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1 Zusammenfassung

Herpesviren persistieren nach der Primarinfektion lebenslang im infizierten Wirtsorganismus
und bedirfen daher einer lebenslangen Kontrolle durch das Immunsystem. Besonders die
Quantitat und Qualitdt der Erreger-spezifischen zellularen Immunantwort ist dabei von
entscheidender Bedeutung fiir die effektive Erregerkontrolle. Bei immunbeeintrachtigten
Patienten, wie z.B. Hamodialyse-Patienten, Transplantat-Empfangern und Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen, ist diese jedoch héaufig ebenfalls beeintrachtigt, sodass es
vermehrt zu Reaktivierungen der Herpesviren mit teils schwerwiegenden Komplikationen
kommt. Insbesondere die Alphaherpesvirus-spezifische Immunantwort wurde bislang jedoch

in diesen Patienten noch nicht systematisch analysiert.

Ein Ziel dieser Arbeit war somit die spezifisch gegen das Varizella-Zoster Virus (VZV) bzw. die
beiden Herpes-Simplex Viren 1 und 2 (HSV) gerichtete zelluldre Immunantwort funktionell
und phanotypisch zu charakterisieren. Dabei sollten immunologische Marker identifiziert
werden, die mit einer effektiven Erreger-Kontrolle einhergehen. Zudem sollte der Einfluss
einer immunsuppressiven und/oder anti-rheumatischen Therapie auf diese
Immunantworten evaluiert werden. Neben der Analyse der Immunantwort im Blut sollte bei
Patienten mit VZV-bedingten Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) eine Analyse
der Immunzellen vom Ort des Infektgeschehens durchgefiihrt werden. Zur Optimierung der
Stimulationsbedingungen Antigen-spezifischer T-Zellen in vitro sollte am Beispiel der
Cytomegalievirus (CMV) Infektion der Effekt einer Harnstoffbehandlung von viralen
Proteinen und -Lysaten auf die Induktion einer Antigen-spezifische T-Zellantwort untersucht
werden. Die T-Zellanalysen wurden dabei mit durchflusszytometrischen Methoden und dem

ELISpot-Verfahren durchgefiihrt, wohingegen die Serologie mittels ELISA bestimmt wurde.

Im Vergleich zu nicht-symptomatischen Personen konnten in Patienten mit akutem Herpes
Zoster deutliche Verdnderungen der VZV-spezifischen Immunantwort hinsichtlich der
Frequenz, dem Anteil multifunktioneller bzw. ausschliel§lich IFNy-exprimierender T-Zellen,
sowie der Expression der Oberflichenmarker CD127, CTLA-4 und PD-1 nachgewiesen

werden.



In Patienten mit rheumatischer Arthritis, die unter der Biologika-Therapie (IL-6-Rezeptor-
Blocker bzw. TNF-Blocker) waren, konnten verglichen mit immungesunden Probanden
verringerte VZV-spezifische T-Zellfrequenzen nachgewiesen werden, die die erhdhte
Zosterinzidenz dieser Patienten begiinstigen konnten. Da die Patienten zum Zeitpunkt der
Analyse asymptomatisch waren, konnten funktionelle und phanotypische Veranderungen

der VZV-spezifischen Immunantwort hingegen nicht identifiziert werden.

Die HSV-spezifische Immunantwort in nicht-symptomatischen Personen zeigte adhnliche
funktionelle und phanotypische Eigenschaften wie die VZV-spezifische Immunantwort,
jedoch waren bei akuter HSV-Reaktivierung keine immunologischen Veranderungen
nachweisbar. Die bei einem Teil der Patienten mit akuter VZV-Reaktivierung nachweisbaren
,Zoster-assoziierten“-Veranderungen in der HSV-spezifischen Immunantwort Ilassen

Kreuzreaktivitaten der HSV- und VZV-spezifischen CD4 T-Zellen dieser Personen vermuten.

Durch ein in dieser Arbeit neu entwickeltes und patentiertes Nachweisverfahren zum
verbesserten Nachweis Antigen-spezifischer Immunzellen aus extrasanguinen Flissigkeiten,
wie z.B. der Cerebrospinal- (CSF), der Aszites- und der Blasensplilflissigkeit, konnten VZV-
spezifische Immunzellen am Ort des Infektgeschehens (CSF) und im Blut von Patienten mit
VZV-bedingten ZNS-Infektionen simultan analysiert werden. Im Vergleich zu Patienten mit
anderen ZNS-Infektionen oder -Entziindungen waren die VZV-spezifische Frequenz und die
CTLA-4-Expression sowohl im Blut als auch in der CSF von Patienten mit VZV-bedingten ZNS-
Infektionen signifikant erhéht. Zudem war in der CSF dieser Patienten eine deutliche lokale

Anreicherung der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen gegenliber dem Blut nachweisbar.

Die Analysen des Effekts der Harnstoffbehandlung von CMV-Proteinen und
-Lysaten auf die induzierte CMV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort verdeutlichte, dass

die Harnstoffbehandlung lediglich einen marginalen Effekt auf die Stimulierbarkeit hat.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit immunologische Parameter identifiziert
und neue Methoden zur Identifizierung Antigen-spezifischer Immunzellen aus
extrasanguinen Flissigkeiten entwickelt und evaluiert. Diese kdnnen zur Identifizierung des
individuellen Infektrisikos und zum Monitoring der antiviralen Therapie bei akuten
Reaktivierungskomplikationen Anwendung finden bzw. zur Diagnostik und zur Identifizierung

verschiedener Infektions-auslosender Erreger beitragen.



2 Summary

Characterization of the specific immune response towards herpesviruses and the
development and application of a new stimulatory approach for the detection of antigen-

specific immune cells from extrasanguinous fluids

After primary infection, herpesviruses establish persistence in the infected host organism
therefore requiring lifelong control by the immune system. Both the quantity and quality of
pathogen-specific cellular immune response are particularly important for the effective
control of the pathogen. However, in immunocompromised patients such as hemodialysis
patients, transplant recipients and patients with rheumatic diseases, these specific cellular
immune responses are often impaired, leading to an increase in herpesvirus reactivations
which can be accompanied by severe complications. Up to now, specific immune responses
towards particularly alphaherpesviruses have not been studied systematically in these

patients.

Therefore one aim of this work was the functional and phenotypical characterization of the
specific cellular immune responses towards the varicella-zoster virus (VZV) and the herpes-
simplex viruses 1 and 2 (HSV) and the identification of immunological markers for effective
virus control. Furthermore the effect of immunosuppressive and/or anti-rheumatic therapy
on these immune responses should be evaluated. In patients with VZV-induced infection of
the central nervous system (CNS), immune cells should be analyzed in blood and additionally
directly from the site of infection. To optimize stimulatory conditions for detection of
antigen-specific T cells in vitro, Cytomegalovirus (CMV) infection was used as an example to
assess the effect of urea treatment of viral proteins and lysates on the induction of antigen-
specific T-cell responses. T-cell analyses were performed using flow cytometric methods and

the ELISpot technology, whereas serology was determined by ELISA.

In comparison to non-symptomatic individuals, VZV-specific immune responses in patients
with active herpes zoster were clearly altered in frequency, proportion of multifunctional or
exclusively IFNy-expressing T cells, as well as in the expression of the surface markers CD127,

CTLA-4 and PD-1.

Compared with immunocompetent individuals, patients with rheumatic arthritis under

therapy with biologicals (IL-6-receptor-blocker or TNF-blocker) showed lower VZV-specific
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T-cell-frequencies potentially accounting for the increased zoster incidence in these patients.
In contrast, in line with the absence of clinical symptoms at the time of analysis, no

functional and phenotypical differences in VZV-specificimmune responses were detected.

The HSV-specific immune response in non-symptomatic individuals showed functional and
phenotypical properties similar to the VZV-specific immune response; however during active
HSV-reactivation no immunological changes were detectable. However, as some patients
with active VZV-reactivation showed “zoster-associated” changes in their HSV-specific
immune response, this may suggest some extent of cross-reactivity between HSV- and VZV-

specific CD4 T cells in these patients.

Using a new approach for the improved detection of antigen-specific immune cells from
extrasanguinous fluids (cerebrospinal fluid (CSF), ascites and bladder wash fluid, respectively)
which was developed and patented as a part of this thesis, VZV-specific immune cells from
site of infection (CSF) and in blood from patients with VZV-induced CNS infections could be
analyzed simultaneously. In comparison to patients with other CNS infections or
inflammations unrelated to VZV, VZV-specific CD4 T-cell frequencies and CTLA-4 expression
in both blood and in the CSF were significantly higher in patients with VZV-induced CNS
infections. Moreover, the CSF from these patients was clearly enriched for VZV-specific CD4

T cells as compared to blood.

The analysis of the urea-treatment effect of CMV proteins and lysates on the induction of
CMV-specific CD4 and CD8 T-cell responses showed only marginal effects on the stimulatory

capacity of the antigens.

In conclusion, in this work, immunological parameters were identified and novel approaches
for the detection of antigen-specific immune cells from extrasanguinous fluids were
developed and evaluated. These may be applied for identification of the individual risk of
infection and monitoring of antiviral therapy during complications in active reactivations or

may contribute to diagnostics and identification of various infection-causing pathogens.
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3 Abkiirzungsverzeichnis

Ag
ACPA
APC
APC
APC-H7
AS

ASI
AUC
BFA
BrdU
BSA
BSF
CFDA-SE
CFP-10
CFSE
CcMmv
CSF
CTLA-4

CyA
DAS28
DC
DMARD
EDTA
ELISA
ER
ESAT-6
FACS
FCS

Antigen

anti-citrullinierte Peptid-Antikorper
Antigen-prasentierende Zelle

Allophycocyanin

Allophycocyanin-Hilite 7

Spondylitis Ankylosans (Morbus Bechterew)
Antikorper-spezifischer Index

,area under the curve”

Brefeldin A

Bromdesoxyuridin

bovines Serumalbumin

Blasenspulflissigkeit

Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester
»culture filtrate protein 10”
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
Cytomegalievirus

Cerebrospinalflissigkeit, Liquor

zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4, ,cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4“

Cyclosporin A

»,Disease activity score 28"

Dendritische Zelle

,Disease-modifying anti-rheumatic drugs”
Ethylendiamintetraessigsaure
Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
Endoplasmatisches Retikulum

»,Soluble early secretory antigenic target 6”
Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortieren (Durchflusszytometrie)

fetales Kalberserum
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FITC
GlIn

IQR

M. tuberculosis
MFI

MHC
MMRV-Vakzine
MP

MTX
MW

NG
NH;HCO;
P/S
PBMC
PBS

PCR

PD-1

PE
PE-Cy7
PerCP
PFA

PHN
pp65
PPD

PSA

Fluoresceinisothiocyanat
Glutamin
Hamodialyse-Patient
humanes Serumalbumin
Herpes-Simplex Virus
»immediate-early protein 1
Interferon

Immunglobulin

Interleukin
Interquartilsabstand
Mycobakterium tuberculosis
mittlere Fluoreszenzintensitat
Haupthistokompatibilitatskomplex
Masern-Mumps-Rételn-Varizellen-Vakzine
Methylprednisolon
Methotrexat

Mittelwert

Nachweisgrenze
Ammoniumhydrogencarbonat
Penicillin/Streptomycin
Mononukledre Zelle des peripheren Blutes
»phosphate buffered saline”
Polymerase-Ketten-Reaktion
»programmed cell death 1
Phycoerythrin
Phycoerythrin-Cyanin 7
Peridinin Chlorophyll
Paraformaldehyd
Postherpetische Neuralgie
65kDa Phosphoprotein
»purified protein derivative”

Psoriasis Arthritis
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RA

RD
ROC
RPMI
RT

SEB
SPA
StabW
TCR
Tu-Zelle
TNF
Tx
V450
V500
Vzv
ZNS

rheumatoide Arthritis

Rheumatische Erkrankungen, ,rheumatic diseases”
»Receiver Operator Characteristics”

,Roswell Park Memorial Institute”
Raumtemperatur

Staphylococcus aureus Enterotoxin B
(seronegative) Spondyloarthritiden
Standardabweichung

T-Zell-Rezeptor

T-Helfer-Zelle

Tumornekrosefaktor

Transplantat-Empfanger

Fluorochrom mit Emissionsmaximum bei 450nm
Fluorochrom mit Emissionsmaximum bei 500nm

Varizella-Zoster Virus

Zentrales Nervensystem
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4 Einleitung

4.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen ist fir die Abwehr unterschiedlichster Pathogene und
korperfremder Molekiile verantwortlich. Ein Teil dieses Immunsystems ist das angeborene
Immunsystem. Dieses besteht unter anderem aus unterschiedlichen Zelltypen wie den
natlrlichen Killerzellen, Monozyten, Makrophagen und Granulozyten sowie einer Vielzahl
von l6slichen Proteinen, die beispielsweise dem Komplementsystem angehoren. Das
angeborene Immunsystem wirkt unerwiinschten Mikroorganismen sehr schnell, jedoch
Erreger-unspezifisch entgegen. Auf diese Weise kdnnen Erreger teilweise vollstandig
eliminiert werden oder in der frihen Phase der Infektion in ihrer Vermehrung behindert
werden, bis eine Erreger-spezifische Immunantwort aufgebaut ist. Dieser Erreger-spezifische
Arm des Immunsystems ist die adaptive Immunantwort, die bei der direkten und auch
langfristigen Bekampfung von Pathogenen von zentraler Bedeutung ist. Sie zeichnet sich
besonders dadurch aus, dass bei einem primdren Erregerkontakt eine Immunantwort
aufgebaut wird, die spezifisch gegen diesen Erreger gerichtet ist und diesen bei einem
erneuten Kontakt schneller und effizienter bekdmpfen kann. Diese , Lernfdhigkeit” wird auch
bei der Immunisierung mit Impfstoffen, die entweder abgetotete Erreger (Tot-Impfstoff)
oder Erreger mit abgeschwéachter Pathogenitdt beinhalten (Lebend-Impfstoff), ausgenutzt,
um eine Erreger-spezifische Immunantwort zu induzieren, ohne dass der Zielorganismus in
Kontakt mit den hochinfektiosen und teilweise lebensbedrohlichen Wildtyperregern
kommen muss. Die zelluldaren Hauptkomponenten dieses adaptiven Immunsystems sind die
B-Zellen und die T-Zellen, die in den primdren Lymphorganen, dem Knochenmark bzw. dem
Thymus entstehen. Sie sind gemeinsam fiir eine effektive Erreger-Eliminierung
verantwortlich und werden in den folgenden Abschnitten ndher erldutert. Dabei wird
zunachst auf die B-Zellen eingegangen, die die wichtigste humorale Komponente des

adaptiven Immunsystems darstellen und Antikdrper produzieren.

4.1.1 Die humorale adaptive Inmunantwort

Die humorale adaptive Immunantwort wird durch Antikorper vermittelt, die von
Plasmazellen produziert werden, die sich aus naiven B-Zellen entwickeln. Typisches Merkmal

naiver B-Zellen ist der B-Zell-Rezeptor, der in der Zellmembran verankert ist. Bei Kontakt des
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B-Zell-Rezeptors mit einem Antigen, welches in I6slicher Form vorliegen muss und keiner
vorherigen Prozessierung in kleine Peptide bedarf, kommt es zur Aktivierung der B-Zelle und
zur Differenzierung in eine Plasmazelle, die dann hauptsachlich fir die Antikérper-
Produktion verantwortlich ist. Je nach Antigen ist die Beteiligung von T-Zellen fiir eine

erfolgreiche Aktivierung der B-Zelle notwendig.

Ein Teil dieser aktivierten B-Zellen differenziert sich zudem in B-Gedachtniszellen, die bei
einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Erreger eine schnellere Antikérperbildung
ermoglichen. B-Zellen besitzen darliber hinaus die Fahigkeit zur Antigen-Prdsentation, die
jedoch eingeschrankt ist, da sie im Gegensatz zu anderen Antigen-prasentierenden Zellen
(APCs) ausschlieBlich die Antigene aufnehmen, prozessieren und prasentieren konnen, die

sie zuvor mit ihrem B-Zell-Rezeptor erkannt haben.

4.1.2 Die zellulire adaptive Inmunantwort und die Antigen-Prdisentation

Charakteristisches Merkmal aller T-Zellen ist der T-Zell-Rezeptor (TCR) an der Zelloberflache,
der bei der Aktivierung der T-Zellen von zentraler Bedeutung ist. Dariiber hinaus besitzen die
T-Zellen weitere Oberflaichenmolekiile anhand derer sie in T-Helferzellen (CD4 T-Zellen) und
zytotoxische T-Zellen (CD8 T-Zellen) unterteilt werden kdnnen. Letztere kénnen z.B. durch
die Ausschiittung verschiedener I6slicher Molekile wie Granzyme und Perforin sowie tUber
Bindung des Fas-Rezeptors an seinen Liganden (FasL) in einer Zielzelle die Apoptose einleiten

(BARRY, BLEACKLEY, 2002).

Da der Fokus dieser Arbeit hauptsachlich auf der Charakterisierung der CD4 T-Zellen liegt,
werden die Funktionen und die Fahigkeiten dieser Zellen im Folgenden detailliert
beschrieben. CD4 T-Zellen werden in weitere Subpopulationen eingeteilt, von denen jede ein
fur diese Gruppe charakteristisches Spektrum an Zytokinen exprimiert. Diese Zytokine sind
Effektormolekile, die malRgeblich an der Regulierung der Immunreaktion beteiligt sind und
somit auch fir eine effiziente Erreger-spezifische Immunantwort unabdingbar sind. Dies
griindet sich in besonderem MaRe auf ihrer Fahigkeit, die Proliferation und die

Differenzierung der Immunzellen zu beeinflussen (KAPLAN et al., 2015).

T-Helfer 1 (Tp1)-Zellen produzieren unter anderem das Zytokin Interferon (IFN) y, das fiir die
Immunfunktion gegen alle viralen und einige bakterielle Erreger von entscheidender

Bedeutung ist und das Leitzytokin der T,1-Antwort darstellt (ZHU et al., 2010). Des Weiteren
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flhrt dies dazu, dass Makrophagen aktiviert, die Molekiile des
Haupthistokompatibilitditskomplexes (MHC) der Klassen | und Il hochreguliert, sowie weitere
Immunzellen angelockt werden. Dariiber hinaus hemmt eine gesteigerte IFNy-Expression die
Immunantwort von T-Helfer 2 (T,2)-Zellen. Des Weiteren sezernieren Tpl-Zellen das
Interleukin (IL)-2, das fir die B- und T-Zellproliferation essentiell ist, und den
Tumornekrosefaktor (TNF) a, den Hauptmediator der Entziindungsreaktion und Aktivator

von Makrophagen (MURPHY et al., 2009).

Tn2-Zellen sind hauptsachlich an der Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen beteiligt
und regulieren liber die Expression von IL-4 die Makrophagenaktivierung herunter, wodurch
sie auch eine anti-inflammatorische Wirkung haben. Die T-Helfer 17 (T,17)-Zellen, die eine
weitere Untergruppe der CD4 T-Zellen sind, sezernieren typischerweise IL-17. Sie sind an der
Abwehr bakterieller Pathogene beteiligt, sind jedoch auch mit autoimmunen Erkrankungen

assoziiert (HARRINGTON et al., 2005; WILKE et al., 2011).

Damit T-Zellen Antigen-spezifisch aktiviert werden, miissen die Antigene zunachst von APCs,
zu denen Monozyten, Dendritische Zellen (DCs) und Makrophagen sowie in eingeschranktem
Male auch B-Zellen gehéren, zu kurzen Peptiden verarbeitet werden, um dann anschlieRend
durch MHC-Molekile auf der Oberflache prasentiert zu werden. Abbildung 1 liefert einen

Uberblick iber den allgemeinen Ablauf der Antigenpréasentation an CD8 und CD4 T-Zellen.

Bei endogenen Antigenen, die sich im Zytoplasma der Zelle befinden, erfolgt die
Prozessierung im Proteasom. Die dadurch entstandenen Peptide werden in das
endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, dort auf MHC-Molekile der Klasse | geladen
und dann Uber den Golgi-Apparat zur Zelloberfliche transportiert. Dort kdnnen sie von
spezifischen CD8 T-Zellen erkannt werden, wodurch eine Stimulierung dieser Zellen induziert
wird (Abbildung 1A). Exogene Antigene werden liber Endozytose in die Zelle aufgenommen
und in den Endosomen zu Peptiden prozessiert. Dort erfolgt die Beladung dieser Peptide auf
MHC-Molekiile der Klasse 1l, die anschlieBend zusammen zur Zelloberflache transportiert
werden. Dort kdnnen sie von spezifischen CD4 T-Zellen erkannt werden, die dadurch

aktiviert und stimuliert werden (Abbildung 1B).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber den allgemeinen Ablauf der Antigen-Prisentation von endogenen und exogenen
Antigenen. (A) Endogene Antigene, die sich im Zytoplasma der Zelle befinden, werden im Proteasom zu
Peptiden prozessiert und anschlieRend im Endoplasmatischen Retikulum (ER) auf MHC-Molekiile der Klasse |
geladen. Vom ER ausgehend wird der MHC-Peptid-Komplex (iber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache
transportiert, wo die Peptide prasentiert werden und durch spezifische CD8 T-Zellen erkannt werden kdnnen.
(B) Exogene Antigene werden endozytotisch in die Antigen-prasentierende Zelle (APC) aufgenommen und in
den Endosomen durch Proteasen zu kleinen Peptiden prozessiert. Die MHC-lI-Molekiile werden vom ER zu den
Endosomen transportiert, wo sie mit den Peptiden beladen werden und anschlieBend als MHC-II-Peptid-
Komplexe zur Zelloberflache transportiert werden. Sind CD4 T-Zellen mit dem entsprechenden spezifischen T-
Zell-Rezeptor (TCR) vorhanden, binden diese an den MHC-II-Peptid-Komplex, was zu einer Aktivierung der CD4
T-Zellen fuhrt. Abbildung Gbersetzt nach (NEEFJES et al., 2011).

Neben diesen beiden Prozessierungswegen kénnen auch exogene Antigene nach Aufnahme
in die Zelle Gber Kreuzprasentation dem MHC-Klasse | Signalweg zugefiihrt werden, wodurch
auch durch exogene Antigene eine CD8 T-Zellantwort induziert werden kann (HEATH et al.,

2004).

Die zur Zelloberfldache transportierten MHC-Peptid-Komplexe werden durch spezifische TCRs
erkannt und fuhren zur Antigen-abhangigen Aktivierung der CD4 oder CD8 T-Zelle. Die
Primarinduktion naiver T-Zellen erfolgt in den sekunddren Lymphorganen. Bei der
Primarinduktion wird zur Aktivierung zudem ein ko-stimulatorisches Signal bendétigt, welches
durch die Bindung des CD28-Molekils der T-Zelle an den CD80/86-Komplex der APC
hervorgerufen wird. Diese fuhrt zur klonalen Expansion von Effektor-T-Zellen, die dann,
ausgehend von den sekundaren Lymphorganen, zum Ort des Infektgeschehens wandern und

dort den Erregern entgegenwirken. Diese spezifischen T-Zellen kénnen durch die Bindung
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des TCR an den MHC-Peptid-Komplex erneut aktiviert werden, ohne dass dafiir ein ko-

stimulatorisches Signal erforderlich ist.

Darliber hinaus konnen Bestandteile mancher bakterieller Erreger wie z.B. das
Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB), eine polyklonale T-Zellstimulation erzeugen.
Dabei bedirfen diese als Superantigene bezeichneten Stimuli keiner vorherigen
Prozessierung in kleine Peptide, sondern kdnnen eine direkte Verbindung zwischen den
MHC-Molekilen einer Zelle und einer bestimmten Untereinheit des TCRs (Vp-Kette)
herstellen, die zu einer Antigen-unabhdngigen Aktivierung der T-Zelle fihrt (KAPPLER et al.,
1989; DELLABONA et al., 1990).

Unabhangig davon, ob die T-Zellaktivierung Antigen-abhangig oder -unabhangig (polyklonal)
induziert wird, fihrt diese Stimulation zur Aktivierung der Zelle, die durch die vermehrte
Expression von Aktivierungsmarkern wie z.B. dem CD69-Molekil an der Zelloberflache
gekennzeichnet ist (SIMMS, ELLIS, 1996). Des Weiteren werden zahlreiche Zytokine und
weitere Botenstoffe induziert, die in diesem Abschnitt bereits beschrieben wurden. Im
weiteren Verlauf kommt es durch Proliferation zur klonalen Expansion der T-Zellen.
Aktivierung, Zytokininduktion und Proliferation koénnen auch experimentell zur

Charakterisierung Antigen-spezifischer T-Zellen gegen einzelne Erreger genutzt werden.

4.2 Die Familie der Herpesviren

Herpesviren besitzen einen Durchmesser von 150nm bis 200nm. lhr doppelstrangiges DNA-
Genom, das Uber den ,Rolling Circle“-Mechanismus repliziert wird, wird von einem Capsid
umhillt und somit vom angrenzenden Tegument abgegrenzt. Das Genom codiert fir
Strukturproteine und zahlreiche regulatorische Proteine, die unter anderem fir die
Virusreplikation von entscheidender Bedeutung sind. Die &uBere Hillmembran des
Viruspartikels besteht aus unterschiedlichen Glykoproteinen, die haufig Angriffspunkte der
Erreger-spezifischen Immunantwort, insbesondere von neutralisierenden Antikorpern,

darstellen (MODROW et al., 2010).

Ein typisches Merkmal aller Herpesviren ist deren lebenslange Persistenz im infizierten
Organismus nach der Primarinfektion. Folglich ist eine lebenslange Kontrolle des Virus durch
das Immunsystem des Wirts unabdingbar um eine erneute Vermehrung der Viren zu
verhindern. Diese Reaktivierungen fiihren besonders bei Personen mit beeintrachtigter

Immunfunktion haufig zu wiederkehrenden Infektepisoden. Allgemein werden Herpesviren
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unter anderem aufgrund der von ihnen infizierten Zelltypen und ihrer pathogenen
Eigenschaften in drei Subfamilien Alpha-, Beta- und Gammaherpesviren eingeteilt, wobei im
Folgenden besonders auf die humanen Vertreter der Alpha- und Betaherpesviren genauer

eingegangen wird (MODROW et al., 2010).

4.2.1 Humane Alphaherpesviren

Zur Unterfamilie der Alphaherpesviren gehoren die Herpes-Simplex Viren 1 und 2 (HSV-1
und -2) sowie das Varizella-Zoster Virus (VZV). Das DNA-Genom von HSV-1 und -2 ist in
vielen Bereichen identisch und besitzt mehr als 84 offene Leserahmen, die fiir zahlreiche
virale Proteine kodieren (RAJCANI et al., 2004). Mit lediglich 72 offenen Leserahmen besitzt
das VZV hingegen das kleinste Genom aller humanen Herpesviren (MODROW et al., 2010).
Mit einer Seropravalenz von Gber 90% bei VZV (KILGORE et al., 2003) und je nach Alter 65%
bis mehr als 90% bei den Simplex-Viren (CHAYAVICHITSILP et al., 2009) gehoren die

Alphaherpesviren zu den Viren mit der weltweit hochsten Durchseuchung.

Wahrend eine Primarinfektion mit HSV-1 im Kindesalter meist asymptomatisch verlauft und
nur selten lediglich milde Symptome wie z.B. die typischen Lippenbldschen (Herpes labialis)
auftreten, kann es bei Neugeborenen (Herpes neonatorum) aber auch bei Erwachsenen zu
teils schweren Infektverlaufen kommen. Im Gegensatz zum Erstkontakt mit HSV-1 nimmt
eine Primdrinfektion mit HSV-2 meist einen symptomatischen Verlauf, der zusatzlich zu
allgemeinen Krankheitssymptomen wie z.B. Fieber auch durch Geschwire und/oder
Blaschen im Genitalbereich (Herpes genitalis) gekennzeichnet ist (MODROW et al., 2010).
Die Primdrinfektion mit VZV manifestiert sich in den meisten Fallen durch den fir dieses
Virus charakteristischen blaschenférmigen Ausschlag an der Hautoberflache, der auch als
Windpocken bekannt ist. Wahrend diese Infektion bei Kindern meist unproblematisch
verlauft, kann es bei Erwachsenen und bei Personen mit einem beeintrachtigten
Immunsystem zu Komplikationen wie einer generalisierten Infektion, einer Hepatitis oder

VZV-bedingter Enzephalitis kommen (MODROW et al., 2010).

Nach der Primadrinfektion ziehen sich die Viren meist in sensorische Ganglien zuriick und
verbleiben dort, ohne dass neue Viruspartikel gebildet werden (Latenz). Bedingt durch die
lebenslange Persistenz der Viren im Wirtsorganismus bedarf es einer standigen Kontrolle der
Viren durch das Immunsystem des Wirts. Folglich treten symptomatische Reaktivierungen

besonders bei Personen mit eingeschrankter Immunfunktion auf. Diese Einschrankung der
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Immunfunktion wird z.B. durch verschiedene Autoimmunerkrankungen, Immundefizienzen,
Umweltfaktoren wie Stress oder andere psychische Faktoren, UV-Bestrahlung,
Immunseneszenz im hoheren Alter und Immunsuppressiva-Therapie verursacht (MODROW
et al., 2010). Insbesondere Transplantatempfinger besitzen ein erhoéhtes
Reaktivierungsrisiko, da sie lebenslang immunsupprimierende Medikamente einnehmen
missen um eine AbstoBung des korperfremden Organs zu verhindern. Durch diese
Immunsuppression kénnen sich jedoch im Korper persistierende Erreger wie VZV oder HSV
wieder vermehren (Reaktivierung). Die wohl bekannteste Form der Reaktivierung des HSV-1
ist der Herpes labialis. Eine Reaktivierung von VZV fiihrt hingegen in den meisten Fallen zu
einem blaschenartigen Ausschlag der lokal auf die Hautbereiche begrenzt ist, die von dem
betroffenen sensorischen Ganglions innerviert sind (ZERBONI et al., 2014). Da sich dieser
Ausschlag haufig wie ein Glrtel um den Oberkdrper herum ausbreitet, ist diese als Herpes
Zoster bezeichnete Reaktivierung unter dem Begriff ,,Glrtelrose” bekannt. Nach Rickgang
der akuten Symptome eines Herpes Zoster kann es an den zuvor betroffenen Hautbereichen
zu starken Schmerzen kommen (KOST, STRAUS, 1996). Diese als postherpetische Neuralgie
(PHN) bezeichnete Komplikation tritt je nach Alter und Immunfunktion der Person mit einer
Inzidenz von 5-30% auf und verursacht bei den betroffenen Patienten teilweise ein
lebenslanges Leiden (KAWAI et al., 2014). Dartber hinaus kann es bei Alphaherpesvirus-
Infektionen aber auch zu deutlich schwerwiegenderen Symptomen/Komplikationen unter
Beteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS) (Enzephalitis, Meningitis) oder anderer
immunprivilegierter Orte wie dem Auge (Zoster opthalmicus, Retinitis, Uveitis) kommen

(YAWN, GILDEN, 2013; STANZEL et al., 2014).

Generell kdnnen Reaktivierungen von Alphaherpesviren auch untypischere Verlaufe nehmen,
die beispielsweise bei VZV-bedingten Infekten die charakteristischen Hautausschlage
vermissen lassen (Zoster sine herpete) oder zu Virus-bedingten GefaRschadigungen
(Vaskulopathie) oder kardiovaskuldren Ereignissen (Herzinfarkt oder Schlaganfall) fihren
(GILDEN et al., 2013; MINASSIAN et al., 2015). Auch bei Beteiligung des ZNS fehlen oft die
typischen Reaktivierungssymptome, wodurch die Diagnostik deutlich erschwert wird (s.

Abschnitt 4.5).
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4.2.2 Das humane Cytomegalievirus und seine Rolle bei Organtransplantationen

Das humane Cytomegalievirus (CMV) gehort zur Unterfamilie der Betaherpesviren und
besitzt mit rund 230.000 Basenpaaren und ca. 200 Genprodukten im Vergleich zu den
humanen Alphaherpesviren ein deutlich gréBeres Genom (MODROW et al.,, 2010). Zwei
Genprodukte sind fir die immunologische Forschung von besonderem Interesse, da sie
einen grofRen Anteil an der Immunogenitat des Virus ausmachen. Dabei handelt es sich um
das phosphorylierte Tegument-Protein pp65 und das IE-1-Protein (,immediate early protein
1“), das transaktivierende Funktionen besitzt (CHERRINGTON, MOCARSKI, 1989; KHAN et al.,
2007; KALEJTA, 2008).

Zwischen 40 und 80% der Menschen sind mit CMV infiziert, wobei das Alter und der
Entwicklungsstatus des Landes dabei eine wichtige Rolle spielen (BATE et al., 2010; FISHMAN,
2013). Die Mehrheit der infizierten Personen besitzt jedoch aufgrund der meist
asymptomatischen Primarinfektion keine Kenntnis (ber ihren tatsachlichen CMV-Status.
Wadhrend bei immungesunden Personen aufgrund der effektiven Kontrolle durch die
spezifische Immunantwort nahezu keine symptomatischen CMV-Reaktivierungen auftreten,
stellt das Virus bei immunsupprimierten Personen wie bei Empfangern von
Organtransplantaten ein schwerwiegendes Problem dar (RAZONABLE, 2005; KOTTON et al.,
2013). Zum einen kommt es bei diesen Patienten aufgrund der Immunsuppressiva-Therapie
vermehrt zu CMV-Reaktivierungen. Zum anderen, persistiert CMV auch in verschiedenen
Organen, wie z.B. der Niere und der Leber, und kann so bei der Transplantation eines dieser
Organe auf den Transplantat-Empfanger mit Ubertragen werden und dadurch bei einem
CMV-seronegativen Empfanger eine Primarinfektion auslosen oder bei einem CMV-
seropositiven Empfanger eine Reaktivierung begiinstigen (HO et al., 1975; SINGH et al., 1988;
ISON et al, 2013). Diese CMV-(Re)-Infektionen konnen einerseits zum Verlust des
transplantierten Organs fihren und zum anderen weitere ernstzunehmende
Infektkomplikationen wie z.B. eine CMV-Hepatitis oder -Pneumonie oder CMV-bedingte
gastrointestinale Symptome verursachen, die neben dem Transplantatverlust per se auch
mit einem verminderten Patientenliberleben einhergehen konnen (LLUNGMAN et al., 2002;
FISHMAN, ISSA, 2010). Folglich ist das Ziel, die Immunantwort des Organtransplantat-
Empfangers medikamentds nur soweit zu unterdriicken, dass das Transplantat nicht durch

eine gegen das Transplantat gerichtete Immunreaktion abgestofRen wird, aber noch eine
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ausreichende Immunantwort vorhanden ist, um CMV und andere Erreger wie z.B. VZV, HSV
und Mycobakterium tuberculosis (M. tuberculosis) effektiv kontrollieren zu kénnen. Da die
Anzahl und die Dosis der immunsupprimierenden Medikamente in den ersten Wochen nach
der Transplantation am hochsten ist, und dadurch ein erhdhtes Risiko fir CMV-
Reaktivierungen besteht, werden in diesem Zeitintervall engmaschige Kontrollen hinsichtlich

einer potentiellen Virusvermehrung durchgefiihrt (CHADBAN et al., 2008).

Neben der klassischen Bestimmung der Viruslast mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden in den vergangenen Jahren zudem vermehrt indirekte Analysemethoden zum
Nachweis der Erreger-spezifischen Immunitat angewandt, um nicht nur die Virusvermehrung,
sondern auch die Effektivitat der Immunantwort im Verlauf nach der Transplantation besser
einschatzen zu konnen (GERNA et al., 2011; MANUEL et al., 2013; SESTER et al., 2016). In den
Abschnitten 4.4.1 und 4.4.2 wird auf diese Analysemethoden in detaillierter Form

eingegangen.

4.3 Patientengruppen mit erhohtem Risiko fiir Herpesvirus-Infektionen und

-Reaktivierungen sowie fiir die damit verbundenen Komplikationen

Personen mit einem beeintrachtigten Immunsystem sind deutlich haufiger von
Reaktivierungen persistierender Erreger betroffen als dies bei immungesunden Probanden
der Fall ist. Im Zusammenhang mit diesen Reaktivierungen und auch bei Primarkontakt mit
dem Erreger treten zudem Ofter Komplikationen auf, die fir den Patienten
lebensbedrohliche Folgen haben kdonnen (MEYDING-LAMADE, STRANK, 2012). Zusatzliche
Nachteile flir immunsupprimierte Patienten bestehen dadurch, dass Lebendimpfungen mit
der VZV-Vakzine generell fiir diese Patientengruppen kontraindiziert sind (s. Abschnitt 4.6

und(EMERY, 2013).

Beeintrachtigungen des Immunsystems werden haufig durch unterschiedliche
immunsupprimierende  Medikamente  verursacht. So ist die |Inzidenz fir
Infektkomplikationen und Reaktivierungsereignisse bei Patienten, die aufgrund einer
Krebserkrankung eine Chemotherapie erhalten, erhoht (WINGARD, 1993). Zudem zdhlen
Transplantatempfanger ebenfalls zu Risikopatienten fiir  Erreger-(Re)-Infektionen
(GOURISHANKAR et al., 2004). Dies gilt nicht nur fiir CMV, sondern auch fiir andere virale
Erreger wie VZV, HSV oder bakterielle Pathogene wie z.B. M. tuberculosis (LAUZURICA et al.,
2003; MUNOZ et al., 2005; MILLER, DUMMER, 2007; FISHMAN, ISSA, 2010; KO et al., 2013;
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PAVLOPOULOU et al., 2015). Darliber hinaus kann die Diagnostik einer VZV-Reaktivierung
auch aufgrund des teilweise verspateten Auftretens oder sogar des vollstandigen Fehlens
des charakteristischen Hautausschlags deutlich erschwert sein (OH et al., 2002; HOVENS et

al., 2007; PERGAM et al., 2013).

Dialysepatienten stellen ebenfalls eine Risikogruppe fir Herpesvirus-Reaktivierungen dar.
Aufgrund ihrer Urdmie besitzen diese Patienten ebenfalls eine eingeschrankte
Immunfunktion, die sich auch in einer Beeintrachtigung der Antigen-spezifischen Gedachtnis
CD4 T-Zellantwort zeigt (LIM et al., 2007; LITJENS et al., 2008). Des Weiteren ist bekannt,
dass bei Patienten mit autoimmunbedingten Erkrankungen, wie z.B. die rheumatischen
Erkrankungen, auf die spater noch detaillierter eingegangen wird, ebenfalls erhohte
Inzidenzen von Infektionen beobachtet werden konnten (MCDONALD et al., 2009). Darliber
hinaus konnen bei diesen Patienten vermehrt atypische Verlaufe oder starkere
Ausbreitungen der Hautausschlage sowie schwere Komplikationen beobachtet werden
(WITT et al., 2009). Unklar ist jedoch noch, inwieweit einzelne, bei diesen Patienten

verabreichte Medikamente dieses Risiko zuséatzlich noch beglinstigten.

Eine eingeschrankte Immunfunktion kann jedoch auch von Viren selbst hervorgerufen
werden, wie dies bei HIV-positiven Personen der Fall ist. Insbesondere im spéten
Krankheitsverlauf und der daraus resultierenden ausgepragten Immundefizienz, kdnnen
persistierende Erreger wie das CMV sehr haufig reaktivieren und letztendlich auch zum Tod

des Patienten fihren (WEBSTER, 1991).

Unabhdngig von der Ursache der Immundefizien besitzen somit alle genannten
Patientengruppen ein erhohtes Risiko fur Herpesvirus-bedingte Infektkomplikationen und
wirden von diagnostischen Verfahren besonders profitieren, die eine individualisierte

Abschatzung des Infektionsrisikos ermoglichen kénnen.

4.3.1 Rheumatische Erkrankungen und deren Therapie

Rheumatische Erkrankungen haben viele verschiedene Ursachen und Erscheinungsformen.
Allen ist jedoch gemein, dass sie zu einer eingeschrankten Beweglichkeit mit teils massiven
Schmerzen fiihren. Zu der Gruppe der Patienten mit autoimmun-bedingten rheumatischen
Erkrankungen gehdren neben den Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) auch Patienten

mit seronegativen Spondyloarthritiden (SPA). Letztere umfassen die Gruppen der Patienten
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mit Spondylitis Ankylosans (AS, Morbus Bechterew) und Psoriasis-Arthritis (PSA) und sind
typischerweise durch einen Befall der Wirbelgelenke gekennzeichnet (ZOCHLING, SMITH,
2010).

Bei den meisten Patienten mit autoimmun-bedingten rheumatischen Erkrankungen kommt
es je nach Erkrankungstyp durch Fehlregulierung des Immunsystems zur erhéhten IL-6, IL-1
und/oder TNF-Produktion was unter anderem zu Deformierungen der Knochen, Entziindung
der Gelenke und systemischer Inflammation fihrt (VAN VOLLENHOVEN, 2009). Dariber
hinaus produzieren B-Zellen verschiedene Rheuma-assoziierte Antikorper (Rheumafaktoren
und Antikorper gegen anti-citrullinierte Peptide (ACPAs)), die auch zu diagnostischen
Zwecken herangezogen werden, jedoch bei den SPA-Patienten teilweise nicht vorhanden
sind (FARID et al.,, 2013). Um das aktuelle Ausmal der Erkrankung zu identifizieren, wird
unter anderem der ,Disease activity score 28“ (DAS28) bestimmt, indem von 28 definierten
Gelenken die Anzahl der erwdrmten, geschwollenen und schmerzhaften Gelenke

miteinbezogen wird (PREVOO et al., 1995).

Neben schmerzlindernden Medikamenten, nicht-steroidalen antiinflammatorischen
Medikamenten und Glukokortikoiden, werden Patienten mit rheumatischen Erkrankungen
als Basistherapie mit sogenannten Standard-DMARDs (,Disease-modifying anti-rheumatic
drugs”) behandelt. Wichtigster Vertreter dieser Standard-DMARDs sind das Methotrexat
(MTX) und das Leflunomid, die am haufigsten verwendet werden. Erstgenanntes wirkt als
Zytostatikum indem es das Enzym Dihydrofolat-Reduktase reversibel inhibiert und somit in
die DNA-Synthese eingreift (VANDER HEIDEN, 2011). Leflunomid hingegen hemmt die
Leukozytenmigration und das Enzym Dihydroorotat-Dehydrogenase das am
Pyrimidinstoffwechsel beteiligt ist (DAVILA, RANGANATHAN, 2011). MTX und Leflunomid
hemmen somit beide die de-novo-Synthese der DNA. Da bei T-Zellen das Recycling von
Basen zur Synthese von Nukleotiden (,salvage-pathway”), wenig oder nicht vorhanden ist,
und die T-Zellen somit zur Proliferation auf die de-novo-Synthese angewiesen sind, gehen sie

dadurch zu Grunde.

Da die Basistherapie mit DMARDs aufgrund der relativ unspezifischen Wirkmechanismen mit
zahlreiche Nebenwirkungen assoziiert ist, wurden in den letzten beiden Jahrzehnten
vermehrt spezifische Antikorper und Rezeptor-Konstrukte mit sehr spezifischer Wirkung in

der Signaltransduktion von T-Zellen, B-Zellen oder Zytokinen entwickelt, um im besonderen
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MaBe bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf eingreifen zu koénnen. Diese Biologika
(,,Biologic response modifiers”), die eine spezielle Untergruppe der DMARDs darstellen,
werden je nach Art und Fortschritt der zugrundeliegenden Erkrankung sowie je nach
Vertraglichkeit und Therapie-Erfolg zur Mono- oder Kombinations-Therapie verwendet (AVCI
et al., 2015). Die Biologika mit ihren unterschiedlichen Wirkmechanismen sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Die groRte Gruppe dieser Biologika sind die TNF-Blocker zu denen auch
Adalimumab, Etanercept, Infliximab und Certolizumab gehoéren und die der vermehrten
TNFa-Produktion entgegen wirken. Der Wirkstoff Tocilizumab hingegen blockiert den IL-6-
Rezeptor und verhindert somit die Bindung des durch Rheuma ibermaRig produzierten IL-6.
Der B-Zell-Blocker Rituximab verhindert die Aktivierung der B-Zellen (EDWARDS et al., 2004)
wohingegen Abatacept, das unter anderem aus der extrazellularen Domdne des humanen
zytotoxischen Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) besteht, das ko-stimulatorische Signal der T-
Zellen inhibiert, indem es mit CD28 um die Bindestelle des CD80/CD86 Komplexes
konkurriert (MORELAND et al., 2006; AVCl et al., 2015).

Tabelle 1: Biologika zur Therapie rheumatischer Erkrankungen und deren Funktion

Biologikum Funktion

Abatacept T-Zell-Ko-Stimulations-Blocker
Adalimumab TNF-Blocker

Certolizumab TNF-Blocker

Etanercept TNF-Blocker

Infliximab TNF-Blocker

Rituximab B-Zell-Blocker

Tocilizumab IL-6-Rezeptor-Blocker

Im Zusammenhang mit rheumatischen Erkrankungen wird sowohl fiir die Standard-DMARDs
als auch fiir die Biologika ein erhohte Inzidenz verschiedener Infektionen diskutiert, die eine
Therapie-bedingte verringerte Funktionalitat der Erreger-spezifischen Immunitdt vermuten
lasst. Ob das Risiko fir VZV-Reaktivierungen bei RA-Patienten durch die alleinige Einnahme
von MTX ansteigt, ist bislang noch unklar, jedoch konnte fiir PSA-Patienten bereits gezeigt

werden, dass allein die Kombination von Standard-DMARDs und einem Biologikum die
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Inzidenz erhoht, wahrend die Monotherapie keinen negativen Einfluss hat (SHALOM et al.,

2015; ZISMAN et al., 2016).

Aktuelle Studien zeigen, dass RA-Patienten gegeniber der Normalbevdlkerung eine deutlich
erhohte Zosterinzidenz besitzen (VEETIL et al., 2013). Insbesondere die Therapie mit TNF-
Blocker scheint bei diesen Patienten mit einem leicht erhéhten Risiko fiir die Entwicklung
eines Herpes Zoster assoziiert zu sein (STRANGFELD et al., 2009; GARCIA-DOVAL et al., 2010;
GALLOWAY et al., 2013; CHE et al., 2014; RAMIRO et al., 2014). Fur andere Biologika wie
Rituximab, Tocilizumab und Abatacept ist die Datenlage beziiglich des Einflusses auf die
Zosterraten bislang noch unklar, allerdings gibt es Hinweise, dass es zwischen allen Biologika
bei alteren RA-Patienten beziiglich der Zosterinzidenz keine deutlichen Unterschiede gibt

(YUN et al., 2015).

Insgesamt ist die Datenlage zum Einfluss der Therapie auf die Zosterinzidenz jedoch noch
lickenhaft. Zudem ist bislang noch unklar, inwieweit das Immunsystem allgemein und die
VZV-spezifische Immunantwort im Speziellen durch die Erkrankung und durch die
verschiedenen Therapeutika in ihrer Funktion beeinflusst werden. Folglich bieten sich
Ansatzpunkte potentielle direkte Auswirkungen dieser Medikamente auf die Immunitat
anhand einer detaillierten Charakterisierung der Quantitat und Qualitat der VZV-spezifischen
Immunantwort der Patienten in vitro nachzuweisen und dadurch Patienten mit einem

gesteigerten Risiko fiir VZV-Reaktivierungen identifizieren zu konnen.

4.4 Die Herpesvirus-spezifische Immunantwort

Um bei Infektionen den verursachenden Erreger zu identifizieren, wird neben der Diagnose
von charakteristischen Symptomen in den meisten Fdllen der direkte Erregernachweis
angewandt. Dieser wird routinemaRig durch Nukleinsdurenachweis unter Verwendung der
PCR durchgefiihrt (SAUERBREI et al., 1999; EMERY et al., 2000). Da jedoch einige Erreger
hdufig nur in einem kurzen Zeitintervall direkt nachweisbar sind und der direkte
Erregernachweis ferner keine Riickschliisse auf den Zustand des Immunsystems zuldsst, wird
die nach einem Erregerkontakt aufgebaute spezifische humorale oder zellulare
Immunantwort zur indirekten Identifizierung einer Primadrinfektion oder einer Reaktivierung

verwendet.
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4.4.1 Verfahren zum Nachweis der spezifischen humoralen Imnmunantwort

Generell wird eine effektive Erregerkontrolle durch die humorale und die zelluldre
Immunantwort gewahrleistet. Folglich kbnnen die Erreger z.B. durch den Nachweis Erreger-
spezifischen Antikorper identifiziert werden. Haufig sind die gebildeten Antikdrper dabei
gegen verschiedene Hillproteine oder andere immunogene Proteine des Erregers gerichtet
und werden meist (iber einen enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA)
nachgewiesen. Dabei binden die Erreger-spezifischen Antikérper an eine mit
Erregerbestandteilen (z.B. Hillproteine) beschichtete Oberflache und kénnen anschliefRend
Uber eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen werden. In Folge einer Primarinfektion
mit Herpesviren werden meist drei verschiedene Klassen von spezifischen Antikdrpern (IgA,
IgM, 1gG) gebildet, wobei die IgA und IgM Antikérper nach kurzer Zeit nicht mehr
nachweisbar sind und lediglich das fiir den Langzeitschutz notwendige IgG im Blut persistiert

(MODROW et al., 2010).

Im Zusammenhang mit Reaktivierungen der Alphaherpesviren gibt es Hinweise fir einen
Anstieg der IgA-Levels wahrend einer akuten Reaktivierung, sodass IgA-Levels ebenfalls ein
gewisses diagnostisches Potential besitzen konnten (DOERR et al., 1987; HUANG et al., 2013).
Jedoch besitzen die Antikorperlevels generell im Vergleich zu den T-Zellfrequenzen eine
geringe Dynamik (LEVIN et al., 2008). Zudem gibt es fiir einige Erreger wie z.B. VZV oder M.
tuberculosis bereits Hinweise, dass die Immunantwort vorwiegend durch T-Zellen, und hier
im besonderen MaRe von den CD4 T-Zellen, vermittelt wird (VOSSEN et al., 2004; MALAVIGE
et al., 2007; MILLINGTON et al., 2007; SESTER et al., 2011). Dementsprechend wurden in den
vergangenen Jahren vermehrt Analysemethoden zur Quantifizierung der zelluldren

Immunantwort entwickelt, die im folgenden Abschnitt erldutert werden.

4.4.2 Verfahren zur Analyse der spezifischen zelluldéiren Immunantwort

Neben Hauttests wie sie z.B. fur den in vivo Nachweis einer Infektion mit VZV oder M.
tuberculosis entwickelt wurden, werden héaufig Lymphozyten-Proliferationstests (ARVIN,
1992) und ,IFNy Release Assays“ angewandt, bei denen je nach Methode Vollblutproben
oder aus Vollblut isolierte mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) mit
spezifischen Antigenen stimuliert werden. Anschlieend wird die Vermehrung der spezifisch
aktivierten Zellen bzw. die Expression des von spezifisch stimulierten Zellen induzierten

Zytokins IFNy analysiert (SADAOKA et al., 2008; SESTER et al., 2016). Die Anzahl bzw.
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Frequenz Zytokinproduzierender Zellen kann per ELISpot-Verfahren oder nach intrazellularer
Akkumulierung der Zytokine unter Verwendung durchflusszytometrischer Analysen
identifiziert werden (SESTER et al., 2008a; SCHMIDT, SESTER, 2013; SCHMIDT et al., 2014b;
SESTER et al.,, 2016). Der Zytokin-ELISA ermoglicht hingegen den Nachweis der gesamten
Menge der Zytokinexpression in Kulturiiberstanden stimulierter Zellen (HAYASHIDA et al.,

2015), wobei die Anzahl Zytokinproduzierender Zellen nicht bestimmt werden kann.

Die Mehrzahl der Analyseverfahren zum Nachweis der spezifischen zelluldaren Immunantwort
ermoglicht es hauptsachlich quantitative Ergebnisse zum prozentualen Anteil Antigen-
spezifischer T-Zellen zu generieren und Hinweise zur tatsidchlichen Funktionalitat der
einzelnen Immunzellen sind auf die Produktion von IFNy beschrédnkt. Jedoch konnte in den
letzten Jahren fur viele chronische Infektionen gezeigt werden, dass auch die Funktionalitat
der spezifischen Immunantwort fir die Erregerkontrolle von besonderer Bedeutung ist
(HARARI et al., 2006; SESTER et al., 2008b). Folglich besteht die Notwendigkeit Erreger-
spezifische T-Zellen nicht nur quantitativ zu bestimmen, sondern zusatzlich auch den
Phanotyp und die Funktionalitdt dieser Zellen detailliert zu charakterisieren, wodurch eine
effizientere Diagnostik sowie ein verbessertes Monitoring von Risikopatienten ermdglicht
werden kann. Folglich sind Analyseverfahren, bei denen verschiedene immunologische Zell-
Parameter, wie z.B. die intrazellulare Zytokinproduktion und verschiedene
Oberflachenmolekile, simultan nachgewiesen werden konnen, aussagekraftiger, um die

zelluldare Immunantwort des einzelnen Patienten zu charakterisieren.

Ideale Voraussetzungen zur phanotypischen und funktionellen Charakterisierung Erreger-
spezifischer T-Zellen bieten dabei vor allem durchflusszytometrische Verfahren, die die
simultane Analyse einer Vielzahl immunologischer Zell-Parameter unter Verwendung von
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern ermdéglichen (FREER, RINDI, 2013; SCHMIDT, SESTER,
2013). Hier zeigte sich, dass die Fahigkeit von CD4 T-Zellen zur gleichzeitigen Produktion
verschiedener Zytokine wie z.B. IFNy, IL-2 und TNFa als Maf} fiir hohe Multifunktionalitat
angesehen werden kann und bei vielen Erregern mit einer effektiven Kontrolle des Erregers
(Latenz, Persistenz) korreliert, wohingegen eine eingeschriankte Zytokinexpression (v.a.
Verlust von IL-2) eine verringerte Erreger-spezifische Immunfunktion bei meist aktiven
Infektgeschehen signalisiert (PANTALEO, HARARI, 2006; SESTER et al., 2008b; SESTER et al.,
2011; WHERRY, 2011; SCHMIDT et al., 2012; SCHMIDT et al., 2014a; WHERRY, KURACH],
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2015). Eine verstarkte Expression inhibitorischer Molekiile wie z.B. dem zytotoxischen T-
Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4), das mit CD28 um die CD80/86-Bindestelle konkurriert und
somit die T-Zellaktivierung unterbinden kann, und dem ,programmed-death-1“ (PD-1)-
Molekil auf der Zelloberfliche der Erreger-spezifischen T-Zellen weist interessanterweise
ebenfalls auf eine eingeschrankte Effektivitat der spezifischen Immunantwort hin (BARBER et
al., 2006; DAY et al., 2006; SESTER et al., 2008b; WHERRY, KURACHI, 2015). Zudem kam es
nach einer Impfung mit einem saisonalen Grippeimpfstoff zu einer deutlichen
Herabregulierung der CD127-Expression auf Influenza-spezifischen CD4 T-Zellen, die auf eine
Veranderung des Differenzierungsstatus dieser Zellen wahrend einer akuten Induktion einer

Immunantwort hindeutet (SCHMIDT et al., 2012).

4.4.2.1 Antigene zur Stimulation CMV-spezifischer T-Zellen

Am Beispiel der CMV-Infektion nach Organtransplantation zeigte sich, dass sich durch
Funktionsanalyse der CMV-spezifischen Immunantwort neue diagnostische Verfahren als
Erganzung zur Viruslast entwickeln lassen, die zur friihzeitigen Identifizierung von Patienten
mit CMV-Komplikationen und zur Steuerung der antiviralen Therapie angewandt werden

konnen (SESTER et al., 2008b; SESTER et al., 2016).

Zur Charakterisierung der CMV-spezifischen Immunantwort gibt es bereits verschiedene
CMV-Antigene, die in den bisherigen Verfahren zur Stimulation verwendet werden. Hierzu
werden z.B. CMV-Proteingemische eingesetzt, die durch das Abtéten von CMV-infizierten
Fibroblasten gewonnen werden. Dariber hinaus werden haufig einzelne Proteine oder
einzelne synthetisch hergestellte Peptide oder (iberlappende Peptidgemische zur
Stimulation verwendet. Wahrend einzelne Proteingemische oder Proteine durch Endozytose
aufgenommen werden und daher meist nur eine spezifische CD4 T-Zellantwort induzieren,
kann durch die Verwendung von Peptiden auch eine CD8 T-Zellantwort induziert werden. Da
sowohl die CMV-spezifischen CD4 als auch CD8 T-Zellen bei der effizienten Kontrolle von
CMV beteiligt sind, ware es von Vorteil, beide CMV-spezifischen T-Zellsubpopulationen
gleichzeitig in einem Ansatz stimulieren zu kdnnen. Die bisher verwendeten Stimuli sind
jedoch entweder fir die CD4 oder CD8 T-Zellanalyse optimiert, weshalb bislang ein
Verfahren bzw. der geeignete Stimulus zur effektiven Simultananalyse fehlt.
Interessanterweise konnte jedoch durch Harnstoffbehandlung eines Epstein-Barr Virus

Proteins (BZLF1) und des pp65-Proteins von CMV gezeigt werden, dass extrazellulare
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Proteine nicht nur in MHC Klasse Il Molekiilen, sondern tiber Kreuzprasentation auch in
MHC-Molekiilen der Klasse | prasentiert werden konnen (BARABAS et al., 2008). Dies stellt
somit einen vielversprechenden Ansatz dar, gleichzeitig sowohl eine spezifische CD4 als auch
CD8 T-Zellantwort zu induzieren. Somit bieten sich durch Antigenbehandlung mit Harnstoff
auch Optimierungspotentiale um die CMV-spezifische T-Zelldiagnostik und die dafir

notwendigen Analysen zu verbessern.

4.4.2.2 Die Alphaherpesvirus-spezifische T-Zellimmunitat

Die Alphaherpesvirus-spezifische T-Zellimmunitat wurde bislang noch nicht in dem
detaillierten AusmaR charakterisiert, wie dies bei CMV der Fall ist. Bereits bekannt ist, dass
nach dem primaren Erregerkontakt Geddachtnis-T-Zellen gebildet werden, die gegen den
Erreger gerichtet sind und in zentrale Gedachtnis-T-Zellen, Effektor-Gedachtnis-T-Zellen und
terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-T-Zellen eingeteilt werden konnen (VAN
BESOUW et al.,, 2012; KHAN et al.,, 2015). Diese Zellen sind in der Lage, eine Vielzahl
unterschiedlicher Zytokine wie z.B. IFNy, IL-2, IL-4 und TNFa zu exprimieren (ZHANG et al.,
1995; HAYWARD et al., 1998; ASANUMA et al., 2000; HARARI et al., 2006).

Die VZV-spezifische Immunantwort

Rein quantitative Analysen der T-Zellen im Blut belegen, dass die medianen CD4
T-Zellfrequenzen der VZV-spezifischen und HSV-spezifischen Immunantworten mit 0,11%
und 0,22% deutlich geringer sind als die der CMV-spezifischen Immunantwort, bei denen im
Median ca. 2% aller CD4 T-Zellen gegen CMV gerichtet sind (ASANUMA et al., 2000; SESTER
et al., 2001; SESTER et al., 2003). In Abbildung 2 ist ein allgemeines Modell der Dynamik der
VZV-spezifischen zelluldren Immunantwort vom Zeitpunkt der Primarinfektion im zeitlichen

Verlauf dargestellt und wird im nachfolgenden Abschnitt anhand aktueller Literatur erldutert.
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Abbildung 2: Modell der VZV-spezifischen T-Zellfrequenz im Zeitverlauf. Nach einer Primérinfektion mit
Varizella-Zoster Virus (VZV) wird eine VZV-spezifische zelluldre Immunantwort aufgebaut die nach ca. 2
Wochen ihr Maximum erreicht und danach leicht abfillt. Im weiteren Verlauf, in welchem das Virus latent im
Korper persistiert, bleibt die Frequenz der VZV-spezifischen T-Zellen aufgrund von endogener oder exogener
Exposition mit VZV auf einem stabilen Niveau. Bleiben exogene und endogene Induktionen (,,Boost”) aus oder
wirken sich Faktoren wie z.B. die Immunseneszenz im hoheren Alter oder Therapie-bedingte Effekte negativ auf
die Immunfunktion aus, nimmt die VZV-spezifische T-Zellfrequenz sukzessive ab. Wird ein gewisses Level
unterschritten, kann die Kontrolle des Virus durch das Immunsystem nicht mehr aufrechterhalten werden und
es kann zu symptomatischen Reaktivierungen kommen, die sich iberwiegend in Form eines charakteristischen
Hautausschlages (Herpes Zoster) zeigen. Durch die Vermehrung des Virus wird die VZV-spezifische zelluldre
Immunantwort deutlich induziert und die T-Zellfrequenz steigt erneut deutlich an und pendelt sich nach
Riickgang der Symptome meist wiederum auf einem stabilen Niveau ein. Abbildung modifiziert nach (ARVIN et
al., 2007)

Messungen VZV-spezifischer T-Zellen bei Kindern mit Primarinfektion verdeutlichten, dass
die Frequenz dieser Zellen direkt nach der Primarinfektion am hochsten ist und in den
weiteren Wochen zunehmend geringer wird. Die Antikdrperlevels nahmen hingegen nicht
signifikant ab (VOSSEN et al., 2004; SADAOKA et al., 2008). In einer Querschnittsanalyse von
540 immungesunden Personen wurde beschrieben, dass die VZV-spezifische T-Zellfrequenz
im Alter zwischen 30 und 40 Jahren am hdochsten ist und mit zunehmendem Alter der
Probanden deutlich abfdllt, was mit einer erhdhten Inzidenz an VZV-Reaktivierungen im
héheren Alter korreliert (WEINBERG et al., 2010). Da im Gegensatz dazu die Antikérper auch
in alteren Personen nahezu unverdndert bleiben, weist dies, sowie die Erkenntnisse aus
Studien mit unterschiedlichen Patientengruppen mit beeintrachtigtem Immunsystem, auf
die besondere Bedeutung der VZV-spezifischen T-Zellen fiir eine effektive Erregerkontrolle
hin (PARK et al., 2004; VERMONT et al., 2014). Dies wird zudem dadurch verstarkt, dass

Patienten mit Agammaglobulindmie ausreichend vor VZV-Reaktivierungen geschiitzt sind
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(GOOD, ZAK, 1956), obwohl sie nicht in der Lage sind, nach einem Primarkontakt mit einem

Erreger eine spezifische humorale Immunantwort zu bilden.

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass insbesondere die Auffrischung der zelluldren
VZV-spezifischen Immunantwort durch die Herpes-Zoster-Vakzine entscheidend fir die
deutliche Reduktion von VZV-Reaktivierungen und PHN ist (PATTERSON-BARTLETT et al.,
2007; LEVIN et al., 2008). Eine akute VZV-Reaktivierung an sich fihrt wie die Impfung mit der
Zoster-Vakzine innerhalb weniger Tage zu einer signifikanten Steigerung der zelluldaren

Immunantwort, die innerhalb der ersten Wochen am hochsten ist.

Erkenntnisse bezliglich des Phanotyps und der Funktionalitdit der VZV-spezifischen
Immunzellen besonders in immunsupprimierten Patienten sind noch stark limitiert.
Vermutet wird jedoch, dass die VZV-spezifischen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen in den
immunsupprimierten Patienten und in dlteren Personen beeintrachtigt sind (VAN BESOUW
et al., 2012). Erste Hinweise bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen lassen vermuten,
dass Personen mit einem beeintrachtigtem Immunsystem geringere VZV-spezifische
T-Zellfrequenzen besitzen, als dies bei immungesunden Probanden der Fall ist, wodurch die
erhohte Zosterinzidenz dieser Patienten erklart werden kénnte (RONDAAN et al., 2014).
Inwieweit sich Beeintrachtigungen in der Funktionalitdt einer vorhandenen VZV-spezifischen
T-Zellantwort auf die Effektivitat der VZV-spezifischen Immunitat auswirken, ist bislang

jedoch noch unklar.
Die HSV-spezifische Immunantwort

Die durch die Primarinfektion mit HSV induzierte Immunantwort umfasst sowohl Antikdrper
als auch CD4 und CD8 T-Zellen die spezifisch gegen zahlreiche Virusbestandteile gerichtet
sind. Studien an T-Zell-depletierten Mausen lassen vermuten, dass die T-Zellen fiir einen
effizienten Schutz unerlasslich sind, da die HSV-spezifischen Antikorper alleine die Mause
nicht vor einer erneuten Infektion schiitzen (MILLIGAN et al., 1998). Jedoch offenbarte eine
Studie von Patienten mit wiederkehrender HSV-2-bedingter Meningitis, dass die HSV-
spezifischen T-Zellfrequenzen, im Gegensatz zu den urspriinglichen Erwartungen, in diesen
Patienten deutlich erhoht sind. Wie die zelluldre HSV-spezifische Immunantwort bei
Patienten mit Immundefizienz beeinflusst wird, ist bislang noch nicht im Detail bekannt. Bei
HIV-positiven Personen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass schwere Reaktivierungen

mit HSV-2 mit deutlich geringeren HSV-2-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen korrelieren
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(POSAVAD et al., 1997). In einer aktuell laufenden multizentrischen Studie werden zudem
unter anderem die  HSV-spezifischen T-Zellfrequenzen bei Kindern nach
Nierentransplantantation bestimmt und untersucht, inwieweit diese T-Zellfrequenzen fir die
optimierte Steuerung der Therapie herangezogen werden konnen (AHLENSTIEL-GRUNOW et
al., 2014).

Funktionelle Analysen der HSV-spezifischen zelluldren Immunantwort beschranken sich
bislang hauptsachlich auf die CD8 T-Zellen. So konnte in Madusen bereits nachgewiesen
werden, dass die Blockade eines PD-1-Liganden nach der HSV-Infektion zu einer verstarkten
HSV-spezifischen CD8 T-Zellantwort fihrt (CHANNAPPANAVAR et al., 2012). Ob dies auch fiir
humane CD8 T-Zellen gilt, ist noch unbekannt. In Bezug auf die Funktionalitdt von HSV-
spezifischen CD4 T-Zellen ist hingegen lediglich bekannt, dass sie wahrend einer chronischen
Infektion in der Lage sind, IFNy und/oder IL-2 zu exprimieren, wobei der Anteil der doppelt
positiven Zellen (IFNy‘IL-2) mit 20% gegeniiber anderen chronischen Infektionen relativ

gering ausfallt (HARARI et al., 2006).

Insgesamt ist die alphaherpesvirale zelluldre Immunantwort besonders bei Personen mit
Immunbeeintrachtigungen bislang noch nicht ausreichend detailliert quantitativ und
gualitativ untersucht worden. Zudem fehlen bei diesen Patienten Daten beziglich der
funktionellen Veranderungen der Immunantwort wahrend eines akuten Infektgeschehens.
Folglich bieten sich hier beispielsweise Ansatzpunkte fiir durchflusszytometrische Analysen
dieser zellularen Immunantworten. Dies wiirde nicht nur grundlegende Erkenntnisse zur
Regulation der HSV-Infektion, sondern auch zur Effektivitat dieser Immunantworten und des
damit verbundenen individuellen Infektrisikos eines Patienten ermoglichen. Dariber hinaus
konnten immunologische Parameter bei Patienten mit atypischen Infektverlaufen und
neuronalen Komplikationen einen wertvollen indirekten diagnostischen Beitrag zur

Identifizierung des Erregers leisten.

4.5 Diagnostik der Alphaherpesvirus-Infektion bei Beteiligung des zentralen

Nervensystems

Da sich die Alphaherpesviren wahrend der Latenz vor allem in neuronale Ganglien
zurlickziehen, ist das zentrale Nervensystem (ZNS) bei Primarinfektionen und
Reaktivierungen von VZV und HSV ein Ort fir viral-bedingte Komplikationen. Wahrend die
Diagnose eines akuten Herpes Zosters meistens schon allein aufgrund der Anamnese oder

34



der Blickdiagnose erfolgen kann, ist bei untypischeren Verlaufen und Komplikationen wie z.B.
der VZV-bedingten Meningitis (Entzindung der Hirn- und Rickenmarkshdute) und
Enzephalitis (Entziindung des Gehirns) die Identifizierung des zugrundeliegenden Erregers
aus klinischer Sicht erschwert, da diese nicht zwangsldaufig von den charakteristischen
Hautsymptomen begleitet werden (GILDEN et al., 2010; LYNCH et al., 2014; PASEDAG et al.,
2014).

Die durch Herpes-Simplex-Viren verursachte Enzephalitis ist ebenfalls schwierig zu
diagnostizieren und stellt eine sehr schwere Form der Enzephalitis dar, die trotz Behandlung
mit antiviralen Medikamenten innerhalb des ersten Jahres nach Symptombeginn bei 14%
der Patienten zum Tode fiihrt (HJALMARSSON et al., 2007; MEYDING-LAMADE, STRANK,
2012). Daneben kénnen neurologische Schaden haufig nicht verhindert werden, jedoch ist
der Erfolg der Therapie besser, je friher die Therapie begonnen werden kann (MCGRATH et
al., 1997).

Die routinemaRige Diagnostik von ZNS-Infektionen hinsichtlich einer moglichen Beteiligung
von Alphaherpesviren erfolgt tUber die PCR und/oder den Antikérpernachweis, bei dem
entweder Antikorperlevels oder der Antikdrper-spezifische Index (ASI) bestimmt werden, der
sich aus dem Verhaltnis von Antikdrperlevel in der Cerebrospinalflissigkeit (Liquor, CSF) und
im Blut zusammensetzt. Da die Blutanalysen aufgrund der teilweise lokalen Begrenzung der
Reaktivierung jedoch haufig nicht ausreichend ware, wird den Patienten, z.B. durch die
Punktion des Rlickenmarks, eine CSF-Probe entnommen und zu diagnostischen Zwecken

analysiert (GRAHN, STUDAHL, 2015).

Aufgrund des begrenzten Zeitfensters, in dem die Viren direkt nachweisbar sind und der
eingeschrankten Aussagekraft der PCR und der Erreger-spezifischen Antikdrper, kénnen
diagnostische Liicken entstehen (SAUERBREI, WUTZLER, 2002; BHASKARAN et al., 2013;
GRAHN, STUDAHL, 2015). Zudem kann es bei autoimmunen Erkrankungen mit ZNS-
Beteiligung wie z.B. der Multiplen Sklerose auch ohne VZV-Reaktivierungen zu erhéhten
Levels intrathekaler Erreger-spezifischer Antikorper kommen. Dies wird auch als sogenannte
,MRZ“-Reaktion bezeichnet, da die vermehrte Antikérperproduktion meist auf Antikorper
gegen Masern, Roteln und/oder VZV beschrankt ist (REIBER et al., 1998). Aufgrund dieser
Limitierungen bieten sich auch bei der HSV-Infektion Moglichkeiten fiir eine immunbasierte

Diagnostik auf T-Zellebene.
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In immungesunden Personen verhindern die Blut-Hirn-Schranke bzw. die Blut-CSF-Schranke
den Ubertritt von Erregern vom Blut in das Gehirn bzw. die CSF (PALMER, 2010). Wi3hrend
Immunzellen die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kénnen, ist eine Einwanderung in die
CSF moglich, die Anzahl dieser Zellen in der CSF ist jedoch normalerweise gering (DE GRAAF
et al., 2011). Bei Infektionen des ZNS kann es zu einer gesteigerten Einwanderung von
Immunzellen aus dem Blut in die CSF kommen (DEMEESTERE et al., 2015). Bekannt ist
bereits, dass es unter anderem bei bakteriell und viral bedingten ZNS-Erkrankungen zu
einem Anstieg der Zellzahl (Pleozytose) in der CSF kommt (REIBER, UHR, 2011; DEMEESTERE
et al.,, 2015). Folglich wird bei Alphaherpesvirus-bedingten ZNS-Infektionen auch die
Bestimmung der Zellzahl und der Zellmorphologie in der CSF zu diagnostischen Zwecken
durchgefiihrt (REIBER, UHR, 2011). Wéahrend bakterielle Infektionen unter anderem meist
eine starke Anreicherung von Granulozyten aufweisen (granulozytdres Zellbild), sind im
Gegensatz dazu bei viralen Infektionen mehrheitlich Lymphozyten vorzufinden
(lymphozytares Zellbild) (REIBER, UHR, 2011). Zudem wird in aktuellen Studien das
Verhaltnis verschiedener Immunzelltypen anhand von charakteristischen
Oberflachenmolekiilen dieser Zellen bei einer Vielzahl unterschiedlicher neurologischer
Erkrankungen analysiert, wobei die Messung meist durchflusszytometrisch erfolgt (SUBIRA
et al., 2002; MULLEN et al., 2012; KOWARIK et al., 2014). Bislang ist das Wissen beziglich
einer moglichen Antigen-Spezifitdt der Immunzellen, insbesondere der T-Lymphozyten, stark
limitiert. Dennoch konnte in ersten vielversprechenden Studien, in denen durch
M. tuberculosis verursachte Meningitiden analysiert wurden, bereits nachgewiesen werden,
dass sich bei bakteriellen ZNS-Infektionen Erreger-spezifische Lymphozyten in der CSF
anreichern und anhand der spezifischen IFNy-Expression identifiziert werden k&nnen
(THOMAS et al., 2008). Bei viralen ZNS-Infektionen hingegen konnte bisher jedoch noch nicht
nachgewiesen werden, ob es sich bei den stark angereicherten Lymphozyten in der CSF um
eine Anreicherung von T-Zellen gegen das Symptom-auslosende Virus handelt, oder ob es zu

einer unspezifischen Ansammlung von Lymphozyten in der CSF kommt.

Folglich konnte der Nachweis Herpesvirus-spezifischer T-Zellen in der CSF bei Herpesvirus-
bedingten ZNS-Erkrankungen die bislang limitierte Diagnostik unterstliitzen. Durch die
guantitative und funktionelle Analyse der spezifischen Immunantwort systemisch (aus Blut)
und am Ort des Infektgeschehens (aus CSF), kdnnte neben der Erreger-ldentifizierung auch

der Therapie-Erfolg Uberprift werden. Hinzu kommt, dass der Nachweis und die
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Charakterisierung der Erreger-spezifischen T-Zellen aus der CSF Pilot-Charakter hatte und
potentiell auf andere extrasanguine Flissigkeiten, das heillt auf andere entzindliche

Flussigkeiten, Gbertragen werden koénnte.

4.6 Therapie und Prophylaxe bei Infektionen mit humanen Herpesviren (VZV, HSV und

cMV)

Mit Ausnahme der VZV-Vakzine (Varizellen-Vakzine, Zoster-Vakzine) gibt es bislang noch
keinen effektiven Impfstoff gegen eines der anderen erwdhnten Herpesviren (CHUNG, SEN,
2012; EMERY, 2013). Zwar gab und gibt es in den letzten Jahrzehnten einige
vielversprechende Kandidaten fiir Impfstoffe gegen die beiden Herpes-Simplex Viren, jedoch
wurde bislang noch kein als effektiv erachteter Impfstoff zur Impfung freigegeben
(MCALLISTER, SCHLEISS, 2014). Fir die Entwicklung einer CMV-Vakzine gibt es zwar
zahlreiche Ansatze, jedoch ist auch hier bislang noch kein Durchbruch gelungen (MCVOY,
2013).

Lebendvakzine, wie die VZV-Vakzine, sind aufgrund der haufig auftretenden Komplikationen
und Nebenwirkungen generell fir immunsupprimierte Patienten kontraindiziert (DANZIGER-
ISAKOV et al., 2013). Generell wird vorgeschlagen VZV-seronegative Kandidaten fir eine
Organtransplantation mindestens vier Wochen vor der Transplantation mit der Varizellen-
Vakzine zu impfen, wahrend es nach der Transplantation nur in ausgewahlten Patienten in
Betracht gezogen werden sollte (PERGAM et al., 2013). Dadurch bedingt ist die Anzahl an
Studien bezliglich der durch die Impfung induzierten VZV-spezifischen Immunantwort gering.
Dennoch geben diese erste Hinweise daflir, dass Dialysepatienten und
Transplantatempfanger durch die Varizellen-Vakzine eine multifunktionelle zelluldare VZV-
spezifische Immunantwort aufbauen kénnen (POSFAY-BARBE et al., 2012), wenngleich
bislang noch nicht ausreichend untersucht ist, wie langlebig diese ist. Letzteres gilt auch fir
die Impfung mit der Zoster-Vakzine. Zwar gibt es bereits erste aktuelle Studien die zeigen,
dass die Zoster-Impfung vor Transplantation zu einer Reduktion der Zosterinzidenz fuhrt
(LANGAN et al., 2016; TSENG et al., 2016). Wie sicher und langfristig dieser Schutz ist, bedarf
jedoch noch weiterer Studien. Um auch immunsupprimierte Patienten sicher impfen zu
konnen, besteht ein besonderes Interesse an der Entwicklung von VZV-Totimpfstoffen, die
generell fir diese Patienten empfohlen waren. Seit kurzem gibt es so einen Zoster-Vakzine-

Kandidaten, der aus einer Untereinheit des Glycoproteins E besteht (CHLIBEK et al., 2014).
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Erste Studien in immungesunden Personen belegen das grolRe Potential dieses Impfstoffs, da
besonders in dlteren Probanden eine deutlich bessere Effizienz erreicht wird als dies bei
Verwendung des Lebendimpfstoffs der Fall ist (LEVIN, 2012; LAL et al., 2015). Vermutet wird,
dass die altersbedingte Seneszenz die Effektivitdt der Lebendvakzine in dieser Zielgruppe

reduziert (LEVIN et al., 2008; LAL et al., 2015).

Die Primarinfektion mit VZV, HSV und CMV muss bei immunkompetenten Personen
normalerweise nicht therapiert werden. Untypisch verlaufende Primdrinfekte oder
Reaktivierungen von VZV und HSV (z.B. Herpes genitales oder Herpes Enzephalitis), die
deutlich haufiger in immunsupprimierten Patienten auftreten, werden hingegen
standardmaRig mit Aciclovir-Derivaten behandelt (MUELLER et al.,, 2008). Diese Guanin-
Analoga werden von der viralen Thymidinkinase zur DNA-Synthese verwendet, fihren
jedoch aufgrund ihrer fehlenden Ribose zum Kettenabbruch und verhindern somit die
weitere Virusreplikation. Da CMV eine andere Thymidinkinase besitzt als die beiden
Alphaherpesviren und Aciclovir somit schwacher wirksam ist, wird zur Behandlung von CMV-
Infektionen und zur Prophylaxe von Risiko-Patienten wie z.B. Transplantatempfangern
Uberwiegend das Virostatikum Gancyclovir oder Valgancyclovir verwendet (KOTTON, 2013).
Neben diesen Virostatika konnen Risikopatienten nach Erregerkontakt auch mit VZV-
Immunglobulinen behandelt werden um die Erregereliminierung zu unterstiitzen (MODROW
et al, 2010). Da die Therapie mit Virostatika oder Immunglobulinen zahlreiche
Nebenwirkungen hat bzw. mit hohen Kosten verbunden ist, kann ein Infektionsmonitoring
mittels Antigen-spezifischer T-Zellen die Mdglichkeit bieten, die Menge und Dosis dieser
Therapeutika auf das Notwendigste zu begrenzen und die damit verbundenen
Nebenwirkungen moglichst gering zu halten (ARNDT, 1988; RABASSEDA, 2003; ORBACH et
al., 2005).

4.7 Ziele dieser Arbeit

Antigen-spezifische T-Zellen sind an der Eliminierung und Kontrolle zahlreicher Erreger
beteiligt und scheinen bei der Kontrolle von Alphaherpesviren sogar entscheidend fiir eine
effektive Immunantwort zu sein. Bei Infektionen mit anderen Erregern zeigte sich, dass die
Effektivitat der Erregerkontrolle nicht nur von der Anzahl der Antigen-spezifischen
Immunzellen, sondern im besonderen MaRe auch von der Funktionalitdit und vom Phanotyp

dieser Zellen abhdngt. Da die Kenntnisse zur immunologischen Kontrolle von
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Alphaherpesviren besonders bei immunsupprimierten Patienten stark limitiert sind, sollte im
Rahmen dieser Doktorarbeit die Immunantwort gegen die Alphaherpesviren VZV und HSV
detailliert charakterisiert werden. Dabei stand neben der reinen Quantifizierung vor allem
die funktionelle Charakterisierung der CD4 T-Zellen im Vordergrund, die anhand der
Expression verschiedener Zytokine und Oberflaichenmolekiile durchgefiihrt wurde und die
Qualitdat der Erreger-spezifischen Immunantwort widerspiegelt. Zusatzlich sollte die

Proliferationsfahigkeit der spezifischen T-Zellen bestimmt werden.

Dabei wurde zunachst die VZV-spezifische und HSV-spezifische Immunitdt von
immungesunden Probanden und von Patienten mit erhohtem Risiko, also Patienten mit
beeintrachtigtem Immunsystem untersucht. Darliber hinaus sollten immunologische Marker
und Veranderungen, die mit einem akuten Infektgeschehen assoziiert sind bei Patienten mit
akutem Herpes Zoster identifiziert werden. In dhnlicher Weise sollte eine Charakterisierung
der HSV-spezifischen Immunantwort wahrend chronischer und akuter Infektion durch
Analyse von Blutproben von Personen mit HSV-Reaktivierungen erfolgen. Bei durch
Alphaherpesvirus-bedingten ZNS-Erkrankungen sollten im Rahmen dieser Arbeit zudem
T-Zellen aus der CSF (Infektort) und dem Blut (Peripherie) hinsichtlich ihrer Erreger-Spezifitat

und funktioneller sowie phanotypischer Eigenschaften vergleichend analysiert werden.

Da bislang noch unklar ist, inwieweit die immunsuppressive und immunmodulatorische
Therapie von Rheumapatienten fiir die erhdhte Zosterinzidenz dieser Patientengruppe
verantwortlich ist, sollte in dieser Arbeit der Einfluss verschiedener Medikamente auf die
Quantitat und Qualitat der zelluldren Immunantwort im Allgemeinen und der VZV-
spezifischen Immunantwort im Speziellen charakterisiert werden. Dies erfolgte zum einen
durch die Analyse von Blutproben von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen unter
unterschiedlichen Therapieregimen und zum anderen durch Analyse der Hemmwirkung

dieser Medikamente in vitro.

AbschlieBend wurde der Einfluss einer Harnstoff-Behandlung von Antigenen auf deren
Fahigkeit zur simultanen Induktion von Antigen-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen
untersucht werden. Dies erfolgte bei Blutproben von Gesunden und von Patienten mit
erhohtem Infektrisiko. Dies wurde zum einen anhand einzelner CMV Proteine (IE-1 und pp65)

und zum anderen anhand von kompletten CMV Proteingemischen analysiert. Darliber hinaus
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sollte der Beitrag der beiden Proteine fiir die Immunogenitdt von CMV mit Hilfe von Virus-

Deletionsmutanten nachgewiesen werden.

Diese Fragestellungen tragen dazu bei, die spezifisch gegen verschiedene Herpesviren
gerichtete Immunantwort bei Gesunden und Immunsupprimierten in verschiedenen Phasen
der Infektion detailliert zu charakterisieren. Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen eine
Grundlage bilden, um neue immun-basierte diagnostische Strategien zu entwickeln, die eine
genauere Einschatzung des individuellen Infektrisikos und die Steuerung antiviraler

Therapien ermoglichen.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerate, Materialen und Reagenzien

5.1.1 Liste der verwendeten Antikérper

Antikorper
BrdU-Dnase
CD3

CDh4

CDh4

CD4

CD8

CD8

CDh14
CD16

CD19
CD28

CD45
CD45
CD45RO
Cb49d
CD56
CD62L
CD69

CD69

Fluorochrom Kion

FITC
APC
APC-H7
PE
PE-Cy7
APC
PerCP
PE

PE

FITC

APC
V500

PE-Cy7

PE
PE
PE-Cy7

PerCP

B44

SK7

SK3

SK3

SK3

SK1

SK1

RMO52

3G8

HIB19

L293

MEM-28

HI30

UCHL-1

9F10

B159

DREG-56

L78

L78

Firma, Firmensitz

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Beckmann Coulter (Immunotech), Krefeld

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
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Antikorper Fluorochrom Klon

CD127 FITC eBioRDR5
CD152 (CTLA-4) APC BNI3

CD279 (PD-1)  PE MIH4

IFNy FITC 45.B3

IFNy PE 45.B3

IL-2 PE MQ1-17H12
IL-4 PE 8D4-8

IL-17 APC eBio64CAP17
TNFa APC Mab 11
TNFa V450 Mab 11

5.1.2 Gerite und Materialien

Geradte und Materialien

96-Loch-Platte (Flachboden)
Brutschrank (Hera cell 150)

Digitale Lupe fur ELISpot (digimicro 2.0)

Durchflusszytometer (FACSCanto Il, FACS
Aria lll)

Kandile (Safety-Multifly)

Kolbenhubpipette (10, 20, 100, 200, 1000ul)
Li-Hep Monovetten (4,7ml und 9ml)

MACS Roller (MACS Mix)

Magnet mit Sdulenbefestigung (MACS

Separator)

Mikroskop CKX31

Firma, Firmensitz
eBioscience, Frankfurt

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
eBioscience, Frankfurt

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Hersteller, Firmensitz
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau

DNT, Dietzenbach

BD Biosciences, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht

Abimed, Langenfeld

Sarstedt, Nimbrecht

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Olympus, Hamburg
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Geradte und Materialien

Multipipette plus

Neubauer Zahlkammer
Pipettenspitzen fir Kolbenhubpipetten
Pipettierhilfe (Pipetbooy acu)

Plattenleser/Photometer multifunktional

(Viktor X4)
Prazisions Dispenser Tips (5ml)
Reagiergefidlle (1.5ml)

Rohrchen fiir Durchflusszytometrie (5ml

FACS Rohrchen)

Réhrchen Polypropylen (15, 50ml)
Saule (MS Column)

Serologische Pipette (2, 5, 10, 25ml)
Vortex Mixer 7-2020

Werkbank, steril (Hera Safe)
Zellfilter (50um)

Zellsortierer (FACS Aria lll)
Zentrifuge Labofuge

Zentrifuge Megafuge 1.0R

5.1.3 Chemikalien und Kits
Chemikalien und Kits
Anti-CMV-ELISA-KIT (1gG)
Anti-HSV-ELISA-KIT (IgG)

Anti-VZV-ELISA-KIT (IgA, I1gG)

Hersteller, Firmensitz

Eppendorf, Hamburg

neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht

Integra Biosciences, Fernwald

PerkinElmer, Rodgau

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner, Frickenhausen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sarstedt, Nimbrecht

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Heraeus, Hanau

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Hersteller, Firmensitz
Euroimmun, Liibeck
Euroimmun, Libeck

Euroimmun, Liibeck
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Chemikalien und Kits

Bovines Serumalbumin (BSA)

Brefeldin A (BFA, Stock 5mg/ml in Ethanol)
Bromdesoxyuridin (BrdU)

CD14 ,MicroBeads, human”

CFDA-SE (Vybrant CFDA-SE Cell Tracer Kit,
10mM Stock in DMSO)

Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

fetales Kalberserum (FCS)

FicoLite-H (Ficoll)

humanes Serumalbumin (HSA)

Lysing-Solution (10x konzentriert, 1x

Verdinnung mit H,0 dest.)
Natriumazid (NaNs, 10% in H,0)
Paraformaldehyd, (PFA, pH 7.4 - 7.6)
Penicillin/Streptomycin (P/S)
,Phosphate buffered saline” (PBS)

,Roswell Park Memorial Institute” (RPMI)

Medium 1640 mit 1% L-Glutamin (GlIn)

Saponin (2g in 10%igem NaN3)

Hersteller, Firmensitz

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Life technologies, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Biochrom, Berlin

PAA, Pasching (Osterreich);

Linaris (blue), Wertheim-Bettingen
CSL Behring, Marburg

BD Biosciences, Heidelberg

Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Chemikalien und Kits

T- Track CMV (inkl. IE-1; pp56; SEB)

Hersteller, Firmensitz

Lophius Biosciences, Regensburg

5.1.4 Ubersicht iiber die verwendeten Antigene

Antigene

CFP-10

CMV-Antigen

CMV-Antigen (ELISpot, PBMC-Stimulation)
CMV-Antigen (MRC5)
CMV-Kontroll-Antigen

CMV-Kontroll-Antigen (ELISpot, PBMC-

Stimulation)
CMV-Kontroll-Antigen (MRC5)
ESAT-6

HSV-1/2-Antigen
HSV-1/2-Kontroll-Antigen

IE-1

IE-1-defizientes CMV-Antigen (MRC5)

pPp65

pp65-defizientes CMV-Antigen (MRC5)

pp65/IE-1-defizientes CMV-Antigen (MRC5)

Firma, Firmensitz

Lionex, Braunschweig
Virion/Serion, Wirzburg
BioWhittaker, Verviers (Belgien)
Lophius Biosciences , Regensburg
Virion/Serion, Wirzburg

BioWhittaker, Verviers (Belgien)

Lophius Biosciences, Regensburg
Lionex, Braunschweig
Virion/Serion, Wirzburg
Virion/Serion, Wirzburg

Lophius Biosciences, Regensburg

Dr. Christina Paulus und Dr. Michael Nevels
Universitat Regensburg tGber Lophius

Biosciences, Regensburg
Lophius Biosciences, Regensburg

Dr. Christina Paulus und Dr. Michael Nevels
Universitdt Regensburg liber Lophius

Biosciences, Regensburg

Dr. Christina Paulus und Dr. Michael Nevels
Universitat Regensburg tber Lophius

Biosciences, Regensburg
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Antigene

PPD

SEB

SEB (fur ELISpot)
VZV-Antigen
VZV-Antigen (Proli-Assay)
VZV-Kontroll-Antigen

VZV-Kontroll-Antigen (Proli-Assay)

Firma, Firmensitz

Staten Serum Institut, Kopenhagen

(Danemark)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Lophius Biosciences, Regensburg
Virion/Serion, Wirzburg

AbD Serotec, Disseldorf
Virion/Serion, Wirzburg

AbD Serotec, Disseldorf

5.1.5 Zusammensetzung der Puffer und Medien

Puffer und Medien
FACS-Puffer
Isolierungspuffer
Markierlésung (2x)
Markiermedium
PBS-HSA

PBS-EDTA
Saponin-Puffer

Wachstumspuffer

Zusammensetzung

PBS, 5% FCS, 0,5% BSA, 0,07% NaN3
PBS, 0,5% BSA, 2mM EDTA, pH 7,2
PBS, 0,1% HSA, 10uM CFDA-SE
RPMI, 1% GIn, 1% P/S, 0,5% HSA
PBS, 0,1% HSA

PBS, 0,02% EDTA

FACS-Puffer, 0,1% Saponin

RPMI, 1% GIn, 1% P/S, 5% FCS

5.1.6 Medikamentenliste fiir in vitro-Experimente

Medikamente (Handelsname)
Abatacept (Orencia)

Adalimumab (Humira)

Hersteller, Firmensitz
Bristol-Myers Squibb, Miinchen

AbbVie (Tochter von Abbott Laboratories),

Wiesbaden
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Medikamente (Handelsname) Hersteller, Firmensitz

Cyclosporin A (Sandimmun) Novartis, Niirnberg

Etanercept (Enbrel) Pfizer, Berlin

Methylprednisolon (Urbason) Sanofi-Aventis, Frankfurt/Berlin
Rituximab (MabThera) Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen
Tocilizumab (RoActemra) Chugai, Frankfurt

5.1.7 Ubersicht iiber die verwendete Software

Software Hersteller, Firmensitz

BD FACSDiva Software V.6.1.3 BD Biosciences, Heidelberg
GraphPad Prism V.5.02 GraphPad, La Jolla (San Diego, CA)
Microsoft Excel 2010 Microsoft, Redmond (USA)
Microsoft PowerPoint 2010 Microsoft, Redmond (USA)
Microsoft Word 2010 Microsoft, Redmond (USA)
WorkOut Software V. 2.5 Dazdaq LTD, Brighton (England)

5.2 Probanden- und Patientenkollektiv

Die Analyse der Erreger-spezifischen Immunantworten in Blutproben und extrasanguinen
Flissigkeiten wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigt
(Referenznummern: 26/07, 158/13, und Erweiterungen von 142/02 und 188/05 vom
23.10.12) bzw. teilweise wie im Fall einer Aszites-Probe aus klinischer Indikation
durchgeflihrt. Alle Personen oder im Falle von Kindern ihre Eltern gaben ihr schriftliches

Einverstandnis.

Die in dieser Arbeit eingeschlossenen Probanden- und Patientenproben wurden in
Kooperation mit den Kliniken des Uniklinikum des Saarlandes rekrutiert. Blutproben von
Kindern wurden durch die Klinik fir allgemeine Padiatrie und Neonatologie (Prof. Dr. Tilman
Rohrer, Prof. Dr. Ludwig Gortner) zur Verfligung gestellt. Patienten mit akutem Herpes
Zoster oder HSV-Reaktivierung wurden in Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Dermatologie,

Venerologie und Allergologie (Dr. Eva Janssen, Prof. Dr. Thomas Vogt) rekrutiert. Blutproben
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von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen, Dialysepatienten und
Transplantatempfangern wurden durch die Kliniken fiir Innere Medizin | (Prof. Dr. Gunter
ARBmann, Prof. Dr. Michael Pfreundschuh) und Innere Medizin IV (Prof. Dr. Urban Sester,
Prof. Dr. Danilo Fliser) zur Verfligung gestellt. Patienten mit Entziindungen des ZNS wurden
in Kooperation mit der Klinik fiir Neurologie (Dr. Mathias Fousse, Prof. Dr. Klaus FaBbender)
rekrutiert und Proben von Blasenzellkarzinom-Patienten wurden durch die Klinik far

Urologie und Kinderurologie (Dr. Julia ElsdBer, Prof. Dr. Michael Stockle) bereitgestellt.

5.2.1 Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort bei nicht-symptomatischen

und symptomatischen Personen

Die VZV-spezifische Immunantwort wurde in 207 nicht-symptomatischen Kontroll-
Probanden im Alter zwischen 10 Monaten und 91,8 Jahren analysiert (Tabelle 2). Mit Hilfe
von Fragebdgen konnten von 115 Personen verldssliche Daten beziiglich bereits
durchgefiihrter VZV-Impfungen, stattgehabter VZV-Primarinfektion (Windpocken) und VZV-
Reaktivierung (Herpes Zoster) erhoben werden. Unter diesen 115 Personen befanden sich
nach eigenen Angaben 13 VZV-naive Probanden (keine VZV-Impfung, keine Windpocken,
kein Herpes Zoster). Dariiber hinaus wurden Blutproben von 132 nicht-symptomatischen
Patienten mit unterschiedlich starker Beeintrachtigung des Immunsystems analysiert (32
Hamodialyse-Patienten (HD) mit urdmischer Immundefizienz, 49 Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen (RD) und 51 Transplantat-Empfanger (Tx) unter
immunsuppressiver Therapie (Tabelle 2). Um Anderungen in der VZV-spezifischen
Immunantwort wahrend einer akuten VZV-Reaktivierung zu bestimmen, wurden Blutproben
von 75 Personen mit akutem Herpes Zoster (55 ohne und 20 mit bekannter
Immunsuppression aufgrund einer immunsupprimierenden Therapie oder der jeweiligen
Grunderkrankung) innerhalb der ersten 3 Wochen nach den ersten klinischen Symptomen
einer VZV-Reaktivierung entnommen und analysiert. Um Veranderungen der VZV-
spezifischen Immunantwort im Verlauf nach einer akuten Reaktivierung zu messen, wurden
16 Patienten mit akuter Reaktivierung 4,3 (Interquartilsabstand (IQR) 1,7) Monate nach

Entnahme der ersten Probe erneut getestet.
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Tabelle 2: Patientencharakteristiken zur detaillierten Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort in Personen mit und ohne Herpes Zoster

Kontroll-

Probanden

Alter in Jahren 22,4+19,9
[MW # StabW]

weiblich [n (%)] 95 (45,9)
Leukozyten/pl* 6679 + 1891
[MW % StabW] (n=187)
% Lymphozyten® 32,7+11,5
[MW # StabW] (n=70)
Besonderheiten nein

Kontrollen

altersangepasst

zu Zoster

32

62,6 +15,6

20 (62,5)

7696 + 2372
(n=30)

25,5+11,0
(n=23)

nein

Immunkompetente

Zoster-Patienten

55

65,2+19,2

30 (54,5)

6631 + 2557
(n=51)

25,6 +10,2
(n=50)

nein

0,5122

0,5074

0,0338

0,9432

Kontrollen

altersangepasst zu

Immunbeeintrachtigten

29

60,1+ 14,0

19 (65,5)

7545 + 2384
(n=28)

26,1+10,7
(n=22)

nein

32

61,9+13,0

11 (34,4)

6494 + 2389
(n=28)

22,7+7,0
(n=20)

nein

Tx

51

53,9+15,2

16 (31,4)

7075 + 2856
(n=50)

23,6+9,2
(n=42)

48x Niere,
2x Leber,
1x Lunge

49

55,9 + 14,4 0,0589

35(71,4) <0,0001

8647 + 3002
(n=45)

0,0051

23,9+9,1 0,5370

(n=45)

34 RAS,
13 PSAS,
2 AS

beeintrachtigte

61,7 £19,4

6853 +2492

27,5+7,7

Immun-

p-Werts

Zoster-Patienten

20

0,1665

6 (30) 0,2273

0,2524
(n=19)

0,0682
(n=17)

2 HD, 6 T,
2 RA® 1 PSA’
9 Sonstige§

*bezieht sich auf den Vergleich von immunbeeintrachtigten Zoster-Patienten und den entsprechenden 132 nicht-symptomatischen Patienten (HD, Hdmodialyse-Patienten; Tx,

Transplantat-Empfanger; RD, Patienten mit rheumatischen Erkrankungen); *wo verflighar (Die Anzahl der einbezogenen Personen ist in Klammern angegeben),£8 Therapie-
naive, der Rest unter Rheuma-Therapie, “alle unter Rheuma-Therapie, §'Sonstige beinhaltet 6 Patienten mit Krebs-Erkrankung (2 unter immunsuppressiver Therapie), 1 Patient
unter kontinuierlicher ambulanter Peritonealdialyse, 1 Patient mit systemischem Lupus erythematodes, und 1 Patient mit Pemphigus vulgaris unter immunsuppressiver
Therapie; AS, Spondylitis Ankylosans; MW, Mittelwert; PSA, Psoriasis Arthritis; RA, Rheumatoide Arthritis; StabW, Standardabweichung. Daten reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).



5.2.2 Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort bei Patienten mit

rheumatischen Erkrankungen

Der Einfluss der anti-rheumatischen Therapie auf die VZV-spezifische Immunantwort von
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen wurde mit Hilfe von Blutproben von insgesamt
78 Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) und 20 Patienten mit Spondyloarthritiden (SPA)
analysiert. Die Charakteristika der Patienten mit grenzwertigem oder positiven VZV-IgG-
Serostatus sowie die Einteilung in Subgruppen basierend auf der unterschiedlichen anti-

rheumatischen Therapie sind in Tabelle 3 und Abbildung 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Charakteristika VZV-IgG-positiver bzw. —grenzwertiger Patienten mit rheumatischen Erkrankungen

und der Kontroll-Probanden

Kontroll-

Probanden

RA-Patienten

SPA-Patienten

39 75 19 -
58,63 + 16,15 60,84 + 13,08 51,38 + 11,85 0,0320
(*RA vs SPA)
56,41 76,00 57,89 0,0649
7,92+6,43 7,87 £ 8,77 0,9766
Krankheitsbeginn in -
(n=68) (n=19)
Jahren [MW + StabW]
Leukozyten/pul 7362 £ 1975 8250 + 2841 8411 + 3668 0,3770
[MW £ StabW] (n=36) (n=74) (n=19)
% Lymphozyten 27,30 £9,94 24,58 + 10,25 27,65 7,40 0,1331
(n=28) (n=74) (n=19)
3,76 £1,27 3,72+1,48 0,9627
(n=50) (n=3)
4,05+6,31 9,71+ 12,00 0,0302
(n=65) (n=16)
16,06 + 12,28 20,60 + 18,58 0,5722
(n=52) (n=15)
- 40,00 (n=60) 46,67 (n=15) 0,7711

erosiver Verlauf [%]
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Kontroll-
RA-Patienten SPA-Patienten

Probanden

Herpes Zoster > 6

Ja Nein
Monate vor - - -
(n=12) (n=44)
- 66,43+8,81 57,34+13,88 - 0,0363
Besonderheiten 16 PSA,

3AS

*Informationen beziglich potentieller zuriickliegender VZV-Reaktivierungen waren von 56 der 75 RA-Patienten
verfiugbar. AS, Spondylitis Ankylosans; BSG, Blutsenkungsgeschwindigkeit; CRP, C-reaktives Protein; DAS28,
,Disease activity score 28“;, MW, Mittelwert; PSA, Psoriasis Arthritis; RA, Rheumatoide Arthritis; SPA,
Spondyloarthritiden; StabW, Standardabweichung

RA-Patienten
(44% + Steroide)
n=75

ohne Biologikum mit Biologikum
n=26 n=49
4 N { N
Therapie-naiv DMARD mono Biologikum+DMARD Biologikum mono
n=4 n=22 n=17 n=32
. J . J
r ) e ™ r ~
Rituximab + Methotrexat (n=5)
Methotrexat mono (n=13) Adalimumab + Methotrexat (n=3)
N . Tocilizumab mono (n=13)
Leflunomid mono (n=4) Rituximab + Leflunomid (n=3) o
- Rituximab mono (n=8)
Methotrexat + Leflunomid (n=3) Tocilizumab + Methotrexat (n=2) o
Infliximab mono (n=5)
Goldsalz mono (n=1) Abatacept + Methotrexat (n=1) b )
Methotrexat + Adalimumab + Leflunomid (n=1) a.tacept mono (n=3)
Hydroxychloroquin (n=1) Certolizumab + Methotrexat (n=1) Adalimumab mono (n=3)
Etanercept + Methotrexat (n=1)
\. J \L J \_ )

Abbildung 3: Einteilung der RA-Patienten anhand ihrer anti-rheumatischen Therapie. Patienten mit
rheumatoider Arthritis wurden zunéachst hinsichtlich der Einnahme von Biologika unterteilt. Die Gruppe ohne
Biologikum wurde anschlieBend in RA-Patienten ohne aktuelle Therapie (naive) und Patienten unter DMARD-
Monotherapie eingeteilt. Bei letztgenannten wurden zusatzlich die jeweiligen Wirkstoffe angegeben. Die
Klassifizierung von Patienten mit Biologikum erfolgte hinsichtlich der An- bzw. Abwesenheit zusatzlicher
DMARDs. Fiir beide Gruppen wurde jeweils die Verteilung und Kombination der Wirkstoffe angegeben. DMARD,
,Disease modifying anti-rheumatic drug“; mono, Monotherapie; RA, rheumatoide Arthritis.
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Um den Einfluss von anti-rheumatischen Medikamenten auf die VZV-spezifische
Immunantwort in vitro zu analysieren wurden zusatzlich Blutproben von 3 immungesunden
Probanden im Alter von 26, 27 und 34 Jahren mit diesen Medikamenten (s. Abschnitt 5.1.6)
inkubiert und die Frequenz, Proliferation und Zytokinexpression der reaktiven Immunzellen

gemessen.

5.2.3 Charakterisierung der HSV-spezifischen Immunantwort bei nicht-symptomatischen

und symptomatischen Personen

Zur Charakterisierung der HSV-spezifischen Immunantwort wurden Blutproben von 26 nicht-
symptomatischen immungesunden Kontroll-Probanden im Alter von 7,8 bis 91,8 Jahren
analysiert (Tabelle 4). Des Weiteren wurden 59 nicht-symptomatische Patienten mit
Krankheits- bzw. Therapie-bedingter Immunsuppression hinsichtlich ihrer HSV-Immunitat
untersucht (13 HD, 30 Tx, 16 RD, Tabelle 4). Potentielle Verdanderungen in der Quantitat und
Qualitat der HSV-spezifischen Immunantwort wurden anhand von 13 Personen mit akuter
HSV-Reaktivierung (6x Herpes Labialis, 2x HSV Pneumonie, 5x HSV-bedingter Hautausschlag
(HSV-PCR positiv), Tabelle 4) untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss einer akuten VZV-
Reaktivierung auf die HSV-spezifische Immunantwort mit Hilfe von 35 Patienten mit akutem

Herpes Zoster analysiert (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Patientencharakteristika zur Analyse der HSV-spezifischen Inmunantwort

Kontroll-

Probanden

Alter in Jahren
42,29 +21,81

[MW % StabW]

ich [n (%)] 22 (84,6)
Leukozyten/pl 7410 £ 2474
[MW £ StabW] (n=22)
VARG AU hl 31,09 £12,75
[MW % Stabw] (n=22)
Besonderheiten Nein

Salle unter Rheuma-Therapie,

rheumatischen Erkrankungen; StabW, Standardabweichung; Tx, Transplantat-Empfanger.

Altersangepasste

Kontrollen zu

Immun-

beeintrachtigten

Patienten

13,31+17,34

13 (100)

7642 + 3062
(n=13)

28,64 + 15,05
(n=13)

Nein

61,63 +12,37

4(30,8)

7125 + 3605
(n=8)

12,00
(n=1)

Nein

56,90 + 12,26

12 (40)

6063 + 2256
(n=30)

28,86+14,18
(n=25)

29x Niere,
1x Lunge

61,85 + 8,55

10 (62,5)

7306 + 2286
(n=16)

28,05+ 8,58
(n=16)

35 RA’,
1 psA®

0,5298

0,0008

0,2569

0,5282

Altersangepasste
Kontrollen zu

HSV-

Reaktivierung

54,22 +19,34

15 (100)

7463 £ 2912
(n=15)

29,46 + 14,39
(n=15)

Nein

Personen mit
HSV-

Reaktivierung

50,31 + 18,60

4(30,77)

6763+ 1771
(n=12)

27,51+11,31
(n=10)

2x HSV-
Pneumonie,
6x Herpes Labialis,
5x HSV-bedingter
Hautausschlag
(PCR pos),
3x Ko-Infekt
HSV/VzV;
Inkl. 3 Tx, 1 HIV

0,5920

0,0001

0,7884

0,6774

Kontrollen zu

Zoster

63,93 £ 14,50

10 (100)

8189 + 3202
(n=10)

26,32 +£15,22
(n=10)

Zoster-

Patienten

70,92 + 14,06

14 (40)

6904 + 2967
(n=33)

25,36 £9,87
(n=31)

28 Immun-
gesunde,
2 Tx (Niere),
1 RAS,

4 sonstige“

0,1755

0,0007

0,2940

0,7847

“unter MTX-Therapie, 3 Ppatienten mit Krebserkrankungen (1 unter Immunsuppressiver Therapie), 1 Memphigus vulgaris unter
immunsuppressiver Therapie; HD, Hamodialyse-Patienten; MTX, Methotrexat; MW, Mittelwert; PSA, Psoriasis Arthritis; RA, rheumatoide Arthritis; RD, Patienten mit



5.2.4 Probanden- und Patientenkollektiv zur Entwicklung eines neuen Analyseverfahrens
zum verbesserten Nachweis Antigen-spezifischer Immunzellen in extrasanguinen

Fliissigkeiten

Die Entwicklung eines neuen Verfahrens zum verbesserten Nachweis Antigen-spezifischer
Immunzellen in extrasanguinen Flissigkeiten erfolgte anhand der Immunzellen aus der CSF
und Blut einer Patientin mit VZV-bedingter Meningoneuritis. Die Kontrollexperimente zur
weiteren Uberpriifung dieses Verfahrens wurden mit dem Blut bzw. den isolierten PBMCs
eines 28-jahrigen immungesunden Probanden bzw. einer 24-jahrigen immungesunden

Probandin durchgefihrt.

Um die Anwendbarkeit des neuen Verfahrens zum Nachweis Antigen-spezifischer
Immunzellen aus anderen extrasanguinen Fllssigkeiten zu Uberprifen, wurden 25
Blasenspiilflissigkeits- (BSF-) und Blut-Proben von 11 Blasenzellkarzinom-Patienten unter
Instillations-Therapie mit Bakterien des Bacille Calmette Guérin (BCG) Stammes analysiert.
Die Entnahme der BSF-Proben erfolgte jeweils eine Woche nach der BCG-Instillation bzw.
unmittelbar vor der nachsten Erhaltungstherapie. Zusatzlich wurden Immunzellen aus dem
Aszites eines 66-jahrigen Patienten mit Verdacht auf M. tuberculosis-assoziiertem Aszites

isoliert und unter Verwendung der neuen Methodik Antigen-spezifisch stimuliert.

5.2.5 Patientenkollektiv zur Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort in

Patienten mit ZNS-Infektion

Zur Validierung des neuen Nachweisverfahrens wurden CSF- und Blutproben von insgesamt
43 Patienten mit Erkrankungen und Infektionen des ZNS rekrutiert und eine vergleichende
Analyse der VZV-spezifischen Immunantworten durchgefiihrt. Die Entnahme der CSF erfolgte
dabei jeweils zu diagnostischen Zwecken und wurde durch Lumbalpunktion vorgenommen.
Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte innerhalb einer Stunde nach der
Lumbalpunktion. Die Patienten, bei denen genligend Immunzellen fir die Stimulation
vorhanden waren, wurden je nach Beteiligung von VZV an den akuten Symptomen in 3
Gruppen eingeteilt (Abbildung 4). Die Gruppe 1 (VZV-bedingt) umfasst insgesamt 11
Patienten, bei denen VZV eindeutig von klinischer Seite aufgrund der Kombination von
positiver PCR (10x), positivem ASI (7x) und der Begleit-Symptome, als Ausloser fir die

aktuelle ZNS-Infektion identifiziert wurde. Gruppe 2 umfasst 5 Patienten, bei denen eine
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Beteiligung von VZV ausgeschlossen wurde (nicht VZV-bedingt). Zehn weitere Patienten, bei

denen eine Beteiligung von VZV an der aktuellen Symptomatik unklar war, wurden in Gruppe

3 eingeschlossen. Die jeweiligen Patientencharakteristika sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

43 Patienten

mit ZNS-Infektion/-Entziindung

Fiir Ko-Stimulationsmethode
Ausreichende Immunzellzahl in der CSF

ja
n=26

CSF: 96 Zellen/ul

VZV-Beteiligung

nein
n=17

CSF: 3,5 Zellen/ul

ja
n=11
(Gruppe 1)

nein
n=5
(Gruppe 2)

CSF: 73 Zellen/ul

CSF: 189,5 Zellen/pl

unklar
n=10
(Gruppe 3)

CSF: 97,5 Zellen/ul

Abbildung 4: Ubersicht der Einteilung von Patienten mit Entziindungen des ZNS. Insgesamt 43 Patienten mit
Infektionen bzw. Entziindungen unter Beteiligung des ZNS wurden zur Analyse der VZV-spezifischen
Immunantwort in der CSF und im Blut eingeschlossen. 26 Patienten hatten eine fiir die Antigen-spezifische
Stimulation unter Verwendung des Ko-Stimulationsverfahrens ausreichende Immunzellzahl bzw. CD4 T-Zellzahl.
Diese Patienten wurden je nach Beteiligung von VZV an der akuten Erkrankung in drei Gruppen eingeteilt. Fur
alle Subgruppen ist jeweils die mediane Zellzahl pro ul CSF angegeben. CSF, Cerebrospinalflissigkeit; VZV,
Varizella-Zoster Virus; ZNS, zentrales Nervensystem.
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Tabelle 5: Charakteristika der Patienten mit Entziindungen des ZNS, die mit der Ko-Stimulationsmethode analysiert wurden

Grund der ZNS-Entziindung

VZV-bedingt (Gruppe 1) Nicht VZV-bedingt (Gruppe 2) VzV-Beteiligung unklar (Gruppe 3)
11 5 10
Alter in Jahren
58,93 + 23,81 44,26 + 16,37 50,73 £23,18 0,4550
[MW * StabW]
Frauen [n (%)] 3(27,3) 1(20) 4 (40) 0,6923
Erkrankungen/Symptome 1. VZV-Meningoenzephalitis
1. Enzephalitis
2. Zoster ophthalmicus
2. Periphere Fazialisparese
3. VZV-Meningitis+ Neuritis (Nervus facialis)
1. Meningoenzephalitis nach Pneumokokken-Meningitis 3. Meningoenzephalitis
4. VZV-Meningitis + Zoster oticus + Neuritis (Nervus facialis)
2. Bakterielle Meningitis 4. Meningoenzephalitis
5. Keratouveitis herpetica + Meningitis (VZV-Koinfektion)
3. Bakterielle Meningitis (M. tuberculosis), oder 5. Enzephalitis + multiple Hirninfarkte
6. VZV-Meningitis + Herpes Zoster (V1/V2)
Autoimmun-bedingt 6. Meningomyelitis
7.VZV-Meningitis
4. HSV-Enzephalitis 7. Meningoenzephalitis
8. VZV-Meningitis + Zoster ophthalmicus
5. Atypisches Guillain-Barré-Syndrom 8. Meningoenzephalitis + Fazialisparese
9. VZV-Meningitis (typischer Zosterausschlag fraglich)
9. Meningoenzephalits

10. VZV-Meningoenzephalitis + Zoster
10. Fazialisparese (VZV oder Borrelien)
11. VZV-Meningitis

Grunderkrankung 1x rheumatoide Arthritis 1x Hyperthyreose
1x Hyperthyreose
1x cerebrovaskulare Risikofaktoren 1x Bronchial-Karzinom
1x COPD
1x Prostata-Karzinom 1x Diabetes

COPD, chronisch obstruktive Lungenerkrankung; M. tuberculosis, Mycobakterium tuberculosis; MW, Mittelwert; StabW, Standardabweichung; ZNS, Zentrales Nervensystem



Zur Charakterisierung anderer Erreger-spezifischer T-Zellen aus der CSF wurden beispielhaft
die HSV-spezifischen Immunzellen eines 46-jahrigen Patienten mit akuter HSV-Enzephalitis
unter Verwendung der neu entwickelten Methode nachgewiesen und quantitativ und

funktionell analysiert.

5.2.6 Personenkollektiv zur Analyse des Effekts der Harnstoffbehandlung von Proteinen

und Zelllysaten auf die Induktion Antigen-spezifischer Inmunantworten

Um den Einfluss der Harnstoffbehandlung von CMV-Proteinen und -Lysaten auf die CMV-
spezifische Immunantwort zu identifizieren, wurden Blutproben von insgesamt 122
Personen analysiert, deren Charakteristika in Tabelle 6 dargestellt sind. Fir den Vergleich
von Harnstoff-behandelten CMV-Proteinen mit einem unbehandelten CMV-Lysat wurden 40
gesunde Kontrollpersonen, 40 HD-Patienten und 40 Tx-Patienten eingeschlossen, von denen
jeweils ca. 75% CMV-seropositiv waren. Um den Effekt der Harnstoffbehandlung auf je ein
VZV- und ein CMV-Lysat zu testen, wurde die Erreger-spezifische Immunantwort von 10
gesunden Kontrollpersonen gemessen. Des Weiteren wurde anhand von Blutproben von 10
gesunden Kontrollpersonen und 2 Tx-Patienten der Effekt von pp65- und/oder IE-1-
defizienten CMV-Lysaten (Virus-Deletionsmutanten) sowie eines weiteren Harnstoff-

behandelten CMV-Lysates auf die Induktion der CMV-spezifischen Immunantwort analysiert.
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Tabelle 6: Charakteristika der Patienten fiir die Analyse Harnstoff-behandelter Antigene

n Probanden/Patienten

Teill: Harnstoff-behandelte Proteine vs CMV-Lysat Teil2: VZV/CMV-Lysate§ Teil3: verschiedene CMV-Lysate + Deletionen

CMV-Serologie Negativ positiv Negativ Positiv Negativ Positiv

32 88 1 9 2 10
Alter in Jahren [MW % StabW] 53,70 £ 17,64 54,97 + 16,18 - -
p-Wert (Alter) 0,71 - -
Charakteristik Kontrollen HD Tx Kontrollen Kontrollen Tx

40 40 40 10 10 2

Alter in Jahren [MW * StabW] [k RS iz 65,85 + 13,32 54,73 + 14,33 42,25 + 13,07 42,46 + 12,29
CMV-Status (pos/neg) 30/10 29/10 29/10 9/1 8/2 2/0
p-Wert (Alter) <0,0001 (***Kontrolle vs HD; ***Kontrolle vs Tx; **HD vs Tx) - -

SAlle Personen aus Teil 2 sind VZV-seropositiv.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; CMV, Cytomegalievirus; HD, Hdmodialsyse-Patient; MW, Mittelwert; neg, negativ; pos, positiv;
StabW, Standardabweichung; Tx, Transplantat-Empfanger; VZV, Varizella-Zoster Virus



5.3 Quantifizierung und Charakterisierung Antigen-spezifischer T-Zellen aus Vollblut

(Kurzzeit-Stimulationsmethode)

Der Analyse Antigen-spezifischer T-Zellen aus Vollblut durch intrazelluldre Zytokinanalysen
erfolgte wie zuvor beschrieben (SCHMIDT, SESTER, 2013). Durch die Zugabe von Antigenen
(s. Tabelle 7) und ko-stimulatorischen Antikorpern koénnen die Lymphozyten in
heparinisiertem Vollblut stimuliert werden. Die Antigene werden dabei zundachst von APCs
prozessiert und anschliefend als Peptide auf den MHC-Molekiilen prasentiert. T-Zellen, die
diesen MHC-Peptidkomplex erkennen, werden aktiviert, wodurch unter anderem
Aktivierungsmarker wie z.B. CD69 auf der Zelloberfliche hochreguliert und spezifisch
verschiedene Zytokine produziert werden. Nach 2h wird der Export Uber Transportvesikel
durch die Zugabe von Brefeldin A (BFA) unterbunden, wodurch die induzierten Zytokine
nicht mehr sezerniert, sondern stattdessen intrazellular angereichert werden. Sechs Stunden
nach Inkubationsbeginn erfolgt die Fixierung der Leukozyten, bei der zusatzlich die
Erythrozyten lysiert werden. Durch die anschlieBende Permeabilisierung der Zellen mit
Saponin kénnen Fluorochrom-gekoppelte Antikdrper in die Zellen gelangen und dort die
intrazellular akkumulierten Zytokine spezifisch markieren. Gleichzeitig kdnnen bei Bedarf
zudem Molekiile auf der Zelloberflache Fluorochrom-markiert werden. Abschliefend erfolgt
die Identifizierung Fluorochrom-markierter Zellen und deren quantitativer und funktioneller

Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie.

5.3.1 Antigen-spezifische T-Zell-Stimulation aus Vollblut

Pro 15ml ReagiergefdaR werden je 450ul (fir 2 FACS-Farbungen) bzw. 600ul (fiir 3 FACS-
Farbungen) heparinisiertes Vollblut, und je 1ug/ml der ko-stimulatorischen Antikorper anti-
CD28 Antikorper und anti-CD49d vorgelegt. Anschliefend werden die spezifischen Antigene
bzw. die Stimulanzien der Negativ- und Positivkontrolle (Tabelle 7) zu den entsprechenden
ReagiergefaBen hinzugegeben. Alle Proben werden nach griindlichem Durchmischen fir
insgesamt 6h im Brutschrank (37°C und 5% CO,) mit lose angeschraubtem Deckel inkubiert,

wobei nach 2h jeweils 10ug/ml BFA hinzugeflgt wird.
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Erreger

Tabelle 7: Antigene zur Antigen-spezifischen Stimulation aus Vollblut

Losungsmittel Menge/ml Vollblut
Ko-HSV (Negativkontrolle) H,0, destilliert 32ul
HSV
HSV H,0, destilliert 32ul
Ko-VZV (Negativkontrolle) H,0, destilliert 32ul
vzv
vzv H,0, destilliert 32ul
PBS (Negativkontrolle) - 10ul
PPD PBS 7,328
M. tuberculosis
ESAT-6 10mM NH,HCO, 10pg
CFP-10 10mM NH4HCO; 10pg
Ko-CMV (Negativkontrolle) H,0, destilliert 32ul
cMmvV H,0, destilliert 32ul
MRCS5 (Negativkontrolle) PBS 27,9ul
cMV CMV (MRC5) PBS 27,94l
IE-1-defizientes CMV (MRC5) PBS 27,9ul
pp65-defizientes CMV (MRC5) PBS 27,9ul
pp65/IE-1-defizientes CMV (MRC5) PBS 27,9ul
Staphylococcus aureus SEB (Positivkontrolle) H,0, destilliert 2,5ug
Harnstoff-behandelte Antigene
Ko-VZV (Negativkontrolle) 4M Harnstoffpuffer 32ul
vzv
vzv 4M Harnstoffpuffer 32ul
IE-1 4M Harnstoffpuffer 30ug
pp65 4M Harnstoffpuffer 8ug
Ko-CMV (Negativkontrolle) 4M Harnstoffpuffer 32ul
cmv
(@\V\Y) 4M Harnstoffpuffer 32ul
MRCS5 (Negativkontrolle) 4M Harnstoffpuffer 27,9ul
CMV (MRC5) 4M Harnstoffpuffer 27,9ul
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Erreger Antigene Losungsmittel Menge/ml Vollblut

IE-1-defizientes CMV (MRC5) 4M Harnstoffpuffer 27,9ul
pp65-defizientes CMV (MRC5) 4M Harnstoffpuffer 27,9ul
pp65/IE-1-defizientes CMV (MRC5) 4M Harnstoffpuffer 27,9ul

5.3.2 Erythrozytenlyse und Fixierung der Leukozyten

Nach Zugabe von 100ul/ml 20mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) pro Ansatz werden
die Proben jeweils 10s gut durchmischt und 15min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
AnschlieBend wird jeweils 9ml Lysing-Solution pro ml Vollblut hinzupipettiert. Daraufhin
werden die Ansdtze fir 10min bei RT inkubiert und 7min bei 320xg zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und die Zellen in 2ml FACS-Puffer resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation werden die Zellen in 400ul FACS-Puffer aufgenommen. Bis zur

intrazelluldaren Farbung werden die Zellen bei 4°C aufbewahrt.

Bei Verwendung von Antikdrpern, die an nicht-Fixierungsstabile Epitope binden (z.B. des PD-
1-Molekiils) werden nach der 15-minitigen Inkubation mit EDTA jeweils 150ul der Proben
entnommen und diese bereits vor Fixierung mit Lysing-Solution 25min mit dem
Fluorochrom-gekoppelten Antikérper im Dunkeln gefarbt (Farbung 3a, Tabelle 8). Die
weitere Bearbeitung dieser Proben wird wie im vorherigen Abschnitt beschrieben

durchgefiihrt.

5.3.3 Intrazelluléire T-Zell-Férbung

Die Antikérpergemische fir die in dieser Arbeit verwendeten Multiparameterfarbungen sind
in Tabelle 8 dargestellt. Zur Farbung werden die fixierten Proben durchmischt und pro
Farbung von jedem Ansatz 200ul in je ein 5ml Reagiergefall tGiberfiihrt. Zur Permeabilisierung
der Zellen werden pro Reagiergefals 2ml Saponin-Puffer hinzugefiigt, 10min bei RT inkubiert
und anschlieBend durch einen Zentrifugationsschritt (7min bei 320xg) und das Abnehmen
des Uberstandes entfernt. Die Zellen werden anschlieRend in je 50ul Saponin-haltigem
Antikorper-Gemisch (Tabelle 8) resuspendiert und fiir 30min im Dunkeln bei RT gefarbt.
Danach werden die ungebundenen Antikérper durch einen Waschschritt mit je 3ml FACS-
Puffer (7min bei 320xg und anschlieRendem Abnehmen des Uberstandes) entfernt.
AbschlieBend werden die Zellen in je 150ul 1% Paraformaldehyd (PFA) aufgenommen und

bis zur Analyse im Durchflusszytometer bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
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Tabelle 8: Antikdrper-Gemische zur

Blutproben

Antikorper

Fluorochrom

Farbung 1

Fluorochrom-markierten Farbung Antigen-spezifisch stimulierter

Farbung 2

Farbung 3a*

Farbung 3b

Farbung 4

Farbung 5

Farbung 6

Menge [ul]  Menge [ul] Menge [l] Menge [pl] Menge [ul]  Menge [ul]  Menge [pl]
PE-Cy7 0,50 0,50 0,50 0,50
CcDb4
APC-H7 0,50 0,50
CD8 PerCP 4,00
PerCP 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
CD69
Pe-Cy7 1,00
IL-2 PE 2,00 2,00
FITC 0,50 0,50 0,50 0,50
IFNy
PE 0,60
TNFa APC 0,15 0,15
IL-4 PE 2,00
IL-17 APC 2,50
CD45R0 PE-Cy7 1,50
CD62L PE 8,00
CD127 FITC 1,25
CD152
APC 2,00
(CTLA-4)
CD279
PE 22,50
(PD-1)
Saponin (5%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
FACS-Puffer 43,85 42,65 46,50 36,50 40,85 42,00
Gesamt 50,00 50,00 23,00 50,00 50,00 50,00 50,00

*Farbung der Zellen vor der Zugabe von Lysing-Solution; die Volumina der Antikdrper-Lésungen wurden
austitriert, so dass die Antikérper-Konzentration im Sattigungsbereich lag.
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5.4 Nachweisverfahren zur simultanen Analyse Antigen-spezifischer Immunzellen in

extrasanguinen Fliissigkeiten und Blut

Das in dieser Arbeit entwickelte neue Testverfahren ermoglicht die simultane Analyse von
Antigen-spezifischen Immunzellen aus verschiedenen Komponenten (extrasanguine
FlUssigkeiten und Blut) in einem einzigen Stimulations- und Farbeansatz. Dazu werden die
Immunzellen aus der extrasanguinen Flussigkeit zundchst isoliert und mit einem
Fluorochrom-gekoppelten Antikérper gegen den Pan-Leukozytenmarker CD45 markiert.
Nach der Durchmischung mit unmarkiertem Vollblut derselben Person werden die Zellen aus
dem Blut und der extrasanguinen Fliissigkeit in einem ReagiergefaR mit Antigen stimuliert (s.
Abschnitt 5.3). Bei der anschlieBenden durchflusszytometrischen Analyse kdnnen die Zellen
anhand des Vorhandesseins oder des Fehlens der zur Vorfarbung verwendeten
Fluorochrom-Markierung ihrer urspringlichen Komponente (extrasanguine Flissigkeit oder

Blut) zugeordnet werden.

Das Nachweisverfahren wurde unter Angabe der einzelnen Arbeitsschritte beim Deutschen
Patent- und Markenamt (DPMA) patentiert (SCHUB et al., 2015b) und wird im Folgenden am

Beispiel der CSF beschrieben.

5.4.1 Isolierung der Immunzellen aus Cerebrospinalfliissigkeit

Innerhalb einer Stunde nach der CSF-Entnahme durch Lumbalpunktion werden 1 bis 8ml CSF
in ein 15ml ReagiergefiR Uberfiihrt und 10min bei 320xg zentrifugiert. Der Uberstand wird
vorsichtig abgenommen und die Zellen werden in 100ul Markiermedium aufgenommen.
AnschlieBend wird die Gesamtzellzahl unter Verwendung von 5ul des Zell-Medium-

Gemisches in einer Neubauerzdhlkammer bestimmt.

Bei einer Gesamtzellzahl von weniger als 15.000 wurde im Rahmen dieser Arbeit auf eine
Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen verzichtet. Stattdessen wurde mit der gesamten
Zellsuspension (95ul) eine Oberflachenfarbung (s. Abschnitt 5.4.4) zur Quantifizierung und

Charakterisierung der unterschiedlichen Immunzelltypen durchgefiihrt.

Bei einer Gesamtzellzahl zwischen 15.000 und 30.000 werden zundchst 5pl der
Zellsuspension fiir die Oberflachenfarbung (s. Abschnitt 5.4.4) verwendet um den Anteil der
CD4 T-Zellen an der gesamten CSF-Immunzellpopulation durchflusszytometrisch zu

bestimmen und die Anzahl der isolierten CD4 T-Zellen zu berechnen. Bei Proben mit mehr als
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15.000 CD4 T-Zellen werden die restlichen 90ul der Zellsuspension fir die Stimulation

vorbereitet.

Bei einer Gesamtzellzahl von mehr als 30.000 werden ebenfalls 5ul der Zellsuspension fir
die Oberflachenfarbung (s. Abschnitt 5.4.4) verwendet und die restlichen 90ul direkt fir die

Stimulation vorbereitet, ohne das Ergebnis der Oberflachenfarbung abzuwarten.

5.4.2 Vorfirbung der Immunzellen aus Cerebrospinalfliissigkeit

Die isolierten Zellen aus der CSF werden in ein 5ml ReagiergefaR Gberfihrt und mit 1l anti-
CD45-Antikorper (CD45-V500) fur 30min im Dunkeln bei RT vorgefarbt. Nach Zugabe von 3ml
Markiermedium werden die Zellen 7min bei 320xg zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert. Der Waschschritt wird mit 2ml Markiermedium wiederholt und der Uberstand

erneut abgenommen.

Zur Uberpriifung der Stabilitit der Vorfarbung wihrend der Ko-Inkubation mit Blut wurden
die Zellen in einem Kontrollexperiment zusatzlich mit 0,5ul eines APC-gekoppelten anti-

CD45-Antikorpers vorgefarbt (s. Abbildung 35).

5.4.3 Simultane Stimulation von Immunzellen aus extrasanguinen Fliissigkeiten und Blut

(Ko-Inkubation)

Das Zellpellet aus vorgefarbten CSF-Zellen wird mit 300ul heparinisiertem Vollblut pro
verwendetes Antigen vermischt, sodass die weitere Behandlung der Immunzellen simultan
erfolgt. Nach Zugabe von 1ug/ml anti-CD28 Antikorper und 1pg/ml anti-CD49d-Antikorper
und erneutem Durchmischen werden jeweils 300l des Zellgemischs pro 15ml Reagiergefald

verteilt.

Die weiteren Arbeitsschritte der Antigen-spezifischen Stimulation und Fixierung erfolgen
analog zu den Abschnitten 5.3.1 und 5.3.2. Zu beachten ist hierbei, dass lediglich ein
Blutvolumen von 300l pro ReagiergefaR vorhanden ist und die Arbeitsschritte aufgrund der
Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern mdoglichst im Dunkeln erfolgen
sollten. Nach der Fixierung der Zellen im Dunkeln werden die permeabilisierten Zellen unter
Verwendung der Antikorper aus Tabelle 9 gefarbt (s. Abschnitt 5.3.3) und anschlieBend

durchflusszytometrisch analysiert.
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Tabelle 9: Antikérper-Gemisch zur Analyse Antigen-spezifischer Imnmunzellen in extrasanguinen Fliissigkeiten

und Blut
Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD4 PE-Cy7 1,00
CD69 PerCP 2,00
IL-2 PE 2,00
IFNy FITC 0,50
TNFa V450 1,00
CD152 (CTLA-4) APC 2,00
Saponin (5%) 1,00
FACS-Puffer 40,50
Gesamt 50,00

5.4.4 Quantifizierung von Immunzellen in Cerebrospinalfliissigkeit und Blut

Um die Quantitdt verschiedener Immunzellsubpopulationen in der CSF und im Blut zu
messen, werden charakteristische Oberflachenmolekiile der einzelnen Subtypen angefarbt
und anschliefend durchflusszytometrisch identifiziert. Die Arbeitsschritte sind nachfolgend

erlautert.

In 100pl Markiermedium aufgenommene Zellen aus der CSF bzw. 100ul heparinisiertes
Vollblut werden in je ein 5ml Reagiergefall tberfihrt und 20min bei RT im Dunkeln mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gefarbt. Tabelle 10 zeigt das Antikorper-Gemisch zur
Quantifizierung von CD4 und CD8 T-Zellen, B Zellen und NK Zellen. Nach Zugabe von 1ml
Lysing-Solution werden die Proben weitere 10min im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieRend
werden die Zellen 7min bei 320xg zentrifugiert und der Uberstand wird abgenommen. Nach
der Zugabe von 2ml FACS-Puffer werden die Zellen erneut 7min bei 320xg zentrifugiert und
nach dem Entfernen des Uberstandes in je 150ul 1%PFA aufgenommen. Bis zur

durchflusszytometrischen Analyse werden die Zellen bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
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Tabelle 10: Antikorper-Gemisch zum Nachweis verschiedener Lymphozytensubpopulationen

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD4 PE-Cy7 0,50
CD3 APC 0,50
CD19 FITC 2,50
CD8 PerCP 4,00
CD16 PE 1,00
CD56 PE 4,00
Gesamt 12,50

5.4.5 Protokollabweichungen bei der Isolierung von Immunzellen aus anderen

extrasanguinen Fliissigkeiten

Das Protokoll zur simultanen Stimulation kann auch durch Kombination anderer
extrasanguiner Flissigkeiten mit Vollblut durchgefiihrt werden. Das Procedere der
Stimulation erfolgt wie in Abschnitt 5.4.3 beschrieben, die Isolierung der Zellen aus anderen
extrasanguinen Fllssigkeiten variiert jedoch in Abhangigkeit des Gesamtvolumens und der

Zellzahl.
1. Blasenspililfliissigkeit (BSF)

Zwischen 50 und 100ml BSF werden auf zwei 50ml| Reagiergefalle verteilt und 7min bei
320xg zentrifugiert. Die Zellpellets werden in je 1ml Markiermedium aufgenommen und in
einem 15ml Reagiergefal} vereint. Die beiden 50ml Reagiergefidlle werden jeweils 2x mit je
1ml Markiermedium ausgewaschen, das ebenfalls in das 15ml Reagiergefal® Gberfiihrt wird.
Nach erneuter Zentrifugation (7min bei 320xg) und dem Verwerfen des Uberstandes wird
das Zellpellet zur weiteren Bearbeitung in 200ul Markiermedium resuspendiert. Die
Zellzahlbestimmung erfolgt mit 10ul der Zellsuspension wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben.
Die Vorfarbung der isolierten Immunzellen mit 1ul V500-gekoppelten CD45-Antikdrpern wird
analog zu Abschnitt 5.4.2 durchgefiihrt.

2. Aszitesfliissigkeit

50ml Aszitesflissigkeit werden analog zur BSF zentrifugiert, jedoch mit 5ml Markiermedium

gewaschen. Das Zellpellet wird anschlieRend in 1ml Markiermedium resuspendiert. Zur
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Stimulation werden pro Antigen jeweils 100.000 Immunzellen (je ca. 40.000 CD4 T-Zellen)

mit insgesamt 2,5ul CD45-V500 vorgefarbt.

5.5 Isolierung von PBMCs aus Vollblut iiber einen Dichtegradienten

Bei in-vitro-Experimenten, bei denen vitale Lymphozyten kultiviert oder isoliert werden
sollen, ist es notwendig unerwiinschte Blutbestandteile wie z.B. Erythrozyten oder
Granulozyten zu entfernen. Dies wird dadurch erreicht, dass sich diese Zellen aufgrund ihrer
Eigenschaften in einem durch Zentrifugation erzeugten Dichtegradienten einer Ficoll-Lésung
in einem Reagenzgefall an einer anderen Stelle ansammeln als dies bei den PBMCs (weiRe
intermedidre Schicht) der Fall ist. Durch vorsichtiges Abnehmen der intermedidren Schicht
konnen somit vitale PBMCs aus dem Blut isoliert werden. Da Kulturexperimente iber mehr
als 24h besonders stark von Verunreinigungen beeinflusst werden kdnnen, werden die

nachfolgenden Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Zunachst werden pro 50ml ReagiergefaR maximal 12ml heparinisiertes Vollblut mit einer
PBS-EDTA-L6sung (PBS, 0,02%EDTA) auf ein Volumen von 35ml aufgefillt und durchmischt.
AnschlieRend wird das Zellgemisch langsam mit 13ml Zuckerlésung (Ficoll) unterschichtet
und 20min bei 1180xg ohne Bremse zentrifugiert. Die PBMCs (weiBe intermediare Schicht)
werden nun in ein neues 50ml ReagiergefalR Uberfiihrt und in 50ml PBS-EDTA-Losung
resuspendiert. Nach einem 10min Zentrifugationsschritt bei 615xg wird der Uberstand
verworfen und die Zellen mit 50ml PBS-EDTA-L6sung erneut gewaschen (10min 280xg).
Nachdem der Uberstand verworfen wurde, werden die Zellen in 1ml PBS-HSA (PBS,
0,1%HSA) aufgenommen und in ein 15ml Reagiergefal} Gberfiihrt. Bei Bedarf kann nun die

Zellzahl bestimmt werden.

5.6 Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen aus isolierten Zellpopulationen

Zur Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen aus isolierten Zellpopulationen in Kulturmedien
(ohne Anwesenheit von Vollblut) wurde ein Protokoll verwendet, das fiir die Stimulation von

PBMCs etabliert wurde und nachfolgend detailliert angegeben ist (SESTER et al., 2002).

Pro Antigen-Ansatz wird eine definierte Zellzahl isolierter Immunzellen in 400ul
Markiermedium in ein 5ml Polypropylen-Reagiergefaly Uberfiihrt. Die Stimulation erfolgt
durch Zugabe von 1pg/ml anti-CD28 und 1ug/ml anti-CD49d sowie dem jeweiligen Antigen

von Interesse. Zusatzlich werden jeweils eine entsprechende Negativkontrolle und eine
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Positivkontrolle (SEB) mitgefiihrt. Nachdem die Ansdtze durchmischt wurden, werden sie
30min im Brutschrank (37°C und 5% CO,;) mit lose angeschraubtem Deckel inkubiert.
AnschlieBend folgt ein 5min Zentrifugationsschritt bei 230xg, woraufhin die Zellen fur
weitere 1,5h im Brutschrank inkubiert werden. Nachdem jeweils 10ug/ml BFA hinzugefiligt
und die Ansatze 5min bei 230xg zentrifugiert wurden, werden sie zurtlick in den Brutschrank
gestellt. Nach einer Stimulationsdauer von insgesamt 6h werden jeweils 100ul/ml 20mM
EDTA hinzupipettiert und die Proben jeweils 10s ordentlich durchmischt. Nach 15-mindtiger
Inkubation werden die Ansatze mit jeweils 2ml PBS-EDTA-LOsung versetzt und anschlieRend
7min bei 320xg zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die Zellen durch
Zugabe von jeweils 300ul warmem 4% PFA und anschlieBender 5-minttiger Inkubation
fixiert. In einem letzten Waschschritt werden zu jedem Ansatz 2ml FACS-Puffer hinzugefligt
und die Ansdtze anschlieBend 7min bei 320xg zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes werden die Zellen in insgesamt 400ul FACS-Puffer aufgenommen und bis zur
Farbung und durchflusszytometrischen Quantifizierung und Charakterisierung bei 4°C
gelagert. Die Farbung erfolgt analog zu Abschnitt 5.3.3 unter Verwendung des in Tabelle 9

angegebenen Antikdrper-Gemische.

5.7 Isolierung von T- und B-Zellen mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung

Um lebende Immunzellen aus dem Vollblut mit Hilfe einer durchflusszytometrischen
Zellsortierung zu isolieren, werden zundchst PBMCs isoliert (s. Abschnitt 5.5). Die Zellen
werden im Anschluss mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern markiert und danach z.B.
mit einem durchflusszytometrischen Zellsortierer (BD FACS Aria Ill) aufgrund ihrer GroRe
(FSC) und Granularitat (SSC) sowie der An- bzw. Abwesenheit bestimmter Fluoreszenzsignale
eingeteilt und isoliert. Im Gegensatz zu einer durchflusszytometrischen Messung kénnen mit
Hilfe eines Zellsortierers die Zellen von Interesse nicht nur quantifiziert und charakterisiert
werden, sondern auch fiir weitere Analysen und Zell-Kultivierungen in einem vitalen Zustand
isoliert werden. Wahrend der Messung werden die Zellen wie bei der analytischen
Durchflusszytometrie in einem Flissigkeitsstrom vereinzelt (isoelektrische Fokussierung). Bei
der Zellsortierung geht der Flissigkeitsstrom jedoch anschlieRend zusatzlich in einzelne
Tropfen liber, die einzelne Zellen enthalten konnen oder nicht. Befindet sich in einem
Tropfen eine Zelle von Interesse, erhalt der Flissigkeitsstrom unmittelbar vor dem

sogenannten Abrisspunkt (Entstehung des Tropfens) eine elektrische Ladung. Dadurch kann
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der Tropfen mit der gewlinschten Zelle in dem danach zu passierenden elektrischen Feld so
abgelenkt werden, dass die Zelle in einem separaten Reagiergefal} aufgefangen werden kann

(IBRAHIM, VAN DEN ENGH, 2007).

Die Arbeitsschritte zur Vorbereitung der Proben fir die durchflusszytometrische

Zellsortierung von T- und B-Zellen sind nachfolgend erldutert.

Isolierte PBMCs werden in einem Volumen von 1ml Markiermedium mit gegen CD3 (CD3-
APC) bzw. CD56 (CD56-PE) gerichteten Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern 20min bei RT
im Dunkeln angefarbt. Nach einem Waschschritt mit 5ml Markiermedium (Zentrifugation
7min bei 320xg und Abnehmen des Uberstandes) werden die Zellen in 1ml Markiermedium
resuspendiert und am Zellsortierer analysiert und sortiert. T-Zellen werden als CD3"
Lymphozyten definiert und sortiert, wohingegen B-Zellen liber die fehlende Expression von

CD3 und CD56 identifiziert werden (CD3'CD56 Lymphozyten).

Um die Reinheit der Zellpopulationen nach Sortierung zu bestimmen, wird jeweils ein
Aliquot mit Hilfe der Subpopulations-Oberflachenfarbung (s. Abschnitt 5.4.4) gefarbt und
analysiert. Flr die T-Zell- bzw. B-Zellisolierung ergab sich eine Reinheit von >99% bzw. 86,3%.
Nach der Isolierung werden die beiden Zellpopulationen mit jeweils 15ml Markiermedium
gewaschen (Zentrifugation 7min bei 320xg und Abnehmen des Uberstandes) und in jeweils
5ml Wachstumsmedium resuspendiert. AnschlieRend werden die Zellen (iber Nacht im

Brutschrank (37°C und 5% CO,) aufbewahrt.

5.8 Magnetische Isolierung von CD14'-Monozyten unter Verwendung von CD14-

»,MicroBeads”

Zellsuppopulationen kénnen nicht nur mit Hilfe von Fluoreszenzsignalen, sondern auch tber
ein kommerzielles Magnet-basiertes Verfahren isoliert werden. Dazu werden die Zellen von
Interesse mit spezifischen Antikdrpern markiert, an die Magnetpartikel gebunden sind
(,MicroBeads”). Anschliefend kdnnen die markierten Zellen unter Verwendung einer Saule
und eines Magneten von den unmarkierten Zellen getrennt werden, da die markierten
Zellen durch den Magneten in der Sdule zurlickgehalten werden. Zur Isolierung von
Monozyten zur Verwendung als Antigen-prasentierende Zellen wurden in dieser Arbeit CD14
,MicroBeads” verwendet, die die Isolierung von CD14"-Monozyten ermoglichen. Die
Monozyten-Isolierung erfolgt dabei nach den Angaben des Herstellers (,,CD14 MicroBeads

human®).
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5.8.1 Magnetische Markierung von CD14-positiven Monozyten

Am Tag der Antigen-spezifischen Stimulation werden PBMCs isoliert (s. Abschnitt 5.5), wobei
nach der Auftrennung Gber den Dichtegradienten die Wasch- und Zentrifugationsschritte auf
Eis bzw. bei 4°C erfolgen. Die nachfolgende magnetische Markierung und Isolierung der
CD14" Monozyten erfolgt ebenfalls auf Eis um die Adh&sion der Monozyten an die Wand des

Reagiergefafes zu verhindern und wird wie vom Hersteller empfohlen durchgefiihrt.

Nach der Bestimmung der Zellzahl werden die PBMCs durch Zentrifugieren (10min bei
320xg) pelletiert und anschlieRend wird der Uberstand verworfen. Pro 10’ Zellen werden
jeweils 80ul Isolierungspuffer hinzugefiigt und das Pellet darin resuspendiert. AnschlieBend
werden pro 10’ Zellen jeweils 20pul CD14 ,MicroBeads hinzugefiigt. Nach sorgfaltigem
Durchmischen erfolgt die Markierung der Zellen 15min bei 2-8°C im Kihlschrank. Nach
einem Waschritt mit 1-2ml Isolierungspuffer pro 10’ Zellen, werden die Zellen (max 108 in

500yl Isolierungspuffer aufgenommen.

5.8.2 Magnetische Isolierung der markierten CD14*-Monozyten mit einer Séiule

Die Saule (,,MS Column®) wird an einem grofRen Magneten (,, MACS Separator”) befestigt und
dreimal mit jeweils 500ul Isolierungspuffer gewaschen. Anschliefend wird die Zellsuspension
auf die Saule gegeben, die danach dreimal mit je 500l Isolierungspuffer gewaschen wird.
Die durchlaufende Flissigkeit inklusive der unmarkierten Zellen wird wahrenddessen in
einem 15ml ReagiergefaR aufgefangen. Zur Isolierung der CD14*-Monozyten wird die Siule
aus dem magnetischen Feld entfernt. Nach zigigem Auffillen der Sdule mit 1ml
Isolierungspuffer werden die Zellen mit Hilfe eines Stempels aus der Sdule gewaschen und in
einem separaten 15ml ReagiergefaR aufgefangen. Bei Bedarf kdnnen die isolierten Zellen

Uber eine zweite Saule aufgetrennt werden, um eine hohere Reinheit zu erhalten.

Um die Reinheit der CD14"-Monozyten-Isolierung zu iiberpriifen, wurde ein Aliquot dieser
isolierten Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Der Anteil der CD14"-Monozyten an allen

Zellen betrug nach der Isolierung tiber zwei Sdulen >99,4%.

5.9 Analyse der Antigen-spezifischen Proliferation von T-Zellen unter Verwendung des

Fluoreszenzfarbstoffs CFSE

Neben der Fahigkeit, eine Vielzahl verschiedener Zytokine zu exprimieren, ist die Antigen-

spezifische Proliferation eine weitere wichtige Eigenschaft von T-Zellen fir eine effektive
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Erregerbekdampfung. Zur Bestimmung der Proliferationsfahigkeit werden neben dem in
Abschnitt 5.10 beschriebenen Einbau von Bromdesoxyuridin (BrdU) oder radioaktiven
Reagenzien wie 3H—Thymidin haufig fluoreszierende Farbstoffe wie z.B. der Carboxy-
Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE) verwendet. Dieser Farbstoff, der die
Funktionalitat der Zellen nicht beeinflusst, kann die Zellmembran von vitalen Zellen
passieren und wird in den Zellen in Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE)
umgewandelt und gebunden, sodass er seine Membrangangigkeit verliert. Kommt es zur
Proliferation der Zelle, fiihrt dies zur gleichmaRigen Aufteilung des Farbstoffs auf die beiden
Tochterzellen, die demensprechend ein geringeres CFSE-Signal als die Mutterzelle besitzen.
Dementsprechend kénnen auch mehrmalige Zellteilungen durch eine weitere Abnahme des
CFSE-Signals nachgewiesen werden. Durch die zusatzliche Markierung der Zellen mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, die gegen charakteristische Oberflaichenmolekiile
verschiedener Zellen gerichtet sind, konnen zudem einzelne Zellsubpopulationen wie CD4
und CD8 T-Zellen hinsichtlich ihrer Proliferationsfahigkeit durchflusszytometrisch analysiert

werden (LYONS, 1999; LYONS, DOHERTY, 2004).

5.9.1 Markierung von isolierten PBMCs mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFDA-SE

Die Markierung isolierter PBMCs mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFDA-SE erfolgte nach einem
etablierten Protokoll (SESTER et al., 2008b). Die einzelnen Schritte sind im Folgenden

aufgeflhrt.

1ml PBS-HSA resuspendierte PBMCs werden mit 1ml 2x Markierlosung versetzt und wahrend
einer 10-mindtigen Inkubation bei 37°C im Dunkeln bei langsamer Rotation mit dem
Fluoreszenzfarbstoff CFDA-SE markiert. AnschlieBend wird das ReagiergefdaB mit
Markiermedium auf 15ml aufgefiillt und 10min bei 320xg zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wird das Zellpellet in 15ml Markiermedium geldst und 5min durch langsames
Rotieren bei 37°C im Dunkeln durchmischt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt
(7min bei 320xg) wird der Uberstand abgenommen und der Waschschritt wiederholt.
AbschlieBend werden die Zellen in 4ml Wachstumsmedium resuspendiert und die Zellzahl

mit einer Neubauerzahlkammer bestimmt.
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5.9.2 Stimulation CFSE-markierter Immunzellen

Die Stimulation und die abschlieBende Ernte und Farbung der CFDA-SE markierten Zellen
erfolgte abgesehen von der Kultivierungsdauer und den verwendeten Antigenen wie zuvor
fir andere Antigen beschrieben und ist nachfolgend detailliert dargelegt (SESTER et al.,
2008b).

Nach der Zellzahlbestimmung wird mit Wachstumsmedium eine Konzentration von 2x10’
Zellen pro ml hergestellt und jeweils 30ul dieser Zellsuspension in je eine Vertiefung einer
96—-Loch-Platte pipettiert. AnschlieBend werden jeweils 30ul der verdiinnten Antigene
(Tabelle 11) hinzugefiigt und die 96-Loch-Platte bei 37°C und 5% CO, Uber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Nach Hinzufligen von jeweils 240ul Wachstumsmedium werden die
Zellen erneut im Brutschrank inkubiert. Aufgrund der stirkeren Proliferation werden die
SEB-stimulierten Proben am 4. Tag 1:2 verdiinnt, indem die Zellen zunachst durch
Resuspendieren vom Plattenboden geldst und anschliefend auf zwei Vertiefungen verteilt
werden. Danach werden jeweils 150ul frisches Wachstumsmedium hinzugefligt. Die Zellen

der anderen Vertiefungen werden nicht geteilt.

Tabelle 11: Antigene zur Analyse der VZV-spezifischen T-Zellproliferation

Antigen Menge/ml

Ko-VZV* 1,46mg

VZV-Ag* 1,46mg

SEB 2,5ug
*AbD Serotec

5.9.3 Ernte CFSE-markierter Immunzellen und Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten

Antikérpern

Am 5. Tag werden jeweils 150ul Medium-Uberstand vorsichtig abgenommen und die Zellen
in dem verbleibenden Volumen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert.
Nach Uberfiihren der Zellen in je ein 5ml ReagiergefiR, wird die jeweilige Vertiefung der 96-
Loch-Platte zweimal mit je 200ul PBS gewaschen und die Flissigkeit ebenfalls in das
entsprechende 5ml ReagiergefaR Uberfihrt. Daraufhin werden pro Ansatz 100ul/ml 20mM
EDTA hinzugefiigt und 10s durchmischt. Die Ansdtze werden 15min im Dunkeln inkubiert
und anschlieBend wird jeweils 2ml FACS-Puffer hinzugefiigt. Nach einem 7-minitigen
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Zentrifugationsschritt bei 320xg wird der Uberstand abgenommen und die Zellen werden
mit 50ul des in Tabelle 12 aufgefihrten Antikorper-Gemisches 30min lang im Dunkeln bei RT
gefarbt. AnschlieRend werden die Zellen mit 3ml FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation
7min bei 320xg). SchlieRlich wird der Uberstand abgenommen und die Zellen in jeweils 150ul
1%PFA resuspendiert. Bis zur durchflusszytometrischen Messung werden die Zellen bei 4°C

im Dunkeln gelagert.

Tabelle 12: Antikdrper-Gemisch zum Nachweis der VZV-spezifischen T-Zellproliferation

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD4 PE 4,00
CD8 PerCP 6,00
CD3 APC 1,00
FACS-Puffer 39,00
Gesamt 50,00

5.10 Analyse der Antigen-spezifischen Proliferation unter Verwendung von BrdU und der

spaten IFNy-Expression

Die Blutproben werden analog zur Kurzzeitstimulationsmethode (s. Abschnitt 5.3.1) mit
1pg/ml anti-CD28 Antikorper und 1pg/ml anti-CD49d-Antikorper sowie dem VZV-Antigen
und den entsprechenden Stimulanzien fir die Negativ- und Positivkontrolle stimuliert
(Tabelle 7). Die weitere Bearbeitung der Proben erfolgte mit Ausnahme der verwendeten
Antigene wie zuvor beschrieben (WIDMANN et al., 2008) und ist nachfolgend detailliert

dargestellt.

Nach griindlichem Durchmischen werden die Proben im Brutschrank (37°C und 5% CO;) mit
lose angeschraubtem Deckel fiir eine Stimulationsdauer von insgesamt 36h inkubiert. Um
die Zellen mit ausreichend N&ahrstoffen zu versorgen, wird jeder Ansatz nach 6h mit 600ul
Markiermedium versetzt und anschlieend griindlich durchmischt. 8h vor der Fixierung der
Zellen werden jeweils 500uM BrdU hinzugefliigt, um bei der abschlieRenden
durchflusszytometrischen Messung die spezifische Proliferation auf Einzelzellebene anhand

der Einbaurate von BrdU nachweisen zu kénnen. Um zusatzlich die spate IFNy-Expression
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(32-36h nach Stimulation) analysieren zu kénnen, wird 4h vor der Fixierung 10ug/ml BFA

hinzugegeben.

36h nach Zugabe der Antigene erfolgt die Lyse der Erythrozyten und die Fixierung der Zellen,
die jeweils analog zu Abschnitt 5.3.2 durchgefiihrt wird. Das Protokoll fiir die anschlieBende
T-Zell-Farbung ist in Abschnitt 5.3.3 beschrieben, wobei zum Nachweis der Antigen-
spezifischen bzw. der polyklonalen Proliferation der T-Zellen sowie der spaten IFNy-
Expression die in Tabelle 13 angegebenen Fluorochrom-gekoppelten Antikérper verwendet
werden. Bis zur abschlieRenden durchflusszytometrischen Analyse werden die Proben bei
4°Cim Dunkeln aufbewahrt.

Tabelle 13: Antikérper-Gemisch zur Quantifizierung der Antigen-spezifischen Proliferation anhand der BrdU-

Einbaurate sowie der spaten IFNy-Expression

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]

CD4 PE-Cy7 1,00
CD69 PerCP 2,00
IFNy PE 0,25
BrdU FITC 12,00
CcD8 APC 1,00
Saponin (5%) 1,00
FACS-Puffer 32,75
Gesamt 50,00

5.11 (Vor-) Inkubation von Immunzellen mit Antirheumatika/Immunsuppressiva

Vier Stunden vor Zugabe der Antigene werden pro Ansatz je 300ul Vollblut auf 15ml
Reagiergefafle verteilt und mit den in Tabelle 14 aufgefiihrten Medikamenten versetzt.
Dabei wird fir jedes Medikament der maximale Plasmaspiegel nach einmaliger
Medikamenteneinnahme als , mittlere” Konzentration definiert. Zusatzlich werden jeweils
S5fach erhohte und 5fach verdiinnte Konzentrationen verwendet. Einzige Ausnahme bildet
das Medikament Methylprednisolon das aufgrund der grofReren therapeutischen Breite
10fach verdinnt bzw. konzentriert verwendet wird. Als Referenzwerte dienen

Stimulationsansatze ohne Medikament. Alle Ansdtze werden bis zum Beginn der Antigen-
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spezifischen Stimulation (Kurzzeit-Assay, s. Abschnitt 5.3; Antikdrper-Gemisch, Tabelle 9)
oder Proliferation (BrdU, s. Abschnitt 5.10) fiir 4h im Brutschrank bei 37°C und 5%CO; mit

lose angeschraubtem Deckel vorinkubiert.

Tabelle 14: Ubersicht der zur Vorinkubation verwendeten anti-rheumatischen und immunsuppressiven

Medikamente sowie der jeweiligen verwendeten Medikamentenkonzentration

Medikament m mittlere Konzentration* Hohe Konzentration
[mg/ml] [mg/ml] [ug/ml]

Abatacept (Orencia) 30 150 750
Adalimumab (Humira) 20 100 500
Etanercept (Enbrel) 0,5 2,5 12,5
Rituximab 60 300 1500
Tocilizumab 60 300 1500
Cyclosporin A 0,16 0,8 4
Methylprednisolon 0,1 1 10

*entspricht dem maximalen Plasmaspiegel nach Einmaleinnahme des jeweiligen Medikaments

5.12 Quantifizierung CMV-spezifischer Immunzellen mit der ELISpot-Technologie

Zum Nachweis CMV-spezifischer Immunzellen mit der ELISpot-Methode wurde der T-Track®
CMV (Lophius Biosciences) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei werden IFNy-
sezernierende Immunzellen nach Stimulation mit CMV-spezifischen Antigenen detektiert,
indem das sezernierte Zytokin durch anti-IFNy-spezifische Antikorper auf dem Boden der 96-
Loch-Platte gebunden und anschlieBend {ber eine enzymatische Reaktion lokal
nachgewiesen wird. Jede lokale IFNy-Ansammlung (Spot) reprdsentiert dabei eine

Zytokinproduzierende Zelle.

Aus heparinisiertem Vollblut werden dafiir zundchst PBMCs isoliert (s. Abschnitt 5.5) und mit
Medium auf eine Konzentration von 2x10° Zellen pro ml eingestellt. Pro Ansatz werden
100ul Zellsuspension in die mit anti-IFNy-Antikdrpern beschichteten Locher einer 96-Loch-
Platte vorgelegt. AnschlieBend werden die Antigene bzw. die Stimulanzien fir die Negativ-,
Positiv- und Operatorkontrolle (Tabelle 15) hinzugegeben. Nach 19h Inkubation im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, werden die Proben sechsmal mit jeweils 200pul

Waschpuffer 1 gewaschen und nach Zugabe eines mit alkalischer Phosphatase gekoppelten
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anti-IFNy-Antikorpers 2h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach je 3 Waschschritten mit
den Waschpuffern 1 und 2, werden pro Vertiefung 50ul Substrat hinzugefligt und die Platte
6 bis 7min im Dunkeln bei RT inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit Wasser wird die
Farbereaktion abgestoppt und die Platte anschlieBend lGber Nacht bei RT getrocknet. Die
Anzahl der Spots pro Vertiefung wird mit Hilfe einer digitalen Lupe zeitnah manuell

bestimmt.

Tabelle 15: Antigene zur Stimulation Antigen-spezifischer Inmunzellen mit der ELISpot-Technologie

Antigen Menge Antigen Volumen Medium pro Vertiefung einer 96-

(Stock) [pl] Loch-Platte

[wl] [wl]

Medium (Negativkontrolle) - 50 50
IE-1 Protein®™ 2 48 50
pp65 Protein® 2 48 50
Ko-CMV* 4,8 45,2 50
CMV-Ag* 4,8 45,2 50
SEB® (Positivkontrolle) 5 45 50
Medium (Operatorkontrolle)® - 150 150

®Pro Person wurden jeweils zwei Ansdtze mit dem IE-1-Protein stimuliert. ®Harnstoff-modifiziertes Antigen;
‘BioWhittaker; dLophius Biosciences; “ohne Zellen

5.13 Quantitative Bestimmung Erreger-spezifischer Antikdrper mittels ELISA

Zur Bestimmung VZV-, HSV- bzw. CMV-spezifischer 1gG-Antikdrper werden VZV anti-lgG-
ELISA, HSV anti-IgG-ELISA und CMV-IgG-ELISA nach Herstellerangaben (Eurolmmun-Ag)
durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgt die Analyse VZV-spezifischer IgA-Antikérper unter
Verwendung eines VZV anti-IgA-ELISA. Die IgA-ELISA Teste wurden in der Routinediagnostik
des Institutes fur Virologie in Kollaboration analysiert. Die jeweiligen Nachweisgrenzen sind

in Tabelle 16 angegeben.
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Tabelle 16: Grenzwerte der verschiedenen Antikérper-ELISA zur Bestimmung des jeweiligen Serostatus

Antikérperklasse negativ grenzwertig positiv

VZV-1gG [IE/I*] <80 >80 - <110 2110
VZV-IgA [ratio] <0,8 >0,8-<1,1 21,1
CMV-1gG und HSV-IgG [RE/ml] <16 >16 - <22 222

IE/l, internationale Einheiten pro Liter; RE/ml, relative Einheiten pro Milliliter

5.14 Statistische Analysen

5.14.1 Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir VZV- bzw. HSV-spezifische T-Zellen

Die Nachweisgrenze fur VZV-spezifische CD4 T-Zellen wurde anhand der Frequenz-Verteilung
der Stimulationen mit dem Kontroll-Lysat von allen 207 immungesunden Kontrollen
berechnet. Dazu wurden die Frequenzen der Kontroll-Lysat-Stimulationen, die Uber der
medianen Frequenz von 0,00190% lagen (n=103), logarithmiert und daraufhin an der
logarithmierten medianen Frequenz der Kontroll-Lysat-Stimulation gespiegelt. Daraufhin
wurde aus den logarithmierten Ausgangswerten und den gespiegelten Werten eine
Standardabweichung von 1,70628 berechnet. AbschlieRend wurde die doppelte
Standardabweichung zur medianen Frequenz der Kontroll-Lysat-Stimulationen addiert und
durch Entlogarithmieren eine Nachweisgrenze von 0,02027% berechnet, die auf 0,02%

gerundet wurde.

Die Nachweisgrenze fir HSV-spezifische CD4 T-Zellen wurde auf die gleiche Weise berechnet
und ergab einen Wert von 0,02631%, der auf 0,025% gerundet wurde. Da die Anzahl der
immungesunden Probanden bei der Analyse der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen eher gering
war (n=26), wurde die Nachweisgrenze unter Verwendung einer ,Receiver Operator
Characteristics“ (ROC)-Analyse auf Basis des VZV-Serostatus Gberprift und konnte schlieRlich

mit einem Wert von 0,025% bestatigt werden.

Die Nachweisgrenze fiir CMV-spezifische CD4 T-Zellen wurde bereits in friiheren Arbeiten
der Arbeitsgruppe etabliert und betragt 0,05% (SESTER et al., 2001).

5.14.2 Einschlusskriterien fiir die T-Zellfunktionalitéiitsanalysen

Fiir alle T-Zellanalysen aus Blut wurden ausschlieBlich Proben beriicksichtigt, bei denen

mindestens 10000 CD4 T-Zellen gemessen wurden. Ausnahmen bilden Proben bei denen nur
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8000 bis 10000 CD4 T-Zellen nachweisbar waren, jedoch eine deutliche Anzahl Erreger-
spezifische T-Zellen identifiziert werden konnten und die Negativkontrolle deutlich unterhalb
der Nachweisgrenze sowie die Positivkontrolle deutlich oberhalb der Nachweisgrenze lagen.
Aufgrund des erhdhten Anteils reaktiver T-Zellen in den extrasanguinen Flissigkeiten bei
insgesamt meist geringerer Gesamtzellzahl wurden hier alle Proben mit mindestens 1000

CDA4 T-Zellen pro Ansatz eingeschlossen.

Um eine aussagekraftige Statistik bezliglich der T-Zellfunktionalitat generieren zu kénnen,
wurden flr die Zytokinexpressionsanalysen aufgrund der Aufteilung in drei Subpopulationen
lediglich Proben herangezogen, bei denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende T-Zellen
nachweisbar waren. Fiir die Messung der CD127-, CTLA-4- und PD-1-Expression hingegen
wurden aufgrund der Aufteilung in zwei Subpopulationen alle Proben von seropositiven
Personen und Personen mit einem grenzwertigen Serostatus beriicksichtigt, die mindestens

20 Erreger-spezifische CD4 T-Zellen aufwiesen.

5.14.3 Einschlusskriterien zur Berechnung der Verinderungen der IFNy- und der CTLA-4-

Expressionsdichte

Die Veranderung der Expressionsdichte eines Zytokins oder Oberflachenmolekiils ist ein Mal}
flr den Anstieg bzw. die Reduktion eines Wertes im Vergleich zu einem anderen Wert und

wird durch Division dieser Werte ermittelt.

Zur Analyse einer Veranderung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von IFNy nach
Stimulation mit verschiedenen CMV-Antigenen wurden ausschlielllich Proben von CMV-
seropositiven Personen eingeschlossen, die mindestens 20 CD69'IFNy* CD4 bzw. CDS8
T-Zellen besitzen. Dieser Unterschied (,Fold difference”) wurde errechnet, indem die IFNy-
MFI der CD69*IFNy* durch die IFNy-MFI der nicht-CD69*IFNy* CD4 bzw. CD8 T-Zellen dividiert

wurde.

Zur Berechnung einer Verdanderung der CTLA-4-MFI zwischen Immunzellen aus der CSF und
Immunzellen aus dem Blut wurden ausschlieflich Proben mit jeweils mindestens 20

CD69°IFNy* CD4 T-Zellen eingeschlossen.

5.14.4 Statistische Testverfahren

Zum Vergleich kontinuierlicher Variablen (T-Zellfrequenz, Proliferation, Expression von PD-1,

CTLA-4, CD127, CD62L und CD45RO, Antikorperlevel, IFNy-positive Spots bei der ELISpot-
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Analyse, Leukozytenzahlen, Prozent von Lymphozyten, Zellzahl pro pl CSF, CRP, BSG)
zwischen 2 Gruppen wurden der Wilcoxon Test flir gepaarte und der Mann-Whitney Test fir
ungepaarte Werte verwendet. Um mehr als 2 Gruppen zu vergleichen, wurden der Friedman
bzw. Kruskal-Wallis Test durchgefihrt. Signifikante Ergebnisse in diesen Initialtests wurden
mit dem Dunn Post-Test den verschiedenen Gruppen zugeordnet. Unterschiede in der
Zytokinexpression, im Alter, in der Krankheitsdauer und im DAS28 wurden unter
Verwendung des gepaarten bzw. ungepaarten t-Test flr 2 Gruppen und des One-Way
Analysis of Variance Test mit dem Bonferroni Post-Test flir mehr als 2 Gruppen ermittelt. Flr
die korrekte Verwendung von parametrischen bzw. nichtparametrischen Tests bei der
Analyse der DAS28-, CRP- und BSG-Daten wurde zuvor der D’Agostino und Pearson omnibus
Normalitdtstest zur Bestdtigung oder zum Ausschluss einer Gaul‘schen Normalverteilung
durchgefihrt. Die Spearman Korrelation wurde verwendet um die Korrelation zwischen CD4
T-Zellfrequenzen und Antikorperlevels, Frequenzen und Proliferationsfahigkeit von CD4
T-Zellen, Proliferationsfahigkeit von CD4 und CD8 T-Zellen sowie zwischen T-Zellfrequenzen
und IFNy-positiven Ereignissen in der ELISpot-Analyse zu bestimmen. Die Sensitivitdt und
Spezifitdt von Grenzwerten bei Verwendung verschiedener immunologischer Marker oder
verschiedener Antigene wurde jeweils mit einer ROC-Analyse berechnet. Der jeweils beste
Grenzwert wurde unter Verwendung des Youden-Index ermittelt, der durch Addition des
jeweiligen Sensitivitdt- und Spezifitatwertes und anschlieRender Subtraktion von 100%
errechnet wird. Der Grenzwert mit dem hoéchsten Youden-Index ist dabei jeweils am besten
geeignet um zwischen zwei Gruppen zu unterscheiden. Unterschiede in der
Geschlechtsverteilung wurden bei 2 Gruppen mit Fisher’s exaktem Test und bei mehr als 2

Gruppen mit dem xz—Test” berechnet.
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6 Ergebnisse

6.1 Charakterisierung VZV-spezifischer Immunantworten bei asymptomatischen und

symptomatischen Patienten

Erreger-spezifische Immundiagnostik findet mehr und mehr Anwendung im klinischen Alltag.
Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines T-Zell-basierten, immundiagnostischen
Verfahrens zur quantitativen und qualitativen Analyse von Immunantworten, die spezifisch
gegen das Varizella-Zoster Virus (VZV) gerichtet sind, sowie die Identifizierung maoglicher

klinischer Anwendungsfelder.

Dazu ist es notig, die VZV-spezifischen immunologischen Parameter zunachst in einer groRen
Gruppe immungesunder nicht-symptomatischer Personen detailliert zu charakterisieren.
Dies liefert die Grundlage fur einen Vergleich mit symptomatischen Patienten, sodass
definierte Veranderungen der VZV-spezifischen Immunantwort wadhrend eines aktiven
Infektgeschehens identifiziert und moglicherweise fiir Diagnostik, Risikoeinschatzung und

Therapiekontrolle verwendet werden kénnen.

6.1.1 Ausgeprigte phédnotypische und funktionelle Verdinderungen der VZV-spezifischen

Immunantwort in asymptomatischen Personen gegeniiber Patienten mit Herpes Zoster

6.1.1.1 Die VZV-spezifische Immunantwort ist in gesunden Personen nachweisbar und

zeigt altersabhdingige Unterschiede

Zur Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunitat in immungesunden Personen wurden
207 Vollblutproben von immungesunden Probanden im Alter von 10 Monaten bis 91,8
Jahren analysiert (s. Tabelle 2). Jede Blutprobe wurde mit VZV-Lysat, Kontroll-Lysat als
Negativkontrolle und dem polyklonalen Stimulus Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB)
als Positivkontrolle stimuliert. Abbildung 5A zeigt reprdsentative Punktdiagramme der
Immunantwort eines VZV-positiven 44-jdhrigen Probanden. Die Antigen-spezifischen CD4
T-Zellen wurden durchflusszytometrisch anhand der Ko-Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 und des Zytokins Interferon gamma (IFNy) identifiziert. Die Mehrheit der Proben
haben keine reaktiven Zellen in der Negativkontrolle, wohingegen bei den meisten

Probanden VZV-spezifische CD4 T-Zellen nachweisbar waren (Median 0,08%, IQR 0,12%,
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Abbildung 5B). Die T-Zellfrequenzen nach Stimulation mit SEB waren hoéher und mit
Ausnahme einer Person in allen Probanden nachweisbar. Da diese Person eine deutliche
Immunantwort nach Stimulation mit dem VZV-Lysat zeigte, wurde sie ebenfalls in die
weiteren Analysen eingeschlossen. Um die VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen zu
berechnen, wurde die Frequenz der Negativkontrolle von der entsprechenden Frequenz, die
nach Stimulation mit dem VZV-Lysat erhalten wurde, subtrahiert. Mit Hilfe der
T-Zellfrequenzen der Kontroll-Lysat Stimulationen von allen 207 gesunden Kontroll-
Probanden konnte ein Grenzwert von 0,02% VZV-spezifischer CD4 T-Zellen kalkuliert

werden, der fiir alle weiteren Analysen verwendet wurde (s. Abschnitt 5.14.1).
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Abbildung 5: Die VZV-spezifische Immunitat ist in der Mehrheit immunkompetenter Personen nachweisbar
und zeigt altersabhdngige Unterschiede. Vollblutproben von immunkompetenten Probanden wurden mit
Kontroll-Antigen (Ko-Ag, Negativkontrolle), VZV-Antigen (VZV-Ag) und Staphylococcus aureus Enterotoxin B
(SEB, Positivkontrolle) stimuliert und die reaktiven CD4 T-Zellen (CD69°IFNy") durchflusszytometrisch analysiert.
(A) Dargestellt sind reprasentative Punktdiagramme (,,Dotplots”) eines 44-jahrigen Probanden mit Angabe der
jeweiligen Prozentzahl reaktiver CD4 T-Zellen. (B) Fir alle 207 getesteten immungesunden Kontroll-Probanden
sind die Frequenzen der reaktiven CD4 T-Zellen nach Stimulation mit dem jeweiligen Antigen dargestellt. Auch
die Person ohne SEB-reaktive CD4 T-Zellen zeigte eine deutlich Aktivierung nach Stimulation mit dem VZV-
Antigen und wurde deshalb in die weiteren Analysen mit eingeschlossen. Die Frequenzen der VZV-spezifischen
CD4 T-Zellen wurden nach Subtraktion der entsprechenden Negativkontrolle anhand des VZV-IgG- (C) bzw.
VZV-IgA-Status (D) dargestellt (jeweils links). Die Korrelation der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen mit
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den jeweiligen VZV-IgG- bzw. IgA-Levels ist jeweils rechts abgebildet. In (E)-(H) sind die Frequenzen reaktiver
CD4 T-Zellen (CD69'/IFNyY’) nach Stimulation mit (E) VZV-Antigen nach Subtraktion der Negativkontrolle bzw. (F)
SEB sowie die VZV-spezifischen (G) 1gG- und (H) IgA-Levels in verschiedenen Altersgruppen der
immungesunden Probanden dargestellt. Die Querstriche markieren jeweils den medianen Wert und den
Interquartilsabstand; die gepunkteten Linien geben die Nachweisgrenze (NG) der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen,
der 1gG- und der IgA-Levels an. Die Nachweisgrenze (NG) fur VZV-spezifische CD4 T-Zellen betragt 0,02%. Die
IgG-Levels werden in Internationalen Einheiten pro Liter (IE/I) und die IgA-Levels als Ratio angegeben. Fir die
statistischen Analysen wurde der Friedman Test flir gepaarte (B) und der Kruskal-Wallis Test fir ungepaarte
Werte (C) - (H), jeweils in Kombination mit Dunn Post-Test, verwendet. Signifikante Unterschiede im Post-Test
in (B) - (D) sind mit Sternen gekennzeichnet (*** fiir p<0,0001). Die Korrelationen wurden mit dem Spearman
Test kalkuliert. IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; VZV, Varizella-Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).

Der Vergleich der zelluldren Immunantwort mit der humoralen Immunantwort (IgG und IgA),
die mittels ELISA ermittelt wurde, zeigte, dass die Mehrheit der VZV-lIgG-positiven
Probanden auch T-Zell-positiv war (67/81), wohingegen die Mehrheit der serologisch
negativen Personen auch T-Zell negativ war (14/19, Abbildung 5C). Zudem wiesen die IgG-
positiven Probanden eine deutlich hohere VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz auf als die I1gG-
negativen. Von den 7 VZV-IgG-grenzwertigen Probanden waren 6 VZV-T-Zell-positiv. Die
Analyse der VZV-IgA-Levels ergab, dass nur 12/207 Probanden IgA-positiv und 9/207
Probanden IgA-grenzwertig waren (Abbildung 5D). Im Vergleich zu den VZV-IgA negativen
Personen war kein Unterschied in der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz nachweisbar
(p=0,493). Bei quantitativem Vergleich der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen und der
Antikorperlevels lag lediglich eine moderate Korrelation fiir IgG (r=0,374) und eine schwache

Korrelation fir IgA vor (r=0,201), die jedoch statistisch signifikant war (Abbildung 5C und D).

Um altersabhidngige Unterschiede identifizieren zu kdnnen, wurde die Frequenz VZV-
spezifischer und SEB-reaktiver CD4 T-Zellen sowie die VZV-IgG- und IgA-Levels in
unterschiedlichen Altersgruppen analysiert (Abbildung 5E-H). Die VZV-spezifische CD4
T-Zellfrequenz stieg im Altersverlauf von ihrem Minimum in den jingsten Probanden (<5
Jahre) bis zum Erreichen des Maximums im jugendlichen Alter (10-15 Jahre) stark an.
AnschlieBend blieb die Frequenz bis zu einem Alter von 70 Jahren relativ stabil und alle
analysierten Probanden waren T-Zell-positiv. Bei Probanden >70 Jahren fiel die Frequenz
hingegen interessanterweise deutlich ab und bei einem Drittel dieser Probanden war die
T-Zellfrequenz sogar unterhalb der Nachweisgrenze. Im Gegensatz dazu konnte in dieser
Altersgruppe lediglich ein geringer Abfall der SEB-reaktiver T-Zellfrequenzen beobachtet

werden.
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Der Altersverlauf der VZV-IgG-Levels war dhnlich wie der Verlauf der VZV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenz, wobei der maximale Level erst in der Altersgruppe der 20-30-Jahrigen
erreicht wurde. Die IgA-Levels blieben im Altersverlauf trotz kontinuierlichen Anstieges
mehrheitlich unterhalb der Nachweisgrenze. Erst in den beiden altesten Probandengruppen

konnte ein deutlicher Anteil von mehr als 20% IgA-positiven Personen identifiziert werden.

Zusammenfassend waren VZV-spezifische T-Zellen und IgGs in der (iberwiegenden Mehrheit
der immungesunden Personen nachweisbar und offenbarten altersspezifische Unterschiede.
Im Gegensatz dazu wurden positive IgA-Levels erwartungsgemalR erst in den beiden dltesten

Altersgruppen vermehrt detektiert.

6.1.1.2 VZV-spezifische T-Zellen in nicht-symptomatischen Personen sind iiberwiegend

multifunktionell

Um die funktionellen Eigenschaften der VZV-spezifischen zellularen Immunantwort zu
charakterisieren wurde die Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa durch VZV-
spezifische CD4 T-Zellen ermittelt und mit der Zytokinexpression der SEB-reaktiven CD4
T-Zellen verglichen. Abbildung 6A wund C zeigt reprdsentative Ergebnisse einer
durchflusszytometrischen Messung der Zytokinexpression VZV-spezifischer und SEB-
reaktiver CD4 T-Zellen eines immunkompetenten Probanden. In Abbildung 6B und D ist die
Zytokinexpression VZV-spezifischer und polyklonaler CD4 T-Zellen der immungesunden
Probanden dargestellt. Je nachdem ob eine Zelle in der Lage war bestimmte
Zytokinkombinationen zu exprimieren oder nicht, wurde sie in eine der sieben Untergruppen
eingeteilt. Um eine aussagekraftige statistische Analyse der Daten zu gewahrleisten, wurden
hierflr ausschlieBlich Probanden mit einer VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz Uber der
Nachweisgrenze (0,02%) und mindestens 30 Zytokin-positiven reaktiven (CD69') CD4
T-Zellen eingeschlossen. Wahrend die VZV-spezifische zelluldare Immunantwort Gberwiegend
durch multifunktionelle Zellen gekennzeichnet war, die in der Lage sind, alle drei Zytokine zu
exprimieren, waren die SEB-reaktiver Zellen mehrheitlich TNFa-positiv. Die
Zytokinexpressionsprofile der VZV-spezifischen und der polyklonalen Immunantwort zeigten

keine charakteristischen altersabhangigen Unterschiede.

Folglich waren die VZV-spezifischen CD4 T-Zellen immungesunder Personen durch ein hohes
Mal an Multifunktionalitdt gekennzeichnet, die sich durch die Fahigkeit zur gleichzeitigen
Expression der drei untersuchten Zytokine auszeichnet.
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Abbildung 6: VZV-spezifische CD4 T-Zellen immungesunder Probanden sind multifunktional. Dargestellt ist
die Expression der Zytokine IFNy-, IL-2- und TNFa von VZV-spezifischen (oben) und Staphylococcus aureus
Enterotoxin B-reaktiven CD4 T-Zellen (SEB, unten). In (A) und (C) sind reprdsentative Punktdiagramme der
Zytokinexpression von CD4 T-Zellen eines immungesunden Probanden dargestellt. DieVZV-spezifischen (B) und
SEB-reaktiven (D) CD4 T-Zellen wurden anhand der Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa auf sieben
Subgruppen aufgeteilt. Um eine hohe Aussagekraft der Statistik zu gewahrleisten, wurden nur Proben
berticksichtigt, bei denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende CD4 T-Zellen nachgewiesen wurden (n=126).
Die Balken stellen den jeweiligen Anteil der Subgruppen der einfach-, doppelt- oder dreifach-Zytokin-
exprimierenden Zellen an allen VZV-spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen dar. Dabei sind die Werte als
Mittelwert mit der entsprechenden Standardabweichung angegeben. IFN, Interferon; IL, Interleukin; TNF,
Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (SCHUB et al., 2015a).

6.1.1.3 Die Proliferationsfiihigkeit VZV-spezifischer T-Zellen ist hoch

Neben der Expression verschiedener Zytokine ist eine weitere wichtige Eigenschaft von
T-Zellen die Fahigkeit zur spezifischen Proliferation nach Kontakt mit dem entsprechenden
Antigen. In Abbildung 7 sind die anhand des abnehmenden CFSE-Signals identifizierten
proliferierten CD4 und CD8 T-Zellen immungesunder Probanden nach 7-tagiger Stimulation
mit VZV-Antigen sowie den Stimulanzien der Negativ- und Positivkontrolle dargestellt.
Reprdsentative Histogramme der CD4 und CD8 T-Zellproliferation einer immungesunden
Person nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen sind in Abbildung 7A dargestellt.
Die Ergebnisse von 19 analysierten Proben immungesunder Probanden zeigten, dass sowohl
die CD4 als auch die CD8 T-Zellen nach Stimulation mit dem VZV-Antigen mit einem
medianen Anteil von 27,37% bzw. 27,17% proliferierter Zellen eine starke Proliferation
aufwiesen, wohingegen die Proliferation nach Stimulation mit dem Kontroll-Antigen gering
war (CD4 0,27%, CD8 0,07%, Abbildung 7B). ErwartungsgemaR war der Anteil proliferierter

CD4 und CD8 T-Zellen nach Stimulation mit SEB am grof3ten (75,70% und 77,42%).
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Abbildung 7: Die Proliferationsfahigkeit VZV-reaktiven CD4 T-Zellen korreliert mit der von CD8 T-Zellen,
jedoch nicht mit der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz. Dargestellt ist die anhand der Abnahme des CFSE-
Signals identifizierte Proliferation von CD4 und CD8 T-Zellen immungesunder Probanden nach 7-tagiger
Stimulation mit einem Kontroll-Antigen (Ko-Ag), dem VZV-Antigen (VZV-Ag) und dem Staphylococcus aureus
Enterotoxin B (SEB). (A) Reprasentative Histogramme der Proliferationsfahigkeit von CD4 und CD8 T-Zellen
eines immungesunden Probanden. (B) Dargestellt ist die Proliferationsfahigkeit der CD4 und CD8 T-Zellen von
19 VZV-seropositiven immungesunden Probanden. Der Median und der Interquartilsabstand sind mit
Querstrichen markiert. In (C) ist die Korrelation der Proliferationsfahigkeit zwischen den VZV-spezifischen CD4
und CD8 T-Zellen immungesunder Personen dargestellt. In (D) wird die Frequenz VZV-spezifischer CD4 T-Zellen
mit der Proliferationsfahigkeit der VZV-reaktiven CD4 T-Zellen bei immungesunden Probanden korreliert. Fiir
die statistische Berechnung gepaarter Werte (B) wurde der Friedman Test mit Dunn Post-Test verwendet und
signifikante Unterschiede mit Sternen angegeben (** fur p<0,01, *** fiir p<0,001). Die Korrelationen (C, D)
wurden unter Verwendung des Spearman Tests kalkuliert. CFSE, Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester; VZV,
Varizella-Zoster Virus.
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Bemerkenswert war, dass sich intraindividuell eine sehr gute Korrelation zwischen der VZV-
spezifischen Proliferation von CD4 und CD8 T-Zellen zeigte (p<0,0001, r=0,915, Abbildung
7C). Im Gegensatz dazu konnte zwischen der Frequenz und der Proliferationsfahigkeit der

VZV-spezifischen CD4 T-Zellen keine Korrelation identifiziert werden (Abbildung 7D).

6.1.1.4 Wihrend akuter Reaktivierung ist die VZV-spezifische Immunitét deutlich

verdindert

Zur ldentifizierung immunologischer Marker fir eine akute VZV-Reaktivierung wurde die
VZV-spezifische Immunantwort von nicht-symptomatischen Probanden und Personen mit
akutem Zoster analysiert. Interessanterweise zeigten Personen mit akuter Reaktivierung
gegenlber den nicht-symptomatischen Personen eine signifikant hohere VZV-spezifische
CD4 T-Zellfrequenz, wohingegen sich die Frequenz der polyklonal stimulierten T-Zellen
zwischen den Gruppen nicht unterschied (Abbildung 8A). Auch die humorale VZV-spezifische
Immunantwort (IgG und IgA) war bei symptomatischen Personen erhoht (Abbildung 8B und

C).
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Abbildung 8: Ausgepragte Veranderungen der Frequenz und Zytokinexpression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen
wahrend eines akuten Herpes Zoster. Es wurden jeweils nicht-symptomatische immungesunde Probanden
(n=32) mit gleichaltrigen immunkompetenten Patienten mit akutem Herpes Zoster (n=55) verglichen. Die
Streudiagramme zeigen die Frequenzen reaktiver CD4 T-Zellen (CD69'/IFNy’) nach VZV-spezifischer oder
polyklonaler (mit Staphylococcus aureus Enterotoxin B, SEB) Stimulation (A), sowie die VZV-spezifischen IgG- (B)
und IgA-Levels (C). Die gepunkteten Linien geben die jeweilige Nachweisgrenze (NG) an. Der Median und der
Interquartilsabstand sind mit Querstrichen markiert. Die Antikdrperlevels werden in internationalen Einheiten
pro Liter (IE/I) fir 1gG und als Ratio fir IgA angegeben. (D) VZV- oder (E) SEB-stimulierte CD4 T-Zellen sind
anhand ihrer Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa (in allen Proben in denen mindestens 30 Zytokin-
exprimierende CD4 T-Zellen nachweisbar waren; n=23 Kontrollen und n=43 Zoster-Patienten) unterteilt. Die
Balken stellen Subpopulationen von einfach-, doppelt- und dreifach-Zytokin-exprimierenden Zellen dar (links).
Die Werte sind dabei jeweils als Mittelwert mit entsprechender Standardabweichung angegeben.
Multifunktionelle (IFNy'IL-2'TNFa’) und ausschlieRlich IFNy-exprimierende Zellen der beiden Gruppen sind
zusatzlich separat als reprédsentative Beispiele fiir stark ausgeprdgte Verdnderungen dargestellt (rechts).
Signifikante Unterschiede wurden in (A)-(C) unter Verwendung des Mann-Whitney Test und in (D) und (E)
anhand des ungepaarten t-Tests ermittelt und in letzterem mit Sternen angegeben (* flir p<0,05, ** fur p<0,01,
*** flr p<0,001). IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-
Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).

Die Charakterisierung des Zytokinexpressionsprofils der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
zeigte, dass es zwischen gesunden Probanden und Personen mit akuter Infektion
charakteristische Unterschiede bei der Verteilung der Subpopulationen gab. Dies offenbarte
sich insbesondere bei den multifunktionalen und den ausschliefSlich IFNy-exprimierenden
T-Zellen, die bei Patienten mit akutem Herpes Zoster stark erniedrigt (IFNy'IL-2'TNFa") bzw.
deutlich erhéht (IFNy®"™"*) waren (Abbildung 8D). Interessanterweise waren diese
Unterschiede bei den polyklonal stimulierten T-Zellen nicht vorhanden, mit Ausnahme eines
leicht geringeren Anteils an multifunktionalen Zellen in symptomatischen Personen

(Abbildung 8E).

Neben der Frequenz und der Zytokinexpression wurde zudem die Expressionsstdrke der
Oberflachenmarker CTLA-4 und PD-1, die als MaR fir die funktionelle Anergie der Zellen
herangezogen werden konnen, in symptomatischen und nicht-symptomatischen Personen
analysiert. Des Weiteren wurde die Expression des Differenzierungsmarkers CD127 auf den
VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen dieser Personen quantifiziert. Um eine
aussagekraftige statistische Analyse nach Aufteilung der Zellen in zwei Subpopulationen
(hohe/geringe Expressionsdichte) zu gewahrleisten, wurden hierflr ausschlieBlich
Probanden mit VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz Gber der Nachweisgrenze (0,02%) und
mindestens 20 Zytokin-positiven reaktiven CD4 T-Zellen eingeschlossen. In Abbildung 9A ist
die jeweilige Expression von CTLA-4, PD-1 und CD127 auf den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
durch exemplarische Punktdiagramme dargestellt. Abbildung 9B zeigt das Ergebnis aller

Personen mit akutem Zoster und der alters-angepassten Gruppe nicht-symptomatischer
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Probanden. Bemerkenswert ist, dass bei Personen mit akuter VZV-Reaktivierung die CTLA-4
und PD-1-Expression auf den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen stark erhéht war, wohingegen
der Anteil CD127-exprimierender Zellen verringert war. Ein signifikanter — wenn auch
geringerer — Anstieg der Expression der beiden Marker fiir funktionelle Anergie konnte auch

auf den polyklonal stimulierten Zellen detektiert werden.
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Abbildung 9: Ausgepragte Verdnderungen der Expression von CTLA-4, PD-1 und CD127 auf VZV-spezifischen
Immunzellen wahrend eines akuten Herpes Zoster. Es wurde die Expression von CTLA-4, PD-1, und CD127 auf
reaktiven (CD69'IFNy*) CD4 T-Zellen bei nicht-symptomatischen immungesunden Probanden mit gleichaltrigen
immunkompetenten Zoster-Patienten verglichen. In (A) sind reprasentative Punktdiagramme nach einer VZV-
spezifischen Stimulation eines Kontroll-Probanden und eines Zoster-Patienten dargestellt. Die Zahlen geben die
mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) von CTLA-4 und PD-1, sowie den prozentualen Anteil der CD127-positiven
Zellen an allen IFNy-exprimierenden CD4 T-Zellen an. (B) Expression der Oberflaichenmolekiile auf allen VZV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen aller Personen mit mindestens 20 VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
(n=22 und 45 fiir CTLA-4, n=13 und 38 fiir PD-1, und n=9 und 29 fir CD127, jeweils fir Kontrollen und Zoster-
Patienten). Median und der Interquartilsabstand sind mit Querstrichen markiert. Signifikante Unterschiede
wurden unter Verwendung des Mann-Whitney Tests ermittelt. CTLA-4, zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4;
IFN, Interferon; PD-1, ,programmed death” 1; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; VZV, Varizella-Zoster
Virus. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).
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Abbildung 10: Normalisierung der meisten Zoster-assoziierten VZV-spezifischen Verdnderungen nach
Abklingen der Erkrankung. Die Diagramme zeigen longitudinale Analysen der Zoster-Patienten (n=16) wahrend
des akuten Herpes Zosters und mindestens 3 Monate spater (Median 4.3 (IQR 1.7)) im symptomfreien Zustand.
(A) Dargestellt sind die Frequenzen der reaktiven CD4 T-Zellen (CD69/IFNy") nach VZV-spezifischer und
polyklonaler (mit Staphylococcus aureus Enterotoxin B, SEB) Stimulation (A), sowie VZV-spezifische I1gG- (B) und
IgA-Levels (C). Die gepunkteten Linien reprasentieren die jeweilige Nachweisgrenze (NG). Die Antikérperlevels
wurden in internationalen Einheiten pro Liter (IE/I) fir IgG bzw. als Ratio fiir IgA angegeben. Fir alle Patienten
mit mindestens 30 nachweisbaren Zytokin-exprimierenden CD4 T-Zellen wahrend und nach der akuten VZV-
Reaktivierung (n=11) sind jeweils die prozentualen Anteile der multifunktionalen (IFNy'IL-2"TNFa’) und der
ausschliefRlich IFNy-exprimierenden VZV-spezifischen (D) bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (E) dargestellt. (F)
VZV-spezifische und SEB-reaktive CD4 T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
von CTLA-4 und PD-1 sowie hinsichtlich der CD127-Positivitdat wahrend und nach einem akuten Zoster
analysiert. Dabei wurden nur Patienten mit mindestens 20 VZV-spezifischen CD4 T-Zellen in beiden Messungen
in die Analyse eingeschlossen (n=14 fur CTLA-4, n=6 fir PD-1, und n=8 fiir CD127). Die hervorgehobenen
Datenséatze repradsentieren die Mediane in (A)-(C) und (F), und die Mittelwerte in (D) und (E). Die Pfeile zeigen
die Mediane bzw. Mittelwerte an, die anhand der entsprechenden gesunden Kontroll-Probanden (s. Abbildung
8 und Abbildung 9) ermittelt wurden. Die statistischen Analysen wurden unter Verwendung des gepaarten
Wilcoxon Tests in (A)-(C) und (F), und des gepaarten t-Tests in (D) und (E) durchgefiihrt. CTLA-4, zytotoxisches
Lymphozyten Antigen 4; IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin; PD-1, ,programmed death” 1; TNF,
Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (SCHUB et al., 2015a).

Um potentielle Verdanderungen der immunologischen Marker im Zeitverlauf nach einer
akuten VZV-Infektion analysieren zu kénnen, wurden 16 Personen mit Herpes Zoster mehr
als 3 Monate nach ihrer akuten VZV-Reaktivierung (Median 4,3 Monate (IQR 1,7 Monate))

erneut getestet. Zum Zeitpunkt der Nachtestung waren alle 16 Personen symptomfrei. Mit

89



Ausnahme der VZV-IgG Levels waren alle Zoster-assoziierten funktionellen und
phanotypischen Veranderungen der VZV-spezifischen Immunantwort inklusive der VZV-IgA-
Levels zu Werten zuriickgekehrt, die nahezu identisch mit denen der gesunden Kontroll-

Probanden waren (Abbildung 10).

Um die immunologischen Marker zu identifizieren, die am besten zwischen Personen mit
akutem Herpes Zoster und nicht-symptomatischen Probanden differenzieren kénnen, wurde
eine ROC-Analyse durchgefuhrt (Tabelle 17). VZV-IgG-Levels > 3259IE/| identifizierten VZV-
Reaktivierungen mit einer Sensitivitat von 85,5% und einer Spezifitdt von 90,6% (,,area under
the curve” (AUC) 0,926). Bei einem Grenzwert von 1,47 wurde fur die VZV-IgA-Ratio eine
Sensitivitdt von 67,3% und eine Spezifitat von 93,8% ermittelt. Bei einem Grenzwert von 0,31
war die Spezifitat der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz mit 96,9% zwar deutlich hoher,
wies jedoch die geringste Sensitivitat (52,7%) aller getesteten Marker auf. Obwohl bei
Analyse der Oberflaichenmarker ausschliefllich Proben mit ausreichender Anzahl an VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen eingeschlossen wurden, zeigte deren Analyse auf VZV-spezifischen
CDA4 T-Zellen die hochsten Spezifitdten (100%) bei gleichzeitig hohen Sensitivitdten von mehr
als 89% (Tabelle 17). Mit einer Sensitivitdt von 97,8% bei einem MFI-Grenzwert von 4772
war CTLA-4 dabei der Marker, der am besten zwischen nicht-symptomatischen gesunden

Probanden und Personen mit akuter Infektion diskriminieren konnte (AUC 0,998).

Insgesamt kommt es wahrend eines akuten Herpes Zosters zu ausgepragten Verdanderungen
in der VZV-spezifischen Immunantwort, die sich unter anderem durch eine erhohte VZV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenz und hohere 1gG- und IgA-Levels auszeichneten. Dariber
hinaus zeigten die VZV-spezifischen T-Zellen einen reversiblen Funktionalitatsverlust. Dieser
war zum einen durch eine eingeschrankte Zytokinexpression charakterisiert, die sich in
einem Verlust von multifunktionellen Zellen bei gleichzeitigem Anstieg der ausschliefRlich
IFNy-exprimierenden VZV-spezifischen CD4 T-Zellen zeigte. Des Weiteren war der Verlust der
Funktionalitdt durch einen Anstieg der CTLA-4- und PD1-Expression sowie einer verringerten

CD127-Expression charakterisiert.
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Tabelle 17: ROC-Analyse zur Identifizierung der besten Diskriminierung zwischen Zoster-Patienten und nicht-symptomatischen immungesunden Personen

n Grenzwert fiir AUC Standard-Fehler 95% % Sensitivitat % Spezifitat
(Kontrollen/Zoster) | VZV-Reaktivierung* Konfidenzintervall
m 32/55 >0,31 0,731 0,053 0,628 bis 0,834 0,0003 52,7 96,9
32/55 >3259 0,926 0,028 0,871 bis 0,980 <0,0001 85,5 90,6
32/55 >1,47 0,8480 0,0408 0,768 bis 0,928 <0,0001 67,3 93,8
23/43 < 33,28 0,904 0,036 0,833 bis 0,975 <0,0001 72,1 95,7
23/43 > 11,28 0,948 0,025 0,899 bis 0,998 <0,0001 86,1 95,7
22/45 > 4772 0,998 0,003 0,993 bis 1,003 <0,0001 97,8 100
13/38 >542,8 0,980 0,018 0,945 bis 1,014 <0,0001 94,7 100
% CD127" 9/29 < 87,29 0,981 0,018 0,946 bis 1,016 <0,0001 89,7 100

*aus ROC Analyse ermittelt; **%VzV-spezifische CD4 T-Zellen; AUC, ,,area under the curve”; IE/I, internationale Einheiten pro Liter; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; ROC,
»Receiver Operator Characteristics“. Daten reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).



6.1.1.5 Geringere VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenzen und leichte Zoster-assoziierte
funktionelle Verdnderungen in nicht-symptomatischen immunsupprimierten

Patienten

Um die VZV-spezifische Immunitat in Patientengruppen mit erhéhtem Reaktivierungsrisiko
analysieren zu konnen, wurde die zellulare und humorale Immunantwort von
Dialysepatienten, Transplantatempfangern und Patienten mit rheumatischen Erkrankungen
mit der einer altersangepassten Gruppe gesunder Kontroll-Probanden verglichen (s. Tabelle
2). Die Frequenzen der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen zwischen den immungesunden
Probanden und den immunsupprimierten Patienten unterschieden sich dabei deutlich. Die
Gruppe der gesunden Kontroll-Probanden zeigte erwartungsgemal insgesamt die hochste
Frequenz, wohingegen die Gruppe der Patienten mit rheumatischen Erkrankungen die
niedrigste Frequenz aufwies (Abbildung 11A). Die Frequenzen der SEB-reaktiven CD4
T-Zellen unterschieden sich nur marginal und auch die VZV-spezifischen IgG- und IgA-Levels
wiesen nur geringe (IgG) bzw. keine (IgA) Unterschiede zwischen den Gruppen auf
(Abbildung 11A - C). Die Zytokinexpression der VZV-spezifischen sowie der SEB-reaktiven
CD4 T-Zellen der Probanden- und Patientengruppen war teilweise verschieden. So war die
VZV-spezifische Immunantwort der Transplantatempfanger durch einen geringeren Anteil an
multifunktionellen bzw. einen erh6hten Anteil an ausschlieBlich IFNy-exprimierenden Zellen
gekennzeichnet (Abbildung 11D). Bei den SEB-reaktiven Zellen der Dialysepatienten
hingegen war der Anteil dieser beiden Subpopulationen gegeniber den {brigen

Patientengruppen erhoht.

Hinsichtlich der Expression der Oberflaichenmolekiile zeigten VZV-spezifischen Zellen der
verschiedenen Gruppen keine markanten Unterschiede, wahrend geringe Unterschiede bei
der CTLA-4- bzw. PD-1-Expression der SEB-reaktiven Zellen detektierbar waren (p=0,005 und
p=0,015 Abbildung 11E).

Die Proliferationsfahigkeit VZV-spezifischer CD4 und CD8 T-Zellen, die beispielhaft in einem
kleineren Kollektiv von HD- und Tx-Patienten analysiert wurde, zeigte keine Unterschiede
zwischen den Probanden- und Patientengruppen (Abbildung 11F). Auch nach Stimulation mit
dem polyklonalen Stimulus SEB konnten im Anteil der proliferierten T-Zellen keine

Unterschiede zwischen den Personengruppen identifiziert werden. Allerdings waren
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letztgenannte deutlich jlinger als die immunbeeintrachtigten Patienten (Kontrollen

35,37+11,17, HD-Patienten 67,83+14,50, Tx-Patienten 57,73+14,60, p<0,0001).
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Abbildung 11: Die Quantitat und Qualitit der VZV-spezifischen Immunantworten in nicht-symptomatischen
immunbeeintrachtigten Patienten sind nur marginal durch die Immundefizienz beeinflusst. Die VZV-
spezifische Immunitdt wurde in Hamodialyse-Patienten (HD, n=32), Transplantat-Empfangern (Tx, n=51) und
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen (RD, n=49) analysiert und mit altersangepassten immungesunden
Kontrollen (Ko, n=29) verglichen. Dargestellt sind jeweils die Mediane und die Interquartilsabstédnde (IQR) der
VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen (A), sowie der VZV-spezifischen (B) IgG- und (C) IgA-
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Levels. Die gepunkteten Linien reprasentieren die jeweiligen Nachweisgrenzen (NG). Die Antikorperlevels
wurden in internationalen Einheiten pro Liter (IE/I) fur 1gG bzw. als Ratio fiir IgA angegeben. (D) Die
Mittelwerte mit entsprechenden Standardabweichungen der dreifach-positiven (IFNy'IL-2'TNFa') oder
ausschliefRlich IFNy—positiven CD4 T-Zell-Subpopulationen sind fiir alle Proben mit mindestens 30 Zytokin-
exprimierenden CD4 T-Zellen dargestellt (n=23 fiir Kontrollen, n=17 fir HD, n=23 fiir Tx, und n=21 fiir RD). (E)
Die Expression von CTLA-4, PD-1, und CD127 wurde auf den reaktiven CD4 T-Zellen analysiert und alle Proben
mit mindestens 20 VZV-spezifischen Zellen wurden eingeschlossen. Dargestellt sind die Mediane und der
Interquartilsabstand der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) des CTLA-4- (links, n=22 fiir Kontrollen, n=21 fiir
HD, n=31 fiir Tx, und n=27 flir RD) und des PD-1-Signals (Mitte, n=13 Kontrollen, n=6 fir HD, n=9 flir Tx, und
n=14 fiir RD) und der prozentuale Anteil CD127-positiver Zellen (rechts, n=9 Kontrollen, n=20 HD, n=22 Tx, und
n=26 fiir RD). (F) Dargestellt ist der Anteil proliferierender CD4 (links) und CD8 T-Zellen (rechts) nach VZV-bzw.
SEB-spezifischer Stimulation (n=10 fir Kontrollen, n=13 fiir HD, n=8 flr Tx). Statistische Signifikanzen wurden in
(A)-(C) sowie (E) und (F) anhand des Kruskal-Wallis Test mit dem Dunn Post-Test, und in (D) unter Verwendung
des One-Way Analysis of Variance Test mit Bonferroni Post-Test berechnet. Signifikante Unterschiede in den
Post-Tests sind durch Sterne gekennzeichnet (* fur p<0,05, ** fiur p<0,01, *** fur p<0,001). CTLA-4,
zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin; PD-1, ,programmed
death” 1; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus.
Abbildung teilweise reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).

Zusammenfassend zeigte die VZV-spezifische Immunitdt bei nicht-symptomatischen
immunsupprimierten Patienten eine geringere Frequenz VZV-spezifischer CD4 T-Zellen und
eine leicht verdnderte Zytokinexpression. Die Expression der verschiedenen
Oberflachenmarker sowie die T-Zellproliferation und die humorale Immunantwort schienen

hingegen durch die Immundefizienz der Patienten nicht beeintrachtigt zu werden.

6.1.1.6 Die Verdnderungen der VZV-spezifischen Immunantwort wdhrend akuter
Reaktivierung sind in immunsupprimierten Patienten und immunkompetenten

Personen nahezu gleich

Um potentielle Einfliisse einer Immundefizienz auf Zoster-assoziierte Veranderungen der
VZV-spezifischen Immunitdt analysieren zu kénnen, wurden die Immunantworten von 20
immunsupprimierten Patienten mit aktiver VZV-Reaktivierung mit denen von 132 nicht-
symptomatischen immunsupprimierten Patienten verglichen. Obwohl die Art und das
Ausmald der Immunsuppression zwischen diesen Zoster-Patienten eher inhomogen war (s.
Tabelle 2), konnten deutliche signifikante Unterschiede zwischen immunsupprimierten
Patienten mit und ohne Zoster identifiziert werden, die denen zwischen den
immunkompetenten Zoster-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe dhnelten. Um das
Ausmall der immunologischen Veranderungen in Abhangigkeit der Immundefizienz zu
guantifizieren, wurde das Vielfache der Zoster-assoziierten Veranderung (,fold difference”)
jedes  Parameters zwischen immunkompetenten Zoster-Patienten und nicht-
symptomatischen Kontroll-Probanden sowie zwischen immunbeeintrichtigten Zoster-
Patienten und immunsupprimierten Patienten kalkuliert (Abbildung 12). Obgleich das
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Ausmal der Zoster-assoziierten immunologischen Veranderungen bei immunsupprimierten
Patienten geringfligig weniger ausgepragt war als bei immungesunden Personen, zeigten
beide Gruppen deutliche Veranderungen in der VZV-spezifischen zellularen und humoralen
Immunantwort wahrend einer akuten VZV-Reaktivierung. Mit medianen Verdanderungen der
Parameter um teilweise mehr als das 20-fache wahrend einer akuten Reaktivierung, war die
Veranderung der VZV-spezifischen Immunantwort deutlich ausgepragter, als die geringen

Unterschiede in wenigen Parametern nach polyklonaler Stimulation (vgl. Abbildung 12A und

B vs. C).
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Abbildung 12: Zusammenfassung des AusmaBes der Zoster-assoziierten immunologischen Veranderungen
bei immunkompetenten und immunbeeintrachtigten Personen. Die Balken spiegeln den Unterschied (“fold
difference”) jedes Parameters der VZV-spezifischen (A) zellularen und (B) humoralen Immunantwort wieder.
Dieser wurde durch Division der Mediane (oder der Mittelwerte fir % Zytokin-positive CD4 T-Zellen) der
Parameter bei Zoster-Patienten durch die entsprechenden Werte der jeweiligen nicht-symptomatischen
immungesunden bzw. immunbeeintrachtigten Personen kalkuliert. Die Verdnderungen in den CD4 T-Zell-
Charakteristika nach polyklonaler Stimulation mit Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) sind in (C)
dargestellt. CTLA-4, zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin;
MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; PD-1, ,programmed death” 1; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-
Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015a).
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Insgesamt waren die Zoster-assoziierten Veranderungen somit auch in immunsupprimierten
Patienten deutlich nachweisbar, auch wenn diese Verdnderungen im Vergleich mit

immunkompetenten Personen weniger stark ausgepragt waren.

6.1.1.7 Widhrend eines akuten Zosters besteht die iiberwiegende Mehrheit VZV-

spezifischer CD4 T-Zellen aus zentralen Geddichtnis-T-Zellen

Das Differenzierungsstadium einer T-Zelle kann unter anderem anhand der Expression der
Oberflachenmarker CD62L und CD45R0 bestimmt werden (SALLUSTO et al., 1999). Um zu
analysieren, ob die Differenzierung der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen durch eine
Immundefizienz oder eine akute VZV-Reaktivierung beeinflusst wird, wurde nach der
Antigen-spezifischen Stimulation die CD62L und CD45R0-Expression auf den VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen von 17 altersangepassten nicht-symptomatischen Personen (6
Kontrollen, 5 HD-, 6 Tx-Patienten) und 3 Patienten mit akutem Herpes Zoster gemessen
(Abbildung 13). Das Alter der Probanden war altersangepasst (Kontrollen 54,25+3,85 Jahre,
HD-Patienten 57,35+6,98 Jahre, Tx-Patienten 55,31+12,17, Zoster-Patienten 63,92+6,94
Jahre, p=0,42). Die VZV-spezifischen CD4 T-Zellen von nicht-symptomatischen Personen
waren mehrheitlich Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CD62L'CD45R0"), unabhingig davon, ob
die Personen immunsupprimiert waren oder nicht (Median 57,81% bis 71,82%). Im
Gegensatz zu den drei nicht-symptomatischen Personengruppen besalen Patienten mit
akutem Herpes Zoster signifikant mehr zentrale Gedichtnis-T-Zellen (CD62L'CD45RO0",
p=0,0065). Im Vergleich zu den gesunden Kontroll-Probanden war bei den Zoster-Patienten
zudem der Anteil der Effektor-Gedachtnis-T-Zellen signifikant verringert (p=0,0338).
Demgegeniliber waren SEB-reaktiven CD4 T-Zellen sowohl bei allen nicht-symptomatischen
Personen als auch bei den Patienten mit akutem Herpes Zoster mehrheitlich Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen und zeigten in Abhdngigkeit von Immundefizienz oder VZV-

Reaktivierung keine signifikanten Veranderungen in ihrem Differenzierungsprofil.
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Abbildung 13: Wahrend eines akuten Zosters ist Anteil VZV-spezifischer zentraler Gedachtnis-CD4 T-Zellen
erh6ht. Dargestellt sind die jeweiligen Anteile der Effektor-Gedichtnis-T-Zellen (CD45R0'CD62L, EM),
zentralen Gedichtnis-T-Zellen (CD45R0°CD62L", CM), terminal differenzierten T-Zellen (CD45R0°CD62L., TEMRA)
und naive T-Zellen (CD45R0°CD62L") an der VZV-spezifischen (A) bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellpopulation (B).
Es wurden ausschlieRlich Proben von altersangepassten Personen mit mindestens 20 CD69°IFNy* CD4 T-Zellen
(n=6 fur Kontrollen, n=4 fir Hdmodialyse-Patienten (HD), n=6 fur Transplantat-Empfanger (Tx), n=3 fur Zoster-
Patienten) eingeschlossen. Die dunklen Kreise und die Prozentzahl geben den mittleren Wert der jeweiligen
Personengruppe an. Die hellgrauen Kreise spiegeln die GroRe der Standardabweichung wieder. Die
statistischen Analysen wurden unter Verwendung des One-Way Analysis of Variance Test mit Bonferroni Post-
Test durchgefiihrt. Signifikanzen wurden bei den Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (p=0,0338; p<0,05 fiir Kontrolle
vs Zoster-Patienten) und den zentralen Gedachtnis-T-Zellen (p=0,0065; p<0,01 fiir Kontrolle vs Zoster-Patienten,
p<0,05 fiir HD und Tx vs Zoster-Patienten) nachgewiesen. CM, ,central memory cells”; EM, , effector memory
cells“; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TEMRA, ,terminal differenciated effector memory cells”, VZV,
Varizella-Zoster Virus.

6.1.2 Fallbericht: Die VZV-spezifische Immunantwort bei VZV-Primdrinfekt zeigt
funktionelle und phdédnotypische Charakteristika wie bei Personen mit akuter VZV-

Reaktivierung

Neben dem typischen Herpes Zoster bei einer Reaktivierung von VZV kommt es bei einem
Primarinfekt mit VZV nach kurzer Inkubationszeit typischerweise zu Varizellen (Windpocken),
einem charakteristischen Hautausschlag mit begleitendem Fieber. Obwohl die
Primarinfektion mit dem Virus in den meisten Fallen im Kindesalter erfolgt, kann diese auch
erst im Erwachsenenalter auftreten. Im vorliegenden Fall wurde die VZV-spezifische
Immunantwort eines 38-jahrigen immungesunden Probanden mit akutem VZV-Primarinfekt

(seit 10 Tagen typische Varizellen) detailliert charakterisiert und in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Die VZV-spezifische Immunantwort eines immungesunden Probanden mit VZV-Primarinfekt
weist ebenfalls Zoster-assoziierte Verdnderungen auf. Dargestellt ist die VZV-spezifische zelluldre
Immunantwort eines 38-jahrigen immungesunden Probanden mit seit 10 Tagen bestehender symptomatischer
VZV-Primarinfektion (Windpocken). (A) Dargestellt sind die CD4 T-Zellen hinsichtlich ihrer Expression von CD69
und IFNy nach Stimulation mit dem Kontroll-Antigen (Ko-Ag), dem VZV-Antigen (VZV-Ag) und dem polyklonalen
Stimulus Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB). Die spezifisch aktivierten (CD69IFNy’) sind jeweils
umrandet und quantifiziert (Frequenz). In (B) sind links die Punktdiagramme der IL-2, TNFa und IFNy-
Expression der VZV-spezifischen (oben) und SEB-reaktiven (unten) CD4 T-Zellen dargestellt. Die Balken rechts
stellen die jeweiligen Anteile der daraus ermittelten Subpopulationen von einfach-, doppelt- und dreifach-
Zytokin-exprimierenden Zellen an allen Zytokin-exprimierenden VZV-spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4
T-Zellen dar. (C) Von oben nach unten sind die Punktdiagrame der CTLA-4, PD-1 und CD127-Expression auf
allen CD4 T-Zellen dargestellt. Die VZV-spezifischen (links) bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (rechts) sind jeweils
durch schwarze Rechtecke hervorgehoben. Die CTLA-4 und PD-1-Expression auf den reaktiven CD4 T-Zellen
wurde als MFI (mittlere Fluoreszenzintensitit) angegeben. Die CD127-Expression wurde als Prozent CD127-
positiver Zellen von allen VZV-spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen angegeben. (D) Dargestellt sind
Netzdiagramme, in denen die Unterschiede (,Fold difference”) der verschiedenen immunologischen Parameter
zwischen immungesunden Probanden mit akutem Herpes Zoster (n=55) und Personen ohne akute VZV-
Symptomatik (gesund, n=32) in rot bzw. dem Probanden mit VZV-Primarinfektion (Windpocken) und den
Personen ohne akute VZV-Symptomatik in blau angegeben ist. Bei der Frequenz und den
Oberflaichenmolekilen wurde der ,Fold difference” anhand der medianen Werte und bei der
Zytokinexpression anhand der Mittelwerte berechnet. Die gestrichelte Linie bei ,1“ indiziert keine
Unterschiede zwischen symptomatischen und nicht-symptomatischen Patienten. CTLA-4, zytotoxisches
Lymphozyten Antigen 4; |IFN, Interferon; IL, Interleukin; PD-1, ,programmed death” 1; TNF,
Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus.

Im Blut des Probanden konnte zu diesem Zeitpunkt bereits sowohl eine VZV-spezifische

humorale Immunantwort (1733 IE/I VZV-IgG, nicht gezeigt) als auch eine VZV-spezifische
98



zelluldre Immunantwort (0,34% VZV-spezifische CD4 T-Zellen, Abbildung 14A) nachgewiesen
werden. Die detailliertere Charakterisierung ergab, dass letztere nur zu einem geringen
Anteil multifunktionell (15,56% IFNy'IL-2*'TNFa’) waren und 23,34% ausschlieBlich IFNy
exprimierten (Abbildung 14B). Zusatzlich wurde die Expression der Anergie-Marker CTLA-4
(MFI 13907) und PD-1 (MFI 1245), sowie des Differenzierungsmarkers CD127 (83,85%)
analysiert (Abbildung 14C).

In Abbildung 14D wurde die Funktionalitat und der Phanotyp der VZV-spezifischen
Immunantworten des Patienten mit Primarinfekt mit den jeweiligen Veranderungen bei
Patienten mit Herpes Zoster gegenibergestellt. Dargestellt ist jeweils die Veranderung der
jeweiligen Parameter im Vergleich zu nicht-symptomatischen Kontrollen (,1“, wenn kein
Unterschied besteht). Interessanterweise zeigte Phdnotyp und Funktionalitdit der VZV-
spezifischen Immunantwort des Probanden mit VZV-Primadrinfekt die gleichen
charakteristischen Veranderungen wie sie bei Personen mit akuter VZV-Reaktivierung
identifiziert wurden (z.B. Verlust von Multifunktionalitdit und erhoéhte Expression von
Anergie-Markern, s. Abschnitt 6.1.1.4). Die polyklonale Immunantwort nach SEB-Stimulation
hingegen zeigte keine Unterschiede mit Ausnahme einer leicht erhéhten CTLA-4-Expression
wahrend Primarinfekt und Herpes Zoster (Fold increase 3,54 und 2,87). Somit konnten bei
dem Probanden mit akuter VZV-Primarinfektion die gleichen charakteristischen
Veranderungen in der VZV-spezifischen Immunantwort identifiziert werden, wie sie wahrend

eines akuten Herpes Zosters nachgewiesen werden kdénnen.

6.1.3 Charakteristische Verédnderungen der VZV-spezifischen Immunantwort einer 34-

jdhrigen Probandin nach einer Masern-Mumps-Rételn-Varizellen (MMRV)-Impfung

Eine 34-jahrige Probandin mit VZV-Primarinfekt (Windpocken) im Kindesalter wurde u.a. zur
Auffrischung der Immunantwort gegen das Masern-Virus mit dem Masern-Mumps-Roteln-
Varizellen-Kombinationsimpfstoff ~ (MMRV)  geimpft. Um dadurch ausgeloste
charakteristische Veranderungen der VZV-spezifischen Immunantwort detailliert im
Zeitverlauf zu analysieren , wurden der Probandin am Tag vor der Impfung sowie 1, 2, 3, 4, 8
und 18 Wochen nach Impfung Blutproben entnommen. Neben der Quantifizierung der VZV-
spezifischen humoralen und zelluldren Immunitat wurden wie zuvor auch der Phdnotyp und

die Funktionalitat der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen im Zeitverlauf bestimmt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Analyse der VZV-spezifische Immunantwort einer VZV-seropositiven Probandin im
zeitlichen Verlauf nach einer MMRV-Impfung zeigte reversible quantitative und funktionelle Verdanderungen.
Dargestellt sind die Werte der verschiedenen immunologischen Marker der VZV-spezifischen und SEB-reaktiven
CD4 T-Zellen einer 34-jahrigen Probandin im zeitlichen Verlauf vor (d0) und nach (1, 2, 3, 4, 8, 18 Wochen) der
Impfung. In (A) sind die VZV-IgG-Levels und in (B) die Frequenzen VZV-spezifischer und SEB-reaktiver CD4
T-Zellen dargestellt. Die gepunkteten Linien geben die jeweiligen Nachweisgrenzen (NG) an. Der jeweilige
Anteil der multifunktionellen (IFNy'IL-2*TNFa’) und der IFNy' ™" vzv-spezifischen und SEB-reaktiven CD4
T-Zellen ist in (C) dargestellt. (D,E) Die Expression der Oberflaichenmarker CTLA-4 und PD-1 auf den VZV-
spezifischen und den SEB-reaktiven CD4 T-Zellen wird anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
angegeben. (F) Dargestellt ist der jeweilige prozentuale Anteil CD127-positiver VZV-spezifischer bzw. SEB-
reaktiver CD4 T-Zellen an allen CD4 T-Zellen. CTLA-4, zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; IFN, Interferon; Ig,
Immunglobulin; IL, Interleukin; MMRV, Masern-Mumps-Roteln-Varizellen; PD-1, , programmed death” 1; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus.

Wadhrend die T-Zellfrequenz und der IgG-Level der VZV-spezifischen Immunantwort nach
einer Woche (0,126% bzw. 2141 IE/I) nahezu keine Verdanderung zum jeweiligen vorherigen
Wert zeigten, konnte zwei Wochen nach der Impfung ein deutlicher Anstieg nachgewiesen

werden (0,252% bzw. 4570 IE/I, Abbildung 15A und B). Interessanterweise konnten bei allen
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phanotypischen und funktionellen Markern bereits eine Woche nach der Impfung deutliche
VZV-Reaktivierungs-assoziierte Verdanderungen der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
beobachtet werden. So konnten sowohl ein prozentualer Anstieg der ausschlieRlich IFNy-
exprimierenden Zellen (0,00% vs 8,66%, Abbildung 15C) als auch eine erhéhte CTLA-4- und
PD-1-Expression (MFI 1164 vs 6186 und 211 vs 490, Abbildung 15D und E) identifiziert
werden, wohingegen der Anteil multifunktioneller Zellen (82,08% vs 61,38% Abbildung 15C)
und CD127-positiver Zellen (100% vs 86,58%, Abbildung 15F) deutlich abnahm. Zu
vermerken ist jedoch, dass die CTLA-4- und PD-1-Expression schwacher ausgepragt war, als
dies bei Patienten wahrend eines akuten Herpes Zosters und bei dem Probanden mit akutem
Primarinfekt der Fall war. Analog zu den Patienten mit akutem Zoster konnte auch bei dieser
Probandin die Reversibilitdt der charakteristischen Veranderungen der VZV-spezifischen
zelluldaren Immunantwort im Verlauf nach Impfung nachgewiesen werden. Dies zeigte sich
daran, dass 18 Wochen nach der Impfung der Phdnotyp und die Funktionalitdt der VZV-
spezifischen zelluldren Immunantwort nahezu identisch mit den Ausgangswerten vor der
Impfung waren. Der VZV-lgG-Level war nach vorherigem Absinken hingegen bei der letzten
Messung erneut leicht erhoht. Bis auf einen leichten Anstieg der PD-1-Expression und einen
variierenden Anteil CD127-positiver CD4 T-Zellen, blieben die Frequenz und Funktionalitat
der SEB-reaktiven CD4 T-Zellen im Gegensatz zur VZV-spezifischen Immunantwort im

zeitlichen Verlauf nahezu unbeeintrachtigt.

6.1.4 Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort bei Patienten mit

rheumatischen Erkrankungen

6.1.4.1 Die VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz ist bei Patienten mit rheumatoider Arthritis

deutlich niedriger als bei immungesunden Probanden

Patienten mit rheumatischen Erkrankungen weisen im Gegensatz zur Normalbevdlkerung
ein erhohtes Risiko fiir VZV-Reaktivierungen auf (VEETIL et al., 2013). Bislang ist jedoch noch
unklar ob bestimmte Antirheumatika fiir dieses erhdhte Risiko verantwortlich sind und

inwieweit die VZV-spezifische Immunantwort dieser Patienten beeinflusst wird.

Um potentielle Verdanderungen und Beeintrdchtigungen der VZV-spezifischen Immunantwort
identifizieren zu kdénnen, wurde die VZV-spezifische Immunantwort in 94 Blutproben von
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen analysiert (78 Patienten mit rheumatoider

Arthritis (RA) und 20 Patienten mit Spondyloarthritiden (SPA)). Von diesen waren 3 RA-
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Patienten und 1 SPA-Patient VZV-seronegativ und wurden deshalb fiir die weiteren Analysen
ausgeschlossen. Zum Vergleich wurde die Quantitat und Qualitdt der VZV-spezifischen
Immunantwort einer altersangepassten Gruppe aus 39 immungesunden Kontroll-Probanden
mit positiver VZV-Serologie herangezogen. Die Probanden- und Patientencharakteristika der

Personen mit positivem bzw. grenzwertigem VZV-1gG-Status sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Abbildung 16: RA-Patienten besitzen gegeniiber immungesunden Probanden deutlich geringere VZV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenzen, wohingegen die VZV-IgG-Levels gleich sind. Dargestellt sind die VZV-
spezifischen (A) und SEB-reaktiven T-Zellfrequenzen (B) sowie VZV-IgG-Levels (C) von 35 immungesunden
Probanden (Kontrollen), 75 Patienten mit rheumatischen Erkrankungen (RA) und 19 Patienten mit
Spondyloarthritiden (SPA). Die VZV-IgG-Levels sind in internationalen Einheiten pro Liter (IE/I) angegeben. Die
Querstriche markieren den medianen Wert sowie den Interquartilsabstand. Die jeweiligen Nachweisgrenzen
(NG) sind durch gepunktete Linien visualisiert. Statistische Unterschiede zwischen den drei Gruppen wurden
unter Verwendung des Kruskal-Wallis Test und des Dunn Post-Tests berechnet. Signifikante Unterschiede in
den Post-Tests sind durch Sterne gekennzeichnet (* fir p<0,05, *** fir p<0,001). Ig, Immunglobulin; RA,
Rheumatoide Arthritis; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; SPA, Spondyloarthritiden; VZV, Varizella-
Zoster Virus.

In Abbildung 16 sind die VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen sowie die
VZV-1gG-Levels der drei Personengruppen dargestellt. Interessanterweise zeigten die RA-
Patienten gegeniliber den gesunden Kontroll-Probanden sowohl nach der VZV-spezifischen
Stimulation als auch nach der polyklonalen Stimulation signifikant geringere reaktive
T-Zellfrequenzen, wobei der Unterschied bei VZV deutlich ausgepragter war (p<0,0001 und
p=0,0144). Zudem wiesen 37,3% (28/75) der RA-Patienten VZV-spezifische CD4
T-Zellfrequenzen unterhalb der Nachweisgrenze auf, wohingegen nur 7,7% (3/39) der
immungesunden Probanden T-Zell-negativ waren. Im Gegensatz dazu waren bei den SPA-
Patienten keine signifikanten Unterschiede vorhanden und lediglich bei 15,8% (3/19) der

SPA-Patienten war die VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz unterhalb der Nachweisgrenze.

Wahrend somit bei den T-Zellen deutliche Unterschiede identifiziert werden konnten, waren
die VZV-IgG-Levels zwischen den drei Personengruppen vergleichbar (p=0,6858, Abbildung
16C).
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6.1.4.2 Biologika, aber nicht DMARDs oder Steroide, scheinen mit signifikant geringeren

VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen assoziiert zu sein

Um nachzuweisen, ob die geringeren VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen bei RA-
Patienten Therapie-bedingt waren, wurde zunachst ein moglicher Einfluss von Steroiden auf
die VZV-spezifische Immunantwort dieser Patienten untersucht (Abbildung 17).
Interessanterweise konnte jedoch kein negativer Einfluss der Steroidtherapie auf die VZV-
spezifische Immunantwort dieser Patienten nachgewiesen werden, da sowohl Patienten mit
als auch ohne Steroide signifikant geringere VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenzen besaRen
als immungesunde Kontroll-Probanden und es zwischen den beiden RA-Patientengruppen
keine signifikanten Unterschiede gab (Abbildung 17A). Obwohl bei den SEB-reaktiven CD4
T-Zellen der beiden RA-Patientengruppen ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den
Frequenzen nachzuweisen war, zeigten verglichen mit den Kontroll-Probanden lediglich die
RA-Patienten unter Steroidtherapie eine signifikant geringere Frequenz SEB-reaktiver CD4
T-Zellen, was ein Hinweis fiir eine allgemeine negative Beeinflussung der Steroidtherapie auf
die zelluldre Immunantwort sein kénnte (Abbildung 17B). Wie erwartet gab es bei der
Quantifizierung der humoralen Immunantwort keine Steroid-abhangige Beeinflussung der
VZV-1gG-Levels, wobei sich die Levels auch nicht von denen der immungesunden Kontroll-

Probanden unterschieden (p=0,6520, Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Die Verminderung der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz bei RA-Patienten ist Steroid-
unabhadngig. Dargestellt sind die VZV-spezifischen (A) und SEB-reaktiven T-Zellfrequenzen (B) sowie die VZV-
IgG-Levels (€C) von 35 immungesunden Probanden (Kontrollen), 33 RA-Patienten unter Steroid-Therapie
(+ Steroid) und 42 RA-Patienten ohne Steroid-Therapie (-Steroid). Die VZV-IgG-Levels werden in internationalen
Einheiten pro Liter (IE/l) angegeben. Die jeweiligen Nachweisgrenzen (NG) sind als gepunktete Linien
dargestellt. Die Querstriche markieren den medianen Wert und den Interquartilsabstand. Statistische Werte
wurden unter Verwendung des Kruskal-Wallis Test und dem Dunn Post-Test berechnet. Signifikante
Unterschiede in den Post-Tests sind durch Sterne gekennzeichnet (** fir p<0,01, *** fur p<0,001). Ig,
Immunglobulin; RA, rheumatoide Arthritis; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; VZV, Varizella-Zoster
Virus.
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Um Einflisse weiterer anti-rheumatischer Medikamente auf die VZV-spezifische
Immunantwort detailliert analysieren zu kénnen, wurden die 75 RA-Patienten in den
nachfolgenden Abschnitten anhand ihrer Therapie in verschiedene Gruppen eingeteilt. Eine
Ubersicht dieser Einteilung ist in Abbildung 3 (s. Abschnitt 5.2.2) dargestellt. In Abbildung 18
sind die VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen sowie die VZV-IgG-Levels
der nach ihrer anti-rheumatischen Therapie eingeteilten RA-Patienten und immungesunder

Probanden dargestellt.
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Abbildung 18: Die VZV-spezifische Immunantwort ist bei RA-Patienten unter Biologika beeintrachtigt. Die
Frequenzen der VZV-spezifischen (oben) und SEB-reaktiven Immunantwort (Mitte) sowie die VZV-IgG-Levels
(unten) von RA-Patienten wurden in Abhdngigkeit von der anti-rheumatischen Therapie analysiert.
(A) Dargestellt sind die Frequenzen reaktiver CD4 T-Zellen und die VZV-lgG-Levels von immungesunden
Probanden (n=35) und RA-Patienten ohne und mit Biologika-Therapie (n=26 bzw. n=49). In (B) sind die
Frequenzen und Antikoérperlevels von RA-Patienten unter unterschiedlicher Therapie im Vergleich zu
immungesunden Probanden gezeigt (n=4 fir naive, n=22 fir DMARD, n=17 fiir Biologikum und n=32 fir
DMARD+Biologikum). (C) Dargestellt sind die T-Zellfrequenzen und Antikorperlevels der RA-Patienten unter
Biologika-Therapie, eingeteilt nach den jeweiligen Wirkmechanismus des Biologikums (n=16 fir B-Zell-
Depletion, n=4 fur Ko-Stimulations-Blocker, n=15 fiir IL-6-Rezeptor-Blocker, n=14 fiir TNF-Blocker). Die
gepunkteten Linien reprasentieren die jeweiligen Nachweisgrenzen (NG), die Querstriche markieren den
medianen Wert bzw. den Interquartilsabstand. Statistische Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit
dem Kruskal-Wallis Test und dem Dunn Post-Test berechnet. Signifikanzen im Post-Test wurden mit Sternchen
angegeben (* fiir p<0,05, ** fur p<0,01, *** fiir p<0,001). DMARD, , Disease modifying anti-rheumatic drug”,
IE/l, internationale Einheiten pro Liter; Ig, Immunglobulin; IL-6-R, IL-6-Rezeptor Ko-Stim, Ko-Stimulation; RA,
Rheumatoide Arthritis; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-
Zoster Virus.
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Dabei zeigten sich interessante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Anhand der
allgemeinen Einteilung hinsichtlich der An- bzw. Abwesenheit einer Biologika-Therapie
konnten zunachst bei beiden Gruppen im Vergleich zu den immungesunden Kontrollen
signifikant geringere VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenzen nachgewiesen werden (p<0,0001,
Abbildung 18A oben). Die detailliertere Einteilung der RA-Patienten in Therapie-naive,
Patienten mit DMARD- bzw. Biologika-Monotherapie und Patienten unter gleichzeitiger
DMARD- und Biologika-Therapie zeigte hingegen, dass eine signifikante Beeintrachtigung der
VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz ausschlieBlich bei Patienten unter Biologika-Therapie zu
beobachten war, unabhangig davon, ob die Patienten eine Monotherapie erhielten oder
nicht (Abbildung 18B oben). RA-Patienten ohne akute anti-rheumatische Therapie (Therapie-
naive) zeigten hingegen keine geringeren VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen im Vergleich zu
immungesunden Kontrollen. Die Frequenz SEB-reaktiver CD4 T-Zellen war bei den RA-
Patienten unter Biologika-Therapie im Vergleich zu den immungesunden Kontroll-Probanden
ebenfalls vermindert (Abbildung 18A Mitte). Bei den Patienten ohne Biologika-Therapie
konnte dies hingegen nicht beobachtet werden. Bei der detaillierten Einteilung der RA-
Patienten konnten zwar insgesamt signifikante Veranderungen nachgewiesen werden
(Abbildung 18B Mitte, p=0,032), jedoch konnte dieser Unterschied im Post-Test keinen

bestimmten Gruppen zugeordnet werden (keine Signifikanz im Post-Test).

Da die VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz bei RA-Patienten unter Biologika-Therapie im
Vergleich zu immungesunden Personen die deutlichste Verringerung aufwies, wurde
nachfolgend analysiert, ob dafiir eine bestimmte Gruppe von Biologika verantwortlich sein
konnte. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 18C dargestellt und illustriert deutlich,
dass besonders RA-Patienten unter IL-6-Rezeptor-Blocker-Therapie oder TNF-Blocker-
Therapie eine verringerte VZV-spezifische T-Zellfrequenz aufwiesen (Mediane 0,091%,
0,020% und 0,022%). Die medianen VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen der Patienten unter
B-Zell-Depletions- und Ko-Stimulations-Blocker-Therapie waren zwar ebenfalls geringer als
die der Kontroll-Probanden (0,044% und 0,040%), jedoch war dieser Unterschied nicht
statistisch signifikant. Interessanterweise scheint die Immunantwort von RA-Patienten
generell durch die Einnahme von B-Zell-depletierenden Medikamenten und IL-6-Rezeptor-
Blockern beeintrachtigt zu werden, da die Frequenzen SEB-reaktiver CD4 T-Zellen bei diesen
Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Probanden deutlich vermindert waren (p=0,0044).

Die VZV-IgG-Levels unterschieden sich hingegen bei der allgemeinen Einteilung anhand der

105



Therapie und bei der spezifischen Unterteilung der einzelnen Biologika zwischen den

einzelnen Personengruppen nicht (p-Wert jeweils >0,05 Abbildung 18A - C rechts).

6.1.4.3 Die VZV-spezifische Immunantwort der Patienten mit rheumatischen

Erkrankungen éhnelt der von nicht-symptomatischen Probanden

Zusatzlich zur quantitativen Analyse der VZV-spezifischen Immunantworten wurden bei
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen auch funktionelle immunologische Parameter
charakterisiert, die die Expression von Zytokinen und verschiedene Oberflachenmarken
umfassten. Da fir die funktionellen Charakterisierung  mindestens 30
(Zytokinexpressionsprofil) bzw. 20 (Oberflichenmarker) Zytokin-positive bzw. reaktive CD4
T-Zellen notwendig waren und sich dadurch die Anzahl der einschlieRbaren Datensatze
deutlich verringerte, konnte bei den PSA-Patienten keine weitere Unterteilung in
verschiedene Subgruppen hinsichtlich der Therapie erfolgen. Aus dem gleichen Grund war
bei RA-Patienten sowohl bei der Zytokinexpressionsanalyse als auch bei der Analyse der
Oberflachenmolekiile jeweils lediglich eine Einteilung anhand der Behandlung mit oder ohne
Biologikum sinnvoll.

Die Zytokinexpression der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen von den Kontroll-Probanden und
den RA- und SPA-Patienten zeigte erwartungsgemdal keine deutlichen Unterschiede
(Abbildung 19A oben) und war mehrheitlich durch multifunktionelle CD4 T-Zellen
charakterisiert (Median IFNy‘IL-2'TNFa" CD4 T-Zellen, Kontrollen 54,19%, RA 51,68%, SPA
62,86%). Die SEB-reaktiven CD4 T-Zellen waren bei allen Personengruppen durch ein hohes
Mal an Zellen gekennzeichnet, die lediglich TNFa exprimierten. Bei den RA-Patienten waren
im Vergleich zu den immungesunden Personen signifikant geringere Anteile an
ausschlieBlich IFNy*, IFNy*IL-2'TNFa" und IFNy'TNFa® CD4 T-Zellen nachweisbar (Abbildung
19A unten, p=0,008, p=0,0003, p=0,0046). Das Zytokinexpressionsprofil VZV-spezifischer und
SEB-reaktiver CD4 T-Zellen von RA-Patienten mit und ohne Biologika-Therapie sowie von
immungesunden Probanden ist in Abbildung 19B dargestellt. Insgesamt konnte hier jedoch
keine eindeutig mit Biologika-Therapie assoziierte Verdanderung in der Zytokinexpression der
VZV-spezifischen CD4 T-Zellen identifiziert werden. Lediglich ein leicht groRerer Anteil
ausschlieBlich IL-2-exprimierender T-Zellen konnte bei RA-Patienten mit Biologikum
gegenlber den Patienten ohne Biologikum-Therapie nachgewiesen werden (p=0,0393).

Zusatzlich war eine geringe Veranderung im Anteil ausschlieBlich TNFa-exprimierender
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Zellen nachweisbar, der fir alle 3 Personengruppen zutraf (p=0,0496). VZV-Reaktivierungs-
assoziierte Veranderungen, das heit der Verlust von IFNy'IL-2'TNFa" CD4 T-Zellen bei
gleichzeitigem Anstieg ausschlieBlich IFNy-exprimierender Zellen, konnten jedoch bei den
RA-Patienten weder im Vergleich zu immungesunden Probanden noch in Abhangigkeit von
der Therapie identifiziert werden. Die Zytokinexpression der SEB-reaktiven Zellen zeigte
ebenfalls keine Verdanderungen in Abhangigkeit von der Therapie. Verglichen mit den
immungesunden Kontroll-Probanden besallen jedoch beide Gruppen einen geringeren
prozentualen Anteil IFNy’IL-2"TNFa® und IFNy'TNFa® CD4 T-Zellen sowie die Patienten mit

Biologika zudem weniger ausschlieflich IFNy-exprimierende Zellen.
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Abbildung 19: VZV-spezifische CD4 T-Zellen von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen unterscheiden
sich ihrem Zytokinexpressionsprofil nur geringfiigig von gesunden Kontrollen. Dargestellt sind
Balkendiagramme (Mittelwert und Standardabweichung) der Subgruppen einfach-, doppelt- und dreifach-
Zytokin-exprimierender CD4 T-Zellen von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen. Eingeschlossen wurden
ausschlieflich  Proben mit mindestens 30 Zytokin-positiven CD4 T-Zellen. In (A) sind die
Zytokinexpressionsprofile der VZV-spezifischen (oben) und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (unten) von
immungesunden Kontrollen (Ko, n=29), RA-Patienten (n=28) und SPA-Patienten (n=10) dargestellt.
(B) Dargestellt sind die Zytokinexpressionsprofile der VZV-spezifischen (oben) und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen
(unten) von immungesunden Kontrollen (n=29) und von RA-Patienten mit bzw. ohne Biologika-Therapie (n=8
bzw. n=20). Statistische Unterschiede zwischen den Patientengruppen wurden mit dem One-Way Analysis of
Variance Test und dem Bonferroni Post-Test berechnet. Signifikanzen im Post-Test wurden mit Sternen
angegeben (* fur p<0,05, ** fiir p<0,01, *** flir p<0,001). Bio, Biologikum; IFN, Interferon; IL, Interleukin; RA,
Rheumatoide Arthritis; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; SPA, Spondyloarthritiden; TNF,
Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus.

Da eine gesteigerte Expression von CTLA-4 und PD-1 mit einer beeintrachtigten
Funktionalitdt der T-Zellen einhergeht, wurde die Expression dieser Molekiile auf den VZV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen von RA- und PSA-Patienten analysiert.
Zusatzlich wurde die Expression von CD127 auf den VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4
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T-Zellen gemessen (Abbildung 20A). Wahrend die Expression von CTLA-4 und PD-1 auf
diesen Zellen bei allen drei Personengruppen mit einer medianen MFI zwischen 1096 und
1204 bzw. 248 und 317 eher gering war, waren nahezu alle VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
CD127-positiv (Median Kontrolle 98,19%, RA 97,42%, SPA 97,92%). Signifikante Unterschiede
zwischen diesen Personengruppen konnten weder bei der Expression der beiden
inhibitorischen Molekiile noch bei der Expression des CD127-Molekils auf den VZV-
spezifischen Zellen identifiziert werden. Die SEB-reaktiven Zellen zeigten hingegen deutliche
Unterschiede in der Expression dieser Molekiile. Wahrend die RA-Patienten gegenliber den
Kontroll-Probanden eine signifikant erhohte CTLA-4-Expression aufwiesen, konnte auf den
SEB-reaktiven Zellen der PSA-Patienten sowohl eine verringerte CTLA-4- als auch eine
erhéhte PD-1-Expression im Vergleich zu den immungesunden Personen nachgewiesen
werden. Trotz signifikanter Unterschiede in der Expressionsstarke war die Expression von

CTLA-4 und PD-1 insgesamt gering.
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Abbildung 20: Die Expression von CTLA-4, PD-1 und CD127 auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen ist bei
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen im Vergleich zu immungesunden Personen unverdndert. VZV-
spezifische und SEB-reaktive CD4 T-Zellen wurden hinsichtlich der Expression der Oberflaichenmolekiile CTLA-4,
PD-1 und CD127 analysiert. Dabei wurde die Expression dieser Molekile zwischen (A) RA-Patienten und SPA-
Patienten sowie (B) RA-Patienten mit und ohne Biologika jeweils mit immungesunden Kontrollen verglichen,
wobei nur Messungen von Personen mit mindestens 20 VZV-spezifischen CD4 T-Zellen eingeschlossen wurden
(n=29 fiir Kontrollen, n=10 fiir SPA, n=38 fiir RA (davon 24 mit Biologikum)). Die Expressionsstarke von CTLA-4
und PD-1 wurde anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt. Die Expression von CD127 wird
durch den Anteil CD127-positiver Zellen an allen VZV-spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen angegeben.
Die Querstriche markieren den medianen Wert und den Interquartilsabstand. Unter Verwendung des Kruskal-
Wallis Test und dem Dunn Post-Test wurden statistische Unterschiede berechnet, deren Signifikanzen im Post-
Test durch Sterne markiert wurden (* fiir p<0,05, ** fur p<0,01, *** fir p<0,001). CTLA-4, zytotoxisches
Lymphozyten-Antigen-4; n.s., nicht signifikant; PD-1, , programmed death” 1; RA, Rheumatoide Arthritis; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; SPA, Spondyloarthritiden; VZV, Varizella-Zoster Virus.

Die Einteilung der RA-Patienten hinsichtlich der Therapie mit und ohne Biologika lieferte bei
der VZV-spezifischen Immunantwort ebenfalls keine Hinweise auf eine Verdnderung in der
Expression der drei untersuchten Marker (Abbildung 20B). Folglich konnten auch in
Abhéangigkeit der Therapie keine immunologischen Veranderungen identifiziert werden, die
auf eine funktionelle Beeintrachtigung der VZV-spezifischen Immunantwort hindeuten, wie
sie in ausgepragter Form bei Personen mit akutem Herpes Zoster nachweisbar waren. Bei
den SEB-reaktiven CD4 T-Zellen konnten ebenfalls keine deutlichen Unterschiede gemessen
werden. Lediglich die RA-Patienten ohne Biologikum zeigten gegeniber den
immungesunden Probanden eine leicht hohere CTLA-4-Expression wahrend RA-Patienten
unter Biologika-Therapie leicht geringere Frequenzen CD127-positiver CD4 T-Zellen

aufwiesen.

Insgesamt konnten somit bei Patienten mit rheumatischen Erkrankungen keine Unterschiede
in der Funktionalitdt und dem Phanotyp VZV-spezifischer CD4 T-Zellen identifiziert werden,
die mit einer funktionellen Beeintrachtigung der VZV-spezifischen Immunantwort
einhergehen. Die Beobachtung, dass RA-Patienten unter Biologika-Therapie und hier
insbesondere Patienten unter IL-6-Rezeptor-Blocker- sowie TNF-Blocker-Therapie verglichen
mit immungesunden Probanden signifikant geringere VZV-spezifische Frequenzen besitzen,
konnten jedoch moglicherweise auf eine eingeschrankte bzw. verminderte VZV-spezifische
Immunantwort hinweisen und folglich eine erhohte Infektneigung bei diesen Patienten

begiinstigen.
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6.1.4.4 Friihere Herpes-Zoster-Erkrankungen zeigen keinen Einfluss auf die VZV-

spezifischen T-Zellfrequenzen bei RA-Patienten

Zur Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort bei Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen  wurden ausschlielllich  Personen ohne akute VZV-Reaktivierung
eingeschlossen. Um potentielle Einflisse friiherer symptomatischer VZV-Reaktivierungen auf
die aktuellen VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen von Patienten mit hoher Zosterinzidenz zu
analysieren, wurden die Frequenzen von RA-Patienten, die in der Vergangenheit einen
Herpes Zoster hatten (n=12), und RA-Patienten ohne zurlickliegende symptomatische VZV-
Reaktivierungen (n=44) verglichen (Abbildung 21; Tabelle 3, Patientencharakteristika). Dabei
lag der Zeitpunkt der akuten VZV-Reaktivierung mindestens 6 Monate vor dem Zeitpunkt der
Blutentnahme. Von den restlichen RA-Patienten lagen diesbezliglich keine Informationen vor.
Wie aufgrund der in Abschnitt 6.1.1.4 beschriebenen Reversibilitdt der Zoster-assoziierten
Veranderungen der VZV-spezifischen Immunantwort nach Rickgang der akuten VZV-
Reaktivierungs-Symptomatik erwartet wurde, waren bei dem in dieser Arbeit verfligbaren
RA-Patientenkollektiv erwartungsgemall keine signifikanten Unterschiede in der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellfrequenz nachweisbar (p=0,5035). Die Frequenzen der SEB-reaktiven
CDA4 T-Zellen der beiden Gruppen unterschieden sich ebenfalls nicht (p=0,5829). Insgesamt
scheinen die VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen der RA-Patienten somit erwartungsgemalfd

nicht durch friihere VZV-Reaktivierungen beeinflusst zu sein.
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Abbildung 21: Die aktuelle VZV-spezifische T-Zellfrequenz von RA-Patienten wird durch zuriickliegende
symptomatische VZV-Reaktivierungen nicht beeinflusst. Dargestellt sind die VZV-spezifischen und SEB-
reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen von RA-Patienten mit und ohne symptomatische VZV-Reaktivierung in der
Vergangenheit (n=12 fiir ja und n=44 fur nein). Die Querstriche geben dabei jeweils den Median und den
Interquartilsabstand an. Die gepunktete Linie reprasentiert die Nachweisgrenze (NG). Statistische Unterschiede
wurden mit dem Mann-Whitney Test berechnet. IFN, Interferon; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B;
VZV, Varizella-Zoster Virus.
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6.1.4.5 Anti-rheumatische Medikamente zeigen in vitro keinen Einfluss auf die VZV-

spezifische Frequenz, Proliferation und Zytokinexpression

Um potentielle Einflisse der anti-rheumatischen Therapie auf die VZV-spezifische
Immunantwort in vitro zu analysieren, wurden Blutproben von drei immungesunden
Kontroll-Probanden zundchst mit verschiedenen anti-rheumatischen Medikamenten
vorinkubiert und anschlieRend spezifisch stimuliert. Um unmittelbare Einflisse in der
Friihphase nach Stimulation identifizieren zu konnen, wurde die Expression der Zytokine
IFNy, IL-2 und TNFa bereits innerhalb von 2-6 Stunden nach Stimulation quantifiziert. Da die
T-Zellfunktionalitdat durch die anti-rheumatische Medikation auch Antigen-unabhangig
beeinflusst werden kdnnte, wurden zusatzlich Stimulationen mit dem polyklonalen Stimulus
SEB durchgefiihrt. Als interne Kontrolle wurden zudem parallel zwei Immunsuppressiva
(Cyclosporin A und Methylprednisolon) verwendet, die bekanntermafien einen hemmenden

Einfluss auf die friihe Zytokininduktion austiben.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Zytokinexpression wahrend der friihen-Phase nach
der Stimulation bei unterschiedlicher Konzentration der Medikamente dargestellt. Die
mittlere Konzentration entspricht dabei jeweils dem maximalen Plasmaspiegel nach
Einmaleinnahme des jeweiligen Medikaments. Bei Anwesenheit der anti-rheumatischen
Medikamente waren keine deutlichen Effekte auf die VZV-spezifische oder polyklonale
Zytokinexpression messbar. Ausschliefllich bei hoher Konzentration des TNF-Blockers
Adalimumab konnte eine geringe Abnahme der TNFa-Expression festgestellt werden, die

interessanterweise bei dem TNF-Blocker (Etanercept) nicht detektierbar war.
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Abbildung 22: Anti-rheumatische Medikamente zeigen keinen Einfluss auf die ,friihe” Zytokinexpression
VZV-spezifischer und SEB-reaktiver T-Zellen. Dargestellt sind die nach 4-stiindiger Vorinkubation mit
verschiedenen anti-rheumatischen und anderen immunsuppressiven Medikamenten und anschlieRender 6-
stiindiger Antigen-spezifischer Vollblut-Stimulation nachgewiesenen Frequenzen CD69'IFNy” (A), CD69°IL-2" (B)
und CD69'TNFa" (€) VZV-spezifischer und SEB-reaktiver CD4 T-Zellen. Dabei wurde fiir jede Person (n=3) ein
Ansatz ohne Medikament sowie pro Medikament je ein Ansatz mit geringer, mittlerer (max. Blutspiegel) und
hoher Konzentration angesetzt. Bei Abatacept wurden zusatzliche Ansatze ohne den ko-stimulatorischen anti-
CD28-Antikorper mitgefiihrt. CyA, Cyclosporin A; IFN, Interferon; IL, Interleukin; MP, Methylprednisolon; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus.
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Im Gegensatz zu den anti-rheumatischen Medikamenten wurde der Anteil Zytokin-
exprimierender T-Zellen erwartungsgemall durch Cyclosporin A und Methylprednison
gehemmt, wobei der supprimierende Effekt durch Cyclosporin A deutlich ausgepragter war
als bei Methylprednisolon. Bemerkenswert war, dass die TNFa-Expression bereits bei
mittlerer Cyclosporin A Konzentration deutlich inhibiert wurde, wohingegen dieser deutliche

Effekt bei der IFNy- und IL-2-Expression erst bei der hohen Konzentration auftrat.

Um moglicherweise spater auftretende Effekte der anti-rheumatischen Medikamente
nachweisen zu kdénnen, wurde zusatzlich die IFNy-Expression sowie die Antigen-spezifische

Proliferation 32-36h nach Stimulation analysiert.

Der Einfluss der unterschiedlichen Medikamente auf die spate Zytokinexpression und die
anhand der Einbaurate von BrdU nachgewiesene Proliferation ist in Abbildung 23 dargestellt.
Aufgrund der auch ohne Medikamenteninkubation bereits sehr geringen spaten
Zytokinexpression und Proliferation der VZV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen war eine
Aussage (iber eine potentielle immunsupprimierende Wirkung der Medikamente auf die
VZV-spezifischen T-Zellen nicht moglich (Daten nicht gezeigt). Die polyklonale spate IFNy-
Expression und Proliferation war hingegen deutlich messbar, jedoch war keine eindeutige
Wirkung der anti-rheumatischen Medikamente auf die SEB-reaktiven CD4 und CD8 T-Zellen
nachweisbar. Wie bereits in Frihphase nach Stimulation wurde die spate IFNy-Expression
hingegen nachweislich mit ansteigender Konzentration von Cyclosporin A und
Methylprednisolon inhibiert, wobei hier im Gegensatz zur friihen Phase der Effekt durch
Methylprednisolon starker ausgepragt war (Abbildung 23A). Mit ansteigender Konzentration
von Cyclosporin A und Methylprednisolon konnte zudem eine deutliche Verringerung der
Frequenz BrdU-positiver SEB-reaktiver CD4 und CD8 T-Zellen nachgewiesen werden.

(Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Die ,spate” IFNy-Expression und die mittels BrdU-Einbaurate nachgewiesene Proliferation SEB-reaktiver T-Zellen scheint durch anti-rheumatische
Medikamente nicht beeinflusst zu werden. Nach 4-stiindiger Vorinkubation mit verschiedenen anti-rheumatischen und anderen immunsuppressiven Medikamenten und
anschlieBender 36-stlindiger polyklonaler (SEB) Vollblut-Stimulation wurden die IFNy-Expression (A) und die mittels BrdU-Einbaurate nachgewiesene Proliferation (B) von CD4
(oben) und CD8 T-Zellen (unten) wahrend der letzten 4h der Inkubation analysiert. Fir jede Person (n=3) wurde ein Ansatz ohne Medikament sowie pro Medikament je ein
Ansatz mit geringer, mittlerer (max. Blutspiegel) und hoher Konzentration angesetzt. Bei Abatacept wurden zuséatzliche Ansédtze ohne den anti-CD28-Antikorper mitgefiihrt. CyA,
Cyclosporin A; IFN, Interferon; MP, Methylprednisolon; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.



Da die therapeutische Wirkung von Abatacept durch die Bindung an CD28-Molekiile der
Zielzellen vermittelt wird, wodurch einer Inhibierung des ko-stimulatorischen Signals
hervorgerufen wird, wurden bei diesen Medikament zusatzlich Ansatze ohne Zugabe des Ko-
stimulatorischen anti-CD28-Antikorpers mitgefihrt. Erwdhnenswert ist, dass bei diesen
Stimulationen im Vergleich zu den Stimulationen mit diesem Antikérper wie erwartet
geringere Frequenzen, eine geringere Zytokinexpression und eine geringere Proliferation
induziert wurden. Allerdings war auch ohne den anti-CD28-Antikorper kein eindeutiger
immunsupprimierender Effekt von Abatacept auf die VZV-spezifische oder polyklonale

Immunantwort nachweisbar (Abbildung 22 und 23).

Insgesamt konnte somit in vitro im Gegensatz zu den beiden Immunsuppressiva
Cyclosporin A und Methylprednisolon kein positiver oder negativer Einfluss der anti-
rheumatischen Medikamente auf die VZV-spezifische und polyklonale Zytokinexpression

sowie die Proliferation nachgewiesen werden.

6.2 Charakterisierung der humoralen und zellularen Immunitat gegen die

Alphaherpesviren Herpes-Simplex Virus 1 und 2 (HSV)

6.2.1 Die HSV-spezifische Immunantwort immungesunder Probanden ist altersabhéiingig

und zeigt eine gute Korrelation zwischen den T-Zellfrequenzen und den Antikérperlevels

Blutproben von insgesamt 26 immungesunden Kontroll-Probanden ohne akute HSV-
Symptomatik im Alter von 7 bis 91 Jahren wurden hinsichtlich der HSV-spezifischen
Immunitat untersucht. Die Probandencharakteristika sind in Tabelle 4 angegeben. Zur
Analyse der zelluldaren Immunantwort wurden alle Blutproben mit einem Lysat HSV-
infizierter Zellen, einem Kontroll-Lysat als Negativkontrolle und dem polyklonalen Stimulus
SEB als Positivkontrolle stimuliert. In Abbildung 24A ist ein reprasentatives Ergebnis der
durchflusszytometrischen T-Zellanalyse einer 55-jdhrigen Probandin anhand von
Punktdiagrammen dargestellt. Wahrend nach Stimulation mit dem Kontroll-Lysat nahezu
keine CD69'IFNy* CD4 T-Zellen auftraten, konnten diese nach Stimulation mit dem HSV-Lysat
bei einigen Probanden nachgewiesen werden (Abbildung 24B). Die HSV-spezifische CD4
T-Zellfrequenz wurde errechnet, indem jeweils die Frequenz der CD69°IFNy" CD4 T-Zellen
nach Stimulation mit der Negativkontrolle von der Frequenz nach Stimulation mit dem HSV-

Antigen subtrahiert wurde.
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Abbildung 24: Die T-Zellfrequenzen und IgG-Levels der HSV-spezifischen Immunantwort korrelieren gut. (A)
Reprasentative Punktdiagramme von CD4 T-Zellen einer immungesunden Probandin nach Stimulation mit dem
Kontroll-Antigen (Ko-Ag), dem HSV-Antigen (HSV-Ag) und dem Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB).
Angegeben sind die jeweiligen Frequenzen CD69'IFNy’ CD4 T-Zellen. (B) Dargestellt ist das Analyse-Ergebnis
aller immungesunden Probanden nach Stimulation mit den drei verschiedenen Stimuli. Die Querstriche
reprasentieren jeweils den Median und den Interquartilsabstand. (C) Die Frequenzen der HSV-spezifischen CD4
T-Zellen wurden nach Abzug der entsprechenden Negativkontrolle in Abhdngigkeit des HSV-lgG-Status
dargestellt. (D) Korrelation der HSV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen und HSV-IgG-Levels (RE/ml) aller
immungesunden Probanden. Darstellung der HSV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenz (E) sowie
des HSV-lgG-Levels (F) in Abhédngigkeit vom Alter der Probanden. Die Nachweisgrenzen (NG) sind als
gepunktete Linien visualisiert. Flr die statistischen Analysen wurde der Friedman Test flir gepaarte (B) und der
Kruskal-Wallis Test fir ungepaarte Werte (C, E, F) jeweils in Kombination mit Dunn Post-Test, verwendet.
Signifikante Unterschiede im Post-Test in (B, C) sind mit Sternen gekennzeichnet (** fiir p<0,01, *** fir
p<0,001). Die Korrelationen wurden mit dem Spearman Test kalkuliert. HSV, Herpes-Simplex Virus; IFN,
Interferon; Ig, Immunglobulin; RE/ml, relative Einheiten pro Milliliter.

Die HSV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen lagen bei allen HSV-seronegativen Probanden
(10/26) unterhalb der Nachweisgrenze von 0,025%, wohingegen die 15 analysierten HSV-
seropositiven Probanden mit einer medianen HSV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenz von
0,21% ausnahmslos T-Zell-positiv waren (Abbildung 24C). Lediglich eine Probandin hatte
einen grenzwertigen HSV-lgG-Status bei gleichzeitig hoher HSV-spezifischer CD4

T-Zellfrequenz (0,30%). Zudem war bei den gesunden Probanden eine gute Korrelation
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zwischen den HSV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen und den HSV-IgG-Levels nachweisbar

(p=0,0002 und r=0,6606, Abbildung 24D).

Wahrend die jingeren Probanden (<20 Jahre) sowohl HSV-IgG- als auch HSV-T-Zell-negativ
waren, nahm der Anteil der Probanden mit einem positiven IgG- und T-Zell-Status von
jeweils 37,5% in der Gruppe der 20- bis 30-Jahrigen bis hin zu 100% in der Gruppe der >70-
Jahrigen stetig zu (Abbildung 24E und F). Die Frequenz der SEB-reaktiven CD4 T-Zellen stieg
mit zunehmendem Alter der Probanden kontinuierlich an. Nur bei den Probanden >70-
Jahren konnte eine leichte Abnahme der T-Zellfrequenz festgestellt werden, die auch bei den
HSV-spezifischen CD4 T-Zellen dieser Probanden nachweisbar war. Die HSV-IgG-Levels dieser
Probanden schienen jedoch interessanterweise gegentiber den Probanden zwischen 30 und
70 nicht verringert zu sein. Trotz leichter Tendenzen konnten jedoch bei der Alters-
abhangigen Analyse der T-Zellfrequenzen und der Antikorperlevels keine signifikanten

Unterschiede nachgewiesen werden.

6.2.2 Die zellulire Immunantwort zeigt insgesamt keine deutlichen HSV-spezifischen

Veréinderungen bei Probanden mit eingeschriinkter Inmunfunktion

Um potentielle Auswirkungen einer Immunsuppression auf die HSV-spezifische
Immunantwort untersuchen zu kdénnen, wurden 59 nicht-symptomatische Patienten mit
Immundefizienzen (13 HD, 30 Tx, 16 RD; Patientencharakteristika s. Tabelle 4) zunachst
hinsichtlich ihres HSV-IgG-Status analysiert. Hier zeigte sich, dass 10 Patienten (3 HD, 5 Tx, 2
RD) HSV-seronegativ waren (Abbildung 25A). Von diesen 10 seronegativen Patienten waren
8 T-Zell-negativ und 2 T-Zell-positiv (1 HD 0,486% und 1 Tx 0,037%). Anschliefend wurde die
HSV-spezifische zelluldre Immunantwort der 49 HSV-1gG-positiven Patienten hinsichtlich der
Frequenz, der Expression charakteristischer Oberflachenmolekile und der Zytokinexpression
analysiert und die Ergebnisse mit denen von 13 immungesunden HSV-1gG-positiven Kontroll-

Probanden verglichen.

Zwischen den einzelnen Probanden- und Patientengruppen konnten weder fir die HSV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenz noch fiir die Frequenz SEB-reaktiver CD4 T-Zellen signifikante
Unterschiede identifiziert werden (p=0,269 bzw. 0,058, Abbildung 25B). Jedoch waren die
Frequenzen in der Gruppe der Patienten mit rheumatischen Erkrankungen tendenziell leicht

niedriger als dies bei den ibrigen Gruppen der Fall war.
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Abbildung 25: Die HSV-spezifische zellulare Immunantwort von immunsupprimierten Patienten zeigt keine
Veranderungen in der Frequenz und Expression der Molekiile CTLA-4, PD-1 und CD127. (A) HSV-IgG-Status
immunsupprimierter Patienten (n=13 fir HD, n=30 fur Tx, n=16 fir RD). (B) Dargestellt sind die HSV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen aller HSV-seropositiven immunsupprimierten Patienten
und einer altersangepassten Gruppe immungesunder Kontroll-Probanden (n=13). Die Nachweisgrenze (NG) ist
als gepunktete Linie dargestellt. (C) Reprasentative Punktdiagramme der CTLA-4-, PD-1- und CD127-Expression
auf HSV-spezifischen (jeweils links) und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (jeweils rechts) einer immungesunden
Probandin. Die Expressionsstarke von CTLA-4 und PD-1 wird durch die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
angegeben. Die Expression von CD127 wird anhand des Anteils CD127-positiver HSV-spezifischer bzw. SEB-
reaktiver Zellen an der gesamten IFNy-exprimierenden CD4 T-Zellpopulation bestimmt. (D) Analyseergebnis der
Expression von CTLA-4, PD-1 und CD127 auf HSV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen aller HSV-IgG-
positiven immunsupprimierten Patienten und Kontroll-Probanden von Proben mit mindestens 20 HSV-
spezifischen CD4 T-Zellen. Die Querstriche geben jeweils den Median und den Interquartilsabstand an. Fiir die
statistischen Analysen wurde jeweils der Kruskal-Wallis Test in Kombination mit Dunn Post-Test verwendet.
Signifikante Unterschiede im Post-Test sind mit Sternen gekennzeichnet (* flr p<0,05). CTLA-4, zytotoxisches
Lymphozyten-Antigen-4; HD, Himodialyse-Patient; HSV, Herpes-Simplex Virus; Ig, Immunglobulin; MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat; PD-1, ,programmed death” 1; RD, Patient mit rheumatischer Erkrankung; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; Tx, Transplantat-Empfanger.
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In Abbildung 25C sind reprdsentative Punktdiagramme der CTLA-4-, PD-1 und CD127-
Expression einer immungesunden Probandin nach Stimulation mit dem HSV-Antigen und
dem polyklonalen Stimulus SEB gezeigt. Die Expression der beiden inhibitorischen
Oberflachenmolekiile CTLA-4 und PD-1 auf den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen zeigte
zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p=0,285 bzw. 0,099,
Abbildung 25D). Es fiel jedoch auf, dass die Expressionsstarke dieser Molekiile innerhalb der
einzelnen Patienten-Gruppen sehr stark variierte. Die HSV-spezifischen CD4 T-Zellen der
immunsupprimierten Patienten waren mit medianen Werten von 95,35% (HD), 98,91% (Tx)
und 90,48% mehrheitlich CD127-positiv, wobei die Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen im Gegensatz zu den Transplantatempfangern einen leicht geringeren Anteil
an CD127" HSV-spezifischen CD4 T-Zellen besaRen (p=0,027; im Post-Test Tx vs RD p<0,05).
Die polyklonal stimulierten CD4 T-Zellen der unterschiedlichen Probanden- bzw. Patienten-
Gruppen waren in der Expression von CTLA-4 (p=0,262), PD-1 (p=0,263) und CD127 (0,295)

nahezu gleich.

In Abbildung 26A und B sind reprasentative Punktdiagramme einer 55-jahrigen Probandin
dargestellt, die die Expression der Zytokine IL-2, TNFa und IFNy nach Stimulation mit dem
HSV-Lysat bzw. SEB darstellen. Das Expressionsprofil der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen von
gesunden Probanden, sowie HD- und Tx-Patienten war mehrheitlich durch multifunktionelle
Zellen gekennzeichnet, die in der Lage sind, alle drei analysierten Zytokine zu exprimieren
(Abbildung 26C). Wie bereits zuvor bei der Charakterisierung der VZV-spezifischen
Immunantwort gezeigt wurde (s. Abschnitt 6.1.1.2), exprimierten die SEB-reaktiven CD4
T-Zellen dieser Personen hingegen Uberwiegend das Zytokin TNFa alleine oder in
Kombination mit IL-2 oder IFNy (Abbildung 26D). Bei Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen war die HSV-spezifische zelluldre Immunantwort durch einen signifikant
hoheren Anteil an ausschlielRlich TNFa-exprimierenden CD4 T-Zellen gepragt, wahrend der
Anteil der IFNy'IL-2'TNFa* CD4 T-Zellen gegeniiber den HD-Patienten geringer war
(p=0,0001, Abbildung 26C). Zudem waren die SEB-reaktiven Zellen mehrheitlich durch
ausschlieBlich TNFa-exprimierende CD4 T-Zellen charakterisiert (Median 45,38%), die im
Vergleich zu den anderen Gruppen signifikant erhéht waren (p<0,0001). Dadurch bedingt fiel
der Anteil der Gibrigen Subgruppen in einigen Fallen signifikant niedriger aus. Bei den fir die

Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort eingeschlossenen Patienten (s. Tabelle 2) gab
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es hingegen keine signifikanten Unterschiede im Anteil ausschliefSlich TNFa-exprimierender

SEB-reaktiver CD4 T-Zellen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 26: Die Zytokinexpression HSV-spezifischer CD4 T-Zellen ist lediglich bei Patienten mit
rheumatoiden Erkrankungen leicht verdndert. Dargestellt ist die Expression der Zytokine IFNy-, IL-2- und TNFa
von HSV-spezifischen (oben) und Staphylococcus aureus Enterotoxin B-reaktiven CD4 T-Zellen (SEB, unten). In
(A) und (B) sind reprasentative Punktdiagramme der Zytokinexpression von CD4 T-Zellen einer
immungesunden Probandin dargestellt. (C) und (D) Die CD4 T-Zellen wurden anhand der Expression der
Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa auf sieben Subgruppen aufgeteilt. Um eine hohe Aussagekraft der Statistik zu
gewahrleisten, wurden nur Proben berlcksichtigt, bei denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende CD4
T-Zellen nachgewiesen wurden (n=12 fiir Kontrollen, n=7 fiir HD, n=16 fiur Tx, n=9 fiir RD). Die Balken stellen
den jeweiligen Anteil der Subgruppen der einfach, doppelt oder dreifach-Zytokin-exprimierenden Zellen an
allen HSV-spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4 T-Zellen dar. Dabei sind die Werte als Mittelwert mit der
entsprechenden Standardabweichung angegeben. Zur statistischen Analyse wurde jeweils der One-Way
Analysis of Variance Test mit dem Bonferroni Post-Test verwendet. Signifikanzen im Post-Test wurden mit
Sternen angegeben (* fir p<0,05, ** fur p<0,01, *** fiir p<0,001). HD, Hamodialyse-Patient; HSV, Herpes-
Simplex Virus; IFN, Interferon; IL, Interleukin; RD, Patient mit rheumatischer Erkrankung; TNF,
Tumornekrosefaktor; Tx, Transplantat-Empfanger.

Trotz geringflgiger Unterschiede waren die Frequenz, der Phanotyp und die Funktionalitat
der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen zwischen den verschiedenen nicht-symptomatischen
Probanden- und Patientengruppen wie erwartet sehr dhnlich. Lediglich die RD-Patienten
zeigten sowohl bei der Expression der Oberflaichenmolekiile als auch anhand ihres
Zytokinprofils funktionelle Veranderungen bezogen auf die Ubrigen Personengruppen.
Besonders bei der Expression der Zytokine fiel jedoch auf, dass dies kein HSV-spezifisches
Phdanomen zu sein schien, da auch die SEB-reaktiven Zellen die gleichen charakteristischen

Veranderungen aufwiesen.

120



6.2.3 Die Frequenz, die Zytokinexpression und der Phédnotyp der HSV-spezifischen
Immunantwort zeigen wdéhrend einer akuten HSV-Reaktivierung keine charakteristischen

Veréinderungen

Um immunologische Marker fiir eine akute HSV-Reaktivierung identifizieren zu kdnnen,
wurde die HSV-spezifische Immunantwort von 13 Personen mit einer akuten HSV-
Reaktivierung hinsichtlich ihrer Quantitdt und Funktionalitdt analysiert und mit den
immunologischen Charakteristika der HSV-spezifischen Immunitdt einer Gruppe von 15
altersangepassten nicht-symptomatischen Kontroll-Probanden verglichen. Da die HSV-
spezifischen CD4 T-Zellprofile von Tx-Patienten und Kontroll-Probanden keine signifikanten
Unterschiede aufwiesen (s. Abbildung 25 und 26), wurden in den folgenden Analysen 3 Tx-
Patienten mit akuter HSV-Reaktivierung mit eingeschlossen (s. Tabelle 4,
Patientencharakteristika). Die quantitativen Bestimmung der humoralen und zelluldren
Immunantwort zeigte keine Unterschiede in den T-Zellfrequenzen und den HSV-IgG-Levels
(p=0,7125, p=0,8178, p=0,9633, Abbildung 27A). Interessant war jedoch, dass 2 Personen
trotz positiver HSV-PCR HSV-lgG-negativ waren und zudem geringe HSV-spezifische CD4
T-Zellfrequenzen aufwiesen. Da unklar war, ob es sich hierbei um HSV-Primarinfektionen
handelte, oder nach einer friheren Primarinfektion lediglich keine HSV-spezifischen
Antikorperlevels mehr nachweisbar waren, wurden diese beiden Patienten fiir die weiteren

Analysen ausgeschlossen.

Auch das Zytokinprofil der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen der Personen mit akuter HSV-
Reaktivierung wies keine Reaktivierungs-assoziierten Veranderungen auf und war somit auch
mehrheitlich durch IFNy‘IL-2'TNFa"™ CD4 T-Zellen gekennzeichnet (Abbildung 27B). Wie
erwartet war die Zytokinexpression der SEB-reaktiven Zellen von Personen mit und ohne

HSV-Reaktivierung nahezu gleich.

In Abbildung 27C - E ist die Expression der Oberflaichenmarker CTLA-4, PD-1 und CD127 auf
den HSV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen von immungesunden Probanden und
Personen mit akuter HSV-Reaktivierung dargestellt. Signifikante Unterschiede gab es jedoch

auch bei der Analyse dieser Parameter nicht.
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Abbildung 27: Die HSV-spezifische Immunantwort von Personen mit akuter HSV-Reaktivierung zeigt keine
signifikanten Verdanderungen in der Quantitat sowie der Funktionalitit und dem Phanotyp. Die HSV-
spezifische Immunantwort von altersangepassten nicht-symptomatischen Probanden (n=15) und Personen mit
akuter HSV-Reaktivierung (n=13) wurde hinsichtlich der Frequenz, der Zytokinexpression und der Expression
von CTLA-4, PD-1 und CD127 vergleichend analysiert. Die Werte von Personen mit akutem Herpes Labialis sind
durch rote Symbole markiert. (A) Die Diagramme zeigen die Frequenzen HSV-spezifischer und SEB-reaktiver
CD4 T-Zellen sowie die HSV-IgG-Levels der getesteten Personen. Die gepunktete horizontale Linie reprasentiert
die Nachweisgrenze (NG). Die HSV-IgG-Levels werden in relativen Einheiten pro Milliliter (RE/ml) angegeben.
(B) HSV-spezifische (oben) oder SEB-reaktive CD4 T-Zellen (unten) sind anhand ihrer Expression der Zytokine
IFNy, IL-2 und TNFa (in allen Proben in denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende CD4 T-Zellen nachweisbar
waren; n=14 fir Kontroll-Probanden und n=12 fir Patienten mit HSV-Reaktivierung) unterteilt. Die Zytokin-
exprimierenden Zellen sind in Subpopulationen von einfach-, doppelt- und dreifach-Zytokin-exprimierenden
Zellen eingeteilt. Die Querstriche geben dabei jeweils die Mittelwert und die Standardabweichung an. Die
Expression der Oberflichenmolekile CTLA-4 (C), PD-1 (D) und CD127 (E) wurde jeweils auf den HSV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen aller Messungen mit mindestens 20 HSV-spezifischen CD4 T-Zellen
analysiert (n=12 und 12 fiir CTLA-4, n=10 und 10 fir PD-1, und n=11 und 12 fur CD127 fur Kontroll-Probanden
und Patienten mit akuter HSV-Reaktivierung). Die CTLA-4- und PD1-Expression wird durch die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben. Die Expression von CD127 wird anhand des prozentualen Anteils der
CD127-positiven Zellen von allen IFNy-exprimierenden CD4 T-Zellen bestimmt. (A, C, D, E) Der jeweilige Median
und der Interquartilsabstand sind mit Querstrichen markiert. Signifikante Unterschiede wurden in (A, C, D, E)
unter Verwendung des Mann-Whitney Test und in (B) anhand des ungepaarten t-Tests ermittelt. CTLA-4,
zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; HSV, Herpes-Simplex Viren; IFN, Interferon; lg, Immunglobulin; IL,
Interleukin; PD-1, ,programmed death” 1; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor.
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Da die hier analysierte Gruppe der Patienten mit akuter HSV-Reaktivierung unterschiedliche
Manifestationen der HSV-Reaktivierung umfasste, wurden die Patienten mit akutem Herpes
labialis in Abbildung 27 zusatzlich optisch hervorgehoben (rote Symbole) um festzustellen,
ob sich die HSV-spezifische Immunantwort dieser Patienten von den (brigen
symptomatischen Patienten oder den nicht-symptomatischen Kontroll-Probanden
unterschied. Jedoch konnte weder bei der quantitativen noch der funktionellen
Charakterisierung der HSV-spezifischen Zellen eine separate Gruppierung der
immunologischen Parameter der HSV-spezifischen Immunantwort dieser Patienten

beobachtet werden.

Insgesamt zeigten somit die immunologischen Marker keine Veranderungen, die mit einer
akuten HSV-Reaktivierung im Allgemeinen oder einem akuten Herpes labialis im Speziellen
assoziiert sind. Dies steht im Gegensatz zu den deutlichen Veranderungen, die bei der VZV-

spezifischen Immunantwort bei Patienten mit Herpes Zoster zu beobachten waren.

6.2.4 Die HSV-spezifische Immunantwort wird bei einem akuten Herpes Zoster nur bei

wenigen Personen beeinflusst

Die beiden Herpesviren HSV-1 und HSV-2 sind nahe Verwandte des VZV und es ist bereits
bekannt, dass es T-Lymphozyten gibt, die Kreuzreaktivitdt gegen sowohl HSV als auch VZV
aufweisen (CHIU et al., 2014; OUWENDIJK et al., 2014; JING et al., 2016). Um zu analysieren,
ob die Quantitdat und Qualitat der HSV-spezifischen Immunantwort durch eine akute VZV-
Reaktivierung beeinflusst werden kann, wurde bei 35 HSV-seropositiven Personen mit
akutem Herpes Zoster untersucht, inwieweit auch die HSV-spezifische Immunantwort
typische Veranderungen aufweist. Als Kontrollgruppe diente hierbei eine altersangepasste
Gruppe aus 10 HSV- und VZV-seropositiven Probanden ohne akute VZV-Symptomatik. Die

Personencharakteristika sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Die Ergebnisse der quantitativen und funktionellen Charakterisierung der HSV-spezifischen
CD4 T-Zellen von Personen ohne und mit akutem Herpes Zoster sind in Abbildung 28
dargestellt. Die jeweiligen Mediane bzw. Mittelwerte der VZV-spezifischen Immunantwort
dieser Zoster-Patienten, die eine Subgruppe von den in Abschnitt 6.1.1.4 analysierten
Patienten darstellen, sind durch rote Pfeile markiert, um mogliche Verdanderungen der HSV-
spezifischen Immunantwort hin zu einem Zoster-assoziierten Phanotyp besser identifizieren

zu konnen.
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Abbildung 28: Wahrend eines akuten Herpes Zoster ist die HSV-spezifische CTLA-4- und PD-1-Expression bei
einem Teil der Personen erhéht, wohingegen die iibrigen immunologischen Marker nicht verandert sind. Es
werden jeweils VZV- und HSV-seropositive nicht-symptomatische immungesunde Probanden (n=10) mit
gleichaltrigen Zoster-Patienten (n=35) verglichen. Die roten Pfeile markieren jeweils den Median bzw.
Mittelwert der untersuchten Parameter VZV-spezifischer CD4 T-Zellen der Zoster-Patienten. (A) Die Diagramme
zeigen die HSV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen (CD69°/IFNy’) an. Die Nachweisgrenze
(NG) ist durch eine gepunktete Linie dargestellt. Vergleichend wurde zudem der jeweilige Anteil der
ausschlieBlich IFNy-exprimierenden (B) und der multifunktionellen CD4 T-Zellen (IFNy'IL-2"TNFa’) (C) in allen
Proben, in denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende CD4 T-Zellen nachweisbar waren analysiert (n=9 fiir
nicht-symptomatische Personen bzw. n=18 fiir Personen mit VZV-Reaktivierung). Die Werte sind dabei jeweils
als Mittelwert mit entsprechender Standardabweichung angegeben (Querstriche). Die Expression von CTLA-4,
CD127 und PD-1 auf HSV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen aller Personen mit mindestens 20 HSV-
spezifischen CD4 T-Zellen sind in (D-F) dargestellt (n=8 und 20 fiir CTLA-4, n=8 und 17 fiir CD127, und n=6 und
15 fur PD-1 fir nicht-symptomatische Personen bzw. Personen mit akuter VZV-Reaktivierung). Die CTLA-4- und
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PD-1-Expression wird durch die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben. Die Expression von CD127 wird
anhand des prozentualen Anteils der CD127-positiven Zellen von allen IFNy-exprimierenden CD4 T-Zellen
bestimmt. In (A, D, E, F) geben die Querstriche jeweils den Median und den Interquartilsabstand an.
(G) Dargestellt sind die medianen Werte der HSV-spezifischen T-Zellfrequenz, CTLA-4- und CD127-Expression
von 8 Zoster-Patienten wahrend und mehr als 3 Monate nach einem akuten Zoster. Signifikante Unterschiede
wurden in (A, D, E, F) unter Verwendung des Mann-Whitney Test und in (B, C) anhand des ungepaarten t-Tests
ermittelt. Die Analyse der gepaarten Daten (G) wurde mit dem Wilcoxon Test durchgefiihrt. CTLA-4,
zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; HSV, Herpes-Simplex Virus; IFN, Interferon; IL, Interleukin; PD-1,
»,programmed death” 1; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor.

Die medianen Frequenzen der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen von Personen ohne und mit
akuter VZV-Reaktivierung waren nahezu identisch (p=0,8165) und lagen unterhalb der
Frequenz VZV-spezifischer CD4 T-Zellen wahrend einer akuten VZV-Reaktivierung (Abbildung
28A). Die SEB-reaktiven CD4 T-Zellen waren in den beiden Gruppen ebenfalls gleich. Da es
wahrend eines akuten Herpes Zosters typischerweise zum Verlust multifunktioneller VZV-
spezifischer CD4 T-Zellen bei gleichzeitigem Anstieg der ausschlieBlich IFNy-exprimierenden
VZV-spezifischen CD4 T-Zellen kommt (s. Abschnitt 6.1.1.4), lag der Fokus der Analyse der
HSV-spezifischen Zytokinexpression auf diesen beiden Subpopulationen. Das Ergebnis zeigte
jedoch eindeutig, dass es bei den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen nicht zu generellen Zoster-
assoziierten Veranderungen der Zytokinexpression kommt und insbesondere der Anteil der
ausschlieBlich IFNy-exprimierenden T-Zellen mit 7,56% gering blieb (Abbildung 28B und C).
Zudem konnte auch bei der Analyse der Ubrigen Subgruppen Zytokin-exprimierender HSV-
spezifischer CD4 T-Zellen keine Veranderungen zwischen den Personen mit und ohne Zoster
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Das Zytokinexpressionsprofil SEB-reaktiver CD4

T-Zellen war wéhrend eines akuten Zosters ebenfalls unverandert.

In der Expression der Oberflaichenmolekiile auf HSV-spezifischen CD4 T-Zellen konnten
insgesamt ebenfalls keine Unterschiede mit statistischer Signifikanz zwischen der Gruppe der
nicht symptomatischen Probanden und der Gruppe der Personen mit akutem VZV-
Infektgeschehen nachgewiesen werden (Abbildung 28D - F). Dennoch fiel bei einem Teil der
Personen mit akutem Herpes Zoster auf, dass auch bei den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen
Veranderungen in der Expression dieser Oberflaichenmolekile auftraten, wie sie bereits bei
den VZV-spezifischen Zellen dieser Personen beobachtet werden konnten. So konnte bei
diesen Personen eine erhéhte CTLA-4- und PD-1-Expression der HSV-spezifischen CD4
T-Zellen gemessen werden. Allerdings konnten auch bei den SEB-reaktiven CD4 T-Zellen eine

leicht erhohte CTLA-4- und PD-1-Expression nachgewiesen werden, wobei die
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Veranderungen im Vergleich zu der HSV-spezifischen Immunantwort bei CTLA-4 schwacher

und bei PD-1 starker ausgepragt waren.

Von 8 der Zoster-Patienten konnte mehr als 3 Monate nach der akuten VZV-Reaktivierung
eine erneute Analyse der HSV-spezifischen Immunantwort durchgefiihrt werden (Abbildung
28G). Aufgrund der geringen Personenzahl und der teilweise geringen Anzahl HSV-
spezifischer CD4 T-Zellen konnte nicht von allen Parametern eine Verlaufsmessung mit
statistischer Aussagekraft durchgefiihrt werden. Wahrend die Frequenz, die HSV-IgG-Levels
und die CD127-Expression keine Verdanderungen zu den Werten wahrend der akuten VZV-
Reaktivierung zeigten, konnte auf den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen ein deutlicher
Rickgang der CTLA-4-Expression nachgewiesen werden, wie er zuvor fir die VZV-

spezifischen T-Zellen beschrieben wurde (p=0,0391).

Insgesamt zeigte sich somit, dass es wahrend eines akuten VZV-Infektes zu keiner generellen
Veranderung des Phanotyps und der Funktionalitdt der HSV-spezifischen Immunitdt zu
kommen scheint. Dennoch geben die Analysen Hinweise darauf, dass bei vereinzelten
Personen insbesondere die Expression von CTLA-4 auf den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen
durch eine VZV-Reaktivierung beeinflusst werden kann, was moglicherweise durch eine

Kreuzreaktivitat dieser CD4 T-Zellen zwischen VZV und HSV verursacht werden kénnte.

6.3 Nachweis Antigen-spezifischer Immunzellen in extrasanguinen Fliissigkeiten

6.3.1 Entwicklung eines neuen Analyseverfahren zum verbesserten Nachweis Antigen-

spezifischer Immunzellen aus Cerebrospinalfliissigkeit

Der indirekte immunbasierte Erregernachweis im Blut wird haufig dann angewandt, wenn
der direkte Erregernachweis oder die Anamnese nicht oder nur eingeschrankt moglich sind
und eine systemische Reaktion vorliegt. Je nach Erreger und Infektionsort kénnen solche
systemischen Immunreaktionen ausbleiben, sodass die Analyse von Immunzellen am
Infektionsort eine vielversprechende Alternative bietet. Um die haufig am Ort der Infektion
angereicherten Immunzellen nachweisen zu kénnen, werden diese aus extrasanguinen
FlUssigkeiten isoliert, die direkt vom Infektionsort stammen. Unter anderem aufgrund der
haufig geringen Immunzellzahl in diesen extrasanguinen Flissigkeiten sind die derzeit
bestehenden Methoden fiir die Quantifizierung und Charakterisierung dieser Zellen nicht

optimal. Im folgenden Experiment wird am Beispiel der Cerebrospinalfliissigkeit (Liquor, CSF)
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von Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen die Entwicklung eines neuen
immunbasierten Analyseverfahrens zum verbesserten Nachweis Antigen-spezifischer

Immunzellen in extrasanguinen Flissigkeiten veranschaulicht.

6.3.1.1 Isolierte Immunzellen aus CSF einer Patientin mit VZV-bedingter ZNS-Erkrankung

kénnen nicht effektiv Antigen-spezifisch stimuliert werden

Um zu analysieren, ob Immunzellen aus CSF Antigen-spezifisch stimuliert werden kdnnen,
wurden die Immunzellen aus CSF einer Patientin mit akuter VZV-bedingter Meningoneuritis
isoliert und anschlieBend Antigen-spezifische stimuliert. In Abbildung 29 sind die
Punktdiagramme der in der CSF enthaltenen Lymphozyten mit den jeweiligen Antigen-
spezifischen CD4 T-Zellen nach Stimulation mit dem Kontroll-Antigen (Negativkontrolle),
dem VZV-Antigen und dem polyklonalen Stimulus SEB (Positivkontrolle) dargestellt.
A Ko-Ag B VZV-Ag C SEB

Lymphozyten (CSF) Lymphozyten (CSF) Lymphozyten (CSF)
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Abbildung 29: Kein Nachweis Erreger-spezifischer T-Zellen bei alleiniger Stimulation von CSF-Immunzellen.
Aus der CSF isolierte Immunzellen einer Patientin mit VZV-Meningoneuritis wurden mit dem Kontroll-Antigen
(Ko-Ag, Negativkontrolle) (A), mit dem Varizella-Zoster-Virus-Antigen (VZV-Ag) (B) und dem polyklonalen
Stimulus SEB (Positivkontrolle, C) stimuliert. Die durchflusszytometrisch identifizierten CD4 T-Zellen
(umgrenzter Bereich, jeweils oben) wurden hinsichtlich der Frequenz reaktiver (CD69°IFNy’) CD4 T-Zellen
(umgrenzter Bereich, Prozentzahlen jeweils unten) analysiert. CSF, Cerebrospinalfliissigkeit; IFN, Interferon;
SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B. Abbildung reproduziert aus Patentschrift zu dieser Arbeit (SCHUB et
al., 2015b).

ErwartungsgemadlR wurden nach Stimulation mit dem Kontroll-Antigen keine Antigen-

spezifischen Immunzellen detektiert (0,00%, Abbildung 29A). Nach Stimulation mit SEB
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zeigten hingegen 6,70% der CD4 T-Zellen eine Ko-Expression des Aktivierungsmarker CD69
und des Zytokins IFNy (Abbildung 29C). Folglich waren die Zellen grundsatzlich in der Lage,
nach einer polyklonalen Stimulation zu reagieren. Allerdings konnten nach der Stimulation
mit dem VZV-Antigen jedoch keine VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nachgewiesen werden

(0,00%, Abbildung 29B).

Da fir eine erfolgreiche Antigen-spezifische Stimulation neben den zu stimulierenden
T-Zellen auch Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) notwendig sind, wurde eine Subtypen-
Analyse der aus der CSF der Patientin isolierten Immunzellen durchgefiihrt, um die darin
enthaltenen Immunzelltypen zu identifizieren. Dabei wurden die Immunzellen
durchflusszytometrisch anhand der GréRBe und Granularitdt sowie durch die Markierung
charakteristischer Oberflachenmarker mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern analysiert
und eingeteilt (Abbildung 30). Die CSF-Immunzellen waren mehrheitlich der T-Lymphozyten-
Population zuzuordnen (98,51%), was sich deutlich von der typischerweise im Blut
vorliegenden Verteilung unterscheidet. Der Anteil der APCs, zu denen Monozyten und
B-Zellen gehoéren, war hingegen sehr gering, wobei die Identifizierung der Monozyten

anhand des SSC- und FSC-Signals aufgrund dieser geringen Zellzahlen erschwert war.

Die Analyse einer zweiten CSF-Probe eines Patienten mit VZV-Meningoenzephalitis
offenbarte ebenfalls eine sehr niedrige APC-Zellzahl, wahrend die (iberwiegende Mehrheit
der Zellen T-Lymphozyten waren. Da bei diesem Patienten ebenfalls keine VZV-spezifischen
T-Zellen nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt), konnte die geringe Menge an
APCs bei Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen ein Faktor sein, der eine effektive

Antigen-spezifische Stimulation verhindert.
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Abbildung 30: Die durchflusszytometrische Analyse der Immunzellsubtypen in CSF einer Patientin mit VZV-
bedingter Meningoneuritis offenbarte hohe T-Zellzahlen aber nur eine geringe Anzahl APCs (B-Zellen und
Monozyten). (A) Die CSF-Immunzellen werden aufgrund ihrer GréoBe (FSC-Signal) und Granularitat (SSC-Signal)
in Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterteilt. (B) Die Lymphozyten wurden anschliefend anhand
ihres CD3 und CD19 Signals in B-Zellen (CD3'CD19") und T-Zellen (CD3°CD19) sowie CD19°CD3 Lymphozyten
unterteilt. (C) Letztgenannte sind zum Teil NK-Zellen (CD56/CD16'CD3’). (D) Die CD3-positiven Immunzellen
wurden in CD4 und CD8 T-Zellen unterteilt. APCs, Antigen-prasentierende Zellen; CSF, Cerebrospinalflissigkeit;
FSC, Vorwartsstreulicht; NK-Zellen, natirliche Killerzellen; SSC, Seitwartsstreulicht; VZV, Varizella-Zoster Virus.

6.3.1.2 Isolierte und Fluorochrom-markierte Immunzellen der CSF werden mit Blut ko-

inkubiert, um eine effektive Antigen-spezifische Stimulation zu erméglichen

Um unter anderem eine ausreichende Anzahl Antigen-prasentierender Immunzellen
wahrend der Stimulation zu gewahrleisten und somit einen potentiellen limitierenden Faktor
auller Kraft zu setzen, wurden die isolierten CSF-Immunzellen wahrend der Stimulation mit
Blut derselben Patientin (VZV-Meningoneuritis) ko-inkubiert. Um die Immunzellen aus CSF
und aus Blut bei der anschliefenden durchflusszytometrischen Messung diskriminieren zu
konnen, wurden die isolierten CSF-Immunzellen vor der Ko-Inkubation mit Blut mit einem
Fluorochrom-gekoppelten Antikorper gegen den Leukozyten-Oberflaichenmarker CD45

markiert (Abbildung 31). Nach der simultanen Stimulation und Fixierung der Zellen wurden
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mit Fluorchrom-markierten Antikérpern Oberflaichenmarker (CD4, CD69, CTLA-4) und
Zytokine (IFNy, IL-2, TNFa) von Interesse angefarbt und abschlieBend durchflusszytometrisch
analysiert. Der detaillierte Ablauf der neu entwickelten Methode ist in Abschnitt 5.4

beschrieben.

Fluorochrom-gekoppelter

anti-CD45-AK
l Blut + CSF

. A /

|
CSF-Zellen Blut : . e
| 1. Antigen-spezifische Stimulation
: 2. Fixierung
, 3 Intrazelluldre Farbung
| 4. Durchflusszytometrische Analyse
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Abbildung 31: Die Markierung der CSF-Immunzellen mit Fluorochrom-gekoppelten anti-CD45 Antikorpern
ermoglicht nach der simultanen Stimulation mit Blut die Diskriminierung reaktiver Inmunzellen aus CSF und
Blut. Dargestellt ist das simultane Stimulationsverfahren mit Fokus auf der Markierung von Immunzellen aus
CSF mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern. Dabei werden isolierte CSF-Immunzellen mit Fluorochrom-
gekoppelten anti-CD45-Antikérpern markiert und anschlieBend in Anwesenheit von Blut Antigen-spezifisch
stimuliert. Nach der Fixierung der Zellen und der intrazelluldren Farbung werden die Zellen durchfluss-
zytometrisch analysiert, wobei CSF-Immunzellen (blau) anhand des Fluoreszenzsignals des anti-CD45-
Antikorpers von Immunzellen aus dem Blut (rot) unterschieden werden konnen (siehe Punktdiagramm, rechts).
AK, Antikoérper; CSF, Cerebrospinalflissigkeit; IFN, Interferon.

In Abbildung 32 sind die Ergebnisse der VZV-spezifischen Stimulation von CSF-Zellen mit Ko-
Inkubation mit Blut derselben Patientin (mit akuter VZV-bedingter Meningoneuritis)
dargestellt. Wahrend die Stimulation mit dem VZV-Antigen ohne Ko-Inkubation mit Blut
keine spezifische Aktivierung von CSF-Immunzellen hervorrief (s. Abbildung 29), konnte nach

simultaner Stimulation von CSF-Immunzellen und Blut eine VZV-spezifische CD4
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T-Zellfrequenz von 1,29% der CSF-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 32). Zudem
konnte durch die simultane Stimulation in derselben Messung gleichzeitig die VZV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenz im Blut detektiert werden, die mit 0,21% deutlich geringer
war als bei den CSF-Immunzellen. Dies lasst auf eine Anreicherung von VZV-spezifischen CD4

T-Zellen in der CSF im Vergleich zum Blut schlieRen.

CSF
mit Ko-Inkubation

Lymphozyten (CSF) Lymphozyten (Blut)

CD4

CD69

IFNy

Abbildung 32: Die Stimulation von CSF-Immunzellen in Anwesenheit von Blut ermoglicht den Nachweis VZV-
spezifischer Immunzellen aus CSF. Dargestellt sind die aus einer simultanen Stimulationsreaktion
identifizierten Immunzellen aus CSF (blau) und aus Blut (rot), die hinsichtlich reaktiver (CD69'IFNy*) CD4
T-Zellen analysiert wurden. Die Immunzellen wurden in Anwesenheit von Blut mit dem VZV-Antigen stimuliert.
Die Prozentzahlen beziehen sich dabei jeweils auf den Anteil CD69'IFNy” Zellen an allen CD4 T-Zellen. CSF,
Cerebrospinalflussigkeit; IFN, Interferon; VZV, Varizella-Zoster Virus. Abbildung reproduziert aus Patentschrift
zu dieser Arbeit (SCHUB et al., 2015b).

Insgesamt wurde ein neues methodisches Prinzip etabliert, das durch die simultane
Stimulation mit Blut den Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen aus CSF erst ermdglicht und

potentiell limitierende Faktoren wie das Fehlen von APCs kompensieren kann.
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6.3.2 Kontrollexperimente zur Validierung des Analyseverfahrens zum verbesserten

Nachweis Antigen-spezifischer Inmunzellen aus extrasanguinen Fliissigkeiten

6.3.2.1 Die Frequenz Antigen-spezifischer und polyklonal stimulierter CD4 T-Zellen bleibt

bei Zugabe von unterschiedlichen Mengen an vorgefirbten Zellen konstant

Im nachfolgenden Validierungsschritt wurde Uberpriift, ob die Anzahl der extrasanguinen
Immunzellen, die zum Blut zugegeben werden, einen Einfluss auf die Antigen-spezifische
Stimulation bzw. auf die ermittelte polyklonale CD4 T-Zellfrequenz hat. Dazu wurden unter
Verwendung der durchflusszytometrischen Zellsortierung vitale T-Zellen (CD3") aus den
PBMCs eines CMV-seropositiven immungesunden Probanden isoliert, die in der

nachfolgenden Analyse die isolierten Immunzellen einer extrasanguinen Flissigkeit

simulieren.
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Abbildung 33: Die nachweisbare CMV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz bleibt bei unterschiedlichen
Ausgangszahlen an vorgefirbten CD3 T-Zellen konstant. (A) Dargestellt ist der Anteil von T-Zellen (CD3") vor
und nach der durchflusszytometrischen Zellsortierung von PBMCs eines immungesunden Probanden.
(B) Dargestellt sind Punktdiagramme von CD4 T-Zellen nach simultaner Stimulation von jeweils 20.000
isolierten und vorgefirbten CD3 T-Zellen (CD45", blau) und Blut (CD45’, rot), jeweils mit dem Kontroll-Antigen
(Ko-Ag), dem CMV-Antigen (CMV-Ag) und dem polyklonalen Stimulus Staphylococcus aureus Enterotoxin B
(SEB). Die CD4 T-Zellen sind dabei nach dem CD45- und IFNy-Signal aufgetrennt. (C) Die CMV-spezifischen und
SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen (CD69'IFNy’) von unterschiedlichen Ausgangszahlen vorgefirbter T-Zellen
und ungefarbten Blutzellen sind dargestellt. CMV, Cytomegalievirus; IFN, Interferon.

Die durch Sortierung erzielte Reinheit der isolierten T-Zellpopulation betrug 99,9%
(Abbildung 33A). Nach der Regeneration der T-Zellen Gber Nacht im Brutschrank wurden die

isolierten T-Zellen mit einem Antikorper gegen CD45 vorgefarbt und in unterschiedlichen
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Mengen (0-500.000 T-Zellen) mit je 300ul Vollblut desselben Probanden vermengt und
stimuliert. In Abbildung 33B sind exemplarisch die Ergebnisse der Stimulationen mit dem
Kontroll-Antigen, dem CMV-Lysat und der Positivkontrolle SEB nach Zugabe von 20.000
vorgefarbten T-Zellen dargestellt. Dabei wurden die dargestellten CD4 T-Zellen anhand ihres
CD45- und IFNy-Signals aufgetrennt. Das Ergebnis der Analyse mit unterschiedlichen Mengen
an vorgefarbten CD3 T-Zellen zeigte, dass die Frequenzen CMV-spezifischer und SEB-
reaktiver CD4 T-Zellen der vorgefarbten (isolierte T-Zellen, blau) und ungefarbten Population
(Blut, rot) bei den hier verwendeten Zellzahlen konstant blieben (Abbildung 33C). Lediglich
nach Zugabe von 500.000 vorgefarbten T-Zellen konnten geringfligig geringere Frequenzen
SEB-reaktiver CD4 T-Zellen gemessen werden. Darliber hinaus ist zu vermerken, dass die
durch CMV und SEB hervorgerufenen Reaktivitdten bei den zuvor durchflusszytometrisch
isolierten T-Zellen etwas schwacher ausfielen, als dies bei den aus Vollblut stimulierten

Immunzellen der Fall war.

6.3.2.2 Monozyten, aber nicht B-Zellen, sind fiir die Stimulation Antigen-spezifischer

T-Zellen von entscheidender Bedeutung

Nachfolgend sollte lberprift werden, welche Immunzellen fiir eine erfolgreiche Antigen-
spezifische Stimulation von T-Zellen von Bedeutung sind und somit bei Abwesenheit einen
limitierenden Faktor fur die bisherigen in vitro Stimulationsverfahren von T-Zellen aus

extrasanguinen Flissigkeiten darstellen konnten.

Um den Einfluss von Monozyten auf die Induktion einer CMV-spezifischen Immunantwort zu
analysieren, wurden konstante Mengen durchflusszytometrisch isolierter T-Zellen (100.000
T-Zellen pro Ansatz) mit unterschiedlichen Mengen magnetisch isolierter Monozyten und
dem CMV-Lysat, bzw. der entsprechenden Negativ- und Positivkontrolle stimuliert
(Abbildung 34). Die Reinheit der beiden dafiir isolierten Zellpopulationen ist in Abbildung
34A dargestellt. Zu beachten ist hierbei, dass alle Immunzellen aus Blutproben desselben
Probanden isoliert wurden, um eine Ubereinstimmung der HLA-Molekiile und Kompatibilitit
der T-Zell-Rezeptoren zu gewahrleisten. In Abbildung 34B sind beispielhaft die
Punktdiagramme einer Stimulation von isolierten T-Zellen nach Zugabe von 500.000
Monozyten dargestellt. Die Messungen mit verschiedenen Konzentrationen an Monozyten
zeigten, dass ohne Zugabe von Monozyten keine CMV-spezifische CD4 T-Zellantwort

induziert wurde (Abbildung 34C). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass bereits bei
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Zugabe von geringen Mengen an Monozyten eine geringe CMV-spezifische CD4
T-Zellfrequenz detektiert werden konnte, die mit zunehmender Monozytenzahl anstieg, bis
ein Maximum von 0,25% CMV-spezifischer CD4 T-Zellen erreicht wurde. Die Frequenz SEB-
reaktiver CD4 T-Zellen stieg ebenfalls mit zunehmender Monozytenzahl an, wobei bei der
hochsten Konzentration eine leicht geringere Frequenz SEB-reaktiver CD4 T-Zellen gemessen
wurde. Interessanterweise konnten jedoch auch in Abwesenheit der Monozyten durch SEB
T-Zellen polyklonal stimuliert werden, wenngleich die Frequenz mit 0,66% deutlich geringer

war, als dies in Anwesenheit von Monozyten der Fall war.
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Abbildung 34: CMV-spezifische T-Zellen kénnen in Anwesenheit von Monozyten, aber nicht von B-Zellen
stimuliert werden. Durchflusszytometrisch isolierte CD3 T-Zellen wurden in Anwesenheit von Monozyten oder
B-Zellen stimuliert. (A) Reinheit des T-Zell- (blau) und Monozyten-Isolats (griin). (B) Reprasentative
Punktdiagramme von CD4 T-Zellen nach Stimulation von je 100.000 T-Zellen mit dem Kontroll-Antigen (Ko-Ag),
dem CMV-Antigen (CMV-Ag) und dem polyklonalen Stimulus Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) in
Anwesenheit von je 500.000 Monozyten. Die Prozentzahlen geben jeweils die Frequenz reaktiver (CD69'IFNy’)
CD4 T-Zellen an allen CD4 T-Zellen an. (C) Frequenzen reaktiver CD4 T-Zellen nach Stimulation von je 100.000
T-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an Monozyten. (D) Punktdiagramme von CD4 T-Zellen nach Stimulation
von je 100.000 T-Zellen mit dem Ko-Ag, dem CMV-Ag und SEB in Anwesenheit von je 200.000 Zellen des
B-Zellisolats. Die Prozentzahlen geben jeweils die Frequenz reaktiver (CD69°IFNy’) CD4 T-Zellen an allen CD4
T-Zellen an. CMV, Cytomegalievirus; IFN, Interferon.
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Neben Monozyten koénnen auch B-Zellen Antigene prdsentieren, wenngleich diese
hauptsachlich Gber Antikorper-vermittelte Endozytose exogener Antigene initiiert wird. Um
zu untersuchen, ob sich CMV-spezifische T-Zellen auch aus isolierten T-Zellen unter alleiniger
Zugabe von B-Zellen und einem CMV-Lysat stimulieren lassen, wurden zusatzlich vitale
B-Zellen durchflusszytometrisch isoliert (Abbildung 34D). Mit 86,3% CD19-positiver Zellen
war das verwendete B-Zellisolat weniger rein als das T-Zell- und Monozytenisolat. Allerdings
waren neben den B-Zellen hauptsachlich NK-Zellen in dem Isolat enthalten, wahrend der
Anteil der Monozyten und T-Zellen jeweils nur 0,5% betrug. Nach Regeneration der B- und
T-Zellisolate Gber Nacht im Brutschrank wurden jeweils 100.000 T-Zellen mit 200.000 Zellen
des B-Zellisolats stimuliert. Das in Abbildung 34E dargestellte Ergebnis der abschlieBenden
durchflusszytometrischen Analyse zeigt, dass B-Zellen das CMV-Lysat vermutlich nicht so
prozessieren und prasentieren konnten, dass eine nachweisbare CMV-spezifische CD4
T-Zellantwort induziert wurde. Lediglich nach Stimulation mit dem polyklonalen Stimulus SEB
konnten reaktive Zellen identifiziert werden, da fir die stimulatorische Wirkung von SEB
keine Prozessierung und Pradsentierung notwendig ist. Insgesamt scheint somit fiir eine
effiziente Antigen-spezifische Stimulation von T-Zellen in vitro die Anwesenheit von
Monozyten erforderlich zu sein, wohingegen B-Zellen allein keine Antigen-spezifische

Reaktion der CD4 T-Zellen induzieren konnten.

6.3.2.3 Zur Vorfirbung verwendete Antikérper werden wéhrend der Stimulation nicht auf

ungeférbte Blutzellen iibertragen

Da bei dem neuen Analyseverfahren zum Nachweis Antigen-spezifischer Immunzellen in
extrasanguinen Flissigkeiten und Blut ausschlieflich die Immunzellen aus der
extrasanguinen Flussigkeit vorgefarbt werden, ist es von entscheidender Bedeutung, dass
wahrend der nachfolgenden Ko-Inkubation keine Fluorochrom-gekoppelten Antikérper
dissoziieren und auf die ungefarbten Immunzellen des Blutes (ibertragen werden. Um die
Stabilitat der Fluorochrom-Markierung wahrend der Antigen-spezifischen Stimulation zu
Uberprifen, wurden PBMCs einer 24-jahrigen Probandin mit zwei unterschiedlichen
Fluorochrom-gekoppelten CD45-Antikorpern (V500 und APC; verschiedene Klone, s. Material
und Methoden) markiert und anschlieBend unter Verwendung des simultanen
Stimulationsverfahrens in Anwesenheit von Blut mit dem VZV-Antigen stimuliert, wobei bei

der abschlieRenden intrazelluldaren Farbung zusatzlich IFNy, CD69 und CD4 mit Fluorochrom-
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gekoppelten Antikérpern markiert wurden. Falls die zur Vorfarbung verwendeten Antikdrper
wahrend der Stimulation auf zuvor ungefarbte Blutzellen libertragen werden wiirden, waren
bei der abschlieRenden durchflusszytometrischen Analyse neben CD45-APC'V500" und
CD45-APCV500  CD4 T-Zellen auch CD45APC'V500  und CD45APCV500" CD4 T-Zellen zu
erwarten. Die Messung zeigte jedoch, dass ausschlieflich doppelt-markierte (17,25%) und
unmarkierte CD4 T-Zellen (82,75%) vorhanden waren (Abbildung 35A). Somit ist
anzunehmen, dass die zur Vorfarbung verwendeten Antikérper wahrend der Stimulation
nicht auf die unmarkierten Immunzellen aus dem Blut lbertragen werden. Da die VZV-
spezifischen Frequenzen bei den markierten PBMCs und unmarkierten Blutzellen wie
erwartet gleich waren, konnte zudem gezeigt werden, dass die Markierung der Zellen mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern keinen Einfluss auf die Antigen-spezifische CD4

T-Zellfrequenz hat (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Fluorochrom-gekoppelte Antikorper werden wahrend der Stimulation nicht auf ungefarbte
Immunzellen {ibertragen. (A) Nach der doppelten Vorfirbung von PBMCs mit zwei unterschiedlichen
Fluorochrom-gekoppelten anti-CD45 Antikorpern und der anschlieBenden simultanen Stimulation mit
ungefarbtem Blut werden alle CD4 T-Zellen anhand des APC- und V500-Signals aufgetrennt. Doppelt CD45-
negative sind in rot und doppelt CD45-positive CD4 T-Zellen in blau dargestellt. (B) Die jeweilige Frequenz der
VZV-spezifischen (CD69°IFNy*) CD4 T-Zellen ist als Prozentzahl angegeben. IFN, Interferon; VZV, Varizella-Zoster
Virus.
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6.3.3 Anwendung des neu entwickelten simultanen Stimulationsverfahrens zur Analyse

anderer extrasanguiner Fliissigkeiten

6.3.3.1 Blasenspiilfliissigkeit von Blasenzellkarzinom-Patienten

Bei Patienten mit nicht-muskelinvasivem Blasenzellkarzinom wird nach Resektion des
entarteten Gewebes der BCG-Impfstoff (Bacille Calmette Guérin), der auch zur Impfung
gegen Mycobakterium tuberculosis (M. tuberculosis) verwendet wird, in definierten
Abstdanden in die Blase appliziert um das Auftreten von Rezidiven zu verringern (BRANDAU,

SUTTMANN, 2007; BABJUK et al., 2013).

Die dadurch unter anderem ausgeloste spezifische Immunantwort kann unter Verwendung
von gereinigtem Tuberkulin (PPD ,purified protein derivative”) als Antigen nachgewiesen
werden. Neben der Analyse der systemischen PPD-spezifischen Immunantwort im Blut, die
bereits in ersten Studien zur Determinierung des Therapieerfolgs herangezogen wurde
(ELSARER et al., 2013), kdnnte auch die Quantifizierung und Charakterisierung der lokal in
der Blase induzierten bzw. potentiell angereicherten Immunantwort durch Stimulation der in

der BSF enthaltenen T-Zellen Hinweise fiir einen Therapieerfolg liefern.

-
25 BSF-Proben
von 11 Patienten mit
Blasenzellkarzinom
\_
( )
5 BSF-Proben 20 BSF-Proben
mit ausreichender T-Zellzahl mit geringer T-Zellzahl
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( N\
Stimulation:
3x Immunzellen aus BSF alleine
5x Simultan Immunzellen aus BSF +
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Abbildung 36: Ubersicht (iber die Blasenspiilfliissigkeits-Proben und die Verwendbarkeit fiir
Stimulationsexperimente. Von 25 Blasenspulfliissigkeits-Proben (BSF-Proben) von 11 Patienten mit
Blasenzellkarzinom konnte nur in 5 Proben eine fiir Stimulationsexperimente ausreichende T-Zellzahl
nachgewiesen werden. Drei Proben wurden vergleichend ohne und mit Ko-Inkubation stimuliert. Zusatzlich
wurden 2 Proben ausschlieBlich unter Verwendung des simultanen Stimulationsverfahrens analysiert.
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Abbildung 37: Die Nachweisbarkeit angereicherter PPD-spezifischer T-Zellen aus Blasenspiilfliissigkeit wird
durch die Verwendung des simultanen Stimulationsverfahrens verbessert. (A) Dargestellt sind
Punktdiagramme von Immunzellen aus Blasenspiilflissigkeit (BSF) und Blut von zwei Blasenzellkarzinom-
Patienten mit hoher Lymphozytenanzahl. Die Immunzellen wurden anhand des FSC- (GroRe) und des SSC-
Signals (Granularitat) in Granulozyten, Lymphozyten und bei den Blutzellen zusatzlich in Monozyten eingeteilt.
(B) Beispielhafte Punktdiagramme von Lymphozyten und PPD-spezifischen CD4 T-Zellen aus BSF nach
Stimulation in Abwesenheit (links) und Anwesenheit von Blut derselben Person (rechts). Die Prozentzahlen
beziehen sich jeweils auf den Anteil PPD-spezifischer (CD69'IFN-y*) Zellen an allen CD4 T-Zellen. (C) Vergleich
der Frequenzen PPD-spezifischer Immunzellen aus BSF ohne und mit Ko-Inkubation mit Blut, sowie der PPD-
spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen im Blut ohne und mit Ko-Inkubation mit BSF-Immunzellen von
Blasenzellkarzinom-Patienten (n=5). Die beiden orangenen Symbole markieren Patienten bei denen aufgrund
der geringen BSF-Gesamtzellzahl keine Stimulation von BSF-Immunzellen ohne Ko-Inkubation mit Blut
durchgefiihrt wurde. (D) Vergleichende Analyse der PPD-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen aus BSF
und Blut von Blasenzellkarzinom-Patienten (n=5). IFN, Interferon; PPD, ,purified protein derivative”; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B. Abbildungsteil (B) reproduziert aus Patentschrift zu dieser Arbeit (SCHUB
et al., 2015b).

Zu diesem Zweck wurden 25 BSF- und Blut-Proben von 11 Blasenzellkarzinom-Patienten
unter BCG-Instillations-Therapie analysiert (Abbildung 36). In Abbildung 37A sind
reprasentative Punktdiagramme der BSF und Blut von zwei dieser Patienten dargestellt. Die
darin enthaltenen Immunzellen sind dabei entsprechend ihrer GréRe (FSC) und Granularitat
(SSC) abgebildet. Unabhangig davon, ob in einer BSF genligend T-Zellen fiir eine Stimulation
enthalten waren, war —im Gegensatz zum Blut - bei der Mehrheit der Patientenproben allein

aufgrund des FSC- und SSC-Signals eine eindeutige Abgrenzung von Lymphozyten und
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Granulozyten erschwert, wahrend Monozyten meist gar nicht detektierbar waren.
Dementsprechend konnte das Verhaltnis von Monozyten und T-Zellen in der BSF und im Blut
nicht verglichen werden. Dennoch fiel im Gegensatz zu den CSF-Proben auf, dass in der BSF
die Anzahl der Lymphozyten stark variierte, obgleich bei den meisten Patienten (iberwiegend
Granulozyten nachweisbar waren. Folglich war unklar, ob ausreichend APCs in den isolierten
Proben vorhanden waren, um die T-Zellen ohne Ko-Inkubation mit Blut PPD-spezifisch
stimulieren zu kénnen. Zudem war nicht bekannt, ob die Effizienz dieser Antigen-
spezifischen Stimulation durch die Ko-Inkubation mit Blut gesteigert werden konnte.
Insgesamt waren jedoch nur in 5 Proben geniigend T-Zellen in der BSF vorhanden, um eine
kombinierte Stimulation mit Blutzellen durchzufiihren. Bei drei dieser Patienten waren
zudem genligend BSF Zellen vorhanden, um diese isoliert zu stimulieren (s. Abbildung 36). In
Abbildung 37B sind reprdsentative Punktdiagramme einer PPD-spezifischen Stimulation von
Immunzellen eines Blasenzellkarzinom-Patienten mit einer ausreichenden Immunzellzahl in
der BSF dargestellt. Dabei wurde die PPD-spezifische CD4 T-Zellfrequenz ohne und mit Ko-
Inkubation mit Blut gemessen. Interessanterweise konnten bei dem Patienten bereits PPD-
spezifische CD4 T-Zellen ohne Ko-Inkubation stimuliert werden (Frequenz 9,40%).
Bemerkenswert war jedoch, dass durch die Verwendung des simultanen
Stimulationsverfahrens bei diesem Patienten eine PPD-spezifische CD4 T-Zellfrequenz von
13,38% nachgewiesen werden konnte, was verglichen mit der alleinigen Stimulation der BSF
Zellen einer Steigerung um mehr als 40% entsprach. Dass es sich bei diesem Ergebnis nicht
um einen Einzelfall handelte, zeigten die Analysen von 2 weiteren stimulierten BSF, bei
denen die PPD-spezifische CD4 T-Zellfrequenz durch die Verwendung der Ko-
Inkubationsmethode ebenfalls jeweils gesteigert werden konnte (Abbildung 37C, links). Im
Gegensatz dazu blieb die PPD-spezifische CD4 T-Zellfrequenz in separat stimuliertem Blut
und im Blut, das in Anwesenheit von Immunzellen aus der BSF des jeweiligen Patienten
stimuliert wurde nahezu identisch (Abbildung 37C, n=5, rechts). Dadurch kénnen
unspezifische Aktivierungen, die allein aufgrund der Ko-Inkubation der Immunzellen aus Blut

und BSF hatten ausgeldst werden kdnnen, ausgeschlossen werden.

Die Quantifizierung der Frequenzen reaktiver T-Zellen der 5 stimulierten Patienten-Proben
zeigte zudem, dass sich PPD-reaktive T-Zellen bei Blasenzellkarzinom-Patienten in der Blase
im Vergleich zum Blut stark anreichern (Abbildung 37D). Interessanterweise war diese

Anreicherung bei den PPD-spezifischen CD4 T-Zellen zudem deutlich ausgepragter als bei
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den SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (mediane Anreicherung 24,4 bzw. 2,3), was in einer
unabhangigen Studie in der Klinik fir Urologie und Kinderurologie in einem groReren

Patientenkollektiv bestatigt werden soll.

Insgesamt waren nur bei wenigen BSF-Proben genligend T-Zellen fur eine Stimulation
vorhanden. Bei diesen Patienten konnte allerdings gezeigt werden, dass sich wahrend der
Therapie PPD-spezifische T-Zellen in der Blase anreichern. Diese konnten zwar auch ohne Ko-
Inkubation mit Blut Antigen-spezifisch stimuliert werden, jedoch ermdéglichte die simultane
Stimulationsmethode bei diesen Proben einen effizienteren Nachweis der PPD-spezifischen

CD4 T-Zellen.

6.3.3.2 Patient mit Verdacht auf M. tuberculosis-bedingtem Aszites

Bei Patienten mit Aszites sammelt sich Flussigkeit in der Bauchhdhle an. Diese wird dem
Patienten zum einen aus therapeutischen und zum anderen aus diagnostischen Griinden
entnommen. Im nachfolgenden Beispiel wurde die Aszitesflissigkeit eines 66-jahrigen
Patienten mit Verdacht auf M. tuberculosis-bedingtem Aszites entnommen und die Zellzahl
unter dem Mikroskop bestimmt. Aufgrund der ausreichenden Zellzahl wurden die
Immunzellen der Aszitesfllssigkeit mit einem gegen CD45 gerichteten Antikorper vorgefarbt
und anschliefend unter Verwendung des simultanen Stimulationsverfahrens in Anwesenheit

von Blut desselben Patienten mit verschiedenen Antigenen stimuliert.

In Abbildung 38A sind exemplarisch die CD4 T-Zellen nach Stimulation mit PPD dargestellt. Es
ist deutlich zu erkennen, dass Immunzellen aus Aszites und Blut anhand des Signals des zur
Vorfarbung verwendeten anti-CD45-Antikorpers unterschieden werden konnten. Abbildung
38B zeigt das Ergebnis der durchflusszytometrischen Messung nach der Stimulation mit den
mycobakteriellen Antigenen PPD, ESAT-6 (,,soluble early secretory antigenic target 6“) und
CFP-10 (,culture filtrate protein 10“) sowie der entsprechenden Negativ- und
Positivkontrolle (PBS bzw. SEB). Das Analyseergebnis zeigt deutlich, dass Immunzellen, die
aus der Aszitesflissigkeit isoliert wurden, unter Verwendung des simultanen
Stimulationsverfahrens Antigen-spezifisch stimuliert werden. Generell gilt, dass von einer
Infektion mit M. tuberculosis auszugehen ist, wenn ESAT-6 und/oder CFP-spezifische CD4
T-Zellen nachweisbar sind. In der untersuchten Probe konnten sowohl in der
Aszitesfliissigkeit als auch im Blut neben den PPD-spezifischen (1,09% und 1,32%) und SEB-
reaktiven CD4 T-Zellen (4,69% und 7,50%) auch jeweils ESAT-6-spezifische (jeweils 0,18%)
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CD4 T-Zellen nachgewiesen werden, sodass das Ergebnis als M. tuberculosis-positiv zu

werten ist.
A CD4 T-Zellen B Aszites Blut
(PPD)
0,01%
“a Aszites PBS
VQ"
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Abbildung 38: Das simultane Nachweisverfahren ist zur Analyse von Antigen-spezifischen T-Zellen aus
Aszitesfliissigkeit geeignet. Dargestellt sind Punktdiagramme von Immunzellen eines Patienten mit Verdacht
auf M. tuberculosis-bedingtem Aszites nach kombinierter Stimulation der Aszites-Zellen mit Blut.
(A) Diskriminierung von CD4 T-Zellen aus der Aszitesfliissigkeit (blau) und Blut (rot) anhand der zur Vorfarbung
verwendeten Fluoreszenzmarkierung der CD45-Molekiile. (B) Frequenzen reaktiver CD4 T-Zellen aus der
Aszitesflissigkeit (blau) und Blut (rot) nach Stimulation mit der Negativkontrolle (PBS), PPD, ESAT-6, CFP-10 und
dem polyklonalen Stimulus SEB (Positivkontrolle). CFP-10, “culture filtrate protein 10”; ESAT-6, ,soluble early
secretory antigenic target 6”; IFN, Interferon; M. tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis; PPD, ,purified
protein derivative“; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass die neu entwickelte Methode die Moglichkeit
bietet, Antigen-spezifische Immunzellen in verschiedenen extrasanguinen Flissigkeiten wie
CSF, BSF und Aszitesfiissigkeit durch die simultane Stimulation mit Blut des jeweiligen
Patienten nachzuweisen. Zudem konnte fiir CSF und BSF veranschaulicht werden, dass die
Nachweisbarkeit der Antigen-spezifischen CD4 T-Zellen durch dieses Verfahren verbessert
werden konnte.
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6.4 Analyse und Charakterisierung Virus-spezifischer T-Zellen aus Blut und CSF von

Patienten mit Entziindungen des ZNS

Neben Herpes Zoster-assoziierten Verdanderungen der VZV-spezifischen Immunantwort
wurde im Folgenden untersucht, inwieweit sich entsprechende immunologische
Veranderungen in der spezifischen Immunantwort bei neurologischen Manifestationen

finden, bei denen eine spezifische Diagnose differentialdiagnostisch erschwert ist.

6.4.1 Die VZV-spezifische Immunantwort in Patienten mit VZV-bedingten ZNS-

Erkrankungen zeigt charakteristische Merkmale in CSF und Blut

Um die VZV-spezifische Immunantwort am Ort des Infektgeschehens (CSF) und die
systemische VZV-spezifische Immunantwort (Blut) vergleichend analysieren zu konnen,
wurden insgesamt 43 Patienten mit ZNS-Entzindungen zundchst hinsichtlich der
Immunzellzahl in der CSF untersucht. Bei 26 dieser Patienten konnte mittels Bestimmung der
Zellzahl und der Immunzellsubtypen-Analyse (s. Abschnitt 5.4.1 und 5.4.4) eine ausreichende
Immunzellzahl in der CSF identifiziert werden, sodass die Blut- und CSF-Proben dieser
Patienten fiir die weiteren Stimulationsexperimente verwendet werden konnten (Ubersicht,

s. Abbildung 4).

Bei der Entwicklung des Protokolls (s. Abschnitt 6.3.1 und 6.3.2) zur Stimulation der CSF-
Zellen fiel auf, dass die geringe Anzahl der APCs moglicherweise einen limitierenden Faktor
fir eine Antigen-spezifische Stimulation von CSF-Immunzellen ohne Blut darstellen kdnnte.
In den zuvor durchgefiihrten Kontrollexperimenten konnte zudem bestatigt werden, dass
Monozyten und nicht B-Zellen bei der Antigen-spezifischen Stimulation eine entscheidende
Rolle spielen. Um zu lberpriifen, ob der geringe Anteil an Monozyten moglicherweise auch
bei diesen 26 Patienten einen limitierenden Faktor fir die alleinige Antigen-spezifische
Stimulation von CSF-Immunzellen gewesen wadre, wurde von den 26 CSF-Proben das
Verhaltnis von Monozyten zu T-Zellen bestimmt und mit dem der Blutproben verglichen
(Abbildung 39A). Bemerkenswerterweise konnte gegeniliber dem Blut bei allen Patienten in
der CSF eine mehr oder weniger stark ausgepragte Verschiebung hin zu Lymphozyten
beobachtet werden (p<0,0001). Somit wéare auch bei diesen Patienten eine alleinige
Stimulation von CSF-Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht effektiv gewesen, sodass das
simultane Stimulationsverfahren in Anwesenheit von Blut vielversprechendere Ergebnisse
vermuten l3sst.
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Die 26 Patienten mit ausreichender Immunzellzahl wurden basierend auf der Beteiligung von
VZV an der ZNS-Erkrankung in die Gruppen mit gesicherten VZV-bedingten ZNS-Infektionen
(Gruppe 1), gesicherten nicht-VZV-bedingten ZNS-Entziindungen (Gruppe 2) und die
Patientengruppe bei denen die Beteiligung von VZV an der akuten ZNS-Symptomatik unklar
ist (Gruppe 3) eingeteilt. Gruppe 3 besteht (berwiegend aus Patienten mit
Meningoenzephalitis unklarer Genese, gefolgt von Patienten mit Fazialisparese
(Gesichtslahmung), deren Entstehung u.a. durch eine VZV-Reaktivierung verursacht werden
kann (FURUTA et al., 2000; FURUTA et al., 2005). Die Gruppeneinteilung sowie die
entsprechenden Patientencharakteristika sind in Abschnitt 5.2.5 (Abbildung 4 und Tabelle 5)

aufgeflhrt.

Zunachst wurde Uberprift, ob sich die Anzahl der Zellen in der CSF (Zellzahl pro pl) zwischen
den verschiedenen Patientengruppen unterschied (Abbildung 39B). Erwartungsgemall war
diesbezliglich jedoch kein eindeutiger Unterschied zwischen den Patientengruppen
nachweisbar (p=0,0497). Obwohl im Gegensatz dazu bei den VZV-IgG-Levels signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar waren (p=0,0072, Abbildung 39C)
ermoglichten die Antikdrperlevels ebenfalls keine eindeutige Diskriminierung zwischen den
Patienten mit gesicherten VZV-bedingten ZNS-Infektionen und den Patienten mit
gesicherten nicht VZV-bedingten ZNS-Infektionen und -Entziindungen (100% Sensitivitat,
75% Spezifitdat, s. Tabelle 18). Um festzustellen, ob dies mit der quantitativen und
gualitativen Analyse der T-Zellen aus CSF und Blut moglich ist, wurden die CSF-Immunzellen
zusammen mit Blut desselben Patienten ko-inkubiert und stimuliert. In Abbildung 39D und E
sind die Frequenzen VZV-spezifischer und SEB-reaktiver CD4 T-Zellen aus der CSF bzw. aus
dem Blut dargestellt. Auffallig war, dass die VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen bei der
Gruppe mit VZV-bedingter ZNS-Infektion am hochsten waren. Interessanterweise war der
Unterschied zu den anderen Gruppen bei den Immunzellen aus der CSF deutlich
ausgepragter als bei den Immunzellen aus dem Blut, wo nur eine leichte Tendenz festgestellt
werden konnte (p=0,0019 und p=0,0607). Bei den SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen
wurden hingegen keine Unterschiede zwischen den jeweiligen Patientengruppen

identifiziert.
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Abbildung 39: Erh6hte Frequenz und CTLA-4-Expression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen aus CSF und Blut in
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion. Immunzellsubtypen, Zellzahlen, Antikérper und VZV-spezifische
Immunantworten wurden in der CSF (blau) und/oder im Blut (rot) von Patienten mit ZNS-Entziindung
verglichen. Zur Analyse der Antikorperlevels, T-Zellfrequenzen und CTLA-4-Expression wurden die Patienten auf
Basis der Beteiligung von VZV an der ZNS-Entziindung in drei Gruppen eingeteilt (VZV-bedingt, nicht VZV-
bedingt, VZV-Beteiligung unklar (unklar)). 4 von 11 Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion haben keine
zusatzliche Hautmanifestation, zeigen jedoch gegeniiber den Patienten mit zusatzlicher VZV-bedingter
Hautmanifestation keine Unterschiede in den immunologischen Parametern. (A) Dargestellt ist das Verhéltnis
von Monozyten zu T-Zellen in der CSF im Vergleich zum Blut. In (B) sind die Zellzahlen pro pl in der CSF der 26
getesteten Personen dargestellt. In (C) sind die VZV-IgG-Levels (IE/I) im Blut von 22 Patienten (8x VZV, 5x nicht
VZV, 9x unklar) gezeigt. (D-1) Dargestellt sind die VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen in
der CSF (D) und im Blut (E) sowie die jeweilige CTLA-4-Expression dieser Zellen (G, H). Die Stimulation der
Immunzellen erfolgte unter Verwendung des simultanen Nachweisverfahrens. Die Starke der CTLA-4-
Expression ist anhand der medianen Fluoreszenzintensitdt (MFI) angegeben und es wurden alle Proben mit
mindestens 20 VZV-spezifischen Zellen eingeschlossen. Unterschiede in den reaktiven T-Zellfrequenzen (F) bzw.
der CTLA-4-Expression (I) zwischen der CSF und dem Blut sind anhand des jeweiligen ,Fold
difference” angegeben. In (C, E) sind die jeweiligen Nachweisgrenzen durch eine gepunktete Linie visualisiert.
In (B-1) geben die Querstriche den jeweiligen Median und den Interquartilsabstand an. Signifikante
Unterschiede wurden in (A) unter Verwendung des Wilcoxon Test und in (B-1) anhand des Kruskal-Wallis Test
sowie dem Dunn Post-Test ermittelt und sind in letzterem mit Sternen angegeben (* fiir p<0,05, **0,01). CSF,
Cerebrospinalflussigkeit; CTLA-4, zytotoxisches Lymphozyten Antigen 4; IE/I, internationale Einheiten pro Liter;
IFN, Interferon; Ig, Immunglobulin; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; VZV, Varizella-Zoster Virus; ZNS,
zentrales Nervensystem.
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Tabelle 18: ROC-Analyse zur lIdentifizierung der besten Diskriminierung zwischen Patienten mit VZV-

bedingten ZNS-Infektionen und Patienten mit nicht VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen

Parameter Fluissigkeit Grenzwert* fiir VZV- % Spezifitdt | % Sensitivitat

bedingte ZNS-Infektion

VZV-1gG-Level [IE/I]

VZV-Frequenz**

VZV-Frequenz**

VZV-CTLA-4 [MFI]

VZV-CTLA-4 [MFI] Blut >1128 100 100 1

*aus ROC Analyse ermittelt; **% VZV-spezifische CD4 T-Zellen; AUC, ,,area under the curve®; IE/I, internationale
Einheiten pro Liter; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitdt; ROC, ,,Receiver Operator Characteristics”

Die vergleichende Analyse der CD4 T-Zellen aus CSF und aus Blut zeigten dariiber hinaus,
dass die VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellfrequenzen in der CSF deutlich hoher
waren als im Blut, wobei dieser Unterschied bei Patienten mit VZV-bedingten ZNS-
Infektionen am gréRten war (medianer ,Fold difference”: VZV-bedingt 9,4; nicht VZV 4,5;
unklar 3,6; Abbildung 39F). Die Anreicherung der SEB-reaktiven Zellen in der CSF war
hingegen bei den drei Patientengruppen nahezu identisch und fiel zudem deutlich geringer

aus als bei den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen (medianer , Fold difference”: 2,4; 2,0; 2,0).

Zusatzlich zur Frequenz wurde die Expression des Oberflachenmolekiils CTLA-4 auf den VZV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen quantifiziert. Interessanterweise konnte auf den
VZV-spezifischen CD4 T-Zellen von Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen die
hochste CTLA-4 Expression nachgewiesen werden (Abbildung 39G und H). Dies galt sowohl
fur die Immunzellen aus der CSF als auch aus dem Blut (p=0,0004 und p=0,0007). Im
Gegensatz zur Frequenz war jedoch anhand der CTLA-4-Expression auf den VZV-spezifischen
Immunzellen aus der CSF bzw. aus dem Blut eine eindeutige Unterscheidung der Patienten
mit VZV-bedingter ZNS-Infektionen und der Patienten mit nicht VZV-bedingten ZNS-
Entziindungen moglich (Sensitivitat und Spezifitdt jeweils 100%, s. Tabelle 18). Die SEB-

reaktiven CD4 T-Zellen unterschieden sich hingegen nicht in ihrem CTLA-4-
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Expressionsniveau. Zudem waren die Unterschiede im CTLA-4-Expressionslevel der VZV-
spezifischen bzw. SEB-reaktiven CD4 T-zellen zwischen CSF- und Blut-Immunzellen gering

(Median 1,1 bis 2,0, Abbildung 391).

Bemerkenswert ist, dass 4 der 11 Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion keine
zusatzliche Hautmanifestation aufwiesen, jedoch weder in der Frequenz der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen aus CSF oder Blut noch in der CTLA-4-Expression auf diesen
Immunzellen Unterschiede gegeniliber den Patienten mit zusatzlicher Hautmanifestation

zeigten.

Wie bereits bei Patienten mit akutem Herpes Zoster gezeigt werden konnte, kommt es
wahrend der akuten Symptome zu einer charakteristischen Verschiebung des
Zytokinexpressionsprofils VZV-spezifischer CD4 T-Zellen, die durch den Verlust von
multifunktionellen Zellen (IFNy'IL-2'TNFa’) und den Anstieg ausschlieRlich  IFNy-
exprimierender CD4 T-Zellen gekennzeichnet ist. Um zu ({berprifen, ob dieses
charakteristische Expressionsprofil auch bei Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion
vorzufinden ist, wurde die Zytokinexpression der CSF- und Blutzellen dieser Patienten
gegenliber den Patienten ohne und mit unklarer VZV-Beteiligung analysiert (Abbildung 40).
Sowohl in der CSF als auch im Blut war die VZV-spezifische Immunantwort mehrheitlich
durch IFNy'IL-2"TNFa-exprimierende CD4 T-Zellen gekennzeichnet (Abbildung 40A und B).
Weder in der CSF noch im Blut von Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion konnten
jedoch gegeniiber den anderen beiden Patientengruppen charakteristische Veranderungen
in der Zytokinexpression der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nachgewiesen werden. Lediglich
der prozentuale Anteil der multifunktionellen CD4 T-Zellen der CSF-Immunzellen und
Blutzellen war bei den Patienten mit unklarer VZV-Beteiligung signifikant hoher als bei
Patienten mit VZV-Beteiligung, wohingegen bei den erstgenannten Patienten der Anteil
IFNy*IL-2"-exprimierender VZV-spezifischer Zellen in der CSF geringer war als bei den
Patienten mit nicht VZV-bedingten ZNS-Entziindungen. Nach Stimulation mit dem
polyklonalen Stimulus SEB war das Zytokinexpressionsmuster wie erwartet in den
verschiedenen Patientengruppen nahezu gleich und zeichnete sich durch ein hohes MaR an

TNF*-exprimierenden CD4 T-Zellen aus (Abbildung 40C und D).
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Abbildung 40: Keine deutlichen Unterschiede im Zytokinexpressionsprofil von VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
in der CSF und im Blut von Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Infektionen. Immunzellen aus CSF und Blut von
Patienten mit ZNS-Entziindungen wurden unter Verwendung des simultanen Nachweisverfahrens stimuliert.
Die Patienten wurden auf Basis der Beteiligung von VZV an der ZNS-Entzlindung in drei Gruppen eingeteilt
(VZV-bedingt, nicht VZV-bedingt, VZV-Beteiligung unklar (unklar)).VZV-spezifische (A, B) und SEB-reaktive CD4
T-Zellen (C, D) wurden anhand der Expression von IFNy, IL-2 und TNFa in 7 Subgruppen unterteilt. Die
Balkendiagramme geben dabei anteilig den Mittelwert und die Standardabweichung dieser Subpopulationen
an allen Zytokin-positiven CD4 T-Zellen an. Es wurden ausschlieRlich Proben mit mindestens 30 VZV-reaktiven
CD4 T-Zellen eingeschlossen. Zur statistischen Analyse wurde jeweils der One-Way Analysis of Variance Test mit
dem Bonferroni Post-Test verwendet. Signifikanzen im Post-Test wurden mit Sternen angegeben (* fiir p<0,05,
** fur p<0,01, *** fur p<0,001). CSF, Cerebrospinalflissigkeit; IFN, Interferon; IL, Interleukin; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumornekrosefaktor; VZV, Varizella-Zoster Virus; ZNS, zentrales
Nervensystem.

Insgesamt konnten bei Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Infektionen unabhangig von
zusatzlichen Hautmanifestationen sowohl in der CSF als auch im Blut charakteristische
immunologische Veranderungen identifiziert werden (erhohte VZV-spezifische CD4
T-Zellfrequenz und erhohte CTLA-4-Expression), wobei diese bei den CSF-Immunzellen
teilweise deutlicher ausgepragt waren. Die Analyse der CTLA-4-Expression auf den VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen aus CSF bzw. Blut ermoglichte dabei eine bessere Identifizierung

dieser Patienten als dies anhand Frequenzen und der VZV-IgG-Levels moglich war.

6.4.2 Die HSV-spezifische T-Zellfrequenz eines Patienten mit HSV-bedingter Enzephalitis

ist in der CSF stark erhoht

Dass neben VZV-spezifischen auch andere Erreger-spezifische Immunzellen am Ort des
akuten Infektgeschehens (CSF) angereichert sein konnen, zeigt das in Abbildung 41
dargestellte Ergebnis einer durchflusszytometrischen Charakterisierung der HSV-spezifischen

Immunantwort eines Patienten mit akuter HSV-Enzephalitis. Nach Stimulation mit dem
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Kontroll-Antigen konnten weder im Blut noch in der CSF CD69°IFNy" CD4 T-Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung 41A). Wahrend die Frequenz der polyklonal stimulierten
CD4 T-Zellen in der CSF um das 3-fache erhoht war (6,09% vs 2,05% Abbildung 41C), konnte
bei der Analyse der HSV-spezifischen CD4 T-Zellantwort in der CSF eine mehr als 27-fach
hohere Frequenz als im Blut detektiert werden (5,76% vs 0,21% Abbildung 41B).
Vergleichbar mit den Analysen der Patienten mit symptomatischen HSV-Reaktivierungen
ohne ZNS-Beteiligung (s. Abbildung 27C), war die CTLA-4 Expression auf den HSV-
spezifischen CD4 T-Zellen erwartungsgemald gegeniliber asymptomatischen Personen nicht
erhoht, und war bei den HSV-spezifischen Zellen aus der CSF bzw. dem Blut mit einer
medianen Fluoreszenzintensitdt von 5783 bzw. 5482 nahezu identisch (Abbildung 41D). Die
CTLA-4 Expression der SEB-reaktiven Zellen war im Vergleich zu HSV etwas geringer, wobei

sie auf den Blutzellen mit einer MFl von 461 am geringsten ausfiel (Abbildung 41E).

Somit konnte auch bei einem akuten HSV-Infekt unter ZNS-Beteiligung ein markanter
Anstieg der Frequenz HSV-spezifischer CD4 T-Zellen in der CSF nachgewiesen werden, wie er
auch bei den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen wahrend VZV-bedingter ZNS-Infektion

vorzufinden war.
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Abbildung 41: HSV-spezifische CD4 T-Zellen sind in der CSF eines Patienten mit HSV-Enzephalitis stark
angereichert. Unter Verwendung des simultanen Nachweisverfahrens wurden Immunzellen aus CSF (blau) und
Blut (rot) eines Patienten mit HSV-Enzephalitis mit einem Kontroll-Antigen (Ko-Ag, Negativkontrolle, (A)), dem
Herpes-Simplex Virus Antigen (HSV-Ag, (B, D)) und dem polyklonalen Stimulus Staphylococcus aureus
Enterotoxin B (SEB, Positivkontrolle, (C, E)) stimuliert. (A-C) Die oberen Punktdiagramme zeigen die
Unterteilung der CD4 T-Zellen aus CSF und Blut anhand des CD45-Signals. Die jeweiligen Frequenzen reaktiver
(CD69'IFNY’) CD4 T-Zellen (jeweils unten) nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen sind als
Prozentzahlen angegeben. Die CTLA-4-Expression auf den HSV-spezifischen (D) und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen
(E) ist anhand der medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) dieser Zellen angegeben. CSF, Cerebrospinalfliissigkeit;
IFN, Interferon.
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6.5 Analyse des Effekts der Harnstoffbehandlung einzelner Proteine oder gesamter

Zelllysate auf die induzierte Antigen-spezifische Immunantwort

6.5.1 Analyse Harnstoff-behandelter CMV-Proteine (pp65 und IE-1) hinsichtlich ihres

Potentials simultan CMV-spezifische CD4 und CD8 Immunantworten zu induzieren

6.5.1.1 Das unbehandelte CMV-Lysat induziert bei der ELISpot-Analyse CMV-seropositiver

Personen die meisten IFNy-positiven Spots

Um das Potential Harnstoff-behandelter Proteine fiir die Anwendung in der CMV-Diagnostik
zu ermitteln, wurde die CMV-spezifische zellulare Immunantwort anhand von Blutproben
von 40 immungesunden Kontroll-Probanden, 40 Hamodialyse-Patienten und 40 Nieren-
Transplantat-Empfangern mittels eines abgewandelten kommerziellen CMV-ELISpot-Assays
und durchflusszytometrischer Analysen charakterisiert (s. Tabelle 6, Patientencharakteristika,
Teil 1). Dazu wurden CMV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellantworten nach Stimulation mit
Harnstoff-behandelten pp65- und IE-1-Proteinen und einem unbehandelten CMV-Lysat

analysiert.

In Abbildung 42A sind reprasentative Ergebnisse der ELISpot-Analyse eines CMV-
seronegativen und eines CMV-seropositiven Probanden dargestellt. Erwartungsgemaf
konnte bei den CMV-seronegativen Personen weder nach Stimulation mit den beiden
Harnstoff-behandelten CMV-Proteinen noch nach Stimulation mit dem unbehandelten CMV-
Lysat IFNy-positive Spots detektiert werden (Median <0,5; Interquartilsabstand (IQR) <0,5,
Abbildung 42B oben). In den CMV-seropositiven Personen hingegen unterschied sich die
induzierte Immunantwort deutlich (Abbildung 42B unten). In den mit IE-1 stimulierten
Proben war die mediane Anzahl IFNy-positiver Zellen gering (3,8; IQR 10,5), mittel bei pp65
(65; IQR 179,5) und nach Stimulation mit dem unbehandelten CMV-Lysat am hochsten (120;
IQR 160). Zwischen den Patienten- und Probandengruppen waren keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Anzahl IFNy-positiver Zellen nachweisbar, wobei
angemerkt werden muss, dass sich die Personengruppen im Alter unterschieden (Abbildung
42C; s. Tabelle 6, Patientencharakteristika). Die Analyse von altersangepassten Gruppen
CMV-seronegativer und -seropositiver Personen offenbarte hingegen sowohl signifikante
Unterschiede nach der Stimulation mit den Harnstoff-behandelten CMV-Proteinen, als auch
mit dem unbehandelten CMV-Lysat (jeweils p<0,0001; Abbildung 42D). Interessanterweise

waren jedoch bei den drei Antigenen groRe Unterschiede bei der Spezifitat und Sensitivitat
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(Abbildung 42E) feststellbar. Wahrend die Sensitivitdt und Spezifitdt bei IE-1 (71,59%;
90,63%) eher gering war, konnte unter Verwendung des Harnstoff-behandelten pp65
(93,18%; 96,88%) oder des unbehandelten CMV-Lysates (97,73%; 100%) deutlich besser

zwischen CMV-negativen und CMV-positiven Personen diskriminiert werden.
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Abbildung 42: Im ELISpot wird bei CMV-seropositiven Personen nach Stimulation mit dem unbehandelten
CMV-Lysat die hochste Anzahl IFNy-positiver Spots induziert. PBMCs von CMV-positiven und -negativen
Personen wurden mittels ELISpot hinsichtlich der IFNy-Expression analysiert. Pro Person wurden Immunzellen
mit den beiden Negativkontrollen (Medium und Kontroll-Antigen (Ko-Ag), den Harnstoff-behandelten
Proteinen IE-1 (IE-1*) und pp65 (pp65*), dem unbehandelten CMV-Antigen und dem polyklonalen Stimulus
Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) stimuliert. Die Harnstoff-behandelten Antigene sind jeweils mit
einem Stern gekennzeichnet. (A) Reprasentative Ergebnisse eines CMV-negativen (oben) und eines CMV-
positiven (unten) Probanden. (B) Anzahl IFNy-produzierender Zellen aller getesteten CMV-negativen (oben)
und CMV-positiven (unten) Personen nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen. (C) Vergleich der
Anzahl IFNy-positiver Zellen zwischen immungesunden Probanden (Kontrollen), Himodialyse-Patienten (HD)
und Transplantat-Empfangern (Tx) nach Abzug der Negativkontrolle. (D) Vergleich der Anzahl IFNy-positiver
Zellen in CMV-negativen und -positiven Personen in Abhangigkeit vom verwendeten Antigen. (E) Sensitivitat
und Spezifitdt der Diskriminierung zwischen CMV-positiven und -negativen Personen bei Verwendung der
Harnstoff-behandelten Proteine und des unbehandelten CMV-Lysates. In (B-D) sind der jeweilige Median und
der Interquartilsabstand durch Querstriche dargestellt. Statistische Analysen zwischen den Personengruppen
wurden in (C) mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Dunn Post-Test und zwischen CMV-negativen und -
positiven Personen in (D) mit dem Mann-Whitney Test durchgefiihrt. Statistische Unterschiede sind jeweils
durch Sterne angegeben (*** fiir p<0,001). Die bestmoglichen Grenzwerte inklusive der jeweiligen Sensitivitat
und Spezifitdt wurden mit ROC-Analysen und dem Youden-Index bestimmt. CMV, Cytomegalievirus; IE-1,
,immediate early protein 1“; IFN, Interferon; n.s., nicht signifikant; pp65, 65kDa Phosphoprotein; ROC,
“Receiver Operator Characteristics”.
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6.5.1.2 Das Harnstoff-behandelte pp65-Protein induziert die héchsten CMV-spezifischen
CD8 T-Zellfrequenzen, wohingegen die hdochsten CMV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenzen nach Stimulation mit dem unbehandelten CMV-Lysat

nachweisbar sind

Um unterscheiden zu kdnnen, ob durch die zuvor fir den ELISpot verwendeten Antigene
CD4 oder CD8 T-Zellen spezifisch aktiviert werden, wurden zusatzlich Antigen-spezifische
Stimulationen aus Vollblut mit anschlieRender durchflusszytometrischer Analyse
durchgefihrt. Die Antigen-spezifischen CD4 oder CD8 T-Zellen wurden dabei anhand der Ko-
Expression von CD69 und IFNy identifiziert. In Abbildung 43A und B sind von einer CMV-
seronegativen und einer CMV-seropositiven Person reprasentative Punktdiagramme fir die
CD4 und CD8 T-Zellimmunantwort nach Stimulation mit den drei CMV-Antigenen sowie der
Negativ- und Positivkontrolle dargestellt. Analog zum ELISpot-Verfahren waren bei CMV-
seronegativen Personen nahezu keine CMV-spezifischen CD4 oder CD8 T-Zellen vorhanden
(Abbildung 43C). Bei CMV-seropositiven Personen konnten hingen CMV-spezifische CD4
T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 43D). Dabei war die mediane Frequenz CMV-
spezifischer CD4 T-Zellen nach Stimulation mit dem unbehandelten CMV-Lysat (Median
1,93%, IQR 3,57%) deutlich hoher als mit dem Harnstoff-behandelten pp65 (Median 0,09%,
IQR 0,30%). Im Gegensatz dazu wurden nach Stimulation mit dem Harnstoff-behandelten
pp65 mehr CMV-spezifische CD8 T-Zellen induziert (Median 0,21%, IQR 0,94%) als mit dem
unbehandelten CMV-Lysat (Median 0,14%, IQR 0,46%). Die durch das Harnstoff-behandelte
IE-1 induzierten Immunantworten waren sowohl bei den CD4 T-Zellen (Median 0,02%; IQR

0,03%) als auch bei den CD8 T-Zellen gering (Median 0,04%; IQR 0,17%).
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Abbildung 43: Das Harnstoff-behandelte pp56 induziert mehrheitlich CD8 T-Zellantworten, wohingegen
durch das unbehandelte CMV-Lysat deutliche CMV-spezifische CD4 T-Zellantworten induziert werden.
Durchflusszytometrische Analyse CMV-positiver und -negativer Personen hinsichtlich reaktiver (CD69°IFNy")
CD4 und CD8 T-Zellen nach Antigen-spezifischer Vollblut-Stimulation. Harnstoff-behandelte Antigen sind durch
,*“ gekennzeichnet. Dargestellt sind reprdsentative Ergebnisse eines CMV-negativen (A) und eines CMV-
positiven Probanden (B). In C und D sind die Ergebnisse aller CMV-seronegativen (C) und CMV-seropositiven
Personen (D) dargestellt. Die Querstriche reprasentieren jeweils den Median und den Interquartilsabstand.
Statistische Signifikanzen zwischen den Gruppen wurden mit dem Friedman Test und dem Dunn Post-Test
berechnet. Signifikanzen im Post-Test wurden mit Sternen angegeben (** flr p<0,01, *** fur p<0,001). CMV,
Cytomegalievirus; IE-1, ,,immediate early protein 1“; IFN, Interferon; Ko-Ag, Kontroll-Antigen (Negativkontrolle);
pp65, 65kDa Phosphoprotein; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass es wie bei der Verwendung der ELISpot-
Methode sowohl bei den CMV-seronegativen als auch bei den -seropositiven Personen
mehrheitlich  keine relevanten Unterschiede zwischen den Probanden- und

Patientengruppen gab (Abbildung 44 A und B). Lediglich in CMV-seronegativen Personen war
152



die CMV-spezifische CD8 T-Zellfrequenz nach Stimulation mit dem Harnstoff-behandelten
pp65 bei Nierentransplantat-Empfangern signifikant niedriger als bei den (brigen
Personengruppen (p=0,0064). Zudem war die CMV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz CMV-
seropositiver Dialysepatienten gegeniber den immungesunden Kontroll-Probanden nach
Stimulation mit dem gleichen Antigen leicht erhéht (p=0,039), wahrend die CMV-spezifische
CD8 T-Zellfrequenz dieser Kontroll-Probanden geringer als in den Patientengruppen war
(p=0,0019). Da die Personen und Blutproben mit denen der ELISpot-Analyse identisch waren,
ist auch hier zu vermerken, dass die Probanden und Patientengruppen eine unterschiedliche

Altersverteilung aufwiesen.

Zur ldentifizierung des Antigens mit dem groBten diagnostischen Potential, wurden die
verschiedenen Antigene hinsichtlich ihres Nutzens zur Diskriminierung von CMV-
seronegativen und -seropositiven Personengruppen getestet. Anhand der drei Stimuli
konnten jeweils signifikant erhohte CMV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen in den
CMV-seropositiven Personengruppen nachgewiesen werden (Abbildung 44C). Allerdings gab
es, analog zum ELISpot-Verfahren deutliche Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitdt und
der Spezifitdt der verwendeten Stimulanzien (Abbildung 44D). Wéahrend nach Stimulation
mit dem unbehandelten CMV-Lysat anhand der CD4 T-Zellfrequenzen (Sensitivitat und
Spezifitat jeweils 100%) der CMV-Status der zu analysierenden Person eindeutig identifiziert
werden konnte, sind die Harnstoff-behandelten Proteine, insbesondere das IE-1, auf CD4-
Ebene hierfir deutlich schlechter geeignet. Obwohl nach Stimulation mit dem Harnstoff-
behandelten pp65 die hochsten CMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen induziert wurden (s.
Abbildung 43D) und die Sensitivitat verglichen mit der Analyse der CD4 T-Zellfrequenzen
auch etwas hoher war (CD4 73,86%; CD8 79,55%, Abbildung 44D), war die Sensitivitat und
Spezifitat auch im Falle der CD8-Analyse erneut nach Stimulation mit dem unbehandelten
CMV-Lysat am hochsten (Sensitivitat 80,68%; Spezifitdit 96,88%, Abbildung 44D). Die
Stimulation mit dem Harnstoff-behandelte IE-1 fihrte zusatzlich zu den geringen CMV-
spezifischen CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen auch zu den geringsten Sensitivitats- und
Spezifitatswerten (67,05%—75%) und scheint daher zumindest bei alleiniger Verwendung fur

die diagnostische Anwendung eher ungeeignet.
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Abbildung 44: Patientengruppen- und CMV-Serostatus-abhdngige Analyse der Frequenzen reaktiver CD4 und
CD8 T-Zellen nach Stimulation mit Harnstoff-behandelten und unbehandelten Antigenen. Dargestellt sind die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse von Vollblutproben nach Stimulation mit Harnstoff-
behandelten (*) Proteinen, dem unbehandelten CMV-Lysat sowie dem polyklonalen Stimulus Staphylococcus
aureus Enterotoxin B (SEB). In CMV-seronegativen (A) und CMV-seropositiven Personen (B) wurden die
jeweiligen Frequenzen reaktiver (CD69'IFNy’) CD4 (links) und CD8 T-Zellen (rechts) zwischen immungesunden
Probanden (Kontrollen), Hamodialyse-Patienten (HD) und Transplantat-Empfangern (Tx) nach Abzug der
Negativkontrolle verglichen. (C) Vergleich der reaktiven CD4 (links) und CD8 T-Zellfrequenzen (rechts) zwischen
CMV-seronegativen und -seropositiven Personen in Abhdngigkeit vom verwendeten Antigen. (D) Sensitivitat
und Spezifitdt der Diskriminierung zwischen CMV-positiven und -negativen Personen bei Verwendung der
Harnstoff-behandelten Proteine und des unbehandelten CMV-Lysates zur Stimulation von CD4 und CD8
T-Zellen. In (A-C) sind der jeweilige Median und der Interquartilsabstand durch Querstriche dargestellt.
Statistische Analysen zwischen den Personengruppen wurden in (A, B) mit dem Kruskal-Wallis Test und dem
Dunn Post-Test und zwischen CMV-negativen und -positiven Personen in (C) mit dem Mann-Whitney Test
durchgefiihrt. Statistische Unterschiede sind jeweils durch Sterne angegeben (* fir p<0,05, ** fir p<0,01, ***
flir p<0,001). Die bestmogliche Nachweisgrenze fir die verschiedenen Antigene inklusive der jeweiligen
Sensitivitat und Spezifitat wurden mit ROC-Analysen und dem Youden-Index bestimmt. CMV, Cytomegalievirus;
IE-1, ,,immediate early protein 1“; IFN, Interferon; pp65, 65kDa Phosphoprotein.
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6.5.1.3 Die ELISpot-Analyse und die durchflusszytometrische Analyse zeigen bei allen drei

Antigenen eine gute Korrelation

Zum Vergleich der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse mit der ELISpot-Analyse
wurden die CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen aus der durchflusszytometrischen Bestimmung
kombiniert, um eine bessere Ubereinstimmung der miteinbezogenen Immunzelltypen der
beiden Nachweisverfahren zu erreichen. Diese kombinierten Frequenzen sowie die Anzahl
IFNy-produzierender Zellen im ELISpot sind in Abbildung 45A dargestellt.
Bemerkenswerterweise konnte fir alle drei Antigene eine gute Korrelation nachgewiesen
werden (p<0,0001), wobei die hochsten Korrelationskoeffizienten nach Stimulation mit dem
unbehandelten CMV-Lysat und dem Harnstoff-behandelten pp65 erreicht wurden (r=0,857
und r=0,834 Abbildung 45B).
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Abbildung 45: Gute Korrelation der Ergebnisse der ELISpot-Analyse und des durchflusszytometrischen
Nachweisverfahrens. (A) Kombinierte Frequenzen reaktiver (CD69'IFNy’) CD4 und CD8 T-Zellen
(Durchflusszytometrie) sowie die Anzahl IFNy-positiver Zellen (ELISpot) nach Stimulation mit dem
unbehandelten CMV-Lysat, den Harnstoff-behandelten Proteinen (IE-1* und pp65*) sowie dem polyklonalen
Stimulus SEB. Die jeweiligen Mediane und der Interquartilsabstand sind durch Querstriche angegeben.
(B) Korrelation der ELISpot- und Durchflusszytometrie-Ergebnisse nach Stimulation mit CMV, pp65* und IE-1*.
Die Korrelationen wurden mit dem Spearman Test kalkuliert. CMV, Cytomegalievirus; IE-1, ,immediate early
protein 1“; IFN, Interferon; pp65, 65kDa Phosphoprotein; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.
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6.5.1.4 Die IFNy-Expressionsstdrke und das Zytokinexpressionsprofil der CMV-spezifischen
T-Zellen zeigen teilweise signifikante Unterschiede bei Verwendung der

verschiedenen CMV-Antigene

Die durchflusszytometrische Analyse bietet im Gegensatz zur ELISpot-Technologie die
Moglichkeit, simultan eine Vielzahl unterschiedlicher Parameter zu bestimmen und wurde
deshalb verwendet, um potentielle Effekte der Harnstoffbehandlung CMV-spezifischer
Proteine detaillierter charakterisieren zu kdnnen. Neben der Frequenz IFNy-exprimierender
Zellen konnten so zusatzlich die Starke der IFNy-Expression pro Zelle und die Expression
weiterer Zytokine (TNFa, IL-2, IL-4 und IL-17) nach Stimulation mit den unterschiedlichen

Antigenen gemessen werden.
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Abbildung 46: Die Stimulation mit dem Harnstoff-behandelten pp65-Protein induziert eine stirkere IFNy-
Expression, verandert das Zytokinexpressionsprofil CMV-reaktiver CD4 und CD8 T-Zellen jedoch nicht.
Vollblutproben wurden mit unbehandeltem CMV-Lysat und Harnstoff-behandelten (*) IE-1 und pp65 stimuliert.
(A) Unterschied (,Fold difference”) der IFNy MFI von reaktiven (CD69'IFNy’) CD4 bzw. CD8 T-Zellen und den
nicht-reaktiven CD4 bzw. CD8 T-Zellen von Proben mit mindestens 20 Antigen-spezifischen T-Zellen. Angegeben
sind jeweils der Median und der Interquartilsabstand, der durch Querstriche visualisiert ist. (B) Antigen-
spezifische CD4 und CD8 T-Zellen wurden anhand der Expression von IFNy, IL-2 und TNFa in 7 Subgruppen
unterteilt. Die Balkendiagramme geben dabei anteilig den Mittelwert und die Standardabweichung dieser
Subpopulationen an allen Zytokin-positiven CD4 T-Zellen an. Es wurden in (B) ausschlieBlich Proben
eingeschlossen, bei denen jeweils mindestens 30 Antigen-reaktiven Zellen nachweisbar waren (CD4, n=14; CDS,
n=15). Statistische Unterschiede in der IFNy MFI wurden mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Dunn Post-Test
berechnet. Die Statistiken der jeweiligen Anteile der Subgruppen Zytokin-exprimierender T-Zellen wurden mit
dem Friedman Test und dem Dunn Post-Test berechnet. Statistische Unterschiede sind jeweils durch Sterne
angegeben (* fur p<0,05, ** fur p<0,01, *** flir p<0,001). CMV, Cytomegalievirus; IE-1, ,immediate early
protein 1% IFN, Interferon; IL, Interleukin; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; pp65, 65kDa Phosphoprotein;
TNF, Tumornekrosefaktor.
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In Abbildung 46A ist das Verhaltnis der IFNy-MFI von CMV-spezifischen CD4 und CD8 T-
Zellen und nicht-CMV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen dargestellt. Um die statistische
Validitat zu gewahrleisten wurden ausschlieRlich CMV-positive Personen mit mindestens 20
CD69IFNy" CD4 T-Zellen (n=87 fiir CMV, n=16 fir IE-1, n=49 fiir pp65) bzw. CD8 T-Zellen
(n=60, n=33, n=58) in die Analyse eingeschlossen. Interessanterweise war nach Stimulation
mit dem Harnstoff-behandelten pp65 der ,Fold difference” der IFNy-MFI bei CD4 und CD8 T-
Zellen, im Vergleich zu den anderen beiden Stimuli signifikant héher (p=0,0009; p<0,0001),

was die erhohte IFNy-Expression pro CMV-spezifische T-Zelle tGiberzeugend wiederspiegelte.

Um die Frage zu beantworten, ob sich das Zytokinexpressionsprofil der CMV-spezifischen
T-Zellen nach Stimulation mit den drei Antigenen unterscheidet, wurden lediglich die CMV-
positiven Personen in die Analyse miteinbezogen, die bei allen 3 Stimuli mindestens 30
Zytokin-positive CD4 und CD8 T-Zellen aufwiesen (CD4, n=11 Personen; CD8, n=15
Personen). Die Analyse des Zytokinexpressionsprofil ergab, dass die induzierte
Zytokinexpression CMV-spezifischer CD4 T-Zellen nach Stimulation mit dem CMV-Lysat und
dem pp65 nahezu gleich war, wohingegen nach Stimulation mit IE-1 vor allem der Anteil
IFNy'TNFa® CD4 T-Zellen deutlich geringer und der Anteil TNFo®™™"* cp4 T-Zellen
signifikant erhéht war (Abbildung 46B). Die IL-2-Expression von CD8 T-Zellen ist
bekanntermaflen gering und so war auch unter Verwendung der drei unterschiedlichen
Stimuli das Zytokinexpressionsmuster dieser CMV-spezifischen Immunzellen mehrheitlich
durch die Expression der Zytokine IFNy und TNFa charakterisiert. Auffallig ist jedoch, dass
die durch pp65 induzierte Immunantwort einen signifikant geringeren Anteil ausschlieRlich
IFNy-exprimierender und einen jeweils leicht erhéhten Anteil IFNy'TNFa® und IFNy'IL-
2"TNFa’ CD8 T-Zellen aufwies. Insgesamt zeigten jedoch vor allem das Harnstoff-behandelte
pp65 und das CMV-Lysat besonders bei der CMV-spezifischen CD4 T-Zellantwort eine hohe

Ubereinstimmung in dem von ihnen induzierten Zytokinexpressionsprofil.

6.5.1.5 CMV-spezifische T,2-Zellen, aber nicht T,17-Zellen kénnen bei CMV-positiven

Personen unter Verwendung des CMV-Lysates nachgewiesen werden

Zusatzlich zur Analyse der CD8 Immunantwort und der CD4 T-Zellen der Subklasse Tyl
wurden in den 40 immungesunden Kontroll-Probanden die durch die verschiedenen
Antigene induzierte CMV-spezifische Zytokinexpression der Th2- und T,17-Immunzellen

charakterisiert. Die spezifischen Zellen wurden dabei anhand der Ko-Expression des
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Aktivierungsmarkers CD69 und des Zytokins IL-4 (Tn2) bzw. IL-17 (Ty17) identifiziert. In
Abbildung 47 sind die CMV-spezifischen Tn2- und T,17-Frequenzen aller seronegativen und
seropositiven Probanden dargestellt. Unter Verwendung der beiden Harnstoff-behandelten
CMV-Proteine konnten CMV-positive und CMV-negative Probanden weder anhand der CMV-
spezifischen Tp2- noch der Ty17-Frequenz diskriminiert werden. Das IL-17-Expressionslevel
war nach Stimulation mit dem unbehandelten CMV-Lysat ebenfalls in beiden Gruppen
gleich. Interessanterweise konnten jedoch anhand des CMV-Lysates signifikant erhéhte
CMV-spezifische Th2-Frequenzen in den CMV-positiven Probanden identifiziert werden
(p<0,0001). Allerdings waren diese Frequenzen jedoch deutlich geringer als die Frequenzen
der CMV-spezifischen Thl-Immunantwort (Median 0,11%; IQR 0,16%). Obwohl bei einer
Nachweisgrenze von 0,046% die Sensitivitdt und Spezifitdat mit 83,33% und 100% eine gute
Ubereinstimmung mit dem CMV-Serostatus erreichten, blieben sie dennoch unterhalb der
Werte der durch das CMV-Lysat induzierten CMV-spezifischen T,l-Immunanwort (s.
Abbildung 44D; jeweils 100%). Die Harnstoffbehandlung der beiden CMV-Proteine wirkte

sich hingegen nicht auf die Tp2- und T,17-Immunantwort aus.
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Abbildung 47: Nur das unbehandelte CMV-Lysat induziert in CMV-seropositiven Personen eine deutliche T,2-
Immunantwort, wohingegen eine CMV-spezifische T,17-Immunantwort bei allen drei Antigenen ausbleibt.
Vollblutproben von immungesunden Probanden (10 CMV-seronegative und 30 CMV-seropositive Probanden)
wurden mit Harnstoff-behandelten Proteinen (IE-1* und pp65%*), einem unbehandelten CMV-Lysat und dem
polyklonalen Stimulus SEB stimuliert. Die Frequenzen reaktiver T,2-Zellen (CD69°IL-4", (A)) und T,17-Zellen
(CD69°IL-177, (B)) wurden jeweils zwischen CMV-seronegativen und -seropositiven immungesunden Personen
verglichen. Die jeweiligen Mediane und Interquartilsabstande sind durch Querstriche angegeben. Statistische
Unterschiede wurden jeweils mit dem Mann-Whitney Test berechnet. CMV, Cytomegalievirus; IE-1,
Limmediate early protein 1 IL, Interleukin;, pp65, 65kDa Phosphoprotein; n.s., nicht signifikant; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B.
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6.5.2 Die Temperatur-abhingige Harnstoffbehandlung kommerziell erhiltlicher Lysate
hat keinen positiven Effekt auf die induzierten VZV- bzw. CMV-spezifischen

T-Zellfrequenzen

Der potentielle positive Effekt der Harnstoffoehandlung einzelner Proteine auf die CMV-
spezifischen CD8 T-Zellantwort scheint begrenzt zu sein und wirft die Frage auf, ob die
Harnstoffbehandlung gesamter Zelllysate, die ohne Harnstoffbehandlung zu einer sehr
hohen CD4-Reaktivitat flihren (s. Abbildung 43D), ebenfalls zu einer verbesserten Induktion
von CD8 T-Zellen fihren wirde. Da potentielle Effekte auf die Antigen-spezifische CD8-
Immunantwort moglicherweise erst durch Aufsummierung der positiven Effekte nach
Stimulation mit einer Vielzahl Harnstoff-behandelter Erreger-spezifischer Proteine
nachweisbar werden kénnten, wurden in diesem Versuchsteil ein CMV-Lysat und ein VZV-
Lysat desselben Herstellers (Virion/Serion) einer Harnstoffbehandlung unterzogen. Um die
Versuchsbedingungen zu optimieren, wurde die Antigen-Behandlung (Lésen des
lyophilisierten Antigens in Harnstoffpuffer bzw. PBS) zusatzlich bei unterschiedlichen
Temperaturen (4°C und 40°C) durchgefihrt. Insgesamt wurden die induzierten CMV- und
VZV-spezifischen zellularen Immunantworten von 10 immungesunden Kontroll-Probanden
mit bekannten Serostatus analysiert (10 VZV-IgG-positiv; 9 CMV-IgG-positiv; s. Tabelle 6

Patientencharakteristika, Teil2).

Wie aus Abbildung 48A deutlich ersichtlich ist, konnten die induzierten VZV- bzw. CMV-
spezifischen T-Zellfrequenzen weder alleine durch die Harnstoffbehandlung der beiden
Lysate noch durch die Veranderung der Temperatur wahrend der Harnstoffbehandlung
gesteigert werden (p-Wert jeweils >0,05). Im Gegensatz zu den Erwartungen konnte sogar
ein leichter Riickgang der CMV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen nach Stimulation mit den
Harnstoff-behandelten Antigenen nachgewiesen werden (p=0,0018). Insbesondere bei den
CD8 T-Zellen, bei denen eine Steigerung der induzierten Frequenzen durch die Stimulation
mit Harnstoff-behandelten Lysaten erhofft wurde, blieben die Erreger-spezifischen
Frequenzen sehr niedrig. Obwohl kein positiver Effekt auf die Frequenzen der Erreger-
spezifischen T-Zellen identifiziert werden konnte, war jedoch erneut ein Anstieg der IFNy-
Expression pro Zelle (IFNy-MFI) bei den Erreger-spezifischen T-Zellen messbar (Abbildung
48B). Bei den VZV-spezifischen CD8 T-Zellen war aufgrund der geringen Anzahl CD69*IFNy*

Zellen diesbeziiglich keine Aussage moglich.
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Abbildung 48: Die Harnstoffbehandlung je eines kommerziellen VZV- und CMV-Lysates hat keinen Einfluss
auf die Antigen-spezifische CD4 und CD8 T-Zellfrequenz, scheint jedoch zu einem Anstieg der IFNy-Expression
pro reaktive CD4 T-Zelle zu fiihren. Vollblutproben von 10 immungesunden Probanden wurden mit Harnstoff-
behandeltem und unbehandeltem VZV- und CMV-Lysat sowie dem polyklonalen Stimulus SEB stimuliert.
Zusatzlich wurde der Einfluss der Temperatur (4°C bzw. 40°C) wahrend dem Lésen der lyophilisierten Lysate
analysiert. (A) Vergleich der VZV-spezifischen und CMV-spezifischen CD4 (links) bzw. CD8 T-Zellfrequenzen
(rechts). (B) Unterschied (,Fold difference”) der IFNy-MFI von reaktiven (CD69°IFNy*) CD4 bzw. CD8 T-Zellen
und den nicht-reaktiven CD4 bzw. CD8 T-Zellen von Proben mit mindestens 20 Antigen-spezifischen T-Zellen.
Die CMV-seronegative Probandin ist durch schwarze Symbole (Quadrate) gekennzeichnet und wurde fiir die
statistische Analyse ausgeschlossen. Fiir die statistischen Analysen wurde jeweils der Friedman Test mit dem
Dunn Post-Test durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede im Post-Test werden durch Sterne angegeben (* fir
p<0,05, ** fir p<0,01). CMV, Cytomegalievirus; IFN, Interferon; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; n.s., nicht
signifikant; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; VZV, Varizella-Zoster Virus.
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6.5.3 Vergleichende Analyse zweier CMV-Lysate mit und ohne Harnstoffbehandlung und
Immunogenitétsbestimmung des pp65- und IE-1-Proteins unter Verwendung von Virus-

Deletionsmutanten

Um auszuschlieBen, dass die Zusatzstoffe, die den kommerziellen Lysaten wahrend der
Produktion zur Verldngerung der Haltbarkeit hinzugefiigt wurden, die Wirkung der
Harnstoffbehandlung verhindern, wurde ein weiteres CMV-Lysat ohne diese Zusatzstoffe
ausgetestet. Dieses wurde inklusive der entsprechenden Negativkontrolle zu
Forschungszwecken freundlicherweise von einem Kooperationspartner (Dr. Christina Paulus
und Dr. Michael Nevels, Universitdit Regensburg (ber Lophius Biosciences) unter
Verwendung einer MRC5-Zelllinie hergestellt. In 10 CMV-seropositiven und 2 seronegativen
Personen (s. Tabelle 6, Patientencharakteristika, Teil 3) wurde die Immunogenitat dieses

Lysates und des unbehandelten kommerziellen CMV-Lysat (Virion/Serion) analysiert.

In Abbildung 49A und B sind anhand von Punktdiagrammen die Antigen-spezifischen und
polyklonalen CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen eines CMV-positiven Probanden nach
Stimulation mit dem unbehandelten und Harnstoff-behandelten CMV-Lysat (MRC5-Zelllinie),
dem kommerziellen Lysat (Virion/Serion) und dem polyklonalen Stimulus SEB exemplarisch
dargestellt. Die CMV-spezifischen T-Zellfrequenzen sowie die Frequenzen SEB-reaktiver
Zellen der 10 CMV-positiven Personen sind in Abbildung 49C aufgefiihrt. Die 2 CMV-
seronegativen Probanden zeigten wie erwartet bei den CD4 und CD8 T-Zellen ausschlieBlich

eine Reaktion in der Positivkontrolle (nicht dargestellt).

Erneut war bei den CMV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen keine generelle
Steigerung nach Stimulation mit dem Harnstoff-behandelten CMV-Lysat zu beobachten
(p=0,6953; p=0,1484), da nur bei 4 von 10 Personen bei den CD4 T-Zellen und bei einer von
10 Personen bei den CD8 T-Zellen eine deutlich hohere CMV-spezifischen Frequenz
nachgewiesen werden konnte. Zudem fdllt auf, dass die CMV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenzen nach Stimulation mit dem Harnstoff-behandelten Lysat deutlich niedriger

waren (Abbildung 49C).
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Abbildung 49: Die Harnstoffbehandlung hat bei einem anderen CMV-Lysat liberwiegend ebenfalls keinen
Einfluss auf die CMV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellfrequenz. Vollblutproben von 10 CMV-seropositiven
immungesunden Probanden wurden mit einem unbehandelten (PBS) und einem Harnstoff-behandelten CMV-
Antigen (*) (jeweils MRC5-Zelllinie), sowie dem kommerziellen CMV-Antigen (Virion/Serion) stimuliert. Als
Negativkontrollen wurden die jeweils nicht mit CMV infizierten Kontroll-Lysate verwendet. Als Positivkontrolle
diente der polyklonale Stimulus SEB. (A) Reprasentative Ergebnisse der Antigen-spezifischen CD4 (rot) und CD8
T-Zellfrequenzen (blau). (B) Reprasentatives Ergebnis nach Stimulation mit SEB. Die Prozentzahlen beziehen
sich jeweils auf den Anteil CD69'IFNy* CD4 bzw. CD8 T-Zellen an der jeweiligen gesamten CD4 bzw. CD8
T-Zellpopulation. (C) Antigen-spezifische Frequenzen der 10 analysierten immungesunden Probanden.
(D) Unterschied (,Fold difference”) der IFNy-MFI von reaktiven (CD69'IFNy’) CD4 bzw. CD8 T-Zellen und den
nicht-reaktiven CD4 bzw. CD8 T-Zellen von Proben mit mindestens 20 Antigen-spezifischen T-Zellen. CMV,
Cytomegalievirus; IFN, Interferon; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin
B.

Insgesamt konnte somit auch unter Verwendung des zu Forschungszwecken produzierten

und Harnstoff-behandelten Antigens keine Steigerung der CMV-spezifischen CD4 und CD8
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T-Zellfrequenzen induziert werden. Interessanterweise konnte jedoch auch bei diesen
Lysaten eine signifikante Steigerung der IFNy-Expression pro CD4, aber nicht pro CD8 T-Zelle
nachgewiesen werden, wenngleich die Personenzahl eher gering war (p=0,0156 bzw.

p=0,375; Abbildung 49D).

Um den Beitrag der beiden CMV-Proteine pp65 und IE-1 fir die Immunogenitat der CMV-
Lysate zu analysieren, wurden neben den Wildtyp-CMV-infizierten MRC5-Zelllysaten auch
Lysate von MRC5-Zelllinien hergestellt und verwendet, die mit CMV-Mutanten mit
Deletionen flr das Protein pp65 und/oder IE-1 infiziert wurden. Als Negativkontrolle diente
erneut ein Lysat nicht-infizierter MRC5-Zellen und es wurden wiederum alle Lysate mit und
ohne Harnstoffbehandlung zur Stimulation verwendet. Die jeweiligen Antigen-spezifischen
CD4 und CD8 T-Zellen eines CMV-positiven Probanden sind in Abbildung 50A anhand von
Punktdiagrammen reprasentativ dargestellt. Abbildung 50B zeigt die CMV-spezifischen CD4
und CD8 T-Zellfrequenzen der 10 CMV-positiven Personen nach Stimulation mit dem
Wildtyp-CMV-Lysat und den CMV-Lysaten mit den verschiedenen Deletionen. Obwohl die
durch diese Lysate induzierten CMV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellfrequenzen, wie zuvor
gezeigt, verglichen mit dem kommerziellen Lysat eher gering waren und bei einem Teil der
CMV-seropositiven Personen keine bzw. nur geringe CMV-spezifische T-Zellfrequenzen
induziert werden konnten, waren bei den CD4 T-Zellen von Personen mit héheren CMV-
spezifischen T-Zellfrequenzen deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Lysaten
feststellbar. Wahrend die mediane CMV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz nach Stimulation mit
dem Wildtyp-CMV-Lysat gegeniiber dem Lysat mit IE-1-Deletion nur leicht héher war,
wurden bei Fehlen des Proteins pp65 (App65 oder App65/IE-1) deutlich geringere CMV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenzen gemessen. Dieser Effekt trat unabhdngig von der
Harnstoffbehandlung der Lysate auf, wobei nach Stimulation mit den Harnstoff-behandelten
Lysaten sogar ein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und der pp65-Deletion
nachgewiesen werden konnte. Bei den CD8 T-Zellen war hingegen kein deutlicher Effekt der
Deletionen messbar, da die induzierten CMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen nach
Stimulation mit dem Wildtyp-CMV zu gering waren um eine weitere signifikante Reduktion

dieser Frequenz identifizieren zu kdnnen.
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Abbildung 50: Analyse der durch CMV-Deletionsmutanten induzierten CMV-spezifischen Immunantworten
zur Bestimmung der Immunogenitdt von pp65 und IE-1. Vollblutproben von 10 CMV-seropositiven Personen
wurden mit einer Negativkontrolle (ohne Antigen (Mock)), dem CMV-Antigen, dem IE-1-defizienten CMV-
Antigen (A IE-1), dem pp65-defizienten CMV-Antigen (A pp65) und dem IE-1/pp65-defizienten CMV-Antigen
(A pp65/IE-1) stimuliert. Dabei wurde jeweils zwischen unbehandelten und Harnstoff-behandelten Antigenen
(jeweils MRC5-Zelllinie) unterschieden. (A) Repradsentative Ergebnisse der jeweiligen Antigen-spezifischen CD4
bzw. CD8 T-Zellfrequenzen. Die Prozentzahlen beziehen sich jeweils auf den Anteil CD69'IFNy" CD4 bzw. CD8
T-Zellen an der jeweiligen gesamten CD4 bzw. CD8 T-Zellpopulation. (B) Ergebnis der 10 CMV-seropositiven
Personen. Der Einfluss der Deletionen auf die induzierte CMV-spezifische Immunantwort wurde jeweils mit
dem Friedman Test und dem Dunn Post-Test berechnet. Signifikanzen im Post-Test sind durch Sterne
angegeben (* fur p<0,05). CMV, Cytomegalievirus; |IE-1, ,immediate early protein 1“; IFN, Interferon; pp65,
65kDa Phosphoprotein; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass durch die Verwendung des Harnstoff-
behandelten pp65 deutliche CMV-spezifische CD8 T-Zellantworten induziert werden
konnten. Bei den hier verwendeten Harnstoff-behandelten CMV-infizierten Zelllysaten war

eine Ubertragung dieses Effektes auf das gesamte Lysat allerdings bislang nicht erfolgreich.
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7 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die VZV-spezifische Immunantwort in immunkompetenten
und immunsupprimierten Personen hinsichtlich charakteristischer immunologischer
Veranderungen wahrend akuter VZV-Reaktivierungen analysiert. In einer ausgewdhlten
Patientengruppe mit rheumatischen Erkrankungen wurde zudem der Einfluss der anti-
rheumatischen und/oder immunsuppressiven Therapie auf die VZV-spezifische
Immunantwort detailliert analysiert. Durch die Entwicklung eines neuen Analyseverfahrens
konnte der Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen aus extrasanguinen Flissigkeiten
verbessert werden, sodass Immunzellen aus CSF und Blut von Patienten mit einer Infektion
bzw. Entzlindung des ZNS hinsichtlich der Antigen-Spezifitat vergleichend analysiert werden
konnten. Des Weiteren wurde eine quantitative und qualitative Charakterisierung der HSV-
spezifischen Immunantwort in einem immungesunden und immunsupprimierten
Personenkollektiv durchgefiihrt und mit den spezifischen Immunantworten von Personen
mit einer akuten HSV- bzw. VZV-Reaktivierung verglichen. Zuletzt wurde der Einfluss der
Harnstoffbehandlung einzelner CMV-Proteine und gesamter CMV-infizierter Zelllysate auf
die simultane Induktion CMV-spezifischer CD4 und CD8 T-Zellen in verschiedenen

Personenkollektiven analysiert.

Somit wurde einerseits die spezifische Immunantwort gegen verschiedene Herpesviren in
unterschiedlichen klinisch relevanten Situationen charakterisiert. Andererseits konnten in
dieser Arbeit Methoden zur Charakterisierung und Analyse spezifischer T-Zellen etabliert
bzw. auf ihre Anwendbarkeit und klinische Aussagekraft getestet werden. Die Ergebnisse der

einzelnen Teilaspekte werden nun im Folgenden diskutiert.

7.1 Phanotyp und Funktionalitat der VZV-spezifischen Immunantwort in Phasen ohne

oder mit akuter VZV-Replikation

Die hohe Durchseuchung der Bevolkerung mit VZV konnte in dieser Arbeit einmal mehr
bestatigt werden. Wahrend die Pravalenz VZV-spezifischer T-Zellen und IgGs in nicht-
symptomatischen immungesunden Probanden sehr hoch ist und die Frequenz und Levels
signifikant mit dem Alter der Probanden zusammenhangen, sind wie erwartet nahezu alle

nicht-symptomatischen immungesunden Probanden IgA-negativ. Typischerweise ist die VZV-
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spezifische CD4 T-Zellantwort bei nicht-symptomatischen Personen durch ein hohes MaR an
Multifunktionalitat gekennzeichnet, die durch die simultane Expression von IFNy, IL-2 and
TNFa gewahrleistet wird. Die VZV-spezifische Immunantwort nicht-symptomatischer
immunsupprimierter Patienten weist hingegen sowohl leicht geringere Frequenzen als auch
eine geringe Beeintrachtigung der Zytokinexpression auf, was die erhdhte Anfalligkeit dieser
Patienten fiir VZV-Reaktivierungen erklaren konnte (GOURISHANKAR et al.,, 2004,
MCDONALD et al., 2009). Die Proliferationsfahigkeit der VZV-spezifischen T-Zellen blieb
jedoch im Vergleich zu der immungesunder Probanden unverandert und war somit auch
trotz geringerer Frequenzen im Blut eher hoch. Allerdings muss hier vermerkt werden, dass
die Proliferationsexperimente aus technischen Griinden mit einem anderen VZV-Antigen
durchgefiihrt wurden als die 6h-Stimulationsexperimente aus Vollblut. Zudem besteht die
Moglichkeit, dass kreuzreaktive T-Zellen fir einen Teil dieser hohen Proliferation

verantwortlich sein konnten.

Eine akute VZV-Reaktivierung geht interessanterweise mit reversiblen charakteristischen
immunologischen Verdnderungen in der VZV-spezifischen Immunantwort einher, die in
Abbildung 51A schematisch zusammengefasst sind. So zeigen Patienten mit akutem Herpes
Zoster neben hoheren IgG- und IgA-Levels signifikant hohere VZV-spezifische CD4
T-Zellfrequenzen. Darliber hinaus zeigen die Zellen Charakteristika einer funktionellen
Beeintrachtigung, die durch eine Einschrankung der Zytokinexpression, eine verringerte
Expression des Differenzierungsmarkers CD127 und die Hochregulierung von inhibitorischen
Molekiilen wie CTLA-4 und PD-1 gekennzeichnet ist. Zusammenfassend ermdéglichen diese
Parameter eine eindeutige Diskriminierung von nicht-symptomatischen Probanden und
Personen mit akutem Herpes Zoster. Diese Unterschiede sind demgegeniber nicht bei SEB-
reaktiven CD4 T-Zellen zu finden, bei denen die Parameter weitestgehend vergleichbare

Ergebnisse zeigten (Abbildung 51B).
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Abbildung 51: Zusammenfassung der markanten Unterschiede zwischen der VZV-spezifischen Immunantwort
von nicht-symptomatischen Personen und Zoster-Patienten. Das Netzdiagramm vergleicht VZV-spezifische
immunologische Marker zwischen gleichaltrigen nicht-symptomatischen immungesunden Kontroll-Personen
(rot) und Zoster-Patienten (blau). Dabei wurde flr beide Gruppen jeweils die gleiche Anzahl an Messwerten
verwendet. Zur Normierung der Daten jedes Markers wurden jeweils die Werte beider Gruppen
zusammengefasst und die errechnete 5% Perzentile als Minimalwert bzw. die 95% Perzentile als Maximalwert
definiert. Fiir beide Gruppen wurden jeweils die normierten Mittelwerte der einzelnen Marker nach VZV-
spezifischer (A) und polyklonaler Stimulation (SEB; (B)) bestimmt und im Netzdiagramm dargestellt. Die VZV-
spezifische Immunantwort von Patienten mit akutem Herpes Zoster weist dabei sowohl eine erhdhte VZV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenz als auch erhohte VZV-IgG- und IgA-Levels auf. Neben den quantitativen
Veranderungen in diesen Personen konnten zudem charakteristische Verdanderungen im Zytokinprofil
identifiziert werden. Wahrend der Anteil multifunktioneller (IFNy'IL-2'TNFa’) VZV-spezifischer CD4 T-Zellen
reduziert ist, ist der Anteil ausschlielRlich IFNy-produzierender Zellen deutlich erhéht. Zudem kommt es
wahrend einer akuten VZV-Reaktivierung zu einem signifikanten Anstieg der CTLA-4- und PD-1-Expression,
wohingegen die CD127-Expression auf den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen vermindert ist. Die Quantitat,
Funktionalitdt und der Phdnotyp der SEB-reaktiven CD4 T-Zellen unterscheidet sich hingegen kaum zwischen
Gesunden und Patienten mit Herpes Zoster. Lediglich die CTLA-4- und PD-1-Expressionen sind leicht erhoht.

Die Hohe der VZV-spezifischen T-Zellfrequenz und des IgG-Levels ist vom zeitlichen Abstand
zur Primarinfektion und Auffrischungen der Immunantwort durch erneute Exposition aus der
Umwelt sowie von der generellen Immunkompetenz der jeweiligen Person abhangig (ARVIN,
1992; LEVIN et al., 2003). In dieser Arbeit blieben die IgG-Levels im Alter auf einem konstant
hohen Level, wahrend bei einigen dlteren Probanden ein Absinken der VZV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenz festgestellt werden konnte. Diese verringerte T-Zellfrequenz wurde bereits
zuvor bei Personen >60 Jahren nachgewiesen und kann ursachlich mit dem haufigeren
Auftreten von Reaktivierungsereignissen bei diesen Personen assoziiert werden (LEVIN et al.,
2003; PATTERSON-BARTLETT et al., 2007; LEVIN et al., 2008). Die Tatsache, dass bei
immunsupprimierten Patienten ebenfalls geringere VZV-spezifische T-Zellfrequenzen
vorhanden sind und die Zosterrate und VZV-bedingte Morbiditat bei diesen Patienten
ebenfalls hoch sind, unterstitzt die Bedeutung der T-Zellen fiir eine effektive
Erregerkontrolle zusatzlich (GOURISHANKAR et al., 2004; PARK et al., 2004; VOSSEN et al.,

2004).
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Die funktionellen und phanotypischen Analysen offenbarten bei Patienten mit akutem
Zoster eine Verschiebung der Zytokinexpression hin zu mehrheitlich ausschliefRlich IFNy-
exprimierenden T-Zellen. Diese eingeschrankte Zytokinexpression konnte auch bereits bei
Antigen-spezifischen T-Zellen gegen andere Erreger wie z.B. M. tuberculosis, Influenzavirus,
HIV, BK Polyomavirus und CMV beobachtet werden und war mit einer hohen Viruslast und
symptomatischen Erkrankungen assoziiert (PANTALEO, HARARI, 2006; SESTER et al., 2008b;
SESTER et al., 2011; SCHMIDT et al., 2012; SCHMIDT et al., 2014a). Die Herabregulierung von
CD127 wahrend eines akuten Herpes Zoster ist zudem eine weitere immunologische
Veranderung, die auch auf den Influenzavirus-spezifischen T-Zellen nach einer Influenza-
Impfung nachweisbar ist (SCHMIDT et al.,, 2012). Die verstdarkte Expression der
inhibitorischen Molekile CTLA-4 und PD-1 koénnte zum einen das Ergebnis eines
physiologischen Mechanismus des Immunsystems sein, um die Expansion der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen zu regulieren (RILEY, JUNE, 2005). Dariber hinaus konnte die
erhohte Expression dieser mit funktioneller Anergie assoziierten Molekile auch fiir einen
Erschopfungszustand dieser T-Zellen sprechen, wie er bei anhaltender viraler Replikation bei
chronischer HIV- oder akuter CMV-Infektion nachgewiesen wurde (KAUFMANN et al., 2007,
SESTER et al., 2008b). Neben geringeren VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen weisen
nicht-symptomatische immunsupprimierte Patienten gegeniiber immunkompetenten
Personen interessanterweise zudem einen leicht geringeren Anteil an multifunktionellen
Zellen auf. Der Unterschied in der CTLA-4 Expression auf Antigen-spezifischen T-Zellen von
Patienten mit Herpes Zoster war im Vergleich zu asymptomatischen Personen wesentlich
starker ausgepragt (ca. 12fach erhéht) als dies bei CMV-spezifischen T-Zellen transplantierter
Patienten mit CMV-Reaktivierung zu beobachten war (lediglich ca. 2-3fach erhoht) (DIRKS,
2016). Vermutlich liegt dies an dem routinemaRig regelmaBig durchgefiihrten CMV-
Monitoring nach Transplantation und dem damit verbundenen schnelleren therapeutischen

Eingreifen sowie der oftmals prophylaktisch verabreichten antiviralen Medikation.

Da auch auf den polyklonal stimulierten CD4 T-Zellen eine geringe aber dennoch signifikant
erhohte Expression von CTLA-4 und PD-1 nachgewiesen werden konnte, kann z.B. vermutet
werden, dass bei aktiver VZV-Infektion auch eine erhéhte Pradisposition fiir aktive
Infektionen mit anderen Erregern besteht, oder dass eine aktive Infektion mit einem Erreger

auch T-Zellen anderer Spezifitdten beeinflusst. Da allerdings auch VZV-spezifische T-Zellen
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durch SEB stimuliert werden konnten, ware auch denkbar, dass der beobachtete Effekt

zumindest zum Teil auf VZV-spezifische T-Zellen zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Effizienz der Erreger-spezifischen
Immunantwort nicht alleine durch die T-Zellfrequenz, sondern dariiber hinaus auch durch
die Qualitat dieser T-Zellen beeinflusst wird, die durch ihre Funktionalitat und den Phanotyp
definiert ist. Diese charakteristischen immunologischen Veranderungen scheinen jedoch
nicht nur auf akute Reaktivierungen beschrdankt zu sein. So lasst die Analyse der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellantwort eines immungesunden Probanden mit einem seit 10 Tagen
andauernden VZV-Primarinfekt (Windpocken) vermuten, dass generell bei einem akuten
VZV-bedingten Infektgeschehen eine VZV-spezifische Immunantwort mit eingeschrankter
Funktionalitdt und Anzeichen fir eine Anergie vorzufinden sind, wohingegen die VZV-
spezifische Immunantwort im Latenzzustand durch ein hohes MaR an Multifunktionalitat
gekennzeichnet ist. Ein diesbeziigliches Modell der T-Zellfunktionalitdt und des Phanotyps in
unterschiedlichen Stadien einer VZV-Infektion ist in Abbildung 52 dargestellt. Das Beispiel
der Probandin, die mit der MMRV-Vakzine geimpft wurde, gibt zudem Hinweise darauf, dass
fir die Induktion dieser charakteristischen Veranderungen nicht unbedingt ein Kontakt mit

dem VZV-Wildtyp notwendig zu sein scheint.

Anerge T-Zellen Multifunktionelle T-Zellen Anerge T-Zellen Multifunktionelle T-Zellen
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Abbildung 52: Funktionalitits-Modell VZV-spezifischer CD4 T-Zellen ab dem Zeitpunkt der primaren VZV-
Infektion. Nach einer Primarinfektion mit VZV wird eine VZV-spezifische zellulare Immunantwort aufgebaut.
Diese hat zunachst einen Phanotyp mit eingeschrankter Funktionalitdt, der vermutlich durch die hohe virale
Belastung hervorgerufen wird. Im weiteren Verlauf, in dem das Virus im latenten Zustand in sensorischen
Ganglien Uberdauert, ist die VZV-spezifische Immunantwort des nicht-symptomatischen Virustrdagers durch
multifunktionelle CD4 T-Zellen mit geringer Expression von CTLA-4 und PD-1 charakterisiert. Durch exogene
Exposition mit VZV oder nicht-symptomatische Reaktivierungen kann sie jedoch von Zeit zu Zeit wieder
verstarkt (,,geboostert”) werden, wodurch die zelluldre Immunantwort aufrechterhalten wird. Bleiben exogene
und endogene Induktionen aus oder wirken sich Faktoren wie z.B. die Immunseneszenz im hoheren Alter oder
Therapie-bedingte Effekte negativ auf das Immunsystem aus, nimmt die VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz
nach und nach ab. Wird ein gewisses Level unterschritten, kann die Kontrolle des Virus durch das Immunsystem
nicht mehr aufrecht erhalten werden und es kann zu symptomatischen Reaktivierungen kommen, die sich
liberwiegend in Form eines charakteristischen Hautausschlages (Herpes Zoster) zeigen. Durch die Vermehrung
des Virus wird die VZV-spezifische zellulare Immunantwort deutlich induziert und besitzt zundchst den Zoster-
assoziierten Phanotyp (starke Expression inhibitorischer Molekiile) mit eingeschrankter Funktionalitat (hoher
Anteil ausschlieBlich IFNy-exprimierender Zellen). Nach Riickgang der Symptome (bzw. >3 Monate nach der
akuten VZV-Reaktivierung) pendelt sich die VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz auf einem gewissen Level ein.
Die CD4 T-Zellen sind zu diesem Zeitpunkt Gberwiegend erneut multifunktionell und die Expression der
inhibitorischen Marker ist gering. Abbildung modifiziert nach (ARVIN et al., 2007)

Die Verlaufsanalyse der VZV-spezifischen Immunantwort der Probandin mit MMRV-Impfung
zeigte nach mehreren Wochen einen Riickgang der ,Zoster-assoziierten” Verdanderungen hin
zu der urspringlichen Frequenz, sowie zu Phanotyp und Funktionalitat der VZV-spezifischen
T-Zellen. Wenngleich zur Auffrischung der VZV-spezifischen Immunantwort im
Erwachsenenalter normalerweise die Zoster-Vakzine verwendet wird und somit eine
deutlich héhere Impfdosis verabreicht wird als es bei dieser Probandin nach Impfung mit der
Varizellen-Vakzine der Fall war, stellt sich dennoch die Frage wie langanhaltend ein
Auffrischen der VZV-spezifischen Immunantwort durch eine Impfung tatsachlich ist. So
wurde beispielsweise in einer aktuellen Studie diskutiert, dass Personen bereits 10 Jahre
nach der ersten Gabe der Zoster-Vakzine von einer weiteren Impfung profitieren wiirden

(LEVIN et al., 2016).

Ein weiteres phéanotypisches Merkmal von T-Zellen st ein charakteristisches
Expressionsprofil von Oberflachenmarkern wie z.B. CD45R0 und CD62L, anhand dessen die
Zellen einem typischen Differenzierungsstadium zugeordnet werden kénnen (SALLUSTO et
al., 1999). In Ubereinstimmung mit Ergebnissen einer Arbeit aus dem Jahr 2004 zeigte sich,
dass die VZV-spezifischen CD4 T-Zellen mehrheitlich durch CD45R0-positive T-Zellen
charakterisiert sind (VOSSEN et al., 2004). Durch die kombinierte Messung mit CD62L wird in
dieser Arbeit zudem ersichtlich, dass wahrend eines akuten Herpes Zoster der Anteil VZV-
spezifischer zentraler Gedachtnis-T-Zellen (CD45R0'CD62L") signifikant groRer ist, und lasst
vermuten, dass diese Zellen wahrend der akuten Reaktivierung neu gebildet worden sind.

Diese vermutlich neu gebildeten Zellen sind aufgrund der Expression von CD62L auch in der
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Lage die Lymphknoten zu passieren, wo sie nach Kontakt mit dem Antigen proliferieren
konnen und zusétzlich durch Rekrutierung von B-Zellen und dendritischen Zellen (DC) zur
Kontrolle der akuten Virusvermehrung beitragen konnten (SALLUSTO et al., 1999). Nach
einer Uberstandenen VZV-Reaktivierung konnten sich diese zentralen Gedéachtniszellen
teilweise zu  Effektor-Gedachtnis-T-Zellen  weiter differenzieren, wodurch das
Differenzierungsprofil VZV-spezifischer CD4 T-Zellen von nicht-symptomatischen Personen

wieder hergestellt werden wiirde.

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten immunologischen Charakteristika bieten nun
die Moglichkeit, auch diagnostisch genutzt zu werden. Um das diagnostische Potential eines
Tests zu ermitteln, ist die Sensitivitat und Spezifitdit eines Analyseverfahrens von
entscheidender Bedeutung. Zwar sind die hier beschriebenen Analysen der phdnotypischen
und funktionellen Unterschiede in der VZV-spezifischen zellularen Immunantwort
ausschlieBlich auf Proben mit ausreichender Anzahl an reaktiven T-Zellen beschrankt,
ermoglichten bei diesen jedoch die Diskriminierung von Personen mit und ohne akuten
Herpes Zoster mit 100% Spezifitdit und nahezu 100% Sensitivitdt. Diese eindeutige
Diskriminierung von Personen mit und ohne akuten Herpes Zoster war sogar dann moglich,
wenn die Einteilung der Personen ausschlieBlich anhand eines einzigen Parameters (CTLA-4
MFI) auf den VZV-spezifischen Zellen erfolgte. Die Bestimmung des IgA-Status zur
Diskriminierung zwischen Personen mit und ohne akuten Herpes Zoster lieferte zwar
ebenfalls eine hohe Spezifitdt (93,8%), jedoch war die Sensitivitat mit 67,3% eher niedrig. Die
Analyse des Differenzierungsstadiums der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen scheint aus
mehreren Griinden ebenfalls fir diese Zwecke weniger gut geeignet zu sein. So scheint es z.B.
Alters-abhdngige Unterschiede im Differenzierungsprofil zu geben, was z.B. nach einer
Stimulation mit VZV anhand eines geringeren Anteils aktivierter CD45R0°CD62L CD4 T-Zellen
bei dlteren Probanden im Vergleich zu jlingeren Personen beobachtet werden konnte
(PATTERSON-BARTLETT et al., 2007). Da eine symptomatische VZV-Reaktivierung bei alteren
Personen zwar haufiger vorzufinden ist, aber eben auch bei jlingeren Personen auftritt,
konnten diese Alters-abhangigen Unterschiede die Aussagekraft der Differenzierungsprofil-
Analyse reduzieren. Obgleich letztere nur bei einer geringen Personenzahl durchgefiihrt
wurde und somit lediglich erste Eindriicke gewonnen werden konnten, scheinen die
Unterschiede im Differenzierungsprofil der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen zwischen nicht-

symptomatischen und symptomatischen Personen zudem lediglich schwach ausgepragt zu
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sein. Hinzu kommt, dass die Diskriminierung der Marker CD45R0 und CD62L nach Antigen-
spezifischer Stimulation haufig erschwert ist. Folglich scheint die funktionelle Analyse der
VZV-spezifische T-Zellen inklusive der Quantifizierung der CTLA-4-, PD-1- und CD127-
Expression im Vergleich zur Bestimmung des Differenzierungsprofils und des

Antikorperlevels zur diagnostischen Anwendung besser geeignet zu sein.

Potentielle zukinftige Anwendungsfelder dieser funktionellen und phanotypischen Analyse

VZV-spezifischer T-Zellen werden nachfolgend diskutiert.

7.2 Anwendungsmoglichkeiten des Vollblut-basierten Tests zum Nachweis Antigen-

spezifischer Immunzellen

Potentielle Anwendungsgebiete bieten sich fir die quantitative und funktionelle Analyse
VZV-spezifischer zelluldarer Immunantworten aus Vollblutproben vor allem dort wo bislang
andere Zytokinexpressions-Nachweisverfahren Nachteile aufweisen. Das ELISpot-Verfahren,
das beispielsweise zum Monitoring der VZV-spezifischen Immunantwort bei Patienten nach
Transplantation von Stammzellen aus dem Knochenmark oder Nabelschnurblut oder
anderen Risikopatienten wie Patienten mit Autoimmunerkrankungen verwendet wurde,
bietet gegeniiber intrazelluldren Zytokinanalysen aus PBMCs den Vorteil, dass meist
geringere Mengen an PBMCs bendétigt werden (SMITH et al., 2001; LETSCH, SCHEIBENBOGEN,
2003; RONDAAN et al., 2014; SALEM FOURATI et al., 2014). Der Nachteil ist hingegen, dass
ausschlieBlich quantitative und keine funktionellen und phéanotypischen Informationen
gewonnen werden kdnnen (SCHMIDT, SESTER, 2013). Der Nachweis VZV-spezifischer
Immunzellen aus Vollblutproben kombiniert hingegen die Vorteile dieser beiden Methoden.
So werden lediglich geringe Blutvolumina bendtigt, und da keine zeitaufwandige Isolierung
von PBMCs notwendig ist und lediglich eine kurze Inkubationsphase von 6h bendtigt wird,
kann die VZV-spezifische Immunantwort bei Verwendung der Vollblut-Stimulation innerhalb
eines Arbeitstages quantitativ und qualitativ untersucht werden (SCHMIDT, SESTER, 2013).
Ein Nachteil ist hingegen, dass die Vollblutproben stets innerhalb von 24h bearbeitet werden
missen und kein Einfrieren und spdteres Bearbeiten mdglich ist wie etwa nach der
Isolierung von PBMCs. Da der Vollbluttest jedoch eine breite Anwendung im diagnostischen
Bereich haben konnte, wo Testresultate normalerweise moglichst zeitnah generiert werden
sollen, scheint dieser Nachteil vernachlassigbar. Zudem ist auch vorstellbar, dass die

phanotypischen und funktionellen Marker auch auf zuvor eingefrorenen PBMCs identifiziert
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werden konnten, sodass mit Ausnahme der Isolierung der PBMCs der Zeitpunkt der
Probenverarbeitung flexibel ware. Neben der zuvor erwdhnten potentiellen Anwendung in
der Diagnostik bietet die Vollblutanalyse dariiber hinaus die Mdoglichkeit, im Rahmen von
klinischen Studien die Effektivitdt von Lebendimpfungen und Tot-Vakzine-Kandidaten wie
dem VZV-Glykoprotein E, hinsichtlich der Induktion einer hochfrequenten und

multifunktionellen VZV-spezifischen Immunantwort zu untersuchen (CHLIBEK et al., 2014).

In Anlehnung an CMV koénnte zudem die Analyse der Quantitat und Qualitdt der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellantwort im Blut von immunsupprimierten Patienten dazu beitragen,
das individuelle Risiko fur Infektkomplikationen zu identifizieren. Daflir missen aber —
gerade bei immunsupprimierten Patienten - verschiedene die Immunantwort
beeinflussende Faktoren berlicksichtigt werden. Der Einfluss der anti-rheumatischen
Therapie auf die VZV-spezifischen Zellen in Patienten mit rheumatischen Erkrankungen
wurde in der vorliegenden Arbeit bereits analysiert und wird im nachfolgenden Abschnitt

diskutiert.

7.3 Einfluss der anti-rheumatischen Therapie auf die VZV-spezifische T-Zellfrequenz

Patienten mit rheumatischen Erkrankungen besitzen im Vergleich zu immungesunden
Patienten ein erhdhtes Risiko fiir VZV-Reaktivierungen (VEETIL et al., 2013). Ob bestimmte
anti-rheumatische Medikamente das Risiko zusatzlich erhéhen, ist jedoch bislang noch nicht
eindeutig geklart. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit konnte die generell
beeintrachtigte zellulare Immunantwort anhand geringerer SEB-Frequenzen der RA-
Patienten gegenliber immungesunden Probanden bestdtigt werden. Deutlich ausgepragter
war bei diesen Patienten jedoch die Verringerung der VZV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen.
Dies war jedoch interessanterweise nicht auf die Behandlung mit Steroiden zuriickzufiihren,
sondern scheint moglicherweise durch die Biologika-Therapie hervorgerufen zu sein, da
Patienten unter dieser Behandlung im Vergleich zu immungesunden Probanden signifikant
niedrigere VZV-spezifische CD4 T-Zellfrequenzen aufwiesen; dies war unabhangig davon, ob
zusatzlich eine Behandlung mit Standard-DMARDs erfolgte oder nicht. Dabei war trotz der
geringen Anzahl der Patienten insbesondere die Therapie mit dem IL-6-Rezeptor-Blocker
Tocilizumab oder den TNF-Blockern mit verringerten VZV-spezifischen Frequenzen assoziiert.
Dies konnte auf einen Einfluss dieser Medikamente auf die VZV-spezifische zelluldre

Immunantwort hindeuten und konsekutiv ein erhohtes Risiko fiir VZV-Reaktivierungen

173



verursachen. Hinweise fiir eine erhdhte Zosterinzidenz unter TNF-Blocker-Therapie konnten
bereits in klinischen Studien gefunden werden (STRANGFELD et al., 2009; GALLOWAY et al.,
2013; CHE et al., 2014). Zudem wurde in einer Studie aus dem Jahr 2010 gezeigt, dass RA-
Patienten unter TNF-Blocker-Therapie im Vergleich zur Normalbevolkerung deutlich haufiger
aufgrund von VZV-Infektionen behandelt werden missen (32 vs 3,4 von 100.000 Patienten-
Jahre) (GARCIA-DOVAL et al.,, 2010), was moglicherweise mit den in dieser Arbeit
identifizierten geringeren VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen zusammenhdngen kdnnte. Die
Tatsache, dass der IL-6-Rezepotor-Blocker erst seit kurzer Zeit fir die Behandlung von
rheumatischen Erkrankungen verfligbar ist und dennoch bereits Fallberichte beziiglich mehr
oder weniger stark ausgepragter VZV-Reaktivierungen veroffentlicht wurden, spricht fiir eine
erhohte Zosterinzidenz auch unter dieser Therapie (KUBANDOVA et al., 2010; ROUX et al.,
2011). Folglich wird auch bereits in den Produktinformationen des Herstellers ein Herpes
Zoster als haufig auftretende Nebenwirkung klassifiziert (CHUGAI/ROCHE PHARMA AG,
2016). Die in dieser Arbeit identifizierten geringen VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen lassen
vermuten, dass die Einnahme von Tocilizumab die Effektivitdt der T-Zell-vermittelten
Erregerkontrolle negativ beeinflusst und dies eine mdgliche Ursache fiir diese erhohte
Zosterinzidenz darstellt. Da bei Patienten unter Tocilizumab-Therapie im Gegensatz zu
Patienten unter TNF-Blocker-Therapie zudem die Frequenz SEB-reaktiver T-Zellen
vermindert war, scheint der Effekt in diesem Fall jedoch nicht exklusiv auf die VZV-
spezifische Immunantwort begrenzt zu sein und kénnte somit auch die Pradisposition fiir die

Reaktivierung anderer Erreger erhéhen (EDWARDS, 2012; LANG et al., 2012).

Wiéhrend die Frequenzen VZV-spezifischer CD4 T-Zellen deutliche Unterschiede zeigten,
lieferten die Analyse der Zytokinexpression und die phanotypische Charakterisierung dieser
Zellen keine Hinweise auf funktionelle Beeintrdchtigungen in nicht-symptomatischen
Rheumapatienten. Somit kdnnte die erhdhte Herpes Zoster-Inzidenz allein durch den
guantitativen Verlust VZV-spezifischer CD4 T-Zellen verursacht werden. Allerdings muss
angemerkt werden, dass fur die funktionelle Charakterisierung ausschlieBlich Personen mit
ausreichend VZV-spezifischen CD4 T-Zellzahlen eingeschlossen wurden. Da die VZV-
spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen jedoch bei den RA-Patienten sehr niedrig waren, fihrte
dies dazu, dass die Patienten mit ausreichender Zellzahl fur diese Gruppe eher hohe VZV-
spezifische Frequenzen aufwiesen und somit nicht zwangslaufig als reprasentativ fir die

gesamte Gruppe angesehen werden konnen. Auch wenn in nicht-symptomatischen
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Patienten eine funktionelle Beeintrachtigung nicht unbedingt zu erwarten ist, kann folglich
nicht ganz ausgeschlossen werden, dass deren Fehlen in der vorliegenden Analyse ein
Resultat der durch die Zellzahl bedingten Selektion der Patienten ist. Basierend auf der in
Abschnitt 6.1.1.6 beschriebenen Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort in
immunsupprimierten Zoster-Patienten, in die auch 2 RA-Patienten mit akuter VZV-
Reaktivierung eingeschlossen wurden, kann jedoch vermutet werden, dass es auch bei RA-
Patienten wadhrend einer akuten VZV-Reaktivierung zu den charakteristischen Zoster-
assoziierten phanotypischen und funktionellen Verdanderungen der VZV-spezifischen

Immunantwort kommt.

Im Gegensatz zu den VZV-spezifischen T-Zellen, waren die VZV-IgG-Levels bei
asymptomatischen RA-Patienten weder im Vergleich zu immungesunden Probanden noch in
Abhangigkeit der anti-rheumatischen Therapie verandert. Dies war auch der Fall wenn die
aufgrund eines VZV-negativen Serostatus ausgeschlossenen Patienten (4 RA und 1 SPA) in
die Analysen mit einbezogen wurden. Da jedoch unklar war, ob diese Patienten bisher noch
keinen Erregerkontakt hatten, oder ob der VZV-lgG-Level im Verlauf der rheumatischen
Erkrankung unter die Nachweisgrenze abgesunken war, wurden diese Patienten fiir die hier
dargestellten Analysen ausgeschlossen. Somit konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden,
dass sich die Erkrankung sowie die damit verbundene Therapie bei nicht-symptomatischen
RA-Patienten ausschliefllich auf die T-Zellen und hier insbesondere auf die Frequenzen
negativ auswirken. Da das Risiko fir VZV-Reaktivierungen bei diesen Patienten im Vergleich
zu immungesunden Probanden deutlich erhoht ist, unterstitzt dies die Bedeutung der VZV-
spezifischen zelluldren Immunantwort fir eine effektive Erreger-Kontrolle. Dies wird gestitzt
durch Beobachtungen, die bereits zuvor bei Patienten mit sytemischem Lupus
Erythematodes, einer anderen Autoimmunerkrankung, gemacht wurden, die ebenfalls ein
deutlich erhohtes Risiko fiir Herpes Zoster besitzen und wie RA-Patienten geringere
Frequenzen VZV-spezifischer Immunzellen aufwiesen. Interessanterweise konnte auch bei
diesen Patienten gegeniber immungesunden Probanden keine Reduktion, sondern sogar
hohere VZV-1gG-Levels gemessen werden (RONDAAN et al.,, 2014). Dass jedoch nicht alle
Patienten mit Autoimmunerkrankungen und erhohtem Risiko fur VZV-Reaktivierungen
signifikant in ihrer VZV-spezifischen zelluldren Immunantwort beeintrachtigt sind, zeigt
hingegen die in derselben Studie durchgefiihrte Analyse von Patienten mit Morbus Wegener,

die weder bei den VZV-IgG-Levels noch bei der zelluldren Immunantwort signifikante

175



Unterschiede zu immungesunden Probanden aufwiesen (RONDAAN et al., 2014). Folglich
scheint die Erkrankung bzw. die Therapie dieser Patienten sowie der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten PSA-Patienten auch ohne nachweisbare Auswirkungen auf die VZV-
spezifische zellulare Immunantwort die Anfilligkeit fiir VZV-Reaktivierungen zu erhdhen.
Wie genau dies jedoch ausgeldst wird ist bislang noch unklar und bedarf weiterer
Untersuchungen. Eine longitudinale Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort von
Patienten vor und unter Entwicklung eines Herpes Zoster kdnnte hier Hinweise liefern,
inwieweit funktionelle Veranderungen maoglicherweise bereits vor Einsetzen der klinischen
Symptomatik messbar sind. Ahnliche Daten existieren fiir die CMV-spezifische
Immunantwort vor bzw. unter CMV-Reaktivierung nach Transplantation (SESTER et al.,
2008b; DIRKS et al., 2013). Da VZV-Reaktivierungen jedoch im Vergleich eher seltene

Ereignisse sind, wiirde dies ein Monitoring groRer Patientenkohorten erfordern.

Wie in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, kommt es bei Patienten mit akutem
Zoster durch die VZV-Reaktivierung zu einem Anstieg der VZV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenz (s. Abschnitt 6.1.1.4). Auch wenn die Frequenzen nach Riickgang der
Symptome wieder abnehmen, besteht die Maoglichkeit, dass vorangegangene
Zosterepisoden — wie sie bei RA-Patienten nicht uniblich sind — die erhaltenen Ergebnisse
beeinflussen konnen. Der Vergleich von RA-Patienten mit und ohne Zoster-Vergangenheit
zeigte, dass mehr als 21% (12/56) dieser RA Patienten bereits einen Zoster in der
Vergangenheit hatten, was eindrucksvoll das hohe Risiko dieser Patienten widerspiegelt. Ein
signifikanter Unterschied in den VZV-spezifischen T-Zellfrequenzen war jedoch nicht
nachweisbar. Folglich konnte eine Beeinflussung der Ergebnisse durch weiter zurlickliegende
VZV-Reaktivierungen nahezu ausgeschlossen werden, auch wenn die Patientengruppen nicht

vollstandig altersangepasst waren.

Direkte Einflisse der anti-rheumatischen Medikamente auf die VZV-spezifische oder SEB-
reaktive zelluldre Immunantwort konnten in den in vitro Inkubations-Experimenten weder
bei der Frequenz, noch bei Zytokinexpression oder Proliferation festgestellt werden. Einzig
beim TNF-Blocker Adalimumab fand sich eine Beeintrachtigung in der TNFa Produktion bei
hohen Wirkspiegeln. Dennoch kann die erhohte Anfalligkeit flir VZV-Reaktivierungen anhand
dieser Ergebnisse nicht direkt erklart werden. Des Weiteren konnten die nachgewiesenen

geringeren Frequenzen der Patienten unter therapeutischer Blockade des IL-6-Rezeptors
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bzw. TNF nicht mit einer beeintrachtigen Funktionalitdt der Zellen in vitro in Verbindung
gebracht werden. Dies konnte auf Unterschieden in den jeweiligen Wirkmechanismen
beruhen, die sich moglicherweise allenfalls indirekt auf die Zytokin-Induktion und
Proliferation in vitro auswirken. So ware beispielsweise ein deutlich spater eintretender
Wirkbeginn der anti-rheumatischen Medikamente im Vergleich zu anderen
immunsupprimierenden Medikamenten, wie z.B. Cyclosporin A und Methylprednisolon,
vorstellbar. Dies wird z.B. daran ersichtlich, dass die Halbwertszeiten der anti-rheumatischen
Medikamente mehrere Tage bis Wochen betragen, wahrend Cyclosporin A und
Methylprednisolon eine kurze Halbwertszeit von wenigen Stunden besitzen (NOVARTIS,
2013; SANOFI-AVENTIS, 2015; ABBVIE, 2016; BRISTOL-MYERS SQUIBB, 2016; CHUGAI/ROCHE
PHARMA AG, 2016; HOFFMANN-LA ROCHE, 2016; PFIZER, 2016). Folglich besteht die
Moglichkeit, dass die in vitro Analyseverfahren mit maximaler Inkubationsdauer von 40
Stunden nicht ausreichend waren, um eventuelle direkte Effekte der anti-rheumatischen

Medikamente auf die spezifische Immunantwort zu detektieren.

Insgesamt gibt die hier durchgefihrte Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort von
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen erste Hinweise auf eine mogliche
Beeintrachtigung der T-zelluldaren Immunantwort in vivo durch verschiedene Biologika,
wahrend fir Biologika in vitro kein unmittelbarer Einfluss nachgewiesen werden konnte. Ob
diese Reduktion der T-Zellfrequenz tatsachlich Therapie-bedingt ist und inwieweit dies flr
die erhohte Zosterinzidenz dieser Patienten verantwortlich ist, bedarf jedoch noch weiterer
Analysen, bei der nach Méglichkeit auch eine Unterteilung der verschiedenen TNF-Blocker in

Betracht gezogen werden konnte.

7.4 Die VZV-spezifische Immunantwort bei Patienten mit VZV-bedingten ZNS-

Infektionen

Obwohl eine VZV-Reaktivierung im klinischen Alltag meist anhand des charakteristischen
Hautausschlages oder mittels PCR diagnostiziert werden kann, gibt es untypische Verldaufe
bei denen z.B. der Hautausschlag fehlt (Zoster sine herpete), GefdlRe betroffen sind
(Vaskulopathie), oder wie z.B. bei einer Meningitis oder Enzephalits das ZNS involviert ist
und die Identifikation des zugrundeliegenden Erregers schwierig ist (GILDEN et al., 2009;
GILDEN et al., 2013; GRAHN, STUDAHL, 2015).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb auch die VZV-spezifische Immunantwort von
Patienten mit klinisch gesicherter VZV-bedingter ZNS-Infektion oder ohne VZV-bedingte ZNS-
Infektion hinsichtlich charakteristischer Verdanderungen untersucht, wie sie zuvor bei
Patienten mit akutem Herpes Zoster identifiziert wurden. Neben Immunzellen aus dem Blut
wurden dabei zusdtzlich Immunzellen aus der CSF analysiert, um auch immunologische

Veranderungen beobachten zu kénnen, die auf den Infektionsort begrenzt sind.

Interessanterweise konnten in der CSF deutliche Unterschiede in der VZV-spezifischen
Immunantwort zwischen den Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion und den Patienten
ohne bzw. mit unklarer VZV-Beteiligung nachgewiesen werden. So konnte die erhohte VZV-
spezifische CD4 T-Zellfrequenz und die erhohte CTLA-4 Expression durch die lokale
Replikation des Virus hervorgerufen werden, wodurch bereits in der CSF vorhandene oder
neu infiltrierende VZV-spezifische CD4 T-Zellen durch direkten Kontakt mit dem Erreger oder
durch die mehrheitlich lokal ausgeloste Immunantwort proliferieren. Erst kirzlich konnte
eindrucksvoll gezeigt werden, dass sich wahrend einer akuten VZV-Reaktivierung in
menschlichen Ganglien sowohl CD4 als auch CD8 T-Zellen lokal in den betroffenen Ganglien
anreichern, was auch die Bedeutung dieser T-Zellen bei der Kontrolle der Virus-Replikation in
Ganglien wahrend einer akuten Reaktivierung widerspiegelt (STEAIN et al., 2014). Zwar
wurde in dieser Studie nicht die Antigen-Spezifitat dieser T-Zellen untersucht, dennoch kann
vermutet werden, dass es sich dabei um einen erhdohten Anteil VZV-spezifischer T-Zellen

handelt.

Bei allen 11 untersuchten Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion konnte ein Anstieg der
Frequenz VZV-spezifischer CD4 T-Zellen sowie eine erhéhte CTLA-4 Expression nicht nur in
der CSF, sondern auch im Blut detektiert werden. Diese Beobachtung lasst sich bei 7 dieser
Patienten mit dem gleichzeitig vorhandenen akuten Herpes Zoster assoziieren. Die Tatsache,
dass diese Veranderungen jedoch ebenfalls im Blut der 4 Patienten mit VZV-bedingten ZNS-
Infektionen identifiziert werden konnten, die keinen typischen Hautausschlag aufwiesen, ist
hingegen besonders bemerkenswert (4 von 11 Patienten). Dies ldsst mehrere mogliche
Schlussfolgerungen zu. So konnte das Virus oder zumindest Virusbestandteile den
immunprivilegierten Ort (ZNS) in Richtung des Blutes verlassen und dort zusatzlich eine
systemische Immunantwort induzieren. Des Weiteren kdnnten die in der CSF angereicherten

VZV-spezifischen T-Zellen aus dem ZNS in das Blut gelangen. Am wahrscheinlichsten
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erscheint jedoch, dass VZV-Antigen-tragende APCs, die zuvor nach Antigenkontakt aus dem
ZNS in die sekunddren Lymphorgane eingewandert sind, zur Vermehrung und Aktivierung
von VZV-spezifischen T-Zellen fihren und diese auch Uber das Blut in Richtung des ZNS
wandern. Folglich kdnnen diese spezifischen T-Zellen sowohl im Blut als auch in der CSF, in
der sie starker angereichert sind, nachgewiesen werden. Vergleichbar mit den Ergebnissen
dieser Arbeit konnte in einer Studie, in der die Frequenz ESAT-6-spezifischer Immunzellen im
Blut und in der Pleura von Patienten mit pleuraler Tuberkulose verglichen wurde, ebenfalls
nachgewiesen werden, dass sich diese spezifischen T-Zellen massiv am Ort des
Infektgeschehens anreichern, dennoch aber auch im Blut der Patienten aufzufinden sind,
wenngleich die Frequenz dort vergleichsweise gering ist (WILKINSON et al., 2005).
Verschiedene lokal begrenzte Infektionen bzw. Symptome scheinen also durchaus auch
Auswirkungen auf die Erreger-spezifische systemische Immunantwort zu haben. Folglich ist
zu vermuten, dass es auch bei VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen keine vollstandige lokale

Begrenzung der Immunantwort gibt.

Obwohl also auch im Blut mehrheitlich Verdnderungen der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
nachweisbar waren und auch die VZV-IgG-Levels in der Gruppe der Patienten mit VZV-
bedingten ZNS-Erkrankungen erhoht waren, scheinen die Verdanderungen der VZV-
spezifischen Immunantwort insgesamt jedoch in der CSF am deutlichsten ausgepréagt zu sein
(sieche Frequenz). Ahnliche Ergebnisse konnten zuvor bei einer Studie mit Tuberkulose-
Meningitis-Patienten gewonnen werden, bei denen die Quantifizierung Erreger-spezifischer
Immunzellen in der CSF eine bessere Diskriminierung zwischen latenter und aktiver
Tuberkulose-Infektion ermdglichte als dies bei der Verwendung von Blutproben derselben
Patienten der Fall war (THOMAS et al.,, 2008). Dennoch muss angemerkt werden, dass
sowohl anhand der CTLA-4-Expression auf den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen aus der CSF als
auch aus dem Blut eine optimale Diskriminierung zwischen Patienten mit VZV-bedingten und
nicht durch VZV-bedingten ZNS-Erkrankungen durchgefiihrt werden konnte (s. Tabelle 18).
Auch in der Gruppe der Patienten, bei denen die Ursache der ZNS-Entziindung nicht
eindeutig bestimmt werden konnte, finden sich Personen mit leicht erhéhter Frequenz und
erhohter CTLA-4-Expression VZV-spezifischer T-Zellen, sowohl in der CSF als auch im Blut.
Hier erscheint VZV als Infekt-auslosender Erreger zumindest wahrscheinlich, wobei eine
hohere Aussagekraft nur mit der Untersuchung weiterer Patienten zu erreichen ist.

Interessant ware aullerdem zu evaluieren, ob bei der Analyse eines grolReren
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Patientenkollektives die starker ausgeprdgten Veranderungen der immunologischen
Parameter der VZV-spezifischen Immunzellen in der CSF denen des Blutes liberlegen waren.
Dabei kdnnten auch Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Infektionen, die bislang aufgrund der
limitierten Diagnostik als Patienten mit ZNS-Entziindungen unklarer Genese eingestuft
wurden, moglicherweise durch die Veranderungen der VZV-spezifischen Immunantwort in

der CSF besser identifiziert werden als unter der Analyse von Blut.

Eine signifikante Verschiebung des VZV-spezifischen Zytokinprofils - als weiteres Merkmal
des im ersten Teil der Arbeit bestimmten ,Zoster-assoziierten Phanotyps” — war bei
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion im Vergleich zur Gruppe der Patienten mit nicht-
VZV-bedingter ZNS-Entzliindung nicht zu sehen. Da eine solche Verschiebung aber zumindest
im Blut der Patienten mit gleichzeitigem Herpes Zoster zu erwarten ware, besteht die
Moglichkeit, dass eine VZV-bedingte ZNS-Infektion durchaus Auswirkungen auf die
Zytokinexpression der VZV-spezifischen T-Zellen hat, welche in der Analyse aber nicht
detektiert werden konnten. Dies konnte einerseits der geringen Anzahl untersuchter
Patienten mit ZNS-Erkrankung geschuldet sein. Da sich jedoch das Zytokinprofil der
polyklonal stimulierten CD4 T-Zellen nicht zwischen den drei Gruppen von Patienten mit
ZNS-Erkrankung, den gesunden Kontrollen und den Patienten mit akutem Herpes Zoster
unterschied, besteht andererseits auch die Moglichkeit, dass sich die Zytokinexpression der
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion aufgrund des in diesen Fallen meist schon langer
andauernden Infektionsverlaufs bereits wieder normalisiert hat, wahrend der Marker CTLA-4

sowie die Frequenz bei diesen Patienten Uber einen langeren Zeitraum erhoht bleiben.

Bemerkenswert ist, dass in der CSF insgesamt deutlich hohere Frequenzen an SEB-reaktiven
T-Zellen vorhanden waren als im Blut. Dies kdnnte daran liegen, dass der Anteil naiver — also
nicht-reaktiver — T-Zellen in der CSF gegeniiber dem Blut generell sehr gering ist, wie bereits
fir Personen ohne ZNS-Erkrankungen gezeigt werden konnte (DE GRAAF et al., 2011). Die
Ursache fir diese Beobachtung ist bislang noch nicht vollstandig geklart. Eine mogliche
Erklarung konnte jedoch sein, dass die reaktiven Gedachtnis-T-Zellen im Gegensatz zu den
naiven T-Zellen eine hohere Wahrscheinlichkeit besitzen in die CSF zu infiltrieren, was mit
ihrer verstarkten Expression verschiedener Adhasionsmolekile auf der Zelloberflache
zusammenhdngen kdonnte (SVENNINGSSON et al., 1993; KIVISAKK et al., 2003; RANSOHOFF
et al., 2003).
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Insgesamt scheint die quantitative und qualitative Analyse der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
ein geeignetes Verfahren darzustellen, um Patienten mit VZV-bedingten ZNS-Infektionen von
Patienten ohne VZV-bedingte ZNS-Infektion diskriminieren zu kénnen. Insbesondere die
CTLA-4-Expression auf den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen scheint fiir die eindeutige
Identifizierung besonders gut geeignet zu sein. Die Analyse von Blut, das im Allgemeinen
besser zuganglich und verfiigbar ist als CSF-Proben, liefert ebenfalls gute Ergebnisse;
allerdings scheint die Analyse der CSF-Immunzellen noch praziser zu sein. Bei Verflgbarkeit
von sowohl Blut als auch CSF bietet sich eine simultane Stimulation von isolierten
Immunzellen aus CSF zusammen mit Blut an, um die aussagekraftigsten Ergebnisse zu
erzielen. Bei Patienten, bei denen der charakteristische Hautausschlag fehlt und die
Blickdiagnose sowie die PCR oder die Bestimmung der Antikorperlevels alleine nicht
zufriedenstellend sind, konnte dieses Verfahren fiir die Diagnostik von Nutzen sein. Des
Weiteren konnte der Erfolg der antiviralen Therapie dieser Patienten immunologisch
Uberwacht werden und somit potentiell zur Verminderung weiterer Komplikationen

beitragen.

7.5 Phanotyp und Funktionalitdt der HSV-spezifischen Immunantwort in der Latenzphase

und wahrend akuter HSV-Reaktivierung

Neben VZV gehoren auch die beiden Herpes-Simplex Viren HSV-1 und HSV-2 zu den
Alphaherpesviren. Erkenntnisse (iber die HSV-spezifische zellulire Immunantwort
beschranken sich jedoch Gberwiegend auf Studien im Mausmodell und somit gibt es bislang
wenige Studien zur humanen HSV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellantwort (KOELLE, 2007;
OUWENDIJK et al., 2013). Besonders in immunsupprimierten Personen ist der Kenntnisstand
Uber die HSV-spezifische Immunantwort gering. In dieser Arbeit wurde deshalb diese
Immunantwort quantitativ und qualitativ untersucht. Ubereinstimmend mit &lteren Studien
liegt die HSV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz HSV-positiver immungesunder Probanden im
Median bei 0,21% und ist damit doppelt so hoch wie die spezifische Immunantwort gegen
VZV, jedoch deutlich geringer als die durchschnittliche CMV-spezifische T-Zellfrequenz
(ASANUMA et al., 2000).

Wadhrend der Kontakt mit VZV bei der iberwiegenden Mehrheit der Personen bereits im
Kleinkind- bzw. Kindesalter erfolgt und somit bereits in Kindern eine sehr hohe

Seropravalenz nachweisbar war, konnten erst in der Altersgruppe der 20-30-Jahrigen erste
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HSV-seropositive Probanden identifiziert werden. Abgesehen davon, dass nur 3 Kinder und
Jugendliche beziglich ihrer HSV-spezifischen Immunantwort analysiert wurden, hangt dies
zum einen mit der Art der Ubertragung der Viren zusammen. Wahrend HSV hauptsichlich
Uber den direkten Kontakt (Speichel, sexuell etc.) libertragen wird, wird VZV lberwiegend
Uber Aerosole (bertragen, wodurch eine Weiterverbreitung von VZV vereinfacht wird
(DAVIDOVICI et al.,, 2007). Zumindest bei den jlingeren Probanden wird die VZV-
Seropravalenz zusatzlich auch durch die seit 2004 in Deutschland vorhandene Varizellen-
Vakzine positiv beeinflusst, wohingegen eine Impfung gegen HSV bislang noch nicht
verfugbar ist. Der mit 37,5% im Vergleich zu anderen Studien deutlich geringere Anteil HSV-
seropositiver 20-30-jahriger Probanden kann hingegen vermutlich hauptsachlich auf die
geringe Probandenzahl zurlickgefiihrt werden (SAUERBREI et al.,, 2011). Dass die HSV-
Seropravalenz in dieser Altersgruppe jedoch generell geringer ist und die Erstinfektion mit
HSV spater auftritt als bei VZV konnte in dieser Arbeit trotz der geringen Probandenanzahl

veranschaulicht werden.

Bei immunsupprimierten Patienten scheint die Frequenz der HSV-spezifischen
Immunantwort tendenziell etwas geringer zu sein als bei immunkompetenten Probanden.
Da dies auch bei SEB-reaktiven T-Zellen zu beobachten war scheint dies jedoch eher auf eine
allgemeine Beeintrachtigung der zelluldren Immunantwort zuriickzufiihren zu sein und somit
kein HSV-spezifisches Phdanomen darzustellen. Ob die leicht geringeren Frequenzen
immunsupprimierter Patienten mit der beobachteten erhdhten Pravalenz von HSV-

Reaktivierungen in diesen Patientengruppen zusammenhangen, bleibt jedoch unklar.

Ahnlich wie bei der VZV-spezifischen Immunantwort bei nicht-symptomatischen Personen
zeigte weder die Expression der verschiedenen Oberflichenmolekiile noch die
Zytokinexpression deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen und
den gesunden Probanden, die die Unterschiede in der Anfalligkeit dieser Patientengruppen
flir HSV-Reaktivierungen bzw. die damit verbundenen Komplikationen erklaren kdnnten.
Lediglich die Patienten mit rheumatischen Erkrankungen wiesen einen erhdhten Anteil
ausschlieBlich TNFa-exprimierender CD4 T-Zellen auf, was jedoch sowohl bei den HSV-
spezifischen als auch bei den SEB-reaktiven T-Zellen der Fall war. Da die SEB-reaktiven CD4
T-Zellen bei der Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort bei Patienten mit

rheumatischen Erkrankungen nicht durch einen erhéhten Anteil TNFa-exprimierender Zellen
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gekennzeichnet waren, scheint der Unterschied bei der Analyse der HSV-spezifischen

Immunantwort eher durch die geringere Patientenzahl hervorgerufen zu werden.

Im Vergleich zu einer Studie aus dem Jahr 2005, in der die IL-2- und IFNy-Expression
qguantifiziert wurde, fallt auf, dass dort die HSV-spezifischen CD4 T-Zellen der 16 analysierten
immungesunden Probanden zu einem GroRteil ausschliel3lich IL-2 exprimieren, wohingegen
die Anteile der IL-2°IFNy" und ausschlieRlich IFNy" CD4 T-Zellen deutlich geringer sind
(HARARI et al., 2005). Dies hangt vermutlich mit mehreren verschiedenen Faktoren
zusammen. Zum einen wurden in der Studie PBMCs stimuliert, die die tatsachlichen
physiologischen Bedingungen nicht so gut wiederspiegeln wie die Analyse direkt im Vollblut
und auch zum Teil in ihren Subpopulationen verandert sind (APPAY et al., 2006; SILVA et al.,
2013). Des Weiteren sind die Frequenzen der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen in dieser Studie
mit <0,1% im Vergleich zu der hier vorgelegten Arbeit und in einer zuvor publizierten Studie
aus dem Jahr 2000 deutlich geringer (ASANUMA et al., 2000). Dies verwundert zunéchst, da
bei langerer Stimulationsdauer, wie es bei der PBMC-Stimulation der Fall war, eine héhere
HSV-spezifische T-Zellfrequenz zu erwarten gewesen ware. Da jedoch auch die
Inkubationszeit des Sekretionsinhibitors deutlich ldanger ist (>10h) und dieser mit
zunehmender Zeit zytotoxisch wirkt, flihrt dies vermutlich zum Verlust von T-Zellen,
wodurch nicht nur die Frequenz, sondern auch die Verteilung der Subgruppen Zytokin-

exprimierender Zellen verandert wird.

Interessanterweise konnten bei Patienten mit akuter HSV-Reaktivierung keine
charakteristischen Verdanderungen in der HSV-spezifischen CD4 T-Zellantwort festgestellt
werden. Dies konnte beispielsweise daran liegen, dass die HSV-spezifische Immunantwort
bei HSV-positiven Personen haufiger durch asymptomatische oder auch symptomatische
Reaktivierungen (Herpes labialis) in Kontakt mit dem Erreger kommt und somit auch bei
aktuell nicht-symptomatischen Probanden grundsatzlich ein anderer Phanotyp bzw. eine
andere Zytokinexpression vorliegt, als dies bei der VZV-spezifischen Immunantwort der Fall
ist. Daflir spricht beispielsweise, dass im Gegensatz zur VZV-spezifischen Immunantwort
hohere Grundlevel der CTLA-4- und PD-1-Expression vorlagen sowie ein leicht geringerer
Anteil CD127-positiver CD4 T-Zellen bei nicht-symptomatischen immungesunden Probanden

nachzuweisen war. Hinzu kommt, dass der Anteil multifunktioneller CD4 T-Zellen, die
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spezifisch gegen HSV gerichtet sind bei diesen Probanden geringer war als bei VZV-

spezifischen T-Zellen.

Eine andere Erklarung fir die fehlenden Unterschiede zwischen Personen ohne und mit
akuter HSV-Reaktivierung kdonnte eine lokale Begrenzung und die kurze Dauer der haufigsten
Form der HSV-Reaktivierung (Herpes Labialis) sein. Dabei konnten ausschlieBlich lokal
vorhandene oder einwandernde Immunzellen an der Bekdmpfung und Eliminierung der
Virusvermehrung beteiligt sein, wodurch die Immunzellen, die im Blut verbleiben keine
phanotypischen und funktionellen Veranderungen aufweisen und auch nicht in der Frequenz
verandert sind. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass bei einem
Patienten mit HSV-bedingter Enzephalitis eine deutliche lokale Anreicherung HSV-
spezifischer CD4 T-Zellen auftrat, wohingegen die HSV-spezifische CD4 T-Zellfrequenz im Blut
mit 0,21% dem medianen Wert nicht-symptomatischer Person entsprach. Interessant ist,
dass sich bei diesem Patienten die CTLA-4-Expression auf den HSV-spezifischen CD4 T-Zellen
weder in der CSF und im Blut noch im Vergleich zu nicht-symptomatischen Personen
unterschied, was ein Hinweis daflir sein konnte, dass es wahrend einer akuten HSV-
Reaktivierung nicht zur Hochregulierung von inhibitorischen Markern auf den spezifischen
Zellen kommt. Da jedoch auch Blutproben von Patienten mit nicht lokal begrenzten PCR-
bestatigten HSV-bedingten Hautausschlagen analysiert wurden und diese Patienten im
Vergleich zu den immungesunden Probanden ebenfalls keine Veranderungen in der HSV-
spezifischen Immunantwort aufwiesen, scheint eine lokale Begrenzung als Ursache fiir die
nicht vorhandenen quantitativen und qualitativen Veranderungen der CD4 T-Zellpopulation
dennoch eher unwahrscheinlich. Da keine Verlaufsdaten bei Personen mit akuter HSV-
Reaktivierung generiert wurden, besteht auch die Mdoglichkeit, dass potentielle
Verdanderungen in Frequenz, Phanotyp und/oder Funktionalitdit der HSV-spezifischen
Immunantwort in Folge eines akuten Infektgeschehens erst deutlich spater auftreten, als
dies bei anderen Erregern wie z.B. VZV, CMV und BK Polyomavirus der Fall ist (SESTER et al.,
2008b; SCHMIDT et al., 2014a). Da der Fokus der Analyse der HSV-spezifischen
Immunantwort in dieser Arbeit auf den CD4 T-Zellen lag, ist auch vorstellbar, dass akute
HSV-Reaktivierungen nur zu messbaren quantitativen und qualitativen Veranderungen
anderer Immunzellen, wie z.B. den HSV-spezifischen CD8 T-Zellen fiihren. Einen Hinweis
dafir lieferte eine aktuelle Studie, in der nachgewiesen werden konnte, dass die HSV-

spezifischen CD8 T-Zellen von Personen mit symptomatischen Herpesinfekten eher
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monofunktional sind, wahrend HSV-positive Probanden ohne HSV-assoziierte Symptomatik
hohere Frequenzen von Effektor-Gedachtnis-T-Zellen mit hoher Multifunktionalitdt besitzen

(KHAN et al., 2015).

Aufgrund der nahen Verwandtschaft von HSV und VZV gibt es neben kreuzreaktiven
Antikorpern auch kreuzreaktive T-Zellen, die auf definierte immunogene Bestandteile
sowohl von VZV als auch von HSV reagieren (CHIU et al., 2014; OUWENDIJK et al., 2014; JING
et al., 2016). Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der HSV-spezifischen Immunantwort
bei Personen mit akutem Herpes Zoster zeigte insgesamt, dass die messbare HSV-spezifische
Immunantwort inklusive der Zytokinexpression und dem Phdnotyp generell nicht signifikant
durch eine aktive VZV-Replikation beeinflusst zu sein scheint. Dennoch ist bei einem Teil
dieser Personen die PD-1- und CTLA-4-Expression der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen leicht
erhoht, was je nach Patient fiir einen mehr oder weniger groRen Anteil an kreuzreaktiven
T-Zellen sprechen konnte. Ob diese Patienten tatsdchlich mehr kreuzreaktive T-Zellen
besitzen als Personen mit geringer PD-1- und CTLA-4-Expression ist jedoch unklar und bedarf

noch weiterer Analysen.

Unklar ist zudem, warum bei manchen immungesunden Personen HSV-Reaktivierungen an
den Lippen mehrmals im Jahr auftreten, wohingegen andere HSV-positive Personen nie oder
nur sehr selten symptomatische HSV-Reaktivierungen entwickeln. Diesbeziiglich wurden
zwar bereits Studien durchgefiihrt, jedoch lieen die Ergebnisse keine eindeutigen
Schlussfolgerungen zu (SPRUANCE et al., 1995). Ob die interindividuelle Varianz von HSV-
Reaktivierungen mit charakteristischen quantitativen oder qualitativen Unterschieden in der
HSV-spezifischen CD4 oder CD8 T-Zellimmunitdt zusammenhangt, konnte aufgrund der
geringen Personenzahl in der vorliegenden Arbeit bisher noch nicht untersucht werden.
Allerdings bieten das in dieser Arbeit etablierte Analyseverfahren zur Charakterisierung der
HSV-spezifischen Immunantwort und das bisher analysierte Personenkollektiv eine gute

Grundlage um dies in weiterfihrenden Studien zu erforschen.

7.6 Verbesserung der Nachweisbarkeit Antigen-spezifischer T-Zellen in verschiedenen

extrasanguinen Fliissigkeiten durch die Ko-Inkubation mit Blut

Wie bereits erwahnt, konnten Studien, bei denen Immunzellen aus der CSF und der

Bronchiallavage analysiert wurden, zeigen, dass es wahrend einer bakteriellen Infektion am
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Infektionsherd zur Anreicherung Erreger-spezifischer Immunzellen kommt (WILKINSON et al.,

2005; THOMAS et al., 2008; JAFARI et al., 2011).

Darliber hinaus konnten auch bei Virus-bedingten Infektionen Erreger-spezifische T-Zellen in
extrasanguinen Flissigkeiten in rdumlicher Ndhe zum Infektionsherd nachgewiesen werden.
In einer Studie von Patienten mit VZV-bedingter Uveitis konnten beispielsweise in den
intraokularen  Flissigkeiten (Glaskorperflissigkeit und Kammerwasser des Auges)
angereicherte VZV-spezifische T-Zellen isoliert und stimuliert werden (MILIKAN et al., 2006).
Allerdings mussten dafiir in einem zeitaufwandigen Verfahren autologe APCs isoliert werden,
die die Antigen-spezifische Stimulation der T-Zellen erst ermdoglichten. Folglich erscheint
diese Methode zur Anwendung in der Diagnostik eher ungeeignet, hatte moglicherweise
jedoch durch die in dieser Arbeit entwickelte Methodik der kombinierten Stimulation mit

Blutzellen vereinfacht werden kdonnen.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Analyseverfahren zum simultanen Nachweis
Antigen-spezifischer Immunzellen aus extrasanguinen Fllssigkeiten und Blut bietet erstmals
die Moglichkeit, in relativ kurzer Zeit Antigen-spezifische Immunzellen vom Ort der Infektion
zu stimulieren und zu analysieren. Durch die simultane Stimulation mit Blut kann zudem ein
optimaler Vergleich mit der systemischen Immunantwort in Zirkulation durchgefiihrt werden.
Da viele aktive Infektionen mit einer Anreicherung Antigen-spezifischer T-Zellen am
Infektionsherd assoziiert sind, kann durch diese zusatzlichen Optionen eine Verbesserung

der Diagnosestellung ermoglicht werden.

Um die Immunzellen bei der abschlieRenden durchflusszytometrischen Messung
entsprechend ihrer Herkunft der extrasanguinen Flussigkeit bzw. dem Blut zuzuordnen,
wurden die Immunzellen aus der extrasanguinen Flussigkeit mit einem Fluorochrom-
gekoppelten CD45-Antikorper markiert. Prinzipiell konnte die Markierung auch mit
fluoreszierenden Farbstoffen wie z.B. CFSE erfolgen. Das Prinzip der Vorfarbung von Zellen
mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikorper zur spateren Diskriminierung von markierten
und unmarkierten Zellen wurde bereits zuvor zum Nachweis alloreaktiver T-Zellen eines
Organempfangers auf seinen Spender verwendet. Allerdings wurden dort entweder PBMCs
bzw. Blutproben von zwei verschiedenen Personen durchmischt, um die Frequenz
alloreaktiver CD4 T-Zellen bestimmen zu konnen (WOLF et al., 2016), oder der

Fluoreszenzfarbstoff CFSE wurde verwendet, um die zur Antigen-spezifischen Stimulation
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von Lymphozyten bendtigten APCs bei der abschlieBenden durchflusszytometrischen
Analyse durch elektronisches ,Gating” ausschlieBen zu konnen (LEE et al., 2002; JING et al.,
2012). Bislang wurde diese Vorfarbung jedoch noch nicht genutzt, um in einer Person
simultan die Antigen-spezifische systemische Immunantwort im Blut mit der Antigen-
spezifischen Immunantwort vom Ort des Infektgeschehens (extrasanguine Fllssigkeit)
stimulieren und vergleichen zu kénnen. Folglich wurde dieses Verfahren inklusive moglicher
Anwendungen im Bereich der Diagnostik von Infektionen, Autoimmunerkrankungen und

Tumorerkrankungen auch erfolgreich patentiert (SCHUB et al., 2015b).

Die Analyse von Patienten mit verschiedenen ZNS-Erkrankungen in dieser Arbeit zeigte, dass
bei diesen Patienten in der CSF das Mengenverhaltnis von T-Zellen und Monozyten deutlich
in Richtung der T-Zellen verschoben ist. Diese Beobachtung scheint sich nicht nur auf
Patienten mit ZNS-Infektion zu beschranken, sondern konnte zudem bereits fiir Patienten
mit multipler Sklerose und anderen Patienten mit neurologischer Symptomatik
nachgewiesen werden (SUBIRA et al, 2002; HAN et al., 2014). Wie in einem
Kontrollexperiment mit isolierten T-Zellen bestatigt werden konnte, sind unter den APCs
besonders Monozyten und nicht B-Zellen fiir eine erfolgreiche Antigen-spezifische
Stimulation notwendig (Abbildung 34). Auch wenn generell noch andere APCs wie
Makrophagen und DCs an einer optimalen T-Zell-Stimulation beteiligt sein kdnnen, bietet
diese Beobachtung eine mogliche Erklarung fir die suboptimale oder sogar ganzlich
ausbleibende T-Zellreaktion bei alleiniger Stimulation isolierter Immunzellen aus CSF, da die
hinzugefligten Antigene aufgrund der geringen Monozytenzahl nur wenig bis gar nicht
prozessiert und prasentiert werden konnen. Lediglich die Stimulation mit SEB zeigte in dem
Kontrollexperiment mit 0,66% eine geringe T-Zell-Reaktivitdt auch ohne Zugabe von
Monozyten und B-Zellen (s. Abbildung 34C), wobei SEB auch zu einer Antigen-unabhédngigen
Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit MHC-Molekilen fiihrt und somit auch eine Stimulation
von Lymphozyten untereinander zu einer T-Zell-Reaktivitdt fiihren kann. Durch die Ko-
Inkubation mit Blut oder durch zusatzliche Substitution von Monozyten kénnen die CSF-
Zellen hingegen auch Antigen-spezifisch stimuliert werden, was belegt, dass bei dem hier
entwickelten Verfahren die APCs aus dem Blut diesen limitierenden Faktor wahrend der
simultanen Stimulation ausgleichen. Somit kénnen durch dieses neue Nachweisverfahren
Limitierungen wie z.B. die geringe Menge APCs schnell und simpel umgangen werden, ohne

dass autologe APCs zeitaufwandig isoliert bzw. generiert werden missen. Zudem ist dieses
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Verfahren aufgrund der kurzen Dauer auch fiir einen Einsatz in der Routinediagnostik

geeignet.

Wie zuvor erwdahnt wurde bislang bei Patienten mit M. tuberculosis-bedingter Meningitis die
M. tuberculosis-spezifische IFNy-Produktion von CSF-Immunzellen unter Verwendung der
ELISpot-Methode bestimmt (THOMAS et al., 2008). Das hier entwickelte Verfahren bietet
jedoch das Potential, die Aussagekraft der Detektion spezifischer Immunzellen bei solchen
Patienten zu verbessern. Dies wird z.B. dadurch erreicht, dass, wie in einem
Kontrollexperiment gezeigt werden konnte, die zur Stimulation einsetzbare Anzahl der
Immunzellen aus der extrasanguinen Flissigkeit Gber einen grofRen Bereich variabel ist, ohne
dass die letztendlich detektierte Antigen-spezifische T-Zellfrequenz dadurch beeinflusst wird
(s. Abbildung 33). Erst bei zu groBen Mengen vorgefarbter T-Zellen nimmt die Antigen-
spezifische T-Zellfrequenz ab, wobei dies durch gleichzeitige Erh6hung des zugegebenen
Bluts vermutlich kompensiert werden konnte. Dies ist besonders interessant, da geringe
Ausgangs-Zellzahlen beim ELISpot-Verfahren nicht nur erwartungsgemaR weniger Zytokin-
positive Spots generieren, sondern gegeniber grolReren Ausgangs-Zellzahlen auch die

nachweisbare Frequenz negativ beeintrachtigen (SESTER et al., 2002; SMITH et al., 2009).

Im zuvor beschriebenen Kontrollversuch zur Etablierung der Ko-Stimulationsmethode zeigte
sich bei Stimulation mit CMV-Antigenen bzw. SEB allerdings, dass die jeweils reaktiven CD4
T-Zellfrequenzen des durchflusszytometrisch generierten T-Zellisolates zwar konstant
blieben, aber durchgehend geringer ausfielen als die direkt aus dem Vollblut stimulierten
T-Zellen. Eine mogliche Beeinflussung der T-Zellreaktivitdit durch die Vorfarbung mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern konnte mithilfe eines weiteren Kontrollexperiments
ausgeschlossen werden, bei dem nach der doppelten Vorfarbung von nicht-gesorteten
PBMCs die CMV-spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen aus den markierten PBMCs und den
unmarkierten Zellen aus dem Blut derselben Person gleich waren (s. Abbildung 35). Somit
scheint die leicht verminderte T-Zell-Reaktivitdit eher ein  Resultat der
Zellsortierungsprozedur zu sein, die die Zellen speziell in diesem Experiment durchlaufen

hatten, die aber kein Bestandteil der eigentlichen Methode ist.

Ein weiterer Vorteil der Ko-Stimulationsmethode mittels Durchflusszytometrie gegeniiber
dem ELISpot-Verfahren kénnte auch sein, dass vermutlich geringere Ausgangs-Zellzahlen fir

eine effektive Antigen-spezifische Stimulation ausreichend sind (SESTER et al., 2002). Diese
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Vermutung muss jedoch noch im direkten Vergleich bestatigt werden. Klar ist jedoch bereits
jetzt, dass das Ko-Stimulationsverfahren wie alle durchflusszytometrischen Methoden die
Moglichkeit bietet, die Erreger-spezifischen Immunzellen nicht nur quantitativ zu
detektieren, sondern gleichzeitig auch funktionell und phanotypisch durch die
Expressionsanalyse weiterer Zytokine und verschiedener Oberflaichenmarker zu
charakterisieren. Wie z.B. bereits anhand von Funktionalitatsanalysen von CMV-, BKPyV- und
M. tuberculosis-spezifischen Immunzellen im Blut gezeigt werden konnte, kdnnten die so
gewonnenen detaillierteren Erkenntnisse bezliglich der Funktionalitat dieser Zellen die
Diagnostik und das Monitoring der jeweiligen Patienten zusatzlich erleichtern und

verbessern (SESTER et al., 2008b; SESTER et al., 2011; SCHMIDT et al., 2014a).

Dass dieses neue Stimulationsverfahren zusatzlich auch das Potential fiir die Anwendung in
der Diagnostik besitzt und dort zur spezifischen Identifizierung des Infektions-auslésenden
Erregers beitragen kann, wurde durch die in dieser Arbeit beschriebene Analyse von
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion gezeigt. Wie zudem am Beispiel der BSF und dem
Aszites gezeigt werden konnte, konnen unter Verwendung dieser Methode auch
Immunzellen aus anderen extrasanguinen Flissigkeiten effektiv stimuliert werden. Somit
konnte dieses Verfahren auch Anwendung fiir die Diagnose und das Immunmonitoring
anderer Infektionen bieten, bei denen die Infektion an immunprivilegierten Orten bzw. lokal
begrenzt erfolgt, wie beispielsweise bei der bereits erwdhnten Studie an Patienten mit VZV-
bedingter Uveitis (MILIKAN et al., 2006). Aufgrund der kurzen Dauer des neuen
Nachweisverfahrens kénnten zudem vielversprechende Analysen wie beispielsweise die
Identifizierung ESAT-6-spezifischer Immunzellen aus der Pleura von Patienten mit pleuraler
Tuberkulose oder aus der CSF von Patienten mit M. tuberculosis-bedingter Meningitis, die
zuvor unter Verwendung der ELISpot-Methode durchgefiihrt wurde, beschleunigt werden

(WILKINSON et al., 2005; THOMAS et al., 2008).

Die nachweisbaren PPD-spezifischen Frequenzen von Immunzellen aus der BSF von
Blasenzellkarzinom-Patienten konnten durch die simultane Stimulation mit Blut verbessert
werden und konnten somit moglicherweise auch zum Monitoring von BCG-Therapie-
bedingten Komplikationen beitragen. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten wurde
die BSF in der Regel vor der nachsten Instillation gewonnen. Es zeigte sich, dass die Anzahl

der Patienten mit fiir eine Stimulation ausreichender Immunzellzahl insgesamt gering war.

189



Eine mogliche Alternative, um mehr Immunzellen fir eine Antigen-spezifische Stimulation
zur Verfligung zu haben, kdnnte die Entnahme der BSF zu einem anderen Zeitpunkt sein. So
ware denkbar, dass die Anzahl an Immunzellen beispielsweise 2-3 Tage nach einer BCG-
Instillation hoher ist, da die Rekrutierung reaktiver T-Zellen und somit die héchste Zahl an
infiltrierenden Immunzellen in zeitlicher Nahe zur BCG-Instillation zu erwarten ist. Dies
wirde zudem mit dem zu diesem Zeitpunkt haufigeren Auftreten von Blasenentziindungen
(Zystitis) oder Grippe-dhnlichen Symptomen bei diesen Patienten korrelieren (ORIHUELA et
al., 1987). Eine weitere Moglichkeit zur Erhohung der Zellzahl ware eine der Analyse
vorausgehende in vitro-Expansion der Immunzellen, was jedoch zum Monitoring des
Therapieverlaufs eher ungeeignet erscheint (PIERAERTS et al., 2012). Neben dem Nachweis
und der Charakterisierung von Immunzellen aus anderen extrasanguinen Flissigkeiten
bieten sich jedoch auch Mdglichkeiten, mit dieser Methode funktionelle T-Zellanalysen aus
Gewebe oder Tumorproben durchzufiihren, ohne dass dafiir wie bei einer Studie von
Melanom-Patienten die aufwendige Herstellung von HLA-Peptid-Tetrameren oder von
Antigen-prasentierenden immortalisierten B-Zelllinien notwendig ware (TJIN et al.,, 2011).
Zudem konnten verschiedenste T-Zellsubpopulationen, wie z.B. die kiirzlich beschriebenen
CMV-assoziierten CD27CD28 CD4 T-Zellen hinsichtlich ihrer Spezifitat und Funktionalitat
analysiert oder bestimmte  Antigen-spezifische T-Zellpopulationen hinsichtlich

Kreuzreaktivitaten gegenliber anderen Erregern untersucht werden.

7.7 Nur marginaler Effekt der Harnstoffbehandlung auf die Immunogenitat von CMV-

Proteinen und -Lysaten

Eine optimale simultane Analyse von Antigen-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen kénnte das
Monitoring von Risikopatienten entscheidend verbessern. Am Beispiel der CMV-Infektion
zeigte sich, dass sowohl CMV-spezifische CD4 als auch CD8 T-Zellen an der Infektabwehr
beteiligt sind. Die bisher verwendeten Stimulationsverfahren sind jedoch nur fiir entweder
CD4 oder CD8 T-Zellen optimiert. Eine Studie bezuglich der Harnstoffbehandlung des BZLF-1
Proteins von EBV und des pp65-Proteins von CMV zeigte, dass Antigene so optimiert werden
konnen, dass sie gleichzeitig eine spezifische CD4 und CD8 Immunantwort hervorrufen
konnen (BARABAS et al., 2008). Um die klinische Verwendbarkeit solchermaBen behandelter
Antigene zu untersuchen, wurden Blutproben von immungesunden Probanden und

immunsupprimierten Patienten, die eine der Zielgruppen fir die Anwendung eines T-Zell-
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Monitorings sind, analysiert. Wahrend das unbehandelte CMV-Lysat die starkste CMV-
spezifische Th1- und Th2-Immunantwort induzierte, reichte bereits die Harnstoffbehandlung
eines einzelnen Proteins (pp65) aus, um eine im Median héhere CD8 T-Zellantwort zu
induzieren, als dies bei dem CMV-Lysat der Fall war. Wie bereits fir das BZLF-1-Protein
experimentell bewiesen wurde, wird dies vermutlich dadurch ausgeldst, dass das pp65-
Protein aufgrund der Harnstoffbehandlung liber Kreuzprasentation dem MHC-I-Signalweg
zugefiihrt wird, wodurch letztendlich neben den CD4 T-Zellen auch CMV-spezifische CD8 T-
Zellen aktiviert werden (BARABAS et al.,, 2008). Da mit dem Harnstoff-behandelten pp65-
Protein auch bei immunsupprimierten Patienten CMV-spezifische CD8 T-Zellen deutlich
nachweisbar waren (s. Abschnitt 6.5.1.2 und Abbildung 43), kdnnten bei diesen Patienten
durch die simple Antigen-Behandlung mit Harnstoff zusatzlich zu den CD4 auch CD8 T-Zellen
spezifisch aktiviert werden, ohne dass wie in vielen Studien der HLA-Status der jeweiligen
Person beachtet werden oder kostenintensive einzelne oder (berlappende Peptide

synthetisiert werden mussten (MAECKER et al., 2001; KIECKER et al., 2004).

Da bereits durch die Harnstoffbehandlung eines einzelnen Proteins dessen stimulatorische
Wirkung verbessert wurde, wurde in den darauffolgenden Experimenten versucht, den
Effekt auf andere Proteine oder Proteingemische (Lysate) zu Ubertragen. Wie jedoch die
Analyse des Harnstoff-behandelten IE-1-Proteins veranschaulicht, scheint sich die
vermeintlich positive Wirkung des Harnstoffs nicht beliebig auf jedes Protein lbertragen zu
lassen. Folglich konnte entweder eine bestimmte GroRe des Proteins notwendig sein, um
durch den Harnstoff dem MHC-I-Signalweg zugefiihrt zu werden, oder — was noch
wahrscheinlicher ist — sind bestimmte Aminosduren oder eine bestimmte Abfolge von
Aminosduren notwendig, die durch den Harnstoff chemisch so verdndert werden, dass sie
fir eine Kreuzprasentation zuganglich werden. Bekannt ist bereits, dass die
Harnstoffbehandlung von Proteinen beispielsweise zur Carbamylierung der Aminogruppen
des N-Terminus bzw. der Aminosduren Arginin und Lysin fiihrt (KOLLIPARA, ZAHEDI, 2013).
Folglich konnte die Gesamtzahl bzw. die Zahl der zuganglichen Aminogruppen eines Proteins
dafiir verantwortlich sein, ob das Protein durch die Harnstoffbehandlung fir eine
Kreuzprasentation zugdnglich wird oder nicht. Allerdings ist ansonsten bisher nur wenig iber
den tatsachlichen Effekt der Harnstoffbehandlung bekannt, sodass nicht klar ist, warum

genau bestimmte Proteine starkere oder andere Immunantworten auslésen als andere.
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Zudem kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass der Harnstoff sich auf die

Immunogenitdt mancher Proteine negativ auswirkt.

Neben der fir manche Proteine beobachteten verbesserten Stimulation von CD8 T-Zellen,
scheint ein weiterer positiver Effekt der Harnstoffbehandlung in einer verstdrkten IFNy-
Expression pro T-Zelle zu liegen, was sowohl bei CMV-spezifischen CD4 als auch CD8 T-Zellen
zu beobachten war. Wie genau der Harnstoff dabei auf die Zellen wirkt ist bislang unklar und

bedarf noch weiterer Analysen.

Insgesamt konnte fiir keines der hier analysierten Harnstoff-behandelten Proteine oder
Lysate ein deutlicher Nutzen fir die diagnostische Anwendung nachgewiesen bzw.
identifiziert werden, da die induzierte CMV-spezifische CD8 T-Zellantwort meist gering war
und somit kein eindeutiger Vorteil im Vergleich zu dem unbehandelten CMV-Lysat erreicht
werden konnte. Flr zukilinftige Studien ware es sinnvoll, zunachst den Einfluss der
Harnstoffbehandlung auf einzelne CMV-Proteine zu testen und abschlielend die Proteine
mit positiver Wirkung zusammen als Stimulus zu verwenden, um die groRtmaogliche CMV-
spezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort zu induzieren. Wie bereits in einigen Studien gezeigt
wurde, ist das Spektrum der immunogenen CMV-Proteine sehr umfangreich und umfasst
nicht nur die CMV-Proteine pp65 und IE-1 (ELKINGTON et al., 2003). So wurden in einer
Studie aus dem Jahr 2005 151 von 213 CMV-ORFs als immunogen fir CD4 und/oder CD8
T-Zellen getestet (SYLWESTER et al., 2005). Folglich kdnnten zahlreiche CMV-Proteine mit
immunogener Wirkung in zukiinftigen Studien einer Harnstoffbehandlung unterzogen

werden.

Wie unter anderem durch Deletionsmutanten bereits in einer Studie gezeigt werden konnte,
ist pp65 unter den CMV Proteinen dasjenige mit der hdéchsten Immunogenitat fir
zytotoxische T-Zellen (WILLS et al., 1996). Die hohe immunogene Wirkung von pp65 konnte
in dieser Arbeit anhand der deutlich geringeren induzierten CMV-spezifischen CD4
T-Zellfrequenz nach Stimulation mit den pp65-Deletionsmutanten bestdtigt werden. Dass
jedoch auch ohne pp65 und IE-1 eine meist schwachere aber trotzdem deutlich positive
CMV-spezifische Immunantwort induziert werden konnte, unterstreicht die Bedeutung
anderer CMV-Proteine fiir eine effektive CMV-spezifische Immunantwort. Die Tatsache, dass
die CMV-spezifische Immunantwort eines Probanden sogar weder durch das Fehlen von |E-1

noch pp65 beeinflusst wurde, ldsst vermuten, dass sich Nachweisverfahren nicht auf diese
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beiden Proteine beschranken sollten. Dies wird zudem dadurch unterstiitz, dass beim
Vergleich mit der CMV-Serologie als Goldstandard die Sensitivitdt der beiden Einzelproteine
pp65 und IE-1 jeweils geringer war als die Sensitivitdat des CMV-Lysates, unabhangig davon,
ob die durchflusszytometrische Analyse oder das ELISpot-Verfahren verwendet wurden (s.

Abschnitt 6.5.1.1 und 6.5.1.2).

7.8 Limitierungen dieser Arbeit

Die offensichtlichste allgemeine Limitierung aller immunbasierten T-Zellanalysen ist die
Anzahl der T-Lymphozyten an sich. Folglich kann die Aussagekraft solcher Analysen bei
Patienten mit Leukopenie bzw. Lymphopenie, wie sie z.B. bei sehr starker
Immunsuppression direkt nach der Organtransplantation besteht, stark eingeschrankt sein
(MARINELLA, 2010). Wie am Beispiel der Calcineurininhibitoren (Cyclosporin A) oder
Steroide (Methylprednisolon) deutlich wurde, ist bei der Verwendung von Blutproben von
Patienten unter medikamentdser Therapie zu beachten, dass sich die Einnahme

immunsuppressiver Medikamente negativ auf die T-Zell-Reaktivitat in vitro auswirken kann.

Da der Fokus dieser Arbeit auf der VZV-spezifischen Immunantwort lag, wurde bei der
Rekrutierung der Patientenproben zunédchst lediglich die ,Zosterhistorie” der Patienten
Uberprift. Informationen beziiglich akuter bzw. stattgehabter HSV-Reaktivierungen wurden
hingegen retrospektiv erhoben und konnten bei den Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen nicht vervollstandigt werden. Folglich konnte bei diesen Patienten nicht
eindeutig geklart werden, ob dort eventuell doch Patienten mit akutem Lippenherpes in die
Gruppe der nicht-symptomatischen Patienten eingeschlossen wurden. Da die Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen jedoch mit Ausnahme der erh6hten TNFa-Expression, die auch
bei den SEB-reaktiven Zellen nachweisbar war, keine Veranderungen zu den anderen nicht-
symptomatischen Personengruppen besaRen, ist anzunehmen, dass sie zum Zeitpunkt der
Blutentnahme entweder keine akute symptomatische HSV-Reaktivierung hatten, oder
sowieso keine Unterschiede zwischen Personen mit und ohne HSV-Reaktivierung bestehen,
sodass eine mogliche fehlerhafte Einteilung der Patienten mit rheumatischen Erkrankungen

sich nicht auf die Ergebnisse auswirken wiirde.

Aufgrund der geringen Inzidenz von VZV-bedingten ZNS-Infektionen und der haufig geringen
Immunzellzahl in der CSF der in Frage kommenden Patienten, war die fir diese Analysen im
Zeitraum der Arbeit verfligbare Patientenzahl gering. Im Rahmen dieses Projektes war es
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jedoch so, dass die entnommene CSF stets vorrangig der Standard-Diagnostik zugeflihrt
wurde, so dass die Flissigkeit aufgeteilt wurde und somit der Anteil, der fir
wissenschaftliche Zwecke zur Verfligung stand bei einzelnen Patienten limitiert war. Da fir
die Erreger-Diagnostik jedoch vorwiegend der wassrige Anteil der Flissigkeit eingesetzt wird,
konnte in der klinischen Praxis Erreger- und Zell-Diagnostik sinnvoll aus derselben Probe
durchgefiihrt werden. Trotz dieser Einschrankungen in der Anzahl der analysierbaren
Probenmaterialien zeigte sich jedoch, dass in dieser Studie bei der Analyse von CSF-Proben
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen herausgearbeitet werden
konnten. Zur Starkung der Aussagekraft empfiehlt es sich jedoch, die Ergebnisse in einem
grofReren Patientenkollektiv erneut zu evaluieren. Von besonderem Interesse sind hierbei
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion ohne gleichzeitigen Zoster-typischen
Hautausschlag, bei denen die korrekte Diagnose bzw. Abgrenzung zu anderen ZNS-

Erkrankungen derzeit nur unzureichend gestellt werden kann.

Da verschiedene immunologische Parameter erwiesenermallen eine Altersabhdngigkeit
zeigen (s.a. Ergebnisse dieser Arbeit), ist eine weitere Limitierung zudem, dass bei einigen
wenigen Teilanalysen keine altersangepassten Personen-Gruppen gebildet werden konnten
(s. Personencharakteristika). Folglich kann eine Beeinflussung der Ergebnisse durch das Alter

der Personen in den betreffenden Analysen nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann.

7.9 Fazit

Insgesamt konnten in dieser Arbeit immunologische Veranderungen in der Quantitat, in der
Funktionalitdt und im Phanotyp der VZV-spezifischen Immunantwort wahrend eines akuten
Herpes Zoster herausgearbeitet werden. Es wurde nachgewiesen, dass diese Zoster-
assoziierten  Verdanderungen sowohl bei immunkompetenten als auch bei
immunsupprimierten Personen auftreten und dass sie im zeitlichen Verlauf reversibel sind.
Zudem wurden Hinweise auf eine mogliche Therapie-bedingte Beeintrachtigung der VZV-
spezifischen CD4 T-Zellfrequenzen in RA-Patienten identifiziert, die teilweise flr die erhéhte
Zosterinzidenz dieser Patienten verantwortlich sein kdnnte. Interessanterweise scheint die
HSV-spezifische CD4 Immunantwort hingegen wahrend einer akuten HSV-Reaktivierung

nicht charakteristisch verandert zu sein.

Das in dieser Arbeit entwickelte und erfolgreich patentierte neue simultanen
Stimulationsverfahren von Immunzellen aus extrasanguinen Flussigkeiten und im Blut bietet
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nicht nur zahlreiche potentielle Anwendungsmadglichkeiten flr zukinftige Studien oder in
der Diagnostik, sondern konnte in dieser Arbeit in Kombination mit der Analyse Zoster-
assoziierter immunologischer Marker auch bereits zur eindeutigen Identifizierung von
Patienten mit VZV-bedingter ZNS-Infektion verwendet werden. Die in dieser Arbeit auf
diagnostische Anwendbarkeit analysierte Harnstoffbehandlung von CMV-Proteinen zur
optimierten gleichzeitigen Induktion von CMV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen scheint
hingegen nicht geeignet, um die stimulatorische Aktivitdt jedwedes Antigens oder

Antigengemischs zu verbessern.

Die vorliegende Arbeit leistet somit einen Beitrag zur Charakterisierung regulatorischer
Mechanismen zur Funktionalitit und zum Phanotyp der Herpesvirus-spezifischen
Immunantwort bei latenter und aktiver Infektion. Insbesondere in Kombination mit neu
entwickelten Nachweisverfahren von Antigen-spezifischen T-Zellen in extrasanguinen
FlUssigkeiten ergeben sich zahlreiche neue und interessante Ansatzpunkte fir die

immunologische Forschung und fiir die verbesserte Diagnostik von Infektionserkrankungen.
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