
ven NK-Zellen im Kontext einer
HCV-Infektion wurden mono-
nukleire Zellen des peripheren
Blutes mit einer Zelllinie, den soge-
nannten K562, stimuliert. K562
zeichnen sich durch ihre fehlende
HLA-Expression auf der Oberfli-
che aus und fihren somit zu einer
Aktivierung von NK-Zellen iiber
»missing self“. Neben der Zytokin-
produktion wurde auch die Degra-
nulationsfahigkeit der NK-Zellen
untersucht. KIR3DL1-positive
NK-Zellen von HCV infizierten

Individuen mit einem Bw4 80(T)
genetischen Hintergrund zeigten
sowohl eine erhohte Zytokinse-
kretion als auch ein gesteigertes
Degranulationsvermdgen im Ver-
gleich zu Bw4 80 (I)-positiven
PWID. Die erhohte Funktionalitit
von KIR3DL1-positiven NK-Zel-
len konnte wihrend einer akuten
HCV-Infektion von Vorteil sein,
sodass Individuen, die ein Bw4 80
(T)-Motiv tragendes HLA-Allel
exprimieren, HCV spontan elimi-
nieren und folglich keine chroni-
sche HCV-Infektion entwickeln.
Da Bw#4 80 (T) als schwicherer
Ligand fiir KIR3DL1 beschrieben
ist, muss im Fall einer HCV-Infek-
tion nur ein geringerer inhibitori-
scher Schwellenwert iiberwunden
werden, um NK-Zellen zu aktivie-
ren.

NK-Zellen schiitzen in der
frith akuten Phase

Auch ein zweiter unabhingiger
Mechanismus konnte in der gene-
tischen Analyse mit dem HCV-In-
fektionsverlauf assoziiert werden.
Da jedes Individuum zwei HLA-A
und zwei HLA-B Molekiile trigt,
kann jeder maximal vier Bw4-Mo-
tive exprimieren. Auf genetischer
Ebene konnten wir im Vergleich zu
Individuen mit einem oder keinem
Bw#4-tragendem Allel zeigen, dass
PWID die multiple Bw4-tragende
Allele besitzen, mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit HCV elimi-
nieren, bevor es zu einer Serokon-
version kommt. Eine ansteigende
Anzahl an Bw4-Motiven konnte
zudem mit einer schrittweisen
Erhohung der KIR3DL1-positi-
ven NK-Zell-Funktion korreliert
werden. Die daraus resultierende
verbesserte Interferon gamma-Ex-
pression und erhdhte Degranulation
im Kontext von multiplen Bw4-Mo-
tiven kann auf einen Prozess, der als
Lizensierung bezeichnet wird und
einen Lernprozess der NK-Zellen
darstellt, zuriickgefithrt werden.
Wenn KIR-positive NK-Zellen
mehrmaligen Kontakt mit vielen
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inhibitorischen Liganden durch-
laufen haben, sind sie im toleranten
Status hochgradig inhibiert. Beim
Wegfall dieses starken inhibitori-
schen Signals konnen diese NK-Zel-
len stirker aktiviert werden und
schiitten mehr Zytokine und Gra-
nula aus als Zellen, die vorher nur
tiber wenige Interaktionen gehemmt
wurden und daher keinen effektiven
Lernprozess durchlaufen haben®.

NKT-Zellen in der HCV-Infektion

Die Ausheilung einer HCV-Infek-
tion ist sowohl mit der Aktivierung
des angeborenen Immunsystems

als auch mit der nachfolgenden
Aktivierung des erworbenen
Immunsystems assoziiert. Vor
ungefahr 20 Jahren wurde eine
neue Zellsubpopulation identifi-
ziert, die eine Verbindung zwischen
beiden Immunsystemen bildet.
Natiirliche Killer T (NKT)-Zellen
weisen Eigenschaften von Zellen
des angeborenen, aber auch des
erworbenen Immunsystems auf. Sie
besitzen analog zu T-Zellen einen
T-Zellrezeptor, der im Gegensatz
zu T-Zellen keine Peptide sondern
Glykolipide erkennt. Diese werden
tiber das nicht-klassische Haupthis-
tokompatibilititskomplex-dhnliche
Molekiil CD1d prisentiert. Zudem
exprimieren NKT-Zellen neben
dem klassischen T-Zellmarker CD3
auch NK-Zellrezeptoren auf der
Oberfliche. Thre Fahigkeit, ohne
vorangegangene Sensibilisierung
Zytokine und zytotoxische Granula
auszuschiitten, ist eine Eigenschaft
von Zellen des angeborenen Immun-
systems.

Die Rolle, die NKT-Zellen bei
dem Verlauf einer HCV-Infektion
spielen, ist jedoch unzulinglich defi-
niert. Mit Hilfe unserer PWID-Ko-
horte konnten wir einen Subtyp
der NKT-Zellen, die invarianten
NKT (iNKT)-Zellen wahrend einer
HCV-Infektion niher charakteri-
sieren. INKT-Zellen zeichnen sich
durch einen hoch konservierten
semi-invarianten T-Zellrezeptor
aus. Es konnte gezeigt werden, dass
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(4) Erhohte Wahrscheinlichkeit der HCV-Eliminierung in PWID mit multiplen Bw4-
tragenden Allelen: Schematische Darstellung tuiber die Einteilung der PWID anhand der
HLA-Typisierungsergebnisse in 0 Bw4-, 1 Bw4- und > 2Bw4-Motiv-tragende Individuen.
Bw#4-tragende HLA-A- und HLA-B-Allele sind in schwarz dargestellt. Die genetische
Analyse zeigte, dass PWID mit multiplen > 2 Bw4-Motiv-tragenden Allelen mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit HCV eliminieren, bevor es zu einer Serokonversion kommt.
Zusitzlich zeigten funktionelle NK-Zell-Analysen, dass die ansteigende Anzahl an Bw4-
Motiven mit einer Steigerung der Degranulationsfahigkeit (CD107a) einhergeht.

Quelle: Thoens C, Senff T, Hydes TJ, Manser AR, Heinemann FM, Heinold A, Heilmann M, Kim AY, Uhrberg

M, Scherbaum N, Lauer GM, Khakoo SI, Timm J. HLA-Bw#4 80(T) and multiple HLA-Bw4 copies combined

with KIR3DL1 associate with spontaneous clearance of HCV infection in people who inject drugs. ] Hepatol.

2017;67(3):462-70

iNKT-Zellen in der chronischen
Infektion aktiviert sind. Potenziell
konnten wir zwei Mechanismen dar-
legen, die diesen Aktivierungsstatus
erkliren konnten. Zum einen wird in
der HCV-infizierten Leber Interfe-
ron alpha produziert, das auf Zellen
des peripheren Blutes eine leichte
Hochregulation von CD1d, dem
Liganden von iNKT-Zellen, auslésen
kann. Interferon konnte somit indi-
rekt die Aktivierung von NKT-Zel-
len vermitteln. Leberanalysen zeig-
ten zudem eine signifikant erhohte
CD1d-Transkription in HCV-in-
fizierten Lebern im Vergleich zu
Hepatitis-B-infizierten Lebern.
Zum anderen kann das proinflam-
matorische Zytokinmilieu fir die
Modulation des Aktivierungsstatus,
von iNKT-Zellen verantwortlich
sein. Eine Kombination an Zyto-
kinen fihrte zu einer signifikanten
Erhéhung des Aktivierungsmarkers
CD38 auf iNKT-Zellen. Zur Iden-

tifizierung des Einflusses dieses
erhohten Aktivierungsstatus werden
momentan ausfiihrliche funktionelle
Analysen durchgefiihrt.

Ausblick

Das Ziel dieser hier beschriebenen
immunologischen Grundlagen-
forschung ist es, ein besseres Ver-
stindnis der HCV-Infektion zu
erlangen und dazu beizutragen, die
komplexen Mechanismen aufzu-
klaren, die bei einigen Individuen
zu einer spontanen Elimination des
Virus fiihren beziehungsweise Indi-
viduen vor einer Infektion schiitzen.
Ein besseres Verstindnis der Rolle
des angeborenen und erworbenen
Immunsystems fiir den HCV-In-
tektionsverlauf konnte fiir die Ent-
wicklung einer prophylaktischen
Impfung helfen.
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Summary

Worldwide, 71 million people are
chronically infected with HCV, and
the WHO estimates that 400,000
people die from HCV-associated liver
diseases each year. While 15-45%
of infected individuals are able to
spontaneously clear the infection
without the need for therapy, 55-85%
develop a chronic infection. Since
in western industrialized countries
the most important risk factor to
acquiring HCV is intravenous drug
use, we use a cohort of people who
inject drugs (PWID) to gain novel
insight into the contribution of the
innate as well as adaptive immune
system to HCV infection outcome.
We comparatively analyze patients
that develop chronic infection,
individuals with spontaneous immune
control of HCV infection, and
individuals that remain anti-HCV
seronegative despite continuous high-
risk behaviour.

There is growing evidence that
natural killer (NK) cells, which

are part of the innate immune
system, contribute to HCV control.
Genetic association studies linked
certain combinations of NK cell
receptors and their ligands with
beneficial HCV infection outcome.
We performed a cohort study to
analyze how the combination of
killer-cell immunoglobulin-like
receptors (KIRs) that regulate NK
cell function and their ligands impact
the HCV infection outcome in
PWID. The genetic combination of
the NK cell receptor KIR3DL1 and
its weaker ligand HLA Bw4 80(T)
was associated with spontaneous
clearance of HCV infection in

two independent cohorts. Further
functional characterization showed
that KIR3DL1 positive NK cells
from patients with that HLA-Bw4
80(T) genetic background showed
superior functionality. Besides the
analysis of NK cells, HCV cohort
studies helped to characterize the
impact of an immune cell type that

bridges the innate and the adaptive
immune system, namely natural killer
T cells, in HCV infection outcome.
We could demonstrate that NKT cells
are activated in chronically infected
individuals, possibly driven by the
cytokine milieu in these patients. The
functional consequence is currently
under further investigation.

Even though HCV cure rates are
nearly at 100%, HCV still poses

a major healthcare problem, since
infection could not yet be prevented.
Immunological basic research could
help to gain a better understanding of
the causes that lead to spontaneous
resolution or even which mechanisms
protect individuals from infection.
This knowledge could help to
develop an HCV vaccination, which
is needed for the global eradication of
HCV.
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