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1. Einleitung 

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund 

 Die Geschichte der Hepatitis-C-Virusinfektion 

Das weltweit verbreitete Hepatitis-C-Virus (HCV), welches sich ursprünglich wohl aus 

Viren von Nagetieren entwickelte, ist noch nicht sehr lange bekannt.(1) Erste Hinweise 

für die Existenz des HCV gab es erst in den 1970er Jahren. Nach der Entdeckung der 

Hepatitis-A- und Hepatitis-B-Viren wurde zu dieser Zeit das routinemäßige Screening 

nach Hepatitis-B Antikörpern in den Blutspendediensten eingeführt. Die Häufigkeit 

einer Posttranfusionshepatitis, einer Entzündung der Leber bei Empfängern von 

Bluttransfusionen, wurde durch das Screening der Blutspender zwar stark gesenkt, 

dennoch erkrankten immer noch etwa 10% der Patienten trotz Ausschluss einer 

Hepatitis A oder B an einer Leberentzündung. Diese wurde daraufhin als „Non-A-Non-

B-Hepatitis“ charakterisiert.(2) Erstmals beschrieben und molekular charakterisiert 

wurde das HCV im Jahr 1989 von Qui-Lim Choo et al.(3) Das HCV war damit das Erste, 

welches mit molekularbiologischen Techniken entdeckt wurde.(4) Das neu entdeckte 

Virus wurde „Hepatitis-C-Virus“ genannt und ersetzte den Begriff der „Non-A-Non-B-

Hepatitis“. Bereits 1990 wurden die erste Generation spezieller HCV-

Antikörpernachweissysteme etabliert, wodurch das Übertragungsrisiko stark reduziert 

werden konnte.(2) Noch heute haben viele Patienten, die in den Jahren vor 1992 durch 

Bluttransfusionen oder Injektionen mittels nicht ausreichend desinfizierten 

Injektionsbesteck mit dem HCV infiziert wurden, mit der Infektion und den 

Folgeerkrankungen zu kämpfen. 

 

 Das Hepatitis-C-Virus (HCV) 

Das HCV ist ein Einzel-Plusstrang RNS- Virus, welches rund 9600 Nukleotide umfasst 

und etwa 45nm groß ist. Sein Genom weist eine Ähnlichkeit mit den Flaviviren und 

Pestiviren auf. Dennoch wird es als eigene Gattung zu den Hepaciviridae der Familie 

der Flaviviridae gezählt.(2) Es werden insgesamt sieben Genotypen und 67 Subtypen 

unterschieden.(5) Die Genotypen unterscheiden sich dabei in 31-33% ihrer 

Nukleotide.(4) Die Verteilung dieser Genotypen variiert geographisch. In Europa und 

den USA als auch weltweit ist der Genotyp 1 mit etwa 60-70% am häufigsten 

vorzufinden, während Genotyp 2 und 3 bei 30% der HCV-Infektionen nachzuweisen 
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sind. In Ägypten dominiert hingegen der Genotyp 4 des HCV, in Südafrika Genotyp 5 

und in Hongkong Genotyp 6.(2, 6)  

Die Replikation des HCV findet in den Hepatozyten der Leber statt. Die Aufnahme des 

Virus in die Wirtszelle wird unter anderem durch die Eintrittsrezeptoren Scavenger-

Rezeptor der Klasse B Typ I (SR-BI), Claudin-1 (CLDN1), CD81 und Occludin (OCLN) 

vermittelt.(7) Durch das Abschnüren eines Endosoms der Zellmembran gelangt das 

HCV in die Zelle in der ein Coreprotein-RNA-Komplex im Zytoplasma freigesetzt wird. 

Mittels der NS5B-Polymerase werden in nächsten Schritt mRNA-Kopien der 

Plusstränge angefertigt, mit deren Hilfe an den Ribosomen der Zelle Virusproteine, wie 

zum Beispiel die HCV-spezifischen Hüllproteine E1 und E2, synthetisiert werden. Der 

Vorgang der Proteinsynthese wird auch Translation genannt. Diese Proteine werden 

im Endoplasmatischen Retikulums zusammen mit mRNA, welches über ein Core-

Protein an der Virusmembran befestigt wird, zu einem Virus-Partikel verpackt und über 

den Golgi-Apparat aus der Zelle geschleust.(4,8) 

Da die RNA-Polymerase die mRNA mit einer sehr hohen Fehlerrate repliziert, kommt 

es bereits kurz nach der Infektion zum Vorkommen vieler Abweichungen von der 

ursprünglichen Genomsequenz, die man als Quasispezies bezeichnet.(4) Das sich 

schnell verändernde Virus entgeht so im großem Maße dem Zugriff des 

Immunsystems. Diese Immunevasion wird als eine der Ursachen für die hohe 

Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer chronischen HCV-Infektion diskutiert.(9)  

 

 Die HCV-Infektion 

1.1.3.1 Epidemiologie 

Neben den HCV-Genotypen ist auch die Prävalenz der HCV-Infektion geschichtlich 

bedingt regional stark unterschiedlich. Weltweit geht man von etwa 170 Millionen HCV-

infizierten Menschen aus, was einer Prävalenz von 2,6% entspricht. In Deutschland 

sind rund 0,3% der Normalbevölkerung betroffen, in den USA 1,8%. Die meisten 

Staaten weltweit weisen ähnliche Zahlen auf, wobei die Prävalenz in Staaten Afrikas, 

dem östlichen Mittelmeerraum und der Westpazifik-Region signifikant höher ist als in 

Nordamerika und Europa.(2,6) Einzelne Staaten weisen außergewöhnlich hohen 

Prävalenzen um die 20% auf, welche durch geschichtliche Gegebenheiten begründet 

sind.(2,10) 
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Die hohe HCV-Prävalenz in Ägypten lässt sich beispielsweise darauf zurückzuführen, 

dass in den 1950er bis in die 1980er Jahren, also vor der Entdeckung des HCV, die 

ägyptischen Gesundheitsbehörden zusammen mit der Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) einen großflächigen Kampf gegen die dort sehr häufige Bilharziose führte. Zu 

diesem Zweck wurde den Erkrankten Brechweinstein injiziert. Da das 

Injektionsbesteck durch mangelnde Desinfektion und Verwendung desselben 

Bestecks bei verschiedenen Patienten teilweise kontaminiert war, wurden viele 

Menschen mit dem HCV infiziert. 70-90% der oft mehrmals injizierten Betroffenen 

erkrankten später an einer chronischen Hepatitis. Insgesamt wird die Zahl auf 6 

Millionen auf solche Weise infizierte Personen geschätzt. Es wird vermutet, dass es 

sich dabei um den schwersten Fall von iatrogen übertragenen Krankheitserregern in 

der Geschichte handelt.(11,12)  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass vor allem Menschen aus Ländern mit 

niedrigem Durchschnittseinkommen und schlechter medizinischer Versorgung 

vermehrt von HCV-Infektionen betroffen sind. Viele dieser Betroffenen haben aufgrund 

fehlender Krankenversicherung oder struktureller Diskriminierung keinen oder nur 

eingeschränkten Zugang zur Therapie der Infektion und ihren Folgeerkrankungen wie 

dem Hepatozellulären Karzinom und der Leberzirrhose. Inwieweit die neue Therapie 

gegen das HCV mit DAAs (siehe 1.1.3.6. Die Therapie der HCV-Infektion mit direkt 

antiviralen Medikamenten) auch diesen Menschen zugänglich gemacht wird, ist noch 

abzuwarten. Eine Impfung gegen das HCV gibt es bislang nicht. 

 

1.1.3.2 Übertragungswege des HCV 

Der Mensch ist der einzige natürliche Wirt für das HCV. Hauptübertragungsursache ist 

heutzutage die Exposition mit kontaminierten Blut.(13) Besonders Konsumenten von 

intravenös oder nasal konsumierten Drogen wie Heroin oder Kokain, welche sich das 

Spritzbesteck bzw. Aspirationsröhrchen mit anderen Konsumenten teilen, sind 

vermehrt betroffen. Ein weiterer Übertragungsweg ist die Infektion mit dem Virus durch 

Nadelstichverletzungen im medizinischen Bereich, bei denen kontaminiertes Blut 

übertragen wird. Das Risiko daraufhin unbehandelt eine HCV-Infektion zu entwickeln, 

liegt bei <1%. Auch eine vertikale Virustransmission von der Mutter auf das Kind ist 

möglich und lässt sich in 3-10% der Fälle beobachten. Die Übertragung ist dabei 

sowohl in utero durch die Plazenta als auch bei der Entbindung möglich. In seltenen 
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Fällen ist eine sexuelle Übertragung des HCV dokumentiert. Das Übertragungsrisiko 

ist allerdings sehr gering. 

Generell ist die Wahrscheinlichkeit einer Infektion bei allen Übertragungswegen 

wesentlich von der Viruslast des kontaminierten Blutes sowie von Vorerkrankungen 

der betroffenen Personen abhängig. Insbesondere eine Ko-Infektion mit HIV führt zu 

einem erhöhten Risiko einer Virustransmission, da eine HIV-Infektion beim Spender 

des kontaminierten Blutes zu einer erhöhten Viruslast, und beim Empfänger zu einer 

insuffizienten Immunabwehr führen kann.(14) Um einen gesunden Menschen mit dem 

HCV zu infizieren, werden etwa 100 bis 500 HCV-Partikel benötigt.(14) 

 

1.1.3.3 Die akute HCV-Infektion 

Die akute HCV-Infektion wird definiert als eine Infektion mit dem HCV, die vor weniger 

als 6 Monaten erworben wurde. Die Inkubationszeit beträgt ca. 8 Wochen. Von einer 

akuten Hepatitis C wird gesprochen, wenn es neben der Infektion zu 

Leberfunktionseinschränkungen kommt. 

Nur bei 20% der Infizierten zeigen sich typische Symptome einer akuten Hepatitis, wie 

Ikterus, Abgeschlagenheit, Fieber und Bauchschmerzen. In seltenen Fällen kann es 

außerdem zu fulminanten Verläufen der Infektion kommen, welche in einem 

Leberversagen enden. Typisch sind außerdem fluktuierende 

Transaminasenerhöhungen. Transaminasen sind Enzyme, welche bei 

Leberschädigung im Blut vermehrt nachweisbar sind. 

Etwa 15-20 % der akuten HCV-Infektionen heilen innerhalb von 6 Monaten spontan 

aus. Bei ca. 80% der Patienten geht sie unbehandelt in eine chronische HCV-Infektion 

über.(15) 

 

1.1.3.4 Die chronische HCV-Infektion 

Besteht eine HCV-Infektion länger als 6 Monate fort, bezeichnet man diese als 

chronische HCV-Infektion. Kommt es zudem zu Leberfunktionseinschränkungen und 

gegebenenfalls extrahepatischen Manifestationen der Infektion wird von einer 

Chronischen Hepatitis C gesprochen. 
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Die Chronische Hepatitis C verläuft meist jahrelang klinisch uncharakteristisch und 

mild. Mögliche Symptome sind unter anderem Müdigkeit, Abgeschlagenheit, 

Oberbauchschmerzen und Juckreiz.(14) Bei zwei Drittel der Patienten treten außerdem 

im Verlauf extrahepatische Manifestationen auf.(16) So sind beispielsweise 80% der 

Kryoglobulinämien durch HCV-Infektionen verursacht.(17)(18) Außerdem sind unter 

anderem Lymphome, Depressionen, Arthritiden und ein erhöhten Risiko für 

kardiovaskuläre Erkrankungen und insbesondere Schlaganfälle als Manifestationen 

einer chronischen Hepatitis C außerhalb der Leber beschrieben worden.(19)(20) 

 

1.1.3.5 Folgeerkrankungen 

Nach etwa 20 Jahren entwickeln 20% der chronifiziert HCV infizierten Patienten eine 

Leberzirrhose, davon versterben etwa ein Viertel an einem Leberversagen. Bei einem 

chronischen Verlauf mit Leberzirrhose ist außerdem das Risiko der Entwicklung eines 

Hepatozellulären Karzinoms (HCC) stark erhöht. Im Durchschnitt entarten 2-4% der 

HCV bedingten Leberzirrhosen pro Jahr.(21) Die Prognose eines HCC ist vor allem bei 

Vorliegen einer Leberzirrhose aufgrund der limitierten therapeutischen Möglichkeiten 

ungünstig. Ohne Therapie sind nach 6 Monaten nur noch 50% der Patienten mit dieser 

Diagnose am Leben. Wird das Karzinom bereits früh erkannt und im Rahmen der 

Milan-Kriterien eine Lebertransplantation durchgeführt, kann das Langzeit-Überleben 

auf 75% nach vier Jahren verbessert werden.(22, 23)  
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20% 80% 

20% nach 20 Jahren 

80% 

selten 

20% 

4% pro Jahr 

Abbildung 1: Flussdiagramm zu den Verlaufsformen der HCV-Infektion 

20% der akut HCV-infizierten Patienten entwickeln einen symptomatischen Verlauf, welcher in seltenen 

Fällen eine fulminante Entwicklung zeigt. Unabhängig davon ob ein Patient Symptome entwickelt, heilen 

20% der akuten HCV-Infektionen untherapiert aus, während 80% eine chronische HCV-Infektion 

entwickeln. Diese kann Folgeerkrankungen wie eine Leberzirrhose und ein HCC begünstigen. 

(Abbildung modifiziert nach „Verlaufsformen der Hepatitis-C-Infektion“ aus dem Kapitel „Hepatitis C“, 

URL: https://next.amboss.com/de/article/lS0v-2#Zea41d9f610b41c8bcb1377f59e4ff96b, AMBOSS 

GmbH, Berlin und Köln, Germany, Stand 25.08.2020) 
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1.1.3.6 Die Therapie der HCV-Infektion mit direkt antiviralen Medikamenten 

(DAA)  

Im Jahr 2014 wurden antiviral wirkenden Substanzen (direct acting antivirals, DAA) 

zugelassen, welche zu neuen Therapieempfehlungen bei chronischen HCV-

Infektionen geführt haben. Eine Interferonbasierte Therapie, wie sie noch vor wenigen 

Jahren praktiziert wurde, ist inzwischen obsolet. Der Therapieerfolg wird 12 Wochen 

nach Ende der antiviralen Therapie durch Messung der HCV-RNA bestimmt. Ist keine 

RNA nachweisbar, liegt einer dauerhafte Eradikation der HCV-Infektion vor.(14)  

Derzeit werden noch unterschiedliche interferonfreie Kombinationstherapien mit DAAs 

für verschiedene HCV Genotypen erforscht. In ersten Studien konnten einige 

Kombinationstherapien bereits Heilungsraten von 98% erzielen. (24)  
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1.2 Die Immunantwort bei der HCV-Infektion 

 Grundsätzlicher Aufbau des menschlichen Immunsystems 

Das Immunsystem ist ein sehr komplexes Gebilde aus verschiedenen Organen, 

Zelltypen, Proteinen und Molekülen, das bis heute in vielen Teilen noch nicht 

verstanden ist. Der menschliche Körper benötigt das Immunsystem um sich vor der 

Schädigung durch körperfremde Substanzen und verschiedensten Erregern wie 

Bakterien, Viren oder Pilze zu schützen. Außerdem beseitigt es körpereigene Zellen, 

die tot, infiziert oder entartet sind und damit ihrer ursprünglichen Funktion nicht mehr 

nachkommen. Grundsätzlich kann man das menschliche Immunsystem in ein 

unspezifisches (angeborenes) und ein spezifisches (früher: erworbenes) 

Immunsystem unterteilen. 

Das angeborene Immunsystem besteht neben anatomischen und physiologischen 

Barrieren wie Epithelien aus unspezifischen Abwehrzellen wie Granulozyten, 

Monozyten, Makrophagen und Natürliche Killerzellen (NK-Zellen). Zudem werden ihm 

entzündliche Reaktionen und das Komplementsystem zugeordnet. Im Unterschied 

zum spezifischen Immunsystem ist die Struktur der beteiligten Proteine im Genom 

festgelegt und kann daher nicht angepasst werden. Die Aufgabe des unspezifischen 

Immunsystem ist es, eingedrungene Erreger bereits nach Minuten mittels 

charakteristischer Proteinmuster, sogenannter Antigene, zu erkennen und 

anzugreifen. Die meisten Infektionen können durch dieses System innerhalb von 

Stunden abgewehrt werden. Generell kann das angeborene Immunsystem als ein 

ständig verfügbares, schnell und weitgefächert wirkendes, aber unspezifischen 

System charakterisiert werden. 

Durch verschiedene Mechanismen, wie der Bildung einer Schleimkapsel oder der 

andersartigen Regulierung von MHC-Klasse-I-Molekülen, können manche Bakterien, 

virusinfizierte Zellen oder entartete Zellen dieser ersten unspezifischen Immunantwort 

entkommen. Solche körperschädlichen Zellen können somit zunächst nicht eliminiert 

werden. In diesem Fall muss das spezifische Immunsystem eingreifen. Das 

spezifische Immunsystem wird durch Zellen des angeborenen Immunsystems 

aktiviert, welche Antigene auf ihrer Oberfläche präsentieren. Antigenspezifische T-

Zellen werden dadurch aktiviert und können wiederum zytotoxisch wirken. Außerdem 

können sie mittels der Ausschüttung von Zytokinen sowohl ihre eigene Reaktion 



 

16 

verstärken als auch B-Zellen aktivieren, welche als Plasmazellen spezifische 

Immunglobuline zur Bekämpfung der Infektion produzieren. 

Zusammenfassend ist die spezifischer Immunantwort der angeborenen Immunantwort 

nachgeschaltet und braucht insgesamt länger um eine Infektion zu bekämpfen. 

Allerdings ist sie aufgrund der hohen Spezialisierung meist effektiver. Kommt es des 

Weiteren zu einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger, kann das spezifische 

Immunsystem durch die Bildung von Gedächtniszellen die Infektion umgehend 

erkennen und schnell und hochspezifisch bekämpfen. Es ist folglich im Vergleich zum 

angeborenen Immunsystem adaptiv und einer stetigen Veränderung unterworfen. (25) 

In dieser Arbeit soll im Folgenden die Antwort des angeborenen Immunsystems auf 

chronische HCV-Infektionen untersucht werden. Für die unspezifische Immunantwort 

auf HCV-Infektionen sind vor allem nachfolgend beschriebene Zellen relevant. 

 

 Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) 

Zur Bekämpfung von Tumorzellen und intrazellulären Erregern wie Viren und einigen 

Bakterien und Protozoen sind im angeborenen Immunsystem die Natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen) zuständig. Die NK-Zellen sind Lymphozyten, die aktivierende 

und hemmende Rezeptoren auf ihrer Oberfläche besitzen. Mit den aktivierenden 

Rezeptoren erkennen und binden diese Zellen an pathologische 

Kohlenhydratstrukturen auf der Oberfläche der Zielzellen. Dies führt zu einer 

Aktivierung der NK-Zelle. Binden jedoch gleichzeitig hemmende Rezeptoren an MHC-

Klasse-I- Moleküle, wird die Aktivierung verhindert und die Zielzelle wird nicht 

geschädigt. 

MHC-Klasse-I-Moleküle sind Proteinkomplexe, die von allen kernhaltigen Zellen des 

Körpers getragen werden. Auf Ihnen werden Spaltprodukte von Proteinen präsentiert, 

die ein Abbild von in der Zelle synthetisierten Proteinen darstellen. Die MHC-Klasse-I-

Moleküle mit ihren präsentierten Antigenen werden regelmäßig von zytotoxischen T-

Zellen (CD8+ T-Zellen) des Immunsystems kontrolliert. „CD“ steht dabei für „Cluster of 

Differentiation“ und beschreibt die Einteilung der Zellen anhand von 

membrangebundenen CD-Glykoproteine, welche zellspezifisch exprimiert werden. 

Erkennen die CD8+T-Zellen pathologische Antigene zum Beispiel aufgrund einer 

Entartung oder Infizierung der Zelle, wird die erkrankte Zelle abgetötet. 
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Insbesondere Tumorzellen sowie virusinfizierte Zellen können dieser Kontrolle durch 

zytotoxische T-Zellen entgehen, in dem sie die Expression von MHC-I-Klasse-

Molekülen herunterregulieren. Allerdings können nun die hemmenden Rezeptoren der 

NK-Zellen nur noch vermindert an die entsprechenden Proteinkomplexe binden. Ist die 

Summe der hemmenden Signale aufgrund der fehlenden Bindung an MHC-Klasse-I-

Moleküle zu gering und die aktivierenden Signale sind vorherrschend, kommt es zu 

einer Aktivierung der NK-Zellen.  

NK-Zellen können in mindestens zwei Arten unterschieden werden. Abhängig von der 

Art der NK-Zelle reagiert die Zelle auf das aktivierende Signal durch Ausschüttung 

unterschiedlicher Substanzen. 90% der NK-Zellen im humanen Blut sind Zellen, 

welche wenig CD56 exprimieren (CD56+, CD16+). Diese werden auch als „dim“ 

beschrieben. Ihre Hauptaufgabe ist es, ohne Voraktivierung pathologische Zielzellen 

zu vernichten. Dies gelingt ihnen mittels der Ausschüttung von zytotoxischer Granula 

mit Perforinen oder Granzymen. Außerdem können NK-Zellen die Apoptose der 

Zielzelle durch die Expression der Oberflächenmoleküle tumor necrosis factor–related 

apoptosisinducing ligand (TRAIL) und FasL induzieren.(26) Durch die Ausbildung einer 

immunologischen Synapse können dabei sehr genau spezifische Zielzellen zerstört 

werden ohne dass angrenzende, gesunde Zellen beeinträchtigt werden.(27) Des 

Weiteren sind NK-Zellen beschrieben, welche viel CD56, dafür kein CD16 exprimieren 

(CD56++, CD16-). Die Funktion dieser „brighten“ NK-Zellen ist vor allem die 

Kommunikation und Aktivierung von anderen Immunzellen über Zytokine wie 

Interferon-γ (IFN-γ) oder Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α).(25,28)  In Hinblick auf die 

Immunantwort bei HCV-Infektionen spielt insbesondere IFN-γ eine wichtige Rolle, da 

es die HCV-Replikation in vitro inhibiert.(29,30) Während der Anteil an „brighten“ CD56++, 

CD16- NK-Zellen im Blut nur etwa 10% entspricht, ist ihr Anteil in der Leber und 

anderen lymphatischen Geweben bis auf 50% erhöht.(31) 
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 Bisherige Erkenntnisse zur Reaktion des angeborenen Immunsystems 

auf mit dem HCV infizierte Zellen 

Zahlreiche Studien lassen darauf schließen, dass bei der Bekämpfung von HCV-

infizierten Zellen durch das menschliche Immunsystem NK-Zellen eine elementare 

Rolle spielen. Es konnte nachgewiesen werden, dass NK-Zellen bei Patienten mit 

chronischer HCV-Infektion aktiviert sind.(32–34) Im Kontakt mit HCV-infizierten Zellen 

sind NK-Zellen allerdings wesentlich weniger zytotoxisch aktiv und schütten weniger 

Interferon-γ aus, als dies bei anderen Viruserkrankungen der Fall ist. (32,33) Aus 

welchem Grund die aktivierten NK-Zellen bei HCV-Infektionen weniger effektiv sind, 

ist nicht bekannt. Möglich ist aber, dass die verminderte Antwort der NK-Zellen auf das 

HCV ursächlich dafür sein kann, dass das menschliche Immunsystem in den meisten 

Fällen im Gegensatz zu anderen Viruserkrankungen das Virus nicht adäquat 

bekämpfen kann und viele akuten Infektionen in chronische Verläufe übergehen. 

Um dieses Phänomen aufzuklären ist es essentiell, die Einflüsse auf NK-Zellen zu 

kennen, welche die Effektorantwort der NK-Zellen modulieren. Zur Aufklärung dieses 

Sachverhalts wurde bereits beschrieben, dass aus peripherem Blut isolierte 

Monozyten das HCV in den Hepatozyten erkennen und daraufhin unter anderem 

Interleukin-18 (IL-18) ausschütten, um NK-Zellen zu aktivieren. Bei Patienten mit 

chronischen HCV-Infektionen ist die Funktion der Monozyten reduziert. Dies führt 

wiederum zu einer verminderten Anschüttung von IFN-γ durch NK-Zellen.(35) Für diese 

Publikation wurden ausschließlich aus humanem Blut isolierte Lymphozyten (PBLs) 

analysiert. 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Das Bestreben der vorliegenden Arbeit war es nun zu untersuchen, ob die 

Immunantwort bei Lymphozyten, welche aus humanem Lebergewebe isoliert wurden 

und in Kontakt mit HCV-infizierten Zellen kamen, mit der von PBLs vergleichbar ist. 

Dies scheint besonders interessant, da das HCV nur in den Hepatozyten repliziert und 

daher primär mit den lokalen hepatischen Lymphozyten in Kontakt tritt. Des Weiteren 

unterscheiden sich die Immunzellen in der Leber (IHLs) von peripheren Lymphozyten 

im Blut in ihrer Zusammensetzung. So ist der Anteil von NK-Zellen in der Leber höher 

als im Blut.(27) Das Ziel der Arbeit war es daher, die antivirale Antwort von PBL und IHL 

zu vergleichen. Des Weiteren sollte festgestellt werden, ob NK-Zellen auch in der 

Leber einen Anteil am antiviralen Effekt der Lymphozyten haben und durch welchen 

Mechanismus dieser vermittelt wird. 

Außerdem befinden sich in der Leber spezifische Immunzellen wie die leberansäßigen 

Kupffer-Zellen, welche im Blut nicht zu finden sind. Bei Kupffer-Zellen handelt es sich 

um Monozyten, welche aus dem Blut in die Sinusoide der Leber transmigrieren und 

dort zu leberspezifischen Makrophagen differenzieren.(36) Als direkter Abkömmling der 

Monozyten war es daher naheliegend, die Bedeutung hepatischer Kupffer-Zellen bzw, 

leberansäßigen Monozyten und Makrophagen im Kontext der HCV-Replikation zu 

untersuchen. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob leberansäßige Monozyten 

wie ihre Äquivalenten im peripheren Blut das HCV erkennen, durch dieses ebenfalls 

aktiviert werden und einen antiviralen Effekt vermitteln können. Ein direkter Einfluss 

von HCV- exponierten Kupffer-Zellen auf die Virusreplikation ist bislang nicht 

bekannt.(37)  
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2 Material und Methoden 

Im Folgenden sollen nun zunächst die wissenschaftlichen Methoden erläutert werden, 

mit deren Hilfe die Versuche durchgeführt wurden. Auch die benutzten Materialien und 

Versuchsumstände werden aufgeführt. Alle Arbeitsschritte und Versuche, bei denen 

Zellen verwendet wurden, wurden bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen 

unter der Sterilbank Hera Safe der Firma Heraeus durchgeführt. 

2.1 Geräte 

Gerätename Firma 

autoMACS Pro Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Dampfsterilisator Varioklav 400E HP Medizintechnik, Oberschleißheim 

Durchflusszytometer FACS Canto II BD, Heidelberg 

FLUOstar Omega Microplate Reader  BMG LABTECH  

Gefahrenstoffschrank FWF 90 Düperthal Sicherheitstechnik, Karlstein 

Gefrierschrank (-80°C) 923 Forma Scientific, Marietta, USA 

MACS Chill 15 Rack Milteny Biotec, Bergisch Gladbach 

MACS Multi Stand  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Mikroskop: Axio Observer Z1 Carl Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop: Primo Vert Carl Zeiss, Oberkochen 

Pipettierhilfe Pipetman L P1000L Gilson, Middleton, USA 

Pipettierhilfe Pipetman L P200L Gilson, Middleton, USA 

Pipettierhilfe Pipetman L P20L Gilson, Middleton, USA 

Pipettierhilfe Pipetman L P2L Gilson, Middleton, USA 

Pipettierhilfe S1 Pipett Filler Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Sterilbank HeraSafe (H9 + H18) Heraeus, Hanau 

Trocken- und Wärmeschrank ED53 Binder, Tuttlingen 

Vortexer Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
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Vortexer VF2 Janke & Kunkel (IKA-Werke), Staufen 

Wasserbad 7L 1002 GFL, Burgwedel 

Zählkammer Reichert Bright-Line Hausser Scientific, Horsham, USA 

Zentrifuge 5415C Heathrow Scientific, Illinois, USA 

Zentrifuge Sorvall ST 40R Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Material Firma 

16 Well Platte TPP, Trasadingen, Schweiz 

Anatomische Pinzette (115 mm) Braun, Melsungen 

Chirurgische Schere (115 mm) Braun, Melsungen 

Cryo.s™ 2 ml Greiner bio one, Frickenhausen 

Cryo-Clear Etiketten Carl Roth, Karlsruhe 

EASYstraine Zellsieb, 70µm Greiner bio one, Frickenhausen 

Einmalspritze 1ml Plastipak BD Biosciences, Heidelberg 

Kryo Box 9x9 GLW, Würzburg 

MACS Separation Column 25LS  Miltenyi Biotec, Bergisch 

Mr. Frosty Freezing Container Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Pipettenspitzen 10µl Starlab, Hamburg 

Pipettenspitzen 100-1000µl Corning, Corning, NY, USA 

Pipettenspitzen 200µl Sarstedt, Nümbrecht 

PP Röhrchen 15ml/50ml (Falcon) Greiner bio one, Frickenhausen 

Rundboden- (FACS-) Röhrchen 5ml 

Deckel 
Corning, Kaiserslautern 

Rundboden- (FACS-) Röhrchen, 5ml Corning, Corning, NY, USA 
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Safe Lock Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 

ml, 2,0 ml) 
Eppendorf, Hamburg   

Skalpell No. 10 FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan 

Stabpipette 2 ml (mit Filter) Corning, Kaiserslautern 

Stabpipette 2 ml (ohne Filter) Carl Roth, Karlsruhe 

Stabpipette PS 5 ml, 10ml, 25ml, 50ml nerbe plus, Winsen/Luhe 

Zellkulturflasche mit Filter 75 cm2 TPP, Trasadingen, Schweiz 

 

2.3 Chemikalien, Lösungen und Kits 

Material Firma 

BD Cytofix/Cytoperm BD Heidelberg 

BD Golgi Plug (Brefeldin A) BD Heidelberg 

BD Perm/Wash BD Heidelberg 

Biocoll Seperating Solution Merck Millipore, Billerica, USA 

BSA Fraction V Biomol GmbH, Hamburg 

CD14 MicroBeads human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

CD56 MicroBeads human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Collagenase Typ IV CLS IV Merck Millipore, Billerica, USA 

Desinfektionsmittel: Incidin Plus Ecolab, Monheim am Rhein 

DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

DNase I (Bovine Pancreas) Merck Millipore, Billerica, USA 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 
Life Technologies, Karlsbad, USA 

Dulbecco’s PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EDTA 500 mM (pH 8.0) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

FBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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FCS (fetal calf serum) Biochrom GmbH, Berlin 

Gentamicin 80 SF HEXAL, Holzkirchen 

Isopropanol (70%) Braun, Melsungen 

Isopropanol (for analysis) Merck Millipore, Billerica, USA 

Isopropanol (for molecular biology) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay Promega Corporation, Madison, USA 

L-Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Luciferase Assay Systems E1500 Promega Corporation, Madison, USA 

MACS B Cell Isolation Kit II, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

MEM NEAA (Minimum Essential Medium 

Non-Essential Amino Acids) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Penicillin-Streptomycin 100ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

RPMI 1640 [-] L-Glutamine LONZA, Basel, Schweiz 

Trypan Blue 0,5% Merck Millipore, Billerica, USA 

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Wasser (bidestilliert) Merck Millipore, Billerica, USA 

 

2.4 Software 

Software Firma 

BD FACSDiva Software 6.0 BD Heidelberg 

FlowJo FlowJo, Ashland, USA 

GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla, USA 

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond USA 

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond USA 
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2.5 Verwendung von Zellkulturen 

Um die Wechselwirkungen zwischen angeborenen Immunzellen mit den HCV-

infizierten Hepatozyten zu untersuchen, wurde mit der Methode der Zellkultur 

gearbeitet. Eine Zellkultur beschreibt das Kultivieren von tierischen oder pflanzlichen 

Zellen in einem Nährmedium außerhalb des Organismus. 

Alle Materialien für die Zellkultur waren dabei entweder steril verpackte Einmalartikel 

oder wurden vor der Benutzung in einem Autoklaven bei 120 °C mit Wasserdampf 

sterilisiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Begasungs-Brutschrank bei 

37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. 

 

 Verwendete Zelllinien 

Für die Versuche wurden drei verschiedene Zelllinien verwendet, welche im Folgenden 

beschrieben werden.  

 

2.5.1.1 Lunet BLR Luc ubi neo JFH 

Zum einen wurden Huh-7-Zellen, welche mit einem subgenomischen HCV-Replikon 

transfiziert wurden (Lunet BLR Luc ubi neo JFH) benutzt. Diese Zellen stellen im 

Versuchsaufbau mit HCV infizierte Hepatozyten dar. Das HCV-Replikon ist mit einer 

Luciferase getaggt. Um die virale Aktivität der Zellen zu bestimmen, werden diese 

mithilfe des PROMEGA Luciferase Assay Systems lysiert und anschließend mit 

Luciferin versetzt, welches durch Luciferase gespalten wird. 

Die ursprünglichen Huh7-Zellen wurde 1982 dem Lebertumor eines 57-jährigen 

japanischen Patienten entnommen und anschließend von H. Nakabayshi und J. Sato 

als Zelllinie etabliert. (38) Es handelt sich dabei um differenzierte Hepatozyten, welche 

sich aus einem Leberzellkarzinom ableiten.  

Bis ins Jahr 2005 konnte das HCV nicht im Labor kultiviert werden. Die Etablierung 

des HCV-Replikon Systems durch R. Bartenschlager machte dies möglich und führte 

unter anderem zur Entwicklung der neuen Medikamente gegen HCV-Infektionen. (39,40) 
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2.5.1.2 Lunet BLR 

Als Negativkontrolle wurden außerdem Lunet BLR Zellen verwendet. Dabei handelt es 

sich um Huh7-Zellen ohne dem beschriebenen Replikon. Diese Zellen weisen keine 

Virusaktivität auf 

 

2.5.1.3 K562-Zellen 

Für einige Versuchsreihen wurden außerdem K562-Zellen verwendet. K562-Zellen 

waren die ersten vom Menschen entnommenen, unsterblichen myeloische Leukämie-

Zellen, die etabliert wurden. Die Zelllinie stammt von einer 53-jährigen Patientin mit 

chronischer myeloischer Leukämie in einer Blastenkrise.(41)(42) 

Die K562-Zellen dienten als Zielzellen der NK-Zellen zur Stimulation der Ausschüttung 

von Zytokinen und Chemokinen. Sie wurden in DMEM Medium kultiviert, welches mit 

10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt wurde.(28)(43) 

 

 Auftauen von Zellen 

Die Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen als auch die Lunet BLR Zellen wurden im 

flüssigen Stickstofftank bei -160°C konserviert. Für die Versuche wurden Lunet BLR 

Luc ubi neo JFH Zellen bis zur 8. Passage verwendet. Damit konnte gewährleistet 

werden, dass die Zellen eine ausreichende virale Aktivität des HCV-Replikons 

aufwiesen. Lunet BLR Zellen wurden bis zur 20. Passage verwendet. Wurde die 

Anzahl der Passagen bei der jeweiligen Zellart überschritten, wurden neue Zellen mit 

geringerer Passage aufgetaut und verwendet. Beim Transport der Zellen vom 

Stickstofftank zur Sterilbank wurden die Zellen auf Trockeneis gelagert. Somit wurde 

verhindert, dass die Zellen zu schnell auftauen und unbrauchbar werden. 

Pro aufzutauendes Cryoval wurde zunächst 1ml PBS und 10µl DNase I (50mg/l) in 

einen 50ml Falcon gegeben. In dieser Suspension wurden die Zellen in einem 

späteren Schritt zum Auftauen überführt. 

Die tiefgefrorenen Zellen wurden nun wie oben beschrieben vom Stickstofftank zu 

einem 37°C warmen Wasserbad bei der Sterilbank transportiert. In diesem wurden sie 

nun für etwa 2 Minuten erwärmt, bis nur noch ein kleiner Eiskern in der Mitte des 

Cryovals vorhanden war. Daraufhin wurde das Zellgemisch wurde in das vorbereitete 
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Falcon mit der Suspension aus PBS und DNase I hinzugefügt und resuspendiert. Nach 

4 Minuten wurden pro aufgetautem Cryoval weitere 2 ml PBS zu dem Falcon 

hinzugefügt. Nach weiteren 2 Minuten noch einmal 4 ml pro Cryoval. Anschließend 

wurde das Gemisch für 5 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das feste Zellpellet am Boden des Falcons wurde in 10 ml des 

vorbereiteten DMEM- Mediums komplett resuspendiert und die Zellsuspension in eine 

75 cm2 große Kulturflasche überführt. Das DMEM- Medium besteht aus Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM), welches mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 

und 1% MEM NEAA (Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acids) versetzt 

wurde. Zu den Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen wurde außerdem 2% Geneticin 

(G418), einem Antibiotikum aus der Gruppe der Aminoglykoside, und bei den Lunet 

BLR Zellen 0,1% Blasticidin, einem Antibiotikum und –mykotikum, als Schutz für die 

Zellen in die Kulturflasche gegeben. Anschließend wurden die Zellkulturflaschen im 

Brutschrank bei 37°C gelagert. 

Einen Tag nach dem Auftauen der Zellen wurde das Medium gewechselt. Dazu wurde 

das alte Medium aus der Flasche abpipettiert und daraufhin 10 ml neues DMEM- 

Medium sowie Blasticidin bzw. G418 hinzugegeben. 

 

 Passagieren der Zellen 

Um zu vermeiden, dass die Zellen durch Nährstoffmangel absterben, wurden sie alle 

3-4 Tage passagiert. Dazu wurde zunächst das alte Medium aus der Zellkulturflasche 

abgesaugt und der Zellrasen mit 10ml PBS gewaschen, um zurückbleibendes FCS, 

das die folgenden Enzymreaktion mit Trypsin stören könnte, zu entfernen. Bei Trypsin 

handelt es sich um ein Verdauungsenzym, welches beim Menschen im Pankreas 

produziert wird. Nach dem Waschen lösten 2ml dieser Peptidase adhärenten Zellen 

vom Boden der Zellkulturflasche, indem sie extrazelluläre Proteine spalteten. Nach 

einer Minute wurde das Trypsin abgesaugt und die Flasche für weitere 4 Minuten bei 

37°C inkubiert. Der Zellrasen wurde anschließend durch leichtes Klopfen vom 

Flaschenboden gelöst und die Enzymreaktion durch die Zugabe von 2ml DMEM-

Medium gestoppt. 

Die im DMEM-Medium gelösten Zellen wurden nun entweder für einen Versuch 

ausplattiert oder zum weiteren Wachstum in eine neue 75 cm2 großen Kulturflasche 
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subkultiviert. Dazu wurde ein Teil der Zellen (meist 1/6tel) in die neue Flasche 

überführt, auf 10 ml DMEM-Medium aufgefüllt und anschließend Blasticidin oder G418 

hinzugegeben. Anschließend wurden die neuen Zellkulturflaschen in den 37° warmen 

Brutschrank gestellt. 

 

2.6 Durchführung der Isolation von mononukleären Zellen 

Für die Versuche benötigten wir außerdem mononukleäre Zellen, welche sowohl aus 

humanem Blut ( PBL) als auch aus humanem Lebergewebe (IHL) isoliert wurden. Zu 

den mononukleären Zellen gehören neben den Lymphozyten auch einige Monozyten 

als auch ein kleiner Prozentsatz aus dendritischen Zellen wie Makrophagen. Da 

Lymphozyten mit weitem Abstand den größten Teil ausmachen, werden die isolierten 

Zellproben im Folgenden als Lymphozyten beschrieben. 

 

 Isolation von mononukleären Zellen aus humanem Blut 

Um mononukleäre Zellen aus dem Blut eines Patienten zu isolieren, wurde diesem 

zunächst mittels CPDA-Röhrchen (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) Röhrchen Blut 

entnommen. Das Citrat in den Röhrchen verhindert dabei die Gerinnung der Blutzellen 

sowie der anderen Blutbestandteile, welche die Energieversorgung der Zellen bis zur 

weiteren Verarbeitung gewährleisten. Insgesamt wurden 5 Blutröhrchen mit jeweils 8 

ml pro Patienten abgenommen 

Die Blutröhrchen wurden dann für 10 Minuten bei 1600rpm und Raumtemperatur 

zentrifugiert. Anschließend wurde zweimal 1 ml des Plasmaüberstands in ein Cryovial 

abpipettiert. Dieses wurde dann bei -80°C gelagert und das restliche Plasma 

verworfen. Die verbleibenden Blutzellen und die in dem Plasma enthaltenen 

Thrombozyten wurden in ein 50ml Falcon überführt und mit PBS in einem Verhältnis 

von mindestens 1:1 verdünnt. Daraufhin wurde das verdünnte Blut auf Biocoll, eine 

Trennlösung, welche zur Isolierung der mononukleären Zellen verwendet wird, in 

einem 50ml Falcon aufgetragen. 

Das weitere Prozedere wird in Abschnitt „3.2.2.3. Aufschichten auf Biocoll“ 

beschrieben. 
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 Isolation von mononukleären Zellen aus humanem Lebergewebe 

Das humane Lebergewebe, aus dem hepatische Lymphozyten isoliert werden sollten, 

erhielten wir von Patienten der Visceralchirurgischen Abteilung des 

Universitätsklinikums Regensburg. Diese hatten sich im Vorfeld schriftlich bereit 

erklärt, Teile ihrer im Rahmen einer für den Patienten notwendigen (Teil-) Resektion 

entnommenen Leber der Forschung zu spenden. 

Das erhaltene Stück tumorfreies Lebergewebe wurde unter der Sterilbank zunächst 

mit ca. 10 ml an warmen Verdauungspuffer mit Hilfe einer 10 ml Spritze versetzt. Dabei 

wurde der Puffer an verschiedenen Stellen des Leberstückes appliziert, bevorzugt an 

Gefäßen, um ihn gleichmäßig zu verteilen. Der Verdauungspuffer ist aus HBSS mit 2% 

FCS und 0,6% BSA sowie den Enzymen Kollagenase IV (500mg/l) und DNase I 

(50mg/l) zusammengesetzt und wird verwendet, um das Gewebe anzudauen. 

Daraufhin wurde das Gewebe mit einem Skalpell in etwa 1mm große Stücke 

zerkleinert und anschließend für 15min bei 37°C inkubiert. Nach etwa 7 Minuten wurde 

das Gemisch gevortext. Nach Ende der Inkubationszeit wurde kaltes HBSS zu dem 

Gemisch gegeben um die Enzymreaktionen von Kollagenase IV und DNase I gestoppt. 

Die kleinen Leberstücke wurden daraufhin unter regelmäßigem Spülen mit kalten 

HBSS mithilfe eines Stempels einer 10ml Spritze durch ein 40-µm-nylon Sieb gepresst. 

Anschließend wurde das gesiebte Gemisch für 10 Minuten bei 1600rpm zentrifugiert 

und der Überstand bis auf 10 ml über dem Pellet verworfen. In den Falcon mit dem 

Pellet wurden danach ca. 20ml an neuen HBSS pipettiert und das Gemisch 

resuspendiert und durch ein 70-µm-nylon Sieb gespült, um grobe Bestandteile im 

Gemisch heraus zu filtern. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Überstand wieder 

bis auf 10ml abpipettiert und das Pellet in ca. 40 ml neuen HBSS resuspendiert. Zum 

Schluss wurde die Suspension auf 15ml Biocoll in einem 50ml Falcon aufgetragen. 

Wie auch bei der Isolation von Blutlymphozyten wurde ab diesem Zeitpunkt nach dem 

Prozedere welches in 3.2.2.3. Aufschichten auf Biocoll beschrieben wurde 

vorgegangen. 

 

 Finale Isolation der mononukleären Zellen aus Blut und Lebergewebe 

durch Biocoll 

Biocoll ist eine Trennlösung zur Isolierung von mononukleären Zellen aus 

Zellsuspensionen wie beispielsweise Blut und Leber. Die Lymphozyten bleiben 
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aufgrund ihres geringeren Dichtegradienten auf der Biocoll-Schicht liegen, während 

die schwereren Bestandteile wie Erythrozyten nach unten durchwandern. Bei der 

Isolation wurden 15 ml der Trennlösung in einem 50ml Falcon gegeben und maximal 

das Doppelte an Zellsuspension vorsichtig aufgeschichtet. Anschließend wurden die 

Falcons bei 2300 rpm für 20 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das überstehende 

Plasma verworfen und die Interphase aus Lymphozyten mit einer 5ml Pipette in einen 

neuen 50ml Falcon (bei Fett 15ml Falcon) überführt. Anschließend wurden die Falcons 

mit PBS aufgefüllt und nochmal für 10 min bei 1600rpm zentrifugiert. Nach Abnahme 

des kompletten Überstandes wurde das Pellet der Lymphozyten erneut in wenigen 

Milliliter PBS gelöst. Daraufhin wurden die Lymphozyten aus dem gleichen Gewebe 

von verschiedenen Falcons in einem gesammelt und dieser mit RPMI- Medium auf 40 

ml aufgefüllt. RPMI-Medium wurde bereits im Vorfeld vorbereitet, indem 50ml RPMI 

1640 [-] L-Glutamine 10% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin und 2 mM L-Glutamin 

versetzt wurden.  

  

Lymphozyten 

und Monozyten 

Thrombozyten 

Erythrozyten 

Abbildung 2: Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation von Blut und Lebergewebe 

Das Blut als auch das bearbeitete Lebergewebe desselben Patienten werden auf Biocoll 

aufgeschichtet und anschließend für 20 Minuten mit 2300rpm zentrifugiert. Dadurch werden das 

Blut und das Lebergewebe in verschiedenen zellulären Komponenten aufgetrennt und es lassen 

sich die mononukleären Zellen isolieren. 
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 Bestimmung der Lymphozytenzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Neubauer Zählkammer und der Tryptanblau-

Exklusionstest verwendet. Dabei wurden 10µl der Zellsuspension mit 90µl Tryptanblau 

im Verhältnis 1:10 verdünnt und dann 10µl vom Gemisch unter das Deckglas auf die 

Zählkammer aufgetragen. Gezählt werden nur große helle Zellen in den 

Großquadranten, da Tryptanblau tote Zellen, deren Zellmembran durchlässig ist, blau 

färben kann. Die Zellzahl pro 1 ml ergibt sich dann mit folgender Formel: 

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der Großquadrate) × 2 × 104 × ml-1 

Die Zellen wurden anschließend abhängig vom Versuchsaufbau in mehrere 15 ml 

Falcons überführt. 

 

2.7 MACS-Sorting 

Bei dieser Arbeit wurde die Relevanz einzelner Zellgruppen bei der Immunantwort der 

Lymphozyten auf das HCV untersucht. Dafür mussten einzelne Zelltypen aus dem 

Gesamtgemisch der Lymphozyten, abhängig vom Versuchsaufbau, isoliert oder 

entfernt werden. Dies gelang durch Magnetic Cell Separation (MACS). Durch diese 

Methode, welche Anfang der 1990er Jahre durch die Firma Miltenyi Biotec entwickelt 

wurde, ist es möglich, Zelltypen anhand von bestimmten Oberflächenstrukturen von 

Zellgemischen zu trennen.(44) Dabei wurden etwa 50nm große Magnetpartikel, welche 

an Antikörper gebunden sind mit der Zellsuspension in Lösung gebracht. Dieser 

Komplex aus Magnetteilchen und Antikörpern wird auch MicroBead genannt. Die 

Antikörper erkennen spezifische Strukturen auf den Zelloberflächen und binden die 

MicroBeads an die gewünschte Zellpopulation. Anschließend wurden die markierten 

Zellen (englisch target cells) durch den autoMACS SeparatorTM von den übrigen Zellen 

getrennt. Das Gerät lässt das Zellgemisch dabei durch eine Säule fließen, welche von 

einem starken Magnetfeld umgeben ist. Beim Spülen der Säule verbleiben die mit den 

magnetischen MicroBeads markierten Zellen in dieser, während die unmarkierten 

Zellen ausgeschwemmt werden. Erst wenn das Magnetfeld ausgeschalten und die 

Säule erneut gespült wird, können auch die markierten Zellen separat gewonnen 

werden. Durch die wiederholte Behandlung eines Zellgemisches mit MicroBeads 

können Zellgemische auch in mehrere Zellpopulationen aufgeteilt werden. Dies wird 

auch fraktionierte Trennung genannt.(45) 
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 Isolation von Zellpopulationen durch MACS-Sorting 

Durch die Methode des MACS- Sorting konnten einzelne Zellpopulationen isoliert 

werden, um damit Versuche durchzuführen. Werden die mit MicroBeads markierten 

target cells für weitere Versuche genutzt, wird das Verfahren positive Selektion 

(englisch positive selection) genannt. Handelt es sich bei den Zielzellen jedoch um die 

unmarkierten Zellen, nennt man die Isolation der Zellpopulation mittels MACS auch 

Abreicherung (englisch Depletion).(45) Diese Methode hat den Vorteil, dass die 

Versuchsergebnisse nicht durch MicroBeads verändert oder beeinflusst werden 

können. 

 

2.7.1.1 Isolation von B-Zellen 

Markierung der Zellen durch MicroBeads 

Die für unsere Versuchsreihen benötigten B-Zellen wurden mit dem Verfahren der 

negativen Isolation isoliert. Dafür wurde das B Cell Isolation KIT II, human von Miltenyi 

Biotec verwendet, welches in einem Kühlschrank bei 4°C ohne Lichtexposition 

gelagert wurde. 

Zunächst wurde der für das Verfahren benötigte MACS-Puffer hergestellt. Dafür 

wurden zu 50ml PBS steril 2 mM EDTA (pH 8.0) und 0,5% BSA Fraction V hinzugefügt. 

Anschließend wurde die ausgezählte Suspension aus PBL oder IHL 10 min mit 

1600rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Pro 107 Zellen wurde daraufhin 

unter der Sterilbank 40 µl MACS-Puffer sowie 10 µl des im Kit erhaltenen B Cell Biotin-

Antibody-Cocktails in das Falcon gegeben, das Zellpellet darin resuspendiert und 

danach für 5 Minuten bei 4°C ohne Lichtexposition inkubiert. Der B Cell Biotin-Antibody 

Cocktail enthält an das Vitamin Biotin (Vitamin B7) konjugierte Antikörper gegen die 

Oberflächenantigene CD2, CD14, CD16, CD36, CD36, CD43 und CD235a 

(Glycophorin A). Diese Antikörper markieren alle Lymphozyten außer B-Zellen. Nach 

der Inkubationsphasen wurden 30 µl MACS- Puffer pro 107 Zellen als auch 20 µl pro 

107 Zellen an Anti-Biotin MicroBeads hinzugefügt, resuspendiert und die Suspension 

erneut für 10 Minuten im 4°C-Kühlschrank inkubiert. Bei den Anti-Biotin MicroBeads 

handeln es sich um mit monoklonale Antibiotin-Antikörpern konjugierte Magnetpartikel. 

Diese Antikörper bindet in der Zellsuspension an das Biotin der Biotin-Antikörper 

versehen somit die markierten Lymphozyten mit kleinen Magneten. 
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Magnetische Separation der Zellen durch den autoMACSTM Separator 

Während der Inkubationsphase wurde nun der autoMACSTM Separator vorbereitet, der 

zur Magnetischen Separation der Zellen notwendig ist. Nach dem Einschalten wurde 

das Gerät zunächst mit der „Rinse“ Funktion gereinigt und die Probenanzahl 

eingestellt. Dabei wurde festgelegt, dass der Separator nach jeder durchgelaufenen 

Probe mit der „Rinse“-Funktion gewaschen wird. Nach Ende der Inkubationszeit 

wurden die Falcons mit den markierten Lymphozyten zusammen mit leeren Falcons 

mit Hilfe eines MAC Chill Racks, welcher die dauerhafte Kühlung der Proben 

gewährleistete, zum autoMACSTM Separator transportiert und die „Depletes“ Funktion 

gestartet. Die Magnetische Separation der Zellen wurde anschließend wie in „2.3. 

MACS Sorting“ erläutert durchgeführt. In den leeren Falcons wurden die Lymphozyten 

gesammelt, welche mit MicroBeads markiert waren. Von allen Zellpopulationen 

wurden Proben genommen und in FACS-Tubes gegeben, um später in der FACS- 

Analyse die Reinheit der Populationen festzustellen. Die übrigen mit MicroBeads 

markierten Zellen wurden verworfen, während die unmarkierte B-Zellpopulation zur 

Durchführung der Versuche eingesetzt wurde. 

 

 Depletion von Zellpopulationen durch MACS-Sorting 

Neben der Isolierung ist auch eine Entfernung von einzelnen Zellpopulation mittels 

MACS-Sorting möglich. Für die Durchführung unserer Versuchsreihen war es nötig in 

einigen Proben CD56+ NK- Zellen, in anderen CD14+ Monozyten und Makrophagen 

zu depletieren. 

 

2.7.2.1 Depletion von CD14+ Zellen 

Zur Eliminierung der CD14+ Monozyten und Makrophagen aus der 

Gesamtlymphozytensuspension wurden humane CD14 MicroBeads von Miltenyi 

Biotec angewendet. Nach Herstellung des MACS-Puffers, wie in „2.3.1.1 Isolation von 

B-Zellen“ beschrieben, wurden die bereits ausgezählten Lymphozyten bei 1600 rps für 

10 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurden pro 107 

Zellen 80 µl MACS-Puffer sowie 20 c CD14 MicroBeads zur Zellsuspension in den 

Falcons hinzugefügt und resuspendiert. Die Falcons wurden dann für 15 Minuten im 

4°C-Kühlschrank ohne Lichtexposition inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit 
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wurden die Zellen mit 1-2 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen versetzt und bei 1600 rps für 

10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet am Boden 

des Falcons in 500 µl MACS-Puffer resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung 

wurden die Falcons daraufhin im 4°C-Kühlschrank verwahrt. 

Die Magnetische Separation der CD14+- Zellen durch den autoMACSTM Separator 

wurde wie in „2.3.1.1 Isolation von B-Zellen“ beschrieben durchgeführt. Auch hier 

wurden von allen markierten und unmarkierten Zellpopulationen Proben entnommen, 

um später in der FACS- Analyse die Reinheit der Populationen festzustellen. Die 

übrigen mit MicroBeads markierten CD14+- Zellen wurden verworfen, während die 

unmarkierte Lymphozytensuspension zur Durchführung der Versuche eingesetzt 

wurden und im Folgenden als ohne CD14+ beschrieben wird. 

 

2.7.2.2 Depletion von CD56+ NK- Zellen 

Für weitere Versuchsreihen war außerdem die Entfernung von CD56+ NK-Zellen aus 

der Gesamtlymphozytenpopulation notwendig. Hierzu wurden humane CD56 

MicroBeads von Miltenyi Biotec verwendet. Bis auf die Verwendung der CD56 

MicroBeads anstelle der CD14 MicroBeads entspricht das Prozedere dabei exakt dem 

in „2.3.2.1 Depletion von CD14+-Zellen“ besprochenen Verfahren. Die 

Lymphozytensuspension ohne CD56+-Zellen wurde als ohne CD56+ beschrieben. 

 

2.8 Ko-Kulturen aus Lunet- Zellen und Lymphozyten 

In der Ko-Kultur wurden Lunet BLR Zellen bzw. Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen 

zusammen mit peripheren Blutlymphozyten bzw. intrahepatischen Lymphozyten, die 

zuvor isoliert wurden, oder vorher mittels MACS- Sorting isolierten oder depletierten 

Zellpopulationen für mindestens 20 Stunden kultiviert. 

 

 Ausplattieren der Lunet-Zellen 

Zur Durchführung der Versuche mussten die geernteten Lunet- Zellen in drei 24-Well-

Platten ausplattiert werden. Dazu wurde die Zellsuspension zunächst mithilfe einer 

Neubauer-Zählkammer und der Tryptanblau-Exklusionstest ausgezählt. Daraufhin 

wurde weiteres DMEM-Medium zu der Lösung hinzugefügt, bis bei den 
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Gesamtlymphozytenpopulationen aus PBLs und IHLs eine Konzentration von 2x106 

Zellen pro 0,5 ml erreicht war. Bei den PBL und IHL-Zellpopulationen, bei denen mittels 

MACS- Sorting CD14+ Monozyten bzw. CD56+ NK-Zellen eliminiert wurden, wurde 

durch die Zugabe des DMEM-Mediums eine Konzentration von 1,8x106 Zellen pro 0,5 

ml erzeugt. Daraufhin wurden in jedes entsprechend beschriftete Well der 24-Well 

Platte 0,5 ml das Zellgemisch pipettiert und die Platte für etwa 4 Stunden bei 37° Grad 

inkubiert. In dieser Zeit konnten die Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen bzw. Die Lunet 

BLR Zellen langsam auf den Boden der Wells absinken und dort anhaften.  

 

 Fertigstellung der Ko-Kultur durch Zugabe von Lymphozyten 

Die Zellzahl der isolierten Blutlymphozyten als auch Leberlymphozyten wurde mithilfe 

der Neubauer-Zählkammer und des Tryptanblau-Exklusionstests bestimmt und mit 

RPMI- Medium ergänzt, bis die Konzentration der Zellsuspension 4x106 Zellen pro ml 

beträgt. 

Nach dem Ausplattieren der Lunet-Zellen in der 24-Well Platte und einer 

Inkubationszeit derselbigen von 4 Stunden werden jeweils 0,5ml, entsprechend 2x106 

der Blut- und Leberlymphozyten gleichmäßig auf die Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen 

bzw. die Lunet BLR Zellen verteilt. Zur Negativkontrolle verblieben zwei Wells mit 

Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen ohne Lymphozyten. 

NK-Zellen als auch CD14+ Monozyten bzw. Makrophagen machen jeweils etwa 10% 

der peripheren mononukleären Blutzellen aus.(46–48) Für den Versuch ist es essentiell, 

dass die Zellanzahl der anderen Populationen, wie B-Zellen oder T-Helferzellen, bei 

den Proben ohne CD16+ sowie ohne CD56+ identisch zu der Zellzahl bei den Proben 

mit allen Lymphozyten ist. Ansonsten kann ein möglicher Unterschied bei der 

Virussupression oder Auschüttung von Zytokinen nicht sicher nur auf das Fehlen der 

CD16+ bzw. CD56+ Zellen in den depletierten Zellproben zurückgeführt werden. Die 

Zellanzahl der Suspensionen ohne CD16+ und ohne CD 56+ werden daher mithilfe der 

Neubauer-Zählkammer und des Tryptanblau-Exklusionstests bestimmt und mit RPMI- 

Medium ergänzt, bis die Konzentration der Zellsuspension 3,6x106 Zellen pro ml , also 

10% weniger als bei der Suspension mit der Gesamtlymphozytenpopulation, beträgt. 

Anschließend werden jeweils 0,5ml und damit entsprechend 1,8x106 der PBL und IHL 
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ohne CD14+ bzw. CD56+ Zellen wie auf Abbildung 4 und 5 dargestellt auf Lunet BLR 

Luc ubi neo JFH Zellen bzw. die Lunet BLR Zellen pipettiert. 

Äquivalent zu dem im oberen Absatz beschriebenen Prinzip wurden zudem die 

Zellzahl der isolierten B-Zell-Populationen aus PBL und IHL mit der Neubauer-

Zählkammer und dem Tryptanblau-Exklusionstest bestimmt und mit RPMI- Medium 

ergänzt, bis die Konzentration der Zellsuspension 0,4x106 Zellen pro ml entsprach. 

Daraufhin wurden auch hier 0,5ml (entsprechend 0,2 x106 B-Zellen) auf Lunet BLR Luc 

ubi neo JFH Zellen bzw. die Lunet BLR Zellen gegeben (siehe Abbildung 5). 

Zur Negativkontrolle verblieben zwei Wells mit Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen ohne 

Lymphozyten (siehe Abbildung 5). 

Zusätzlich wurden FMO-Kontrollen (Fluorescence Minus One) mit jeweils rund 2x106 

Zellen und für die Kompensation der FACS- Analyse 9 FACS-Röhrchen mit je ca. 

1x106 Blutlymphozyten vorbereitet. 

Die fertigen Ko-Kulturen wurden anschließend für 18 Stunden bei 37°C inkubiert. 

 Ernten der mononukleären Zellen 

Nach Ende der 18 Stunden Inkubationszeit wurde das Medium mit den enthaltenen 

mononukleären Zellen unter vorsichtigen Spülen des Kulturbodens aus den Wells 

entfernt und in FACS-Tubes überführt. Daraufhin wurden auf die verbliebenen Lunet 

BLR und Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen am Boden der Wells je 300 µl PBS 

gegeben um das Austrocknen der Zellen zu verhindern. Diese Zellen wurden im 

Folgenden wie in „2.5. Luciferase Messung“ beschrieben weiter behandelt. 

Die sich in den FACS-Tubes befindende Suspension aus Medium und Lymphozyten 

wurde anschließend bei 1400 rpm für 7 Minuten zentrifugiert und der Überstand aus 

Medium abpipettiert und in Deepwellplatten überführt. Diese wurden anschließend bei 

-20°C eingefroren. Auf das verbleibende Zellpellet aus mononukleären Zellen wurde 

direkt 500 µl RPMI Medium gegeben. Dadurch wurde sichergestellt, dass die Zellen 

zu jeder Zeit ausreichend mit Nährstoffen versorgt wurden.  
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 Stimulation mit Interleukin-12 und Interleukin-15 

Einige der Zellproben aus mononukleären Zellen sollten für den Versuchsaufbau mit 

den Interleukinen 12 und 15 (IL-12 und IL-15) stimuliert werden. Hierzu wurde 

zunächst IL-12 bis zu einer Konzentration von 1 ng/ml mit PBS verdünnt. Anschließend 

wurden 1µl pro ml RPMI Medium an dem verdünnten IL-12 sowie 4µl pro ml an IL-15 

in ausreichend RPMI Medium pipettiert und resuspendiert. Daraufhin wurden 500 µl 

der Interleukinhaltigen Suspension in die FACS- Tubes mit den zu stimulierenden 

Zellen gegeben. In alle anderen FACS- Tubes mit Lymphozyten, welche nicht 

stimuliert werden sollten, wurden 500 µl RPMI-Medium gegeben. Die Proben wurden 

dann für 6 Stunden bei 37°C inkubiert. 

 

 Zugabe von Golgi-Plug 

Golgi-Plug enthält Brefeldin A und hemmt den intrazellulären Transport von Proteinen 

in Lymphozyten. Dadurch kommt es zur Akkumulation von Interleukinen im Golgi-

Apparat und Endoplasmatische Retikulum der Zelle und ermöglicht es später die 

quantitative Ausschüttung von Zytokinen eines Lymphozyten mittels FACS- Analyse 

zu bestimmen.(49) 

Zu diesem Zweck wurden die Zellproben nach Ablauf der 14 Stunden Inkubationszeit 

mit 5 µl Golgi-Plug (1:5 verdünnt mit RPMI-Medium) versetzt, resuspendiert, und 

anschließend für 4 weitere Stunden bei 37°C inkubiert. 

 

2.9 Luciferase- Messung 

Um die virale Aktivität der Lunet BLR Luc ubi neo JFH Zellen nach der Inkubation mit 

den unterschiedlichen Lymphozytenproben zu bestimmen, werden die Replikon-Zellen 

lysiert und anschließend mit Luciferin versetzt, welches durch die Luciferase des HCV- 

Replikons gespalten wird. In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl für Pharmazeutische 

Technologie der Universität Regensburg konnte die durch die enzymatische Spaltung 

entstehende Fluoreszenz mithilfe eines FLUOstar Omega Microplate Readers von 

BMG LABTECH zu gemessen. 
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 Lyse der Lunet BLR Luc ubi neo JFH –Zellen 

Die Lyse der Replikon-Zellen wurde mithilfe des Luciferase Assay Systems E1500 von 

Promega durchgeführt. Zunächst wurde Luciferase Assay Reagent (LAR), welches die 

Luciferase enthält, durch die Zugabe von 10 ml Luciferase Assay Buffer zum Flakon 

mit Luciferase Assay Substrate. Das fertig gestellte LAR wurde anschließend in 1,5 ml 

Eppendorf Safe-Lock Tubes verteilt und durch außen angebrachte Aluminiumfolie vor 

Lichtexposition geschützt. Nach der Benutzung des LAR wurde der Rest im -20°C 

Kühlschrank gelagert. Vor jeder neuen Verwendung der Luciferase Assay Reagent 

wurde diese bei Raumtemperatur aufgetaut. Außerdem wurde die Cell Culture Lysis 

Reagent im Verhältnis 1:5 mit Wasser verdünnt. 

Zur Lysierung der Replikon- Zellen wurde jedes Well zunächst drei Mal vorsichtig mit 

0,5 ml PBS Puffer gewaschen ohne das Zellen vom Boden gelöst wurden. Anschließen 

wurden die Wells mit 300 µl Cell Culture Lysis Reagent Cell Culture Lysis Reagent 

versetzt und für 20 Minuten unter ständigem Schwenken bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Lysis Reagent in den Wells 

vorsichtig resuspendiert um auch die restlichen Lunet BLR Luc ubi neo JFH-Zellen 

vom Boden zu lösen und in 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes überführt welche dann 

für 5 Minuten mit der Eppendorf Zentrifuge 5414C bei 1500 rpm zentrifugiert wurden. 

Das führte dazu, dass die Zellbruchstücke sich auf den Boden der Tubes absenkten 

während sich das HCV-Replikon im Überstand befindet. Anschließend wurde der 

Überstand aus Lysis Reagent abpipettiert, in Deepwellplatten überführt und daraufhin 

bei -20°C eingefroren. 

 

 Messung am OMEGA Plattenleser 

Zur Messung der Fluoreszenz, welches bei der Spaltung des an das HCV-Replikon 

getaggte Luciferin entsteht, wurden zum einen die gefrorenen Proben, als auch das 

LAR bei Raumtemperatur ohne Lichtexposition aufgetaut. Anschließend wurden 150 

µl der aufgetauten Proben in eine Fluoreszenz-Platte pipettiert und mit 150 µl 

Luciferase Assay Substrat versetzt und die entstehende Fluoreszenz sofort mithilfe 

des FLUOstar Omega Microplate Readers von BMG LABTECH gemessen.  
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2.10 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie beschreibt ein Messverfahren, welches die quantitative, 

hochwertige Analyse von membranständigen Oberflächenantigenen und damit die 

molekulare Charakterisierung bei geringem Materialverbrauch und Färbeaufwand 

ermöglicht. Bei diesem Verfahren fließen Zellen in einer hohen Geschwindigkeit 

einzeln an einer elektrischen Spannung oder einem Lichtstrahl vorbei. Abhängig von 

der Form, Struktur oder Färbung der Zellen wird die Spannung bzw. der Lichtstrahl 

unterschiedlich beeinflusst bzw. gebrochen. Aufgrund der Streuung kann auf die 

Größe der Zellen (FSC) und deren Granularität (SSC) geschlossen und somit 

verschiedene Zellen voneinander unterschieden werden.(50) 

 

 Flourescence activated cell sorting (FACS) 

Das Flourscence activated cell sorting (FACS) ist eine spezielle Methode der 

Durchflusszytometrie. Der Begriff FACS ist ein eingetragenes Warenzeichen der Firma 

Becton Dickinson, wird aber in der Fachwelt als Begriff für Fluoreszenz- geregelte 

Zellsortierungen benutzt. Bei FACS- Messungen werden die Zellen vorher mit 

Fluoreszenz-Farbstoffen markierten Antikörpern versetzt, welche an spezielle 

Moleküle der Zellen binden und somit bestimmte Strukturen markieren. Dadurch ist es 

möglich, Zellpopulationen, die entsprechende Strukturen aufweisen (positive 

Population) von anderen Zellen abzugrenzen, die nicht über das gesuchte Merkmal 

verfügen (negative Population). 

 

 Färben der Zellen 

Um später eine FACS- Analyse mit den geernteten Lymphozytenpopulationen 

durchführen zu können, müssen diese zunächst mit verschiedenen Fluoreszenz-

Farbstoffen angefärbt werden. Dabei unterscheidet man Oberflächenfarbstoffe von 

Intrazellulären Farbstoffen. 

 

2.10.2.1 Oberflächenfärbungen 

Mit der Oberflächenfärbung werden Moleküle auf der Zelle angefärbt, die 

unterschiedliche Entwicklungsstadien/-linien von Leukozyten repräsentieren oder 
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distinkte Funktionen haben. Diese Moleküle wurden ursprünglich als Differenzierungs-

Antigene bezeichnet. 

Für die Färbung wurde zunächst der FACS- Puffer aus 500 ml PBS, 2 ml 0,5% EDTA 

sowie 12,5 ml Fetales Kalbsserum (FCS) hergestellt. Anschließend wurden die 

Zellproben in den FACS- Tubes zunächst mit 2 ml FACS Puffer versetzt, bei 1300 rpm 

für 7 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Währenddessen wurde 

Ethidium Monazid (EMA) 1:10 mit PBS verdünnt. Mit EMA ist es möglich, tote Zellen 

zu markieren, um diese in der Analyse zu separieren.(51) Nach Beendigung der 

Zentrifugation wurde in jedes Tube 5 µl verdünntes EMA pipettiert und die Tubes für 

10 Minuten auf Eis ca. 18 cm unter 40-Watt fluoreszierendes Licht inkubiert. Daraufhin 

wurden die Zellen erneut mit 2 ml PBS gewaschen, mit den entsprechenden Farbstoff-

markierten Antikörpern versetzt (siehe Tabelle 1) und für 20 Minuten bei 4°C inkubiert. 

Abschließend wurden die Zellen erneut zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. 

 

 

Tabelle 1: Verwendete Farbstoffe bei Oberflächenfärbungen 

 

2.10.2.2 Intrazelluläre Färbungen 

Durch Intrazelluläre Färbungen können intrazellulären Proteinen wie Zytokine, 

Transkriptionsfaktoren oder phosphorylierten Proteine markiert und dadurch in der 

anschließenden FACS- Analyse identifiziert und charakterisiert werden. Bei unseren 

Versuchsreihen interessierten wir uns vor allem für die Ausschüttung der Zytokine 

Farbe Antigen 
Volumen in 

µl

𝟏𝟎𝟎 µl
 

Bestimmung von 

PerCP-Cy5.5 CD14 0,5 Monozyten 

PerCP-Cy5.5 CD19 1,0 B-Zellen 

Pe-Cy7 CD56 0,5 NK- Zellen 

APC-Cy7 CD3 1,0 T-Zellen 

V500 CD16 0,5 NK-Zell 

Subpopulationen 
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Interferon-γ und Tumor Necrosis Factor-α sowie den Marker TRAIL für die Zytotoxizität 

von NK-Zellen. Die Sekretion der Zytokine wurde bereits vorher wie in „2.4.4. 

Stimulation mit Interleukin-12 und Interleukin-15“ beschrieben durch die Verwendung 

des Protein Transporter Inhibitoren Golgi-Plug geblockt. Dadurch akkumulieren die 

Zytokine im endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi-Apparat der Zellen und 

können so durchflusszytometrisch gemessen werden. 

Nach Durchführung der Oberflächenfärbung wurden die Zellen jedes Tubes in 250 µl 

BD Cytofix/Cytoperm resuspendiert, für 20 Minuten bei 4°C inkubiert und daraufhin 

zweimal mit 500 µl 1:10 verdünnten BD Perm/Wash gewaschen. Nachfolgend wurden 

die Zellproben mit den entsprechenden Antikörpern versetzt (siehe Tabelle 2) und für 

30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach dem erneuten zweimaligen Waschen mit 1 ml BD 

Perm/Wash wurden die Tubes mit jeweils 200 µl FACS Puffer versetzt und die Zellen 

noch am selben Tag mittels Durchflusszytometrie (FACS Canto II BD, Heidelberg) 

analysiert. 

 

Farbe Antigen 
Volumen in 

µl

𝟏𝟎𝟎 µl
 

Bestimmung von 

APC TRAIL 0,5 TRAIL (CD253) 

PE IFN-γ 5,0 IFN-γ 

FITC TNF-α 0,5 TNF-α 

 
Tabelle 2: Verwendete Farbstoffe für Intrazellulären Färbungen 

 

2.10.2.3 Färbung mit FITC- CD107a/ LAMP-1 Antikörpern 

Für einige Versuche wurden PBL und IHL mit FITC- CD107a (LAMP-1) von Biolegend, 

San Diego, USA gefärbt. Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP-1) oder 

auch CD107a (Cluster of Differentiation 107a) ist ein transmembranes Glycoprotein.(52) 

Bei Zunahme der Degranulation von NK-Zellen wird CD107a vermehrt exprimiert und 

kann somit als Degranulationsmarker erfasst werden.(53) 
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Die Antikörper wurden nach mindestens 18 Stunden Inkubationszeit in einer 

Konzentration von 15 µl/ml direkt zur Ko-Kultur aus PBL und IHL mit Lunet BLR bzw. 

Lunet BLR Luc ubi neo JFH ggf. zusätzlich mit K562-Zellen gegeben. 

 

 Kompensationen 

Bestimmte Fluoreszenzfarbstoff können bei der Durchflusszytometrie im Kanal eines 

anderen Fluorophors in Abhängigkeit von seiner relativen Helligkeit und seinem 

Emissionsspektrum durch Artefakte zu falsch positiven Signalen führen. Das würde 

die Messungen verfälschen und zu veränderten Ergebnissen führen. Um dies zu 

verhindern setzten wir Kompensationen ein, um das Signal eines bestimmten Kanals 

von anderen Kanälen, die im gleichen Experiment verwendet wurden, zu isolieren. 

Dazu wurden Proben von peripheren mononukleären Zellen mit einzelnen Farbstoffen 

wie in Tabelle 3 aufgeführt gefärbt und als Kompensationen bei der FACS- Analyse 

verwendet. Außerdem wurde eine Kompensationsprobe ohne Farbstoffe belassen. Die 

Kompensationen werden im Folgenden auch FMO (fluorescence minus one) genannt. 
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Farbe Antigen 
Volumen in 

µl

𝟏𝟎𝟎 µl
 

BV510 CD8 0,5 

PerCP-Cy5.5 CD14, EMA 0,5 

PerCP-Cy5.5 CD19, EMA 2,0 

PerCP-Cy5.5 CD14 AND CD19, EMA 2,0 

Pe-Cy7 CD56 1,0 

APC-Cy7 CD3 3,0 

V500 CD16 0,6 

APC CD4 3,0 

PE CD45RA 5,0 (1:10 mit PBS 

verdünnt) 

FITC CD45 5,0 

FITC CD3 5,0 

 
Tabelle 3: Verwendete Farbstoffe für Kompensationen 

 

2.11 Laktat- Dehydrogenase Assay 

In einigen Versuchen wurde außerdem mittels dem LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay von 

Promega die Freisetzung des Stoffwechselenzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) 

gemessen. LDH befindet sich in allen Körperzellen und somit auch in Hepatozyten. 

Kommt es zur Zerstörung der Zelle wird LDH freigesetzt. Die Quantität von LDH ist 

dabei proportional zur Anzahl der zerstörten Zellen. LDH ist daher ein valider 

Parameter für Zytotoxizität.  

Zunächst wurde die LDH Detection Reagent hergestellt. Dazu wurden der im Kit 

enthaltene LDH Detection Enzyme Mix mit dem Reductase Substrate, welche zuvor 

bei Raumtemperatur aufgetaut wurden, vermischt. Die zu messenden Proben, 
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bestehend aus dem abpipettierten Überstand der Ko-Kulturen, wurde aufgetaut und 

zu 50 µl/Well in einer Pierce White Opaque 96-Well Platte ausplattiert. Außerdem 

wurden positive und negative LDH-Kontrollen entsprechend des LDH-Glo™ 

Cytotoxicity Assay- Protokolls vorbereitet und ausplattiert. Anschließend wurden 50 µl 

der LDH Detection Reagent zu jeder Zellprobe gegeben und die 96-Well Platte für 60 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die 

Lumineszenz, welche sich proportional zur Quantität an LDH in der Probe verhält, 

mithilfe des Varioskan® Flash-Readers von Thermo Scientific bestimmt. 
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3 Ergebnisse 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der angeborenen Immunantwort bei HCV-Infektionen. 

Dabei kann man den experimentellen Ablauf in drei Arbeitsschritte unterteilen (siehe 

Abb.3): 

Zunächst wurden Huh-7-Zellen, welche mit einem subgenomischen HCV-Replikon 

transfiziert wurden (Lunet BLR Luc ubi neo JFH), kultiviert. Diese stellen ein in vitro 

Modell der HCV-infizierten Leberzellen dar. Die Virusreplikation dieser Zellen konnte 

nach Ende der Ko-Kultur (siehe Schritt 2) mithilfe des Varioskan® Flash-Readers von 

Thermo Scientific bestimmt werden. 

Im zweiten Schritt wurden humane mononukleäre Zellen aus Blut (PBL) und Leber 

(IHL) isoliert und mit Lunet BLR Luc ubi neo JFH -Zellen sowie mit Lunet BLR Luc zur 

Negativkontrolle für 14 Stunden sowie 4 weitere Stunden nach Zugabe von Goli-Plug 

in Ko-Kultur gebracht, um eine Untersuchung der Immunantwort von Natürlichen 

Killerzellen auf das HCV zu ermöglichen. Außerdem wurden mittels MACS-Sorting 

einzelne Zelltypen isoliert oder entfernt und anschließend ihrerseits in Ko-Kultur 

gebracht. Durch diese Versuche soll der Einfluss dieser Zellgruppen auf die 

Immunantwort gegen das HCV bestimmt werden. Diese Zellmodelle bilden die 

Grundlage für den letzten Arbeitsschritt. In einigen Versuchen wurden zur Stimulation 

der NK-Zellen mononukleäre Zellen zusätzlich 6 Stunden mit den Interleukinen-12 und 

-15 versetzt. 

Nach Ende der Inkubationszeit der Ko-Kulturen wurden im letzten Schritt PBL und IHL, 

als auch Zellpopulation aus denen CD14+- Zellen entfernt wurden, mittels 

Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurde das Augenmerk insbesondere auf NK-

Zellen gelegt. Bei diesen Untersuchungen stand die Fragestellung im Vordergrund, ob 

NK-Zellen die Virusaktivität durch Aktivierung verringern und durch welchen 

Mechanismus dies geschieht. Hierbei wurde insbesondere die Expression und 

Ausschüttung der Zytokine Interferon-γ (IFN-γ), Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) 

sowie den Marker TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) für 

die Bestimmung der Zytotoxizität von NK-Zellen untersucht. Ziel dieser 

Untersuchungen war es außerdem, Unterschiede in der Aktivierung und Ausschüttung 

verschiedener Zytokine und Marker von PBL und IHL aufzuzeigen. Außerdem wurde 

betrachtet, ob diese Effekte von anderen Zellpopulationen abhängig sind. 
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Floureszenz-

Messung 

MACS-Sorting 

PBL ohne 
CD56+ 

PBL ohne 
CD14+ 

B-Zellen 
aus PBL 

PBL 

Huh7-Zellen 
mit Replikon 

Huh7-Zellen 
ohne Replikon 

MACS-Sorting 

IHL ohne 

CD56+ 

IHL ohne 

CD14+ 

B-Zellen 
aus IHL 

IHL 

Inkubation der Ko-Kulturen für 18 Stunden 

Ggf. Stimulation mit IL-12/IL-15 für 6 Stunden 

Abbildung 3: Überblick über den allgemeinen Versuchsaufbau und experimentellen Ablauf 



 

46 

3.1 Messung der antiviralen Aktivität durch Luciferase 

Zunächst werden nun die Ergebnisse der Luciferase-Messungen besprochen. Diese 

lassen Rückschlüsse auf die verbleibende HCV-RNA Replikation der Replikon-Zellen 

nach der Ko-Kultur zu. Im Umkehrschluss lässt sich dadurch die antivirale Aktivität der 

mononukleären Zellen, welche sich als zweite Komponente in der Ko-Kultur befanden, 

bestimmen. Alle Werte werden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. 

 

 B-Zellen als Negativkontrolle hatten einen geringeren Einfluss auf die 

virale Aktivität von Replikon-Zellen als PBL und IHL 

Um mögliche Effekte des MACS-Sortings auf die verbliebene HCV-RNA-

Replikationsrate der Replikon-Zellen auszuschließen, wurden B-Zellen als 

Negativkontrolle aus PBL und IHL mittels MACS- Sorting isoliert und die antivirale 

Aktivität dieser Zellen mit der von vollständigen PBL- und IHL-Populationen verglichen 

(siehe Abb.4). Hierbei zeigte sich die Replikationsrate der Replikon-Zellen nach Ko-

Kultur bei PBL (10  10% vs. 48  30%, P= 0,0078) und IHL (3,4  2,5% vs. 16  15%, 

P= 0,0117) im Vergleich zu den B-Zellpopulationen stark vermindert. Wie zu erwarten, 

zeigten isolierten B-Zellen somit eine deutlich geringere antivirale Aktivität als die 

vollständigen Populationen aus PBL und IHL. Daraus lässt sich ableiten, dass die 

antiviralen Effekte der jeweiligen Zellisolate nicht von der Behandlung der Zellen durch 

MACS-Sorting verursacht wurden. 
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Abbildung 4: Vergleich der Luciferase Aktivität von Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit B-Zellen 
sowie PBL bzw. IHL 

Aus mononukleären Zellen aus Blut und Leber wurden mittels MACS-Sorting B-Zellen isoliert. Diese 

wurden neben vollständigen PBL und IHL Populationen mit HCV-Replikon-Zellen für 18 Stunden in Ko-

Kultur gebracht. Anschließend wurde die verbleibende Luciferase-Aktivität der Replikon-Zellen 

gemessen. Die Luciferase-Aktivität der Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. mit B-Zellen aus 

PBL ist in (A) dargestellt. Auch die Luciferase-Aktivität von Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit IHL 

sowie B-Zellen aus IHL (B) wird im Vergleich abgebildet. Als statistischer Test wurde der Wilcoxon-

Rangsummentest verwendet. 

A B 
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 IHL zeigten einen stärkeren antiviralen Effekt als PBL 

Zudem wurde die HCV-RNA-Replikationsrate der Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit 

PBL und IHL betrachtet . Dabei konnte festgestellt werden, dass Replikon- Zellen nach 

Kontakt mit PBL über eine höhere Replikationsrate verfügten als Replikon-Zellen, 

welche sich in Ko-Kultur mit IHL des selben Patienten befanden (14  14% vs. 4,6  

4%, P= 0,0021). Wie in Abb. 5 zu sehen, reduzierten intrahepatische mononukleären 

Zellen die HCV-RNA-Replikationsrate der Replikon-Zellen demnach deutlich mehr und 

hatten somit eine stärkere antivirale Aktivität als mononukleäre Zellen aus dem Blut 

des selben Patienten. Diese Ergebnisse sind insofern bemerkenswert, da bisherige 

Publikationen, welche die Immunantwort von mononukleären Zellen auf das HCV 

untersuchten, ausschließlich PBL für ihre Untersuchungen verwendeten. Wir konnten 

hiermit allerdings zeigen, dass intrahepatische Lymphozyten eines Probanden stärker 

antiviral auf das HCV reagieren können als PBL des selben Probanden. Daraus kann 

der Schluss gezogen werden, dass die Untersuchungsergebnisse dieser 

Veröffentlichungen nicht unbedingt Rückschlüsse auf die Immunreaktion auf das HCV 

in der Leber von infizierten Patienten zulassen. 

 

Abbildung 5: Die virale Aktivität von Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL und IHL im 
Vergleich 

PBL und IHL wurden 18 Stunden mit Replikon-Zellen in Ko-Kultur gebracht. Anschließend wurde die 

verbleibende virale Aktivität der HCV-Replikon-Zellen durch die Luciferase Aktivität bestimmt. In dem 

Diagramm wird der Vergleich der viralen Aktivität nach Ko-Kultur mit PBL bzw. IHL gezeigt. Der 

Wilcoxon-Rangsummentest wurde hier als statistischer Test verwendet. 
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 Der antivirale Effekt von PBL und IHL war von Natürlichen Killerzellen 

abhängig 

Nach diesem bemerkenswerten Untersuchungsergebnis interessierten wir uns in 

einem nächsten Schritt, ob die antivirale Aktivität von PBL und IHL eines Patienten 

durch die selben Zellen vermittelt wird. Es wurde bereits beschrieben, dass Natürliche-

Killerzellen in PBL nach Kontakt mit dem HCV vermehrt aktiviert werden (32,33,54,55) und 

ein essentieller Bestandteil der antiviralen Immunantwort von PBL sind.(35) Um zu 

untersuchen, ob NK-Zellen neben PBL auch in IHL antiviral wirken, wurden CD56+ NK-

Zellen mittels MAC-Sorting aus PBL- und IHL-Populationen des selben Patienten 

entfernt und neben PBL und IHL-Zellen in Ko-Kultur mit Replikon-Zellen gegeben. Im 

Vergleich zu unbehandelten PBL und IHL war die Replikationsrate von PBL ohne 

CD56+ NK-Zellen (15  15% vs. 43  29%, P= 0,0004) und IHL ohne CD56+ NK-Zellen 

(5  5% vs. 12  9%, P= 0,0007) erhöht (siehe Abb.6). Wir schlossen daraus, dass die 

antivirale Aktivität von PBL als auch von IHL von CD56+ NK-Zellen abhängig ist. NK-

Zellen waren nach unseren Untersuchungsergebnissen somit ein essentieller 

Bestandteil der antiviralen Immunantwort von PBL als auch von IHL eines Probanden. 
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 CD14+-Zellen hatten Einfluss auf die angeborene Immunantwort bei HCV-

Infektionen von PBL und IHL 

Serti und Werner et al. wiesen in Ihrer Veröffentlichung nach, dass CD14+ Monozyten 

in PBL nach Kontakt mit dem HCV vermehrt IL-18 produzieren, um NK-Zellen zu 

aktivieren.(35) CD14+-Zellen haben somit einen indirekten Einfluss auf die antivirale 

Immunantwort von PBL auf das HCV. Im Folgenden wurde untersucht, ob CD14+ 

Monozyten auch einen Einfluss auf den antiviralen Effekt von mononukleären Zellen 

aus der Leber haben.  

Dazu wurden nach Depletion der CD14+ Zellen mittels MACS-Sorting vollständige als 

auch depletierte Populationen aus PBL und IHL in Ko-Kultur mit Replikon- Zellen 

gebracht. Bei der anschließenden Luciferase-Messung zeigte sich, wie in Abb. 7 

dargestellt, eine höhere HCV-RNA-Replikationsrate bei Replikon-Zellen, welche sich 

B 

Abbildung 6: Vergleich der viralen Aktivität von Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. 
IHL und PBL/ IHL nach Depletion von CD56+-Zellen 

Mittels MACS-Sorting wurden aus PBL und IHL CD56+-Zellen entfernt und die CD56+-Zell-negativen 

Populationen (ohne CD56+) als auch PBL und IHL für 18 Stunden mit Replikon-Zellen in Ko-Kultur 

gebracht. Nach Beendigung der Ko-Kultur wurde die Luciferase-Aktivität der Replikon-Zellen gemessen. 

In den Diagrammen wird die Luciferase-Aktivität der Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. PBL 

ohne CD56+ (A) und die der Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit IHL bzw. IHL ohne CD56+ (B) 

verglichen. Als statistischer Test wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 

A 
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in Ko-Kultur mit CD14+ depletierten PBL (10  9% vs. 32  28%, P= 0,002) und IHL (3 

 2% vs. 15  15%, P= 0,0059) befanden als bei Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit 

vollständigen PBL- und IHL-Populationen. Somit konnte gezeigt werden, dass neben 

CD56+ NK-Zellen auch CD14+-Zellen Einfluss auf die antivirale Aktivität von IHL bei 

HCV-Infektionen haben.  

  

Abbildung 7: Die virale Aktivität von Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. IHL und PBL 
bzw. IHL nach Depletion von CD14+-Zellen im Vergleich 

Nach der Depletion von CD14+ Zellen aus PBL und IHL wurden die CD14-negativen Populationen (ohne 

CD14+) neben PBL und IHL mit Replikon-Zellen für 24 Stunden ko-kultiviert. Anschließend wurde die 

Luciferase-Aktivität der Replikon-Zellen bestimmt. In den Diagrammen wird die Luciferase-Aktivität der 

Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. PBL ohne CD14+ (A) und die der Replikon-Zellen nach 

Ko-Kultur mit IHL bzw. IHL ohne CD14+ (B) vergleichend dargestellt. Hier wurde außerdem der 

Wilcoxon-Rangsummentest als statistischer Test verwendet. 

A B 



 

52 

3.2 Ergebnisse der Durchflusszytometrie 

In den Ergebnissen der Luciferase-Messungen konnte gezeigt werden, dass 

intrahepatische Lymphozyten die HCV-RNA-Replikationsrate stärker verringern als 

periphere Lymphozyten. Außerdem konnte festgestellt werden, dass sowohl bei Leber- 

als auch Blutlymphozyten CD56+ NK -Zellen und CD14+- Monozyten einen wichtigen 

Anteil an der antiviralen Immunantwort haben. In den folgenden Untersuchungen galt 

es nun zu analysieren, durch welche Zytokine und Mechanismen der antivirale Effekt 

der intrahepatischen und peripheren NK-Zellen vermittelt wird und ob die Produktion 

dieser Botenstoffe durch CD14+- Monozyten beeinflusst wird. Hierbei war 

insbesondere von Interesse, ob der Unterschied in der antiviralen Aktivität von Blut- 

und Leberlymphozyten durch Differenzen in der Zytokin-vermittelten Immunantwort 

der NK- Zellen erklärt werden kann. Um die Ausschüttung der Zytokine und Expression 

von Markern durch die NK- Zellen zu messen, wurde nach Beendigung der Ko-

Kulturen eine Durchflusszytometrie (FACS Canto II) durchgeführt. 

 

 Analyse und Interpretation der Daten 

Die Analyse der durchflusszytometrisch erhobenen Daten wurde mithilfe der 

Analysesoftware FlowJo durchgeführt. Um die gleichbleibend hohe Qualität der Daten 

zu sichern, wurden zunächst auf einige Faktoren geachtet, welche im Folgenden 

beschrieben werden. Zunächst wurde die regelrechte Akquisition der mononukleären 

Zellen durch die FSC-Area und Time kontrolliert. Daraufhin wurde anhand des FSC-

Area und HSC-Height überprüft, ob mononukleären Zellen die Zählkammer einzeln 

nacheinander passiert und keine Zellaggregate gebildet haben. Im folgenden Schritt 

wurde das Lymphozyten-Gate mittels der FSC-Area und SSC-Area ausgewählt und 

im Anschluss durch ein Exclusion-Gate tote Zellen, B-Zellen und Monozyten 

ausgeschlossen. Die Zellen außerhalb des Exklusion-Gates wurden in der folgenden 

Analyse nicht mehr berücksichtigt. 

Aus dieser Zellauswahl wurde das CD56-positive und CD3-negative NK-Zell-Gate 

bestimmt. Im letzten Schritt wurde die NK-Zell Population auf die Ausschüttung und 

Expression verschiedener Marker und Zytokine, wie INF-γ, TNF-α, TRAIL und in 

späteren Versuchen auch CD107a, untersucht. Der gesamte Analyseprozess wird in 

Abbildung 7 anhand von Beispielhaften Blots geschildert. 
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Abbildung 7 Durchführung der Analyse von Daten aus der Durchlusszytometrie 

Die Analyse der durchflusszytometrisch erhobenen Daten wurde mithilfe der Analysesoftware FlowJo 

durchgeführt 
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 Untersuchung der Zytokine Interferon-γ (IFN-γ) und Tumor Necrosis 

Factor-α (TNF-α) sowie der Marker TRAIL und CD107a 

Bei unseren Untersuchungen wurde die Ausschüttung der Zytokine IFN-γ und TNF-α 

sowie die Expression des Markers TRAIL zur Bestimmung der Zytotoxizität von NK-

Zellen betrachtet. In einer späteren Versuchsreihe wurde außerdem der Marker 

CD107a bestimmt. Das NK-Zellen bei Aktivierung vermehrt diese Zytokine und Marker 

synthetisieren bzw. exprimieren ist bereits bekannt. Es wurde gezeigt, dass NK-Zellen 

in PBL nach Kontakt mit dem HCV vermehrt TNF-α und IFN-γ produzieren und dass 

diese Zytokine in erster Linie für den antiviralen Effekt der Lymphozyten verantwortlich 

sind.(35) IFN-γ wird dabei insbesondere von CD56++ NK-Zellen zur Kommunikation und 

Aktivierung von anderen Immunzellen ausgeschüttet.(25,28) IFN-γ inhibiert außerdem 

die HCV-Replikation in vitro und ist somit von zentralen Interesse in dieser Arbeit.(29,30) 

Jedoch ist die Produktion dieser Zytokine bei PBL von chronisch HCV-infizierten 

Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vermindert.(16,32,35) Beide Zytokine 

scheinen somit ein wichtiger Teil der Immunantwort von mononukleären Zellen auf das 

HCV zu sein. Da die Arbeiten zu dieser Thematik nur mit PBL durchgeführt wurden, 

sollten in unseren Untersuchungen mögliche Unterschiede zwischen PBL und IHL in 

der Produktion dieser Zytokine aufgezeigt werden, um zu evaluieren, ob die bereits 

beschriebenen Ergebnisse auf die Immunantwort von mononukleären Zellen in der 

Leber übertragbar sind. Zudem wurden mittels Durchflusszytometrie der Marker TRAIL 

zur Bestimmung der Zytotoxizität von NK-Zellen in PBL und IHL bestimmt. In späteren 

Versuchen wurde außerdem die Expression des Markers CD107a untersucht. Auch 

dieser Marker wird bei der Ausschüttung von zytotoxischer Granula vermehrt 

exprimiert und lässt daher Rückschlüsse auf die Zytotoxizität einer Zelle zu. 

Ziel dieser durchflusszytometrischen Untersuchung ist es, zwei Fragestellungen 

aufzuklären: Zum einen gilt es herauszufinden, ob NK-Zellen in PBL und IHL von nicht 

infizierten Patienten durch den Kontakt mit dem HCV zur Produktion von Zytokinen wie 

IFN-γ und TNF-α bzw. zur vermehrten Zytotoxizität stimuliert werden. Außerdem soll 

untersucht werden, ob CD14+-Monozyten Einfluss auf die Produktion von antiviral 

wirksamen Zytokinen durch NK-Zellen in PBL und IHL haben. 
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 Betrachtung der Produktion von TNF-α durch NK-Zellen in vollständigen 

PBL- und IHL- Populationen 

Zunächst wurde die Produktion des Zytokins TNF-α durch NK-Zellen in PBL und IHL 

nach Kontakt mit dem HCV untersucht. In einem ersten Schritt wurden für jeden 

Versuch mononukleäre Zellen aus Blut und Leber eines Patienten isoliert und 

anschließend für 18 Stunden mit Lunet-Zellen, welche mit einem HCV-Replikon 

transfiziert wurden, als auch Lunet-Zellen ohne Replikon in Ko-Kultur gebracht. Durch 

diese Untersuchungen sollte analysiert werden, ob NK-Zellen in PBL und IHL durch 

den Kontakt mit dem HCV zur vermehrten Produktion von TNF-α stimuliert werden. 

Des Weiteren wurde der Unterschied in der Frequenz und Expression von TNF-α 

zwischen NK-Zellen in PBL und IHL untersucht. 

 

3.2.3.1 Nach Kontakt mit dem HCV produzierten NK-Zellen in IHL vermehrt 

TNF-α 

Um zu untersuchen, ob NK-Zellen in PBL bzw. IHL durch den Kontakt mit dem HCV 

zur Produktion von TNF-α stimuliert werden, wurden PBL und IHL eines Patienten 

nach der Ko-Kultur für 18 Stunden mit HCV-Replikon-Zellen (HCV) sowie Lunet-Zellen 

ohne Replikon als Negativkontrolle (Lunet) durchflusszytometrisch analysiert. Dabei 

wurde die Frequenz und Expression von TNF-α produzierenden NK-Zellen betrachtet. 

Wie in Abb. 8 dargestellt, zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der TNF-α -

Produktion zwischen NK-Zellen aus PBL (A), welche in Kontakt mit HCV-Replikon-

Zellen kamen im Vergleich zu Zellen ohne Kontakt zum Replikon (PBL: 1,3 ± 1,0 % vs. 

1,1 ± 0,7 %, P = n.s. u. 255 ± 73 MFI vs. 245 ± 57 MFI, P = n.s.). NK-Zellen aus IHL 

(B) zeigten jedoch eine signifikant erhöhte Expression von TNF-α nach Kontakt mit 

dem HCV-Replikon im Vergleich zur Negativkontrolle (IHL Frequenz: 2,9 ± 1,7 % vs. 

2,6 ± 2,2 %, P = n.s.). Die Frequenz der gleichen Werte war nicht signifikant (IHL     

Expression: 290 ± 69 MFI vs. 250 ± 29 MFI, P = 0,0313). 
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Die Ergebnisse zeigen, dass NK-Zellen in PBL durch den Kontakt mit dem HCV nicht 

vermehrt TNF-α produzierten. Die Produktion von TNF-α durch NK-Zellen in IHL war 

jedoch nach Kontakt mit dem HCV signifikant erhöht. Somit scheint die antivirale 

Aktivität von IHL, im Gegensatz zu der von PBL, durch TNF-α vermittelt.  

  

A B 

Abbildung 8: Frequenz und Expression von TNF-α produzierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur mit 
Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle 

Mononukleäre Zellen aus dem Blut und der Leber eines Patienten wurden mit Huh7-Lunet-Zellen mit 

und ohne Replikon für 16 Stunden in Ko-Kultur gebracht. Im Anschluss wurden die mononukleären 

Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden die Frequenz und die Expression von TNF-α 

produzierenden NK-Zellen in den PBL- (A) und IHL-Populationen (B) nach Kontakt mit HCV-infizierten 

Zellen (HCV) und der Negativkontrolle ohne Virus (Lunet) ermittelt und der Vergleich in dieser Abbildung 

dargestellt. Als statistischer Test wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 
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3.2.3.2 Intrahepatische NK-Zellen produzierten mehr TNF-α als periphere NK-

Zellen 

Zudem wurde die Frequenz und Expression von TNF-α produzierenden NK-Zellen in 

PBL mit jenen aus IHL verglichen. Es zeigte sich, dass intrahepatische NK-Zellen mehr 

TNF-α produzierten als periphere NK-Zellen (siehe Abb.9). Dies ließ sich für Zellen 

nach Kontakt mit dem HCV-Replikon (A) ebenso nachweisen wie für mononukleäre 

Zellen nach Kontakt mit Lunet-Zellen ohne Replikon (B) (HCV: 1,2 ± 0,9 % vs. 2,9 ± 

1,7 %, P = 0,0078 u. 242 ± 54 MFI vs. 290 ± 69 MFI, P = 0,0469) (Lunet: 1,1 ± 0,7 % 

vs. 2,8 ± 2,1 %, P = 0,0156 u. 232 ± 48 MFI vs. 278 ± 56 MFI, P = 0,0078). Die 

vermehrte Produktion von TNF-α durch intrahepatische NK-Zellen war somit nicht vom 

Kontakt mit HCV-Replikon-Zellen abhängig.  

A B 

Abbildung 9 Frequenz und Expression von TNF-α produzierenden NK-Zellen in PBL und IHL im 
Vergleich 

PBL und IHL wurden 18 Stunden mit Replikon-Zellen (HCV) und Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) ko-

kultiviert und nachfolgend durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden die TNF-α produzierenden 

NK-Zellen in den PBL- und IHL-Populationen bestimmt. In dieser Abbildung werden die Frequenz und 

Expression der TNF-α produzierenden NK-Zellen aus PBL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (A) und 

Lunet-Zellen ohne Replikon (B) mit jenen aus IHL verglichen. Der Wilcoxon-Rangsummentest wurde 

hier als statistischer Test verwendet. 
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 Untersuchungen zur Abhängigkeit der Produktion von TNF-α durch NK-

Zellen in PBL und IHL von CD14+-Zellen 

Nachdem die Ergebnisse in den Luciferase-Messungen drauf hinwiesen, dass CD14+ 

Monozyten und Makrophagen einen wichtigen Anteil an der antiviralen Aktivität von 

mononukleären Blut- und Leberzellen haben, konzentrierten wir uns in den folgenden 

Versuchen darauf zu ermitteln, inwieweit NK-Zellen in PBL und IHL bei Kontakt mit 

dem HCV durch CD14+-Zellen zur Produktion dieses Zytokins stimuliert werden. Es 

wurde bereits in einer Veröffentlichung von Seri und Werner et al. beschrieben, dass 

CD14+- Zellen das HCV erkennen und durch die Ausschüttung von IL-18 periphere 

NK-Zellen zur verstärkten Produktion des Zytokins IFN-γ stimulieren könne.(35) Das 

Ziel war es zu analysieren, ob CD14+-Zellen auch Einfluss auf die Produktion TNF-α 

durch periphere und intrahepatische NK-Zellen haben. 

Zu diesem Zweck wurden CD14+-Zellen mittels MACS-Sorting aus PBL- und IHL-

Populationen entfernt. Diese Zellpopulationen ohne CD14+-Zellen werden im 

Folgenden als „PBL ohne CD14+“ und „IHL ohne CD14+“ beschrieben. Der weitere 

Versuchsaufbau wurde wie in „3. Ergebnisse“ beschrieben durchgeführt. 

 

3.2.4.1 CD14+-Zellen stimulierten periphere NK-Zellen zur Produktion von 

TNF-α 

Um die mögliche Stimulation der TNF-α Produktion von NK-Zellen durch CD14+-Zellen 

zu untersuchen wurden PBL und IHL sowie PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ mit 

Replikon-Zellen für 18 Stunden ko-kultiviert und anschließend mit den Interleukinen -

12 und -15 für weitere 6 Stunden stimuliert. In der durchflusszytometrischen Analyse 

zeigte sich, wie in Abb. 10 dargestellt, ein signifikanter Unterschied in der Frequenz 

und Expression von TNF-α durch NK-Zellen zwischen PBL und PBL ohne CD14+ nach 

Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (A) (HCV mit PBL: 4,8 ± 1,7 % vs. 2,2 ± 1,6 %, P = 

0,0242 u. 348 ± 57 MFI vs. 284 ± 54 MFI, P = 0,0128). 

Bei der Produktion von TNF-α durch intrahepatische NK-Zellen in IHL im Vergleich zu 

intrahepatischen NK-Zellen in IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit HCV-Replikon-

Zellen (B) zeigte sich jedoch kein Unterschied (HCV mit IHL: 3,3 ± 1,8 % vs. 3,7 ± 2,6 

%, P = n.s. u. 355 ± 87 MFI vs. 336 ± 102 MFI, P = n.s). 
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Aus den Ergebnissen kann der Rückschluss gezogen werden, dass CD14+-Zellen 

periphere NK-Zellen zur vermehrten TNF-α stimulierten. Intrahepatische NK-Zellen 

schienen hingegen nicht durch CD14+-Zellen zu einer gesteigerten Frequenz und 

Expression von TNF-α angeregt werden.  

 

 Betrachtung der Produktion von TRAIL und IFN-γ durch NK-Zellen in 

vollständigen PBL- und IHL- Populationen 

Die Untersuchungsergebnisse zur Produktion von TNF-α haben gezeigt, dass 

intrahepatische NK-Zellen im Gegensatz zu peripheren NK-Zellen durch den Kontakt 

mit dem HCV zur vermehrten Ausschüttung des Zytokins stimuliert werden. Dieser 

Stimulation war nicht von CD14+-Zellen abhängig. Bei peripheren NK-Zellen schienen 

CD14+- Monozyten jedoch stimulierend auf die TNF-α einzuwirken. Diese Ergebnisse 

zeigen somit Unterschiede in der Zytokinproduktion sowie Beeinflussung dieser durch 

CD14+-Zellen von intrahepatischen und peripheren NK-Zellen, welche die Differenz in 

der antiviralen Aktivität von Blut- und Leberlymphozyten, die sich in den Luciferase-

Messungen zeigte, erklären könnte. 

Abbildung 10: Frequenz und Expression von TNF-α produzierenden NK-Zellen in PBL und IHL im 
Vergleich zu PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen stimuliert 
mit IL-12 und IL-15 

Nach der 18- stündigen Ko-Kultur von PBL und IHL als auch PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ mit 

Replikon-Zellen und anschließender Stimulation mit IL-12 und IL-15 wurden die mononukleären Zellen 

durchflusszytometrisch untersucht. Dabei wurde die Frequenz und Expression von TNF-α durch NK- 

Zellen analysiert. In dieser Abbildung werden PBL mit PBL ohne CD14+ (A) sowie IHL mit IHL ohne 

CD14+ (B) nach Ko-Kultur mit Replikon -Zellen verglichen. Als statistischer Test wurde der Abhängige t-

Test verwendet. 

A B 
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In einem weiteren Schritt konzentrierte man sich in der Folge auf weitere Zytokine und 

Marker, denen in der aktuellen Literatur ein Effekt auf die antivirale Aktivität von 

peripheren NK-Zellen zugeschrieben wurde. Von besonderem Interesse waren dabei 

TRAIL als Marker für Zytotoxizität und das Zytokin IFN-γ. Die Bestrebung war es 

herauszufinden, ob auch für IFN-γ und TRAIL Unterschiede in der Produktion bzw. 

Expression von intrahepatischen und peripheren NK-Zellen gezeigt werden können. 

Analog zu den Untersuchungen mit TNF-α wurde dafür zunächst die Produktion von 

TRAIL und IFN-γ durch NK-Zellen in vollständigen PBL- und IHL- Populationen 

betrachtet. In weiteren Untersuchungen wurde außerdem analysiert, ob CD14+-Zellen 

Einfluss auf die Produktion bzw. Expression von IFN-γ und TRAIL durch 

intrahepatische bzw. periphere NK-Zellen haben. 

 

3.2.5.1 Die Frequenz und Expression von TRAIL war nach Kontakt mit dem 

HCV nicht erhöht 

Um die Zytotoxizität von NK-Zellen in PBL und IHL nach Kontakt mit HCV-infizierten 

Zellen zu untersuchen, wurde die Frequenz und Expression des Markers TRAIL 

durchflusszytometrisch nach Durchführung der 18-stündigen Ko-Kultur gemessen. 

Wie in Abb. 11 abgebildet, zeigte sich kein Unterschied in der Population von NK-

Zellen in PBL und IHL, welche nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen im Vergleich zu 

Negativkontrollen mit Lunet BLR-Zellen ohne dem HCV-Replikon TRAIL produzierten 

(PBL: 2,6 ± 2,6 % vs. 3,0 ± 4,4 %, P = n.s. u. 70 ± 20 MFI vs. 71 ± 34 MFI, P = n.s.) 

(IHL: 8,5 ± 8,3 % vs. 8,5 ± 8,5 %, P = n.s. u. 112 ± 60 MFI vs. 114 ± 70 MFI, P = n.s.). 
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Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass NK-Zellen in PBL und IHL durch den 

Kontakt mit HCV-infizierten Zellen nicht zur vermehrten Zytotoxizität stimuliert wurden. 

  

Abbildung 11: Frequenz und Expression von TRAIL produzierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur 
mit Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle 

Mononukleäre Zellen aus dem Blut und der Leber wurden mit Lunet-Zellen mit und ohne Replikon für 18 

Stunden in Ko-Kultur gebracht. Im Anschluss wurden die mononukleären Zellen durchflusszytometrisch 

analysiert. Dabei wurden die TRAIL produzierenden NK-Zellen in den PBL- (A) und IHL-Populationen 

(B) ermittelt. Die Frequenz und die Expression von TRAIL produzierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur mit 

Replikon- (HCV) und nicht Replikon-Zellen (Lunet) sind im Vergleich dargestellt. Als statistischer Test 

wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 

A B 
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3.2.5.2 NK-Zellen IHL wirkten stärker zytotoxisch als NK-Zellen in PBL 

Des Weiteren wurde die Frequenz und Expression von TRAIL exprimierenden NK-

Zellen aus peripheren sowie intrahepatischen mononukleären Zellen verglichen (siehe 

Abb. 12). Hierbei zeigte sich, dass NK-Zellen in IHL unabhängig vom Kontakt mit HCV-

Replikon-Zellen mehr TNF-α produzierten als NK-Zellen in PBL (HCV: 1,6 ± 1,7 % vs. 

5,6 ± 7,4 %, P = 0,0024 u. 54 ± 31 MFI vs. 90 ± 55 MFI, P = 0,0015) (Lunet: 1,3 ± 1,5 

% vs. 5,7 ± 7,5 %, P = 0,0105 u. 58 ± 27 MFI vs. 95 ± 58 MFI, P = 0,0068).  

  

A B 

Abbildung 18: Frequenz und Expression von TRAIL produzierenden NK-Zellen in PBL und IHL 
im Vergleich 

PBL und IHL wurden 18 Stunden mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne Replikon ko-kultiviert und 

nachfolgend durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden die TRAIL produzierenden NK-Zellen in 

den PBL- und IHL-Populationen bestimmt. In dieser Abbildung werden die Frequenz und Expression 

der TRAIL produzierenden NK-Zellen aus PBL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (HCV) (A) und Lunet-

Zellen ohne Replikon (Lunet) (B) mit jenen aus IHL verglichen. Es wurde der Wilcoxon-

Rangsummentest als statistischer Test angewendet. 
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3.2.5.3 Die Produktion von IFN-γ war nach Kontakt mit dem HCV nicht erhöht 

Parallel zu den Untersuchungen des Markers TRAIL wurde außerdem die IFN-γ 

Produktion von peripheren und intrahepatischen NK- Zellen untersucht. Die Frequenz 

und Expression von NK-Zellen in PBL (A) und IHL (B), welche nach Ko-Kultur mit 

Replikon-Zellen IFN-γ produzieren, war, wie in Abb. 12 gezeigt, im Vergleich zu 

Negativkontrollen mit Lunet- BLR-Zellen ohne dem HCV-Replikon nicht erhöht (PBL: 

0,9 ± 0,7 % vs. 20,5 ± 20,3%, P = n.s. u. 113 ± 29 MFI vs. 109 ± 26 MFI, P = n.s.) (IHL: 

2,8 ± 2,8 % vs. 2,4 ± 2,7 %, P = n.s. u. 165 ± 40 MFI vs. 155 ± 47 MFI, P = n.s.). 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass NK-Zellen durch den Kontakt mit HCV-infizierten Zellen 

nicht zur Produktion von IFN-γ stimuliert wurden.  

  

A B 

Abbildung 12: Frequenz und Expression von IFN-γ produzierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur 
mit Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle 

Mononukleäre Zellen aus dem Blut und der Leber wurden mit Lunet-Zellen mit und ohne Replikon für 

18 Stunden in Ko-Kultur gebracht. Im Anschluss wurden die mononukleären Zellen 

durchflusszytometrisch analysiert und die IFN-γ produzierenden NK-Zellen in den PBL- (A) und IHL-

Populationen (B) ermittelt. Die Frequenz und die Expression von IFN-γ produzierenden NK-Zellen nach 

Ko-Kultur mit Replikon- (HCV) und nicht Replikon-Zellen (Lunet) sind im Vergleich dargestellt. Als 

statistischer Test wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 
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3.2.5.4 NK-Zellen in IHL produzierten mehr IFN-γ als NK-Zellen in PBL 

Um Unterschiede in der Produktion von Zytokinen zwischen NK-Zellen aus BPL und 

IHL zu erfassen, wurden auch die Frequenz und Expression von IFN-γ produzierenden 

NK-Zellen in PBL mit solchen in IHL verglichen (siehe Abb.13). Hierbei zeigte sich eine 

signifikant erhöhte Frequenz und Expression an IFN-γ produzierenden NK-Zellen in 

IHL im Vergleich zur NK-Zell Population in PBL. Diese Ergebnisse ließen sich für PBL 

und IHL, welche sich in Ko-Kultur mit Replikon-Zellen befanden (A), als auch für 

mononukleäre Zellen nach Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon (B) 

gleichermaßen replizieren (HCV: 0,8 ± 0,8 % vs. 2,7 ± 2,8 %, P = 0,0391 u. 114 ± 32 

MFI vs. 165 ± 40 MFI, P = 0,0156) (Lunet: 0,5 ± 0,3 % vs. 2,4 ± 2,7 %, P = 0,0391 u. 

109 ± 30 MFI vs. 155 ± 47 MFI, P = 0,0313). IHL produzierten unabhängig vom Kontakt 

mit dem HCV mehr IFN-γ als PBL. 

  

Abbildung 13 Vergleich von Frequenz und Expression von IFN-γ produzierenden NK-Zellen in 
PBL und IHL 

Mononukleäre Zellen aus dem Blut und der Leber wurden mit Lunet-Zellen mit und ohne Replikon für 

18 Stunden in Ko-Kultur gebracht und anschließend durchflusszytometrisch untersucht. Dabei wurden 

die IFN-γ produzierenden NK-Zellen in den PBL- und IHL-Populationen ermittelt. In dieser Abbildung 

werden die Frequenz und Expression der IFN-γ produzierenden NK-Zellen aus PBL nach Ko-Kultur mit 

Replikon-Zellen (HCV) (A) und Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) (B) mit jener aus IHL verglichen. Als 

statistischer Test fand der Wilcoxon-Rangsummentest Anwendung. 

A B 
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 Untersuchungen zur Abhängigkeit der Zytotoxizität und IFN-γ Produktion 

durch NK-Zellen in PBL und IHL von CD14+-Zellen 

Entsprechend den Untersuchungen in „3.2.4 Untersuchungen zu Abhängigkeit der 

Produktion von TNF-α durch NK-Zellen in PBL und IHL von CD14+-Zellen“, wurde 

außerdem der Einfluss von CD14+ Monozyten und Makrophagen auf die Expression 

von TRAIL und Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen in PBL und IHL betrachtet. 

Dabei wurden erneut CD14+ Zellen mittels MACS-Sorting aus PBL- und IHL-

Populationen entfernt und die durchflusszytometrisch bestimmte Ausschüttung bzw. 

Expression von TRAIL und IFN-γ durch PBL und IHL ohne CD14+-Zellen mit der von 

vollständigen PBL- und IHL-Populationen verglichen. 

 

3.2.6.1 CD14+-Zellen hatten Einfluss auf die Zytotoxizität von intrahepatischen 

NK-Zellen  

Zunächst wurde die Abhängigkeit der Zytotoxizität von NK-Zellen anhand des Markers 

TRAIL von CD14+-Zellen untersucht (siehe Abb.14). Dazu wurden, nach Depletion der 

CD14+-Zellen, PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ mit Replikon-Zellen und Lunet-

Zellen ohne Replikon für 18 Stunden ko-kultiviert und anschließend 

durchflusszytometrisch untersucht. 

Bei der Frequenz und Expression von TRAIL durch NK-Zellen in PBL bzw. PBL ohne 

CD14+ nach Ko-Kultur mit HCV-Replikon-Zellen (A) konnte kein signifikanter 

Unterschied beschrieben werden (3,0 ± 2,6 % vs. 1,8 ± 1,9 %, P = n.s. u. 83 ± 43 MFI 

vs. 62 ± 19 MFI, P = n.s.). Die Frequenz und Expression von TRAIL in IHL ohne CD14+ 

zeigte sich jedoch gegenüber der von IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (C) 

signifikant gemindert (7,7 ± 8,4 % vs. 2,2 ± 0,9 %, P = 0,0156 u. 122 ± 66 MFI vs. 81 

± 31 MFI, P = 0,0078). 

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD14+-Zellen Einfluss auf die Zytotoxizität von 

NK-Zellen in IHL hatten. Möglicherweise werden intrahepatische NK-Zellen durch 

CD14+- Zellen, welche in den Kontakt mit dem HCV kamen, zur vermehrten 

Zytotoxizität stimuliert. In PBL ist die Frequenz und Expression von TRAIL und damit 

die Zytotoxizität der NK-Zellen unabhängig von CD14+-Zellen. 
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3.2.6.2 CD14+-Zellen hatten keinen Einfluss auf die Produktion von IFN-γ 

durch NK-Zellen in PBL und IHL  

Des Weiteren wurde die Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen in PBL ohne CD14+ 

und IHL ohne CD14+ im Vergleich zu PBL und IHL untersucht (siehe Abb.15). Der 

Versuchsaufbau wurde dabei analog zu dem in „3.2.6.1 CD14+-Zellen haben Einfluss 

Zytotoxizität von NK-Zellen in IHL“ beschriebenen durchgeführt. 

Bei den Ergebnissen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der IFN-γ Produktion 

von NK-Zellen in vollständigen Populationen aus PBL (A) und IHL (B) Im Vergleich zu 

solchen ohne CD14+-Zellen nach Kontakt mit Replikon-Zellen (PBL: 1,0 ± 0,7 % vs. 

0,8 ± 0,7 %, P = n.s. u. 130 ± 41 MFI vs. 125 ± 33 MFI, P = n.s.) (IHL: 3,6 ± 2,8 % vs. 

3,8 ± 2,3 %, P = n.s. u. 171 ± 39 MFI vs. 182 ± 55 MFI, P = n.s.). 

CD14+-Zellen hatten somit keinen Einfluss auf die Produktion von IFN-γ durch 

periphere und intrahepatische NK-Zellen. 

  

A B 

Abbildung 14: Frequenz und Expression von TRAIL produzierenden NK-Zellen in PBL und IHL 
im Vergleich zu PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen 

Nachdem PBL und IHL sowie PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ für 18 Stunden mit Replikon-Zellen 

ko-kultiviert wurden, wurde die Frequenz und Expression von TRAIL produzierenden Zellen mittels 

Durchflusszytometrie gemessen. In der Abbildung werden PBL mit PBL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit 

HCV-Replikon -Zellen (HCV) (A) und IHL mit IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit Replikon -Zellen (B) 

verglichen. Als statistischer Test wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 
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A B 

Abbildung 15: Frequenz und Expression von IFN-γ produzierenden NK-Zellen in PBL und IHL im 
Vergleich zu PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen 

PBL und IHL als auch PBL ohne CD14+ und IHL ohne CD14+ wurden für 18 Stunden mit Replikon -

Zellen ko-kultiviert und anschließend die IFN-γ Produktion der NK-Zellen durchflusszytometrisch 

untersucht. In der Abbildung werden PBL mit PBL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit HCV-Replikon -Zellen 

(A) und IHL mit IHL ohne CD14+ nach Ko-Kultur mit Replikon -Zellen (B) gegenübergestellt. Der 

Wilcoxon-Rangsummentest wurde hier als statistischer Test verwendet. 



 

68 

3.3 Weitere Untersuchungen zur Zytotoxizität von NK-Zellen in PBL 

und IHL 

CD107a (Cluster of 

Differentiation 107a) oder auch Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP-1) 

ist ein transmembranes Glycoprotein.(52) Bei Zunahme der Degranulation von NK-

Zellen wird CD107a vermehrt exprimiert und ist somit wie TRAIL ein Marker für die 

Zytotoxizität von NK-Zellen.(53) 

.Die LDH ist ein Enzym welches sich in allen Körperzellen, somit auch in 

Hepatozyten, befindet. Kommt es zur Zerstörung der Zelle, wird LDH freigesetzt. Die 

Quantität von LDH ist dabei proportional zur Anzahl der zerstörten Zellen. LDH ist 

daher ein valider Parameter für Zytotoxizität. 

 Es wurden dabei zwei verschiedene Stimulationen durchgeführt: zum einen 

wurden K562 direkt zu Beginn der Ko-Kultur hinzugefügt und für die komplette 16- 

stündige Dauer der Ko-Kultur in dieser belassen. Wurde die PBL und IHL auf solche 

Weise stimuliert, wird dies im Folgenden mit dem Zusatz 18h K562 gekennzeichnet. 

Zum anderen wurden PBL und IHL nur die letzten 4 Stunden mit K562-Zellen stimuliert. 

Diese Stimulation wird mit den Zusatz 4h K562 gekennzeichnet. 

Nach Ende der Ko-Kultur wurde die Zytotoxizität durch zwei verschiedene Methoden 

gemessen. Einerseits wurden mononukleären Zellen mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. Dabei wurde die Expression von CD107a durch NK-Zellen in PBL und IHL 

gemessen. Andererseits wurde mittels des LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay von 

Promega die Freisetzung des Stoffwechselenzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) 

bestimmt. Ein Überblick über den beschrieben Versuchsaufbau wird in Abbildung 16 

gezeigt. 
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der Ko-Kultur 
aus Schritt 2): 
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Virusaktivität 
mittels 
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Messung 

MACS-Sorting 

PBL ohne 
CD56+ 

PBL ohne 
CD14+ 

B-Zellen 

aus PBL 

PBL 

Huh7-Zellen 
mit Replikon 

Huh7-Zellen 
ohne Replikon 

MACS-Sorting 

IHL ohne 
CD56+ 

IHL ohne 
CD14+ 

B-Zellen 

aus IHL 

IHL 

Inkubation der Ko-Kulturen für 
18 Stunden 

Ggf. Stimulation mit K562-Zellen für 4 
Stunden 

Ggf. Stimulation 
mit K562-Zellen 
für 18 Stunden 

Durchführung einer 
Durchflusszytometrie mit 
mononukleären Zellen aus 

der Ko-Kultur  

Durchführung eines LDH 
Assays mit dem 

Überstand der Zellkultur  

Abbildung 16 Überblick über den Versuchsaufbau zur Untersuchung der Zytotoxizität von NK-
Zellen 
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 Betrachtung der Expression von CD107a durch NK-Zellen 

Zunächst wurden CD107a- exprimierende NK-Zell Populationen in PBL und IHL 

untersucht. Ziel der Versuche war es, die Zytotoxizität von NK-Zellen in 

mononukleären Zellen aus But und Leber durch einen zweiten Marker neben TRAIL 

zu validieren.  

 

3.3.1.1 CD107a wurde nach Kontakt mit dem HCV von PBL und IHL nicht 

verstärkt exprimiert 

Als Erstes wurden PBL und IHL nach 18-stündiger Ko-Kultur mit Replikon-Zellen mit 

mononukleären Zellen, welche mit Lunet-Zellen ohne Replikon ko-kultiviert wurden, 

verglichen (siehe Abb.17). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der CD107a- 

Produktion von NK-Zellen in PBL (A) (PBL: 1,0 ± 0,5 % vs. 0,9 ± 0,3 %, P = n.s. u. 82 

± 20 MFI vs. 83 ± 28 MFI, P = n.s.) und IHL (B) (IHL: 6,4 ± 4,8 % vs. 26,4 ± 4,1%, P = 

n.s. u. 204 ± 126 MFI vs. 213 ± 133 MFI, P = n.s.) nach Kontakt mit dem HCV im 

Vergleich zu Zellen, welche nicht mit dem Virus in Kontakt waren. 

  

Abbildung 17: Frequenz und Expression von CD107a exprimierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur 
mit Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle 

PBL und IHL wurden für 16 Stunden mit Replikon-Zellen bzw. Lunet-Zellen ohne Replikon ko-kultiviert 

und anschließend die Frequenz und Expression CD107a Produktion der NK-Zellen 

durchflusszytometrisch untersucht. In dieser Abbildung wird die Frequenz und Expression der CD107a 

- produzierenden NK- Zellen in PBL (A) und IHL (B) nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (HCV) mit der 

CD107a Produktion nach Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) (B) verglichen. Als 

statistischer Test wurde der Abhängige t-Test verwendet. 

A B 
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Auch wenn die mononukleären Zellen, wie in Abb. 18 dargestellt, zusätzlich für 18 

Stunden (A+B) mit K562-Zellen stimuliert wurden, ließ sich kein statistisch signifikanter 

Unterschied bei der CD107a Expression von NK-Zellen in PBL bzw. IHL in Ko-Kultur 

mit Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (HCV PBL. mit 18h K562: 52,5 

± 13,4 % vs. 54,0 ± 11,9 %, P = n.s. u. 799 ± 453 MFI vs. 824 ± 402 MFI, P = n.s.) 

(Lunet IHL. mit 18h K562: 58,7 ± 7,6 % vs. 59,1 ± 10,2 %, P = n.s. u. 933 ± 311 MFI 

vs. 951 ± 343 MFI, P = n.s.) nachweisen. 

Dasselbe gilt auch für die Stimulation mit K562-Zellen für 4 Stunden (C+D). Bei dieser 

konnte für PBL bzw. IHL in Ko-Kultur mit Replikon-Zellen in Gegenüberstellung mit 

mononukleären Blut- und Leberzellen in Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon 

(HCV IHL. mit 4h K562: 9,4 ± 11,2 % vs. 14,1 ± 19,1 %, P = n.s. u. 161 ± 168 MFI vs. 

251 ± 274 MFI, P = n.s.) (Lunet IHL. mit 4h K562: 14,1 ± 5,1 % vs. 16,8 ± 1,5 %, P = 

n.s. u. 315 ± 100 MFI vs. 381 ± 98 MFI, P = n.s.) kein signifikanter Unterschied in der 

Expression von CD107a durch NK-Zellen festgestellt werden. 
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A 

Abbildung 18: Frequenz und Expression von CD107a- exprimierenden NK-Zellen nach Ko-Kultur 
mit Replikon-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle nach Stimulation mit K562-Zellen für 18 
und 4 Stunden 

Nach der 18-stündigen Ko-Kultur von mononukleären Zellen mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne 

Replikon wurde die Frequenz und Expression der CD107a Expression von NK-Zellen 

durchflusszytometrisch untersucht. In der Abbildung wird die Frequenz und Expression der CD107a- 

produzierenden NK- Zellen in PBL und IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (HCV) mit der CD107a 

Produktion nach Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) verglichen, welche für 18 (A+B)  bzw. 

4 Stunden (C+D) mit K562-Zellen stimuliert wurden. Als statistischer Test wurde der Abhängige t-Test 

angewendet. 

B

^^

C D 
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3.3.1.2 NK-Zellen in IHL exprimierten mehr CD107a als NK-Zellen in PBL 

Des Weiteren wurde die Expression von CD107a durch NK-Zellen in PBL mit der in 

IHL verglichen (siehe Abb. 19). Hierbei zeigte sich eine signifikant erhöhte Frequenz 

und Expression der CD107a-Produktion von NK-Zellen in IHL im Vergleich zu NK-

Zellen in PBL. Dieser signifikante Unterschied ließ sich nach Ko- Kultur mit Replikon-

Zellen (A) (+ Repl.: 0,1 ± 0,5 % vs. 7,2 ± 4,2 %, P = 0,0364 u. 82 ± 20 MFI vs. 244 ± 

136 MFI, P = 0,0430 ) als auch mit Lunet-Zellen ohne Replikon (B) (- Repl.: 0,8 ± 0,3 

% vs. 6,4 ± 4,0 %, P = 0,0459 u. 83 ± 28 MFI vs. 253 ± 146 MFI, P = n.s.) nachweisen. 

Dies bestätigt die Ergebnisse aus der Versuchsreihe, in der TRAIL als Marker für die 

Zytotoxizität von NK-Zellen gemessen wurde. 

 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die mononukleären Zellen außerdem für 18 

bzw. 4 Stunden mit K562-Zellen stimuliert. Dies wird in Abb. 20 dargestellt. Die 

Ergebnisse der 18-stündigen Stimulation wiesen keinen Unterschied bei der 

Produktion von CD107a durch NK-Zellen in PBL im Vergleich zu IHL nach Ko-Kultur 

mit Replikon-Zellen (A) (HCV mit 18h K562: 52,5 ± 13,4 % vs. 58,7 ± 7,6 %, P = n.s. 

u. 799 ± 434 MFI vs. 933 ± 311 MFI, P = n.s.) und der Negativkontrolle ohne Replikon 

(B) (Lunet mit 18h K562: 54,0 ± 11,9 % vs. 59,2 ± 10,7 %, P = n.s. u. 824 ± 402 MFI 

Abbildung 19: Frequenz und Expression von CD107a produzierenden NK-Zellen in PBL im 
Vergleich zu IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne Replikon 

Mononukleäre Zellen aus Blut und Leber wurden nach einer 18-stündigen Ko-Kultur mit Replikon-Zellen 

und Lunet-Zellen ohne Replikon durchflusszytometrisch untersucht. Dabei wurde die Frequenz und 

Expression der CD107a produzierenden NK-Zellen gemessen. In der Abbildung werden die CD107a 

produzierenden NK- Zellen in PBL mit NK-Zellen in IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (HCV) (A) 

bzw. mit Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) (B) verglichen. Als statistischer Test wurde der Abhängige 

t-Test eingesetzt. 

A B 
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vs. 951 ± 343 MFI, P = n.s.) auf. Wurden die mononukleären Zellen allerdings für 4 

Stunden mit K562-Zellen stimuliert, ließen sich die Ergebnisse ohne Stimulation 

bestätigen. Hier zeigte sich eine statistisch signifikant erhöhte Produktion von CD107a 

durch NK-Zellen in IHL im Vergleich zu NK-Zellen in PBL sowohl nach Ko-Kultur mit 

Replikon- Zellen (C) (HCV mit 4h K562: 4,8 ± 2,0 % vs. 18,7 ± 6,3 %, P = 0,0051 u. 

112 ± 78 MFI vs. 364 ± 63 MFI, P = 0,0084) als auch nach Ko-Kultur mit Lunet-Zellen 

ohne Replikon (D) (Lunet mit 4h K562: 7,9 ± 5,5 % vs. 23,1 ± 14,1 %, P = 0,0225 u. 

188 ± 138 MFI vs. 444 ± 188 MFI, P = 0,0128).  

A 

C 

Abbildung 20: Frequenz und Expression von CD107a produzierenden NK-Zellen in PBL im 
Vergleich zu IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne Replikon nach 
Stimulation mit K562-Zellen für 18 und 4 Stunden 

PBL und IHL wurden für 18 Stunden mit Replikon-Zellen und der Negativkontrolle ohne Replikon ko-

kultiviert und anschließend die CD107a produzierenden NK-Zellen durchflusszytometrisch untersucht. In 

der Abbildung werden die CD107a produzierenden NK-Zellen in PBL mit NK-Zellen in IHL nach Ko-Kultur 

mit Replikon-Zellen (HCV) bzw. mit Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) und nach Stimulation mit K562-

Zellen für 18 (A+B) und 4 Stunden (C+D) verglichen. Als statistischer Test fand hier der Abhängige t-

Test Anwendung. 

B 

D 
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 LDH Assay 

Mittels TRAIL und CD107a konnte durch zwei verschiedene Marker die Zytotoxizität 

von NK-Zellen in PBL und IHL nach Kontakt mit dem HCV bestimmt werden. Durch 

die Nutzung des LDH Assay sollte nun die Wirkung des Todeszell- Liganden und der 

zytotoxischen Granula auf die virusinfizierten Hepatozyten gemessen werden. LDH ist 

ein Enzym welches sich in allen Körperzellen, somit auch in Hepatozyten, befindet. 

Kommt es zur Zerstörung der Zelle, wird LDH freigesetzt. Die Quantität von LDH ist 

dabei proportional zur Anzahl der zerstörten Zellen und wird mithilfe des Assays durch 

Lumineszenz in der Einheit RLU (Relative Lichteinheiten) gemessen.  

Für diese Versuchsreihe wurden periphere und intrahepatische mononukleäre Zellen 

eines Patienten für 18 Stunden mit Lunet BLR Luc ubi neo JFH -Zellen als auch mit 

Lunet BLR-Zellen ko-kultiviert. Teilweise wurden außerdem für die gesamte 18-

stündige Inkubationszeit bzw. in anderen Versuchen für die letzten 4 Stunden der Ko-

Kultur K562-Zellen zur Stimulation der NK-Zellen hinzugefügt. Diese stimulierten 

Kulturen werden mit 18h K562 und 4h K562 gekennzeichnet. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der zellfreie Überstand der Ko-Kulturen 

abpipettiert und mit dem LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay, wie in „2.11 Laktat 

Dehydrogenase Assay“ erläutert, behandelt. Anschließend wurde die Lumineszenz, 

welche sich proportional zur Quantität an LDH in der Probe verhält, mithilfe des 

Varioskan® Flash-Readers von Thermo Scientific bestimmt.  
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3.3.2.1 Nach Kontakt von PBL und IHL mit HCV-infizierten Zellen war LDH 

nicht erhöht 

Zunächst wurde untersucht, ob die Quantität von LDH in der Ko-Kultur von PBL und 

IHL mit virusinfizierten Hepatozyten im Vergleich zu der Ko-Kultur mit Hepatozyten 

ohne Virus erhöht ist (siehe Abb. 21). Bei den Untersuchung zeigte sich weder bei PBL 

(0,5 ± 0,2 vs. 0,5 ± 0,2 , P = n.s.) noch bei IHL (0,5 ± 0,3 vs. 0,6 ± 0,2 , P = n.s.) ein 

signifikanter Unterschied der LDH- Quantität in der LDH Messung. 

 

Wie in Abb. 22 dargestellt, konnte auch mit zusätzlich 18-stündiger (A) (PBL: 1,7 ± 0,4 

vs. 1,6 ± 0,5, P = n.s.) (IHL: 1,5 ± 0,8 vs. 1,5 ± 0,8, P = n.s.) bzw. 4-stündiger (B) (PBL: 

0,5 ± 0,2 vs. 0,5 ± 0,2 , P = n.s.) (IHL: 0,5 ± 0,2 vs. 0,6 ± 0,3 , P = n.s.) Stimulation der 

mononukleären Zellen mit K562-Zellen kein Unterschied in der Menge von LDH 

gefunden werden.  

Abbildung 21: LDH-Quantität von PBL und IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen im Vergleich 
zu Zellen ohne Replikon 

Nach der 18-stündigen Ko-Kultur von PBL und IHL mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne Replikon 

wurde der zellfreie Überstand der Ko-Kulturen abpipettiert und mittels des LDH Assays die 

Lumineszenz, welche sich proportional zur Quantität an LDH in der Probe verhält, gemessen. In der 

Abbildung wird die Quantität von LDH in den Ko-Kulturen mit PBL bzw. IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-

Zellen (HCV) mit der nach Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) verglichen. Der Abhängige 

t-Test wurde hier als statistischer Test verwendet. 
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A 

Abbildung 22: LDH-Quantität von PBL und IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen im Vergleich 
zu Zellen ohne Replikon mit Stimulation in Form von K562-Zellen für 18 und 4 Stunden 

PBL und IHL wurden für 18 Stunden mit Replikon-Zellen und Lunet-Zellen ohne Replikon ko-kultiviert 

und für die gesamt 18- stündige Inkubationszeit bzw. die letzten 4 Stunden mit K562- Zellen stimuliert. 

Anschließend wurde der zellfreie Überstand der Ko-Kulturen abpipettiert und mittels des LDH Assays 

die Lumineszenz bestimmt. In der Abbildung wird die Quantität von LDH in den Ko-Kulturen mit PBL 

bzw. IHL nach Ko-Kultur mit Replikon-Zellen (HCV) und Lunet-Zellen ohne Replikon (Lunet) und 

zusätzlicher 18-stündiger (A) bzw. 4-stündiger (B) Stimulation mit K562-Zellen verglichen. Als 

statistischer Test wurde der Abhängige t-Test angewendet. 

B 
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3.3.2.2 Die LDH- Quantität nach Ko-Kultur von PBL mit Replikon- und Lunet-

Zellen ohne Replikon entsprach der von IHL 

Zudem wurde die Menge von LDH nach Ko-Kultur von PBL mit Replikon-Zellen mit der 

von IHL nach-Ko-Kultur mit Replikon-Zellen verglichen (siehe Abb. 23). Hierbei konnte 

kein signifikanter Unterschied in der LDH- Quantität zwischen beiden Zellgruppen 

gemessen werden. Dies gilt für PBL und IHL ohne Stimulation (0,5 ± 0,2 vs. 0,5 ± 0,3 

, P = n.s.), also auch für jene mit zusätzlich 18- stündiger (1,7 ± 0,4 % vs. 1,5 ± 0,8 , P 

= n.s.) bzw. 4-stündiger Stimulation (0,5 ± 0,2 vs. 0,5 ± 0,2 , P = n.s.) in Form von 

K562-Zellen 

 

  

Abbildung 23 LDH-Quantität von PBL im Vergleich zu IHL nach Ko-Kultur mit Replikon- Zellen 
ohne Stimulation und nach Stimulation mit K562 für 18 und 4 Stunden 

PBL und IHL wurden für 18 Stunden mit Replikon-Zellen ko-kultiviert. Weitere mononukleären Zellen 

wurden die gesamte 18-stündige Inkubationszeit bzw. die letzten 4 Stunden mit K562- Zellen stimuliert. 

Nach dem Abpipettieren des zellfreien Überstands wurde mittels des LDH Assays die Lumineszenz 

bestimmt. In der Abbildung wird die Quantität von LDH im Überstand der Ko-Kulturen von PBL mit IHL 

verglichen, welche mit Replikon-Zellen ko-kultiviert wurden. Dieser Vergleich ist für unstimulierte Zellen 

und für mononukleäre Zellen mit zusätzlicher 18-stündiger bzw. 4-stündiger Stimulation mit K562-Zellen 

dargestellt. Als statistischer Test wurde der Abhängige t-Test verwendet. 
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4 Diskussion 

4.1 Aktuelle Erkenntnisse über die Immunantwort bei der HCV-

Infektion 

Eine der zentralen Fragenstellungen in der jahrelangen Forschung über das HCV ist, 

aus welchem Grund sich HCV-Infektionen in einigen Patienten chronifizieren während 

andere Patienten genesen. Der Schlüssel zur Antwort scheint das umfassende 

Verständnis der angeborenen und erworbenen Immunantwort auf das Virus zu sein. 

Es gilt als bewiesen, dass sowohl das Ausmaß der Leberschäden durch die Infektion 

und als auch die Krankheitsprogression durch die Immunantwort des Wirts beeinflusst 

werden.(56–58) In früheren Untersuchungen konzentrierte man sich hauptsächlich auf 

die Rolle von virusspezifischen T-Zellen bei der Immunreaktion. Insbesondere CD8+ 

T-Zellen wurden dabei als Haupteffektorzellen der HCV-spezifischen Immunantwort 

ausgemacht, da die experimentelle Entfernung dieser Zellen bei Schimpansen die 

Abheilung von HCV-Infektionen verzögerte.(59) Zudem wurde bei infizierten 

Patienten(60–62) als auch experimentell infizierten Schimpansen (59,63) eine starke 

Reaktion von CD4+ T-Helfer-Zellen beschrieben, welche zusammen mit der 

Immunantwort von CD8+ T-Zellen zur Abheilung von HCV-Infektionen führte. Durch 

verschiedene Arbeiten in den letzten Jahren wurden jedoch mehrere, nicht redundante 

Mechanismen aufgedeckt, welche zur Abschwächung und Erschöpfung bis hin zum 

vollständigen Verlust von HCV-spezifischen CD8+ und CD4+ T-Zellen bei chronisch 

infizierten HCV-Patienten führten.(64–69) Unter anderem zeigten mehrere Arbeiten, dass 

virusspezifische T-Zellen vermehrt inhibitorische Moleküle wie programmed death-1 

(PD-1),(66,67,70,71,71) cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4),(67,71) T-Zell 

Immunoglobulin und mucin domain–containing molecule 3 (Tim-3)(65,72) sowie 2B4 

(CD244)(71,73,74) auf ihrer Oberfläche exprimieren und die korrespondierenden 

Liganden in der entzündeten Leber hochreguliert werden. Durch längeren Kontakt von 

virusspezifischen T-Zellen mit HCV-infizierten Hepatozyten kommt es dadurch zum 

Ausbremsen der Immunantwort. Außerdem wurde beschrieben, dass ein 

inflammatorisch bedingter Anstieg von regulatorischen T-Zellzahlen,(75–77) eine 

Reduktion des intrahepatischen Arginin-Levels(78) und eine Veränderung des 

Verhältnisses von T-Zell erhaltenden Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2)(79) und 

suppressiven Zytokinen wie IL-10 und transforming growth factor-β (TGF-β)(80,81) die 

virusspezifische T-Zell-Antwort bei infizierten Patienten hemmt. Auch kommt es durch 
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die hohe Replikationsrate des HCV zusammen mit der hohen Fehlerrate seiner 

Polymerase häufig zu viralen Mutationen von wichtigen T-Zell-Epitopen. Dies führt 

dazu, dass zudem die bei chronischen Infektionen verbliebene T-Zell-Antwort ineffektiv 

wird. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass es in der chronischen Phase einer HCV-

Infektion durch die beschriebenen Mechanismen zur massiven Herunterregulierung 

der Anzahl und Funktion von virusspezifischen T-Zellen kommt, wenn diese qualitativ 

oder quantitativ nicht in der Lage waren, das Virus in der akuten Phase der Erkrankung 

zu eliminieren. Ist eine chronische Infektion erst etabliert, ist der antivirale Effekt der 

verbleibenden virusspezifischen CD8+ T-Zellen vernachlässigbar. Dies zeigte sich 

unter anderen in experimentellen Untersuchungen, in denen in vivo CD8+ T- Zellen 

entfernt wurden. Diese Maßnahme zeigte keinen Effekt auf die Höhe des ALT-Levels 

als Zeichen von Leberschäden noch auf die Virämie bei chronisch HCV-infizierten 

Schimpansen, während die Abwesenheit von CD8+ T-Zellen bei akuten HCV-

Infektionen die Lebeschäden reduzierte und eine Abheilung der Infektion 

verhinderte.(59) Im Gegensatz zu dem ausführlichen Wissen über CD8+ T-Zellen ist 

über die Herunterregulierung von CD4+ T-Zellen bei chronischen HCV-Infektionen 

weniger bekannt. Dennoch scheint es auch bei dieser Zellgruppe im Rahmen von 

chronischen HCV-Infektionen zu Funktionseinschränkungen zu kommen.(82,83) 

In neueren Studien wurden außerdem NK-Zellen eine Rolle in der direkten Regulation 

von CD4+ und in der indirekten Regulation von CD8+ T-Zell-Immunantworten bei 

viralen Hepatitiden zugeschrieben. NK-Zellen machen die Mehrheit der angeborenen 

Immunzellen in der gesunden menschliche Leber aus.(84) Bei einer chronischen HCV-

Infektion erhöht sich ihre Anzahl in der Leber, während sich die Anzahl von NK-Zellen 

im Blut verringert.(33,85,86) 

NK-Zellen werden insbesondere durch Chemokine von Kupffer-Zellen rekrutiert und 

durch Zytokine von Kupffer-Zellen, sinusoidalen Leberendothelzellen (LSEC) und T-

Zellen stimuliert.(87) Diese Zytokine umfassen unter anderem IL-12 und IL-15 (87), 

welche in einigen der Versuchsreihen zur Stimulation von NK-Zellen eingesetzt 

wurden. Der genaue Mechanismus, mit dem NK-Zellen durch ein Zusammenspiel aus 

aktivierenden und hemmenden Signalen sowie Rezeptoren reguliert werden, wird in 

Kapitel „1.2.2. Natürliche Killerzellen (NK-Zellen)“ beschrieben. 
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Bei HCV-infizierten Patienten können im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen auf 

NK-Zellen vermehrt aktivierende Rezeptoren wie NKp30 (54), NKp44 (32), NKp46 (32,55), 

NKG2C (32), NKG2D (33) und CD122 (32) nachgewiesen werden. Auch der inhibierende 

Rezeptor NKG2A wird nach Kontakt mit dem Virus vermehrt auf NK-Zellen exprimiert. 

Der Einfluss von diesen und anderen Signalen führt zur Aktivierung von NK-Zellen bei 

HCV- Infektionen. Dies zeigt sich auch durch die vermehrte Expression von CD69 

(32,33), einem induzierbaren Oberflächen-Glykoprotein, welches bei lymphatischer 

Aktivierung synthetisiert wird. Unter optimalen Bedingungen ist es sogar möglich, dass 

aktivierte NK-Zellen durch die Produktion von antiviralen Zytokinen und zytotoxischer 

Granula, sowie durch die Rekrutierung von Zellen der adaptiven Immunantwort das 

HCV eliminieren können.(88) Dennoch zeigen mehrere Arbeiten, dass die Produktion 

von Zytokinen durch NK-Zellen trotz der Aktivierung bei chronischen HCV- Infektionen 

teilweise gehemmt wird. So ist die Produktion von antiviralen Zytokinen wie IFN-γ und 

TNF-α bei chronisch HCV infizierten Patienten im Vergleich zur gesunden 

Kontrollgruppe vermindert.(16,32,35) Serti und Werner et al. konnten in Ihrer Arbeit 

nachweisen, dass die verringerte Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen in PBL durch 

die gehemmte Funktion von CD14+ Monozyten und die dadurch resultierende 

geminderte Stimulation zu erklären ist. 

CD14+ Monozyten und Makrophagen sind Teil des mononukleären 

Phagozytensystems, einem Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Monozyten 

sind aus dem Knochenmark stammende Leukozyten, die im Blut und in der Milz 

zirkulieren. Sie zeichnen sich durch ihre Fähigkeit aus, „Gefahrensignale“ über 

Mustererkennungsrezeptoren erkennen zu können und Antigene zu phagozytieren 

und zu präsentieren. Des Weiteren können sie Chemokine ausschütten und sich als 

Reaktion auf Infektionen und Verletzungen vermehren.(89) Auf inflammatorische 

Signale hin können sie aus dem Blut in Gewebe transmigrieren und sich dort in 

Makrophagen und dendritische Zellen differenzieren.(89) Transmigrieren sie dabei aus 

dem Blut in die Sinusiode der Leber, können sie sich unter anderem in leberspezifische 

Makrophagen, sogenannte Kupffer-Zellen, differenzieren.(36) 

Da für diese Veröffentlichung ausschließlich aus humanem Blut isolierte Lymphozyten 

(PBL) analysiert wurden, war es das Ziel unsere Arbeit, die Rolle von intrahepatischen 

NK-Zellen bei der Immunreaktion auf das HCV zu untersuchen. Außerdem sollte der 
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Einfluss von CD14+- Zellen auf die Immunantwort von intrahepatischen NK-Zellen 

quantifiziert werden. 

 

4.2 Die Wertigkeit des HCV-Replikon-Systems zur Untersuchung 

von HCV-Infektionen 

Lange mussten Untersuchungen zur HCV-Infektion an Schimpansen durchgeführt 

werden, da diese Tiere neben dem Menschen die einzigen Lebewesen darstellen, die 

von Natur aus anfällig für HCV-Infektionen sind.(90) Dies stellt immer noch das beste 

Modell für Studien zur angeborenen und adaptiven Immunantwort bei HCV-Infektion 

dar. Obwohl das Schimpansenmodell wertvolle Erkenntnisse lieferte, schränken 

begrenzte Verfügbarkeit, hohe Kosten und ethische Überlegungen ihren Nutzen ein. 

Die einzigen Tiermodelle mit kleinen Tieren für HCV-Infektionen die zur Zeit verfügbar 

sind, sind stark immundefiziente Mäuse mit menschlichen chimären Lebern.(91) Diese 

Mäuse können jedoch nur begrenzt zur Untersuchung adaptiver Immunantworten 

verwendet werden.(90,91) 

Um die angeborene Immunantwort von NK-Zellen auf das HCV zu untersuchen, 

entschieden wir uns daher zur Verwendung des subgenomischen Replikon-Systems. 

Dieses wurde 1999 von Lohman et al. erstmalig in ihrer Publikation vorgestellt. Ihnen 

gelang es eine effiziente Virusreplikation in humanen Hepatomzellen (Huh7-Zellen) zu 

erzeugen, indem diese mit einem Subgenomen transfiziert wurden, welches einen 

selektierbaren Marker enthält, der mit der nichtstrukturellen Region (NS2-NS5B) von 

HCV verbunden ist.(92,93) Seit der Etablierung dieses Modells wird dieses als 

wichtigstes System zur Untersuchung der HCV-Replikation und der zellulären 

Immunität genutzt. Auch die Entwicklung der neuen antiviral wirkenden Substanzen 

(direct acting antivirals, DAAs) basiert auf die Nutzung dieses Modells.(94) Das HCV-

Replikon-System hat sich zur Erforschung der Immunantwort in zahlreichen Arbeiten 

bewährt. Dennoch sind die Bedingungen einer Kultur immer künstlich und können 

niemals vollständig die komplexen Einflüsse eines in vivo Systems nachbilden. 

 



 

83 

4.3 Intrahepatische mononukleäre Zellen weisen eine stärkere 

antivirale Aktivität auf als mononukleäre Zellen aus dem 

peripheren Blut 

Durch die Messung der Luciferase-Aktivität nach Ko-Kultur mit mononukleären Zellen 

aus Blut und aus der Leber eines Patienten, konnte die verbliebene virale Aktivität der 

Replikon-Zellen bestimmt werden. Dabei konnten wir feststellen, dass die antivirale 

Aktivität von intrahepatischen mononukleären Zellen signifikant höher war als die von 

diesen Zellen aus peripheren Blut. 

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass intrahepatische NK-Zellen nach 

Kontakt mit dem HCV stärker aktiviert werden als solche im peripheren Blut.(32,33,54) So 

zeigten Ahlenstiel et al., dass eine höhere Prozentzahl von NK-Zellen in der Leber 

nach Kontakt mit dem HCV Marker wie TRAIL, NKp46, and CD122 exprimieren als im 

Blut.(32) Dies spricht für eine verstärkte Aktivierung von NK-Zellen in IHL. Eine erhöhte 

Aktivität von intrahepatischen NK-Zellen erklärt den stärkeren antiviralen Effekt von 

IHL auf das Virus.  

Auch für andere Viren die Hepatozyten befallen wurde eine verstärkte antivirale 

Aktivität von intrahepatischen NK-Zellen beschrieben. So zeigten Zhang, Zhang et al., 

dass intrahepatische NK-Zellen bei Patienten mit Hepatitis-B-Virusinfektion mehr 

Aktivierungsrezeptoren exprimieren und auch vermehrt zytotoxisch aktiv waren als 

NK-Zellen im peripheren Blut des gleichen Patienten.(95) 

Die Ursache für die unterschiedliche Aktivierung von intrahepatischen NK-Zellen im 

Vergleich zu NK-Zellen im peripheren Blut ist unklar. Eine mögliche Erklärung dafür 

könnte eine unterschiedliche Differenzierung von intrahepatischen NK-Zellen im 

Vergleich zu peripheren NK-Zellen sein: Es ist bekannt, das NK-Zellen von 

hämatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark abstammen.(96,97) Einige 

Vorläuferzellen differenzieren im Knochenmark aus, andere gelangen noch als 

undifferenzierte Vorstufen in andere Organe. So können NK-Zellvorläufer neben dem 

Knochenmark auch im fetalen Thymus, Lymphknoten, in der Leber und in der Milz 

gefunden werden, unreife NK-Zellen später in Knochenmark, Leber und Milz.(98) Es ist 

möglich, das undifferenzierte Vorläuferzellen das Knochenmarkt verlassen um ihre 

Differenzierung an einem andere Ort, wie der Leber, fortzusetzen. Dafür spricht, dass 

man nur in der Leber eine Untergruppe von NK-Zellen gefunden hat, welche konstitutiv 
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den Marker TRAIL und nur eine geringe Menge der Reifemarkern Ly49-Rezeptoren 

und CD11b exprimieren.(99–101) Auch eine andere Untergruppe an NK-Zellen, welche 

verstärkt den Marker CD11c exprimieren, konnte ausschließlich in der Leber 

nachgewiesen werden.(102) Dies spricht dafür, dass intrahepatische NK-Vorläuferzellen 

unter dem Einfluss von bestimmten Signalen wie Zytokinen, Rezeptoren und 

Transkriptionsfaktoren, welche von lokalen Stromazellen produziert und exprimiert 

wurden, eine anderen Differenzierungsweg nehmen als in anderen Organen.(103) 

Für die Vermutung, dass intrahepatische NK-Zellen unter dem Einfluss von lokalen 

Zellen anders differenzieren wie NK-Zellen im peripheren Blut, sprechen auch 

Ergebnisse von vielen weiteren Studien, welche Unterschiede in der Expression von 

Oberflächenmolekülen zwischen intrahepatischen und peripheren NK-Zellen zeigten. 

Beispielsweise wurde beschrieben, das intrahepatische NK-Zellen stärker zytotoxisch 

aktiv sind und mehr zytotoxische Mediatoren exprimieren(104,105) als NK-Zellen im 

peripheren Blut. Auch CD69, ein akuter Aktivierungsmarker, wird von lebereigenen 

NK-Zellen vermehrt exprimiert.(106) 

Eine spezielle Differenzierung von intrahepatischen NK-Zellen könnte eine mögliche 

Erklärung für die stärkere antivirale Aktivität von NK-Zellen in IHL im Vergleich zu 

peripheren NK-Zellen sein. 

 

4.4 Die Immunantwort bei HCV-Infektionen in der Leber wird durch 

CD56+ NK-Zellen und CD14+-Zellen beeinflusst 

Wurden CD56+ NK-Zellen vor der Ko-Kultur aus PBL bzw. IHL eliminiert, wurde ein 

starker Rückgang der antiviralen Aktivität beobachtet. NK-Zellen scheinen daher einen 

wichtigen Beitrag zur Immunantwort auf das HCV beizutragen. Interessanterweise 

zeigte sich auch nach der Eliminierung von CD14+-Zellen ein Rückgang der antiviralen 

Aktivität. 

In Zusammenschau mit den Ergebnissen aus 4.3 zur stärkeren antiviralen Aktivität von 

intrahepatische mononukleäre Zellen im Vergleich zu mononukleäre Zellen aus 

peripheren Blut schließen wir, dass die Immunantwort auf eine HCV-Infektion sowohl 

von CD56+ NK-Zellen als auch von CD14+-Zellen in der Leber und im Blut abhängig 

ist, die antivirale Aktivität von intrahepatischen mononukleären Zellen aber 

grundsätzlich etwas stärker ist.  
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Serti und Werner et al. beschrieben in ihrer Arbeit von 2014, dass aus peripheren Blut 

isolierte Monozyten das HCV in den Hepatozyten erkennen und daraufhin unter 

anderem Interleukin-18 (IL-18) ausschütten, um NK-Zellen zu aktivieren, welche 

wiederum das HCV bekämpfen können.(35) Auch eine weitere Arbeit von Zhang und 

Saha et al. zeigte, dass die Produktion von antiviral wirksamen IFN-γ durch NK-Zellen 

in PBL von Monozyten und dendritischen Zellen abhängig ist.(107) Für diese Publikation 

wurden ausschließlich aus humanem Blut isolierte mononukleären Zellen analysiert. 

Wir konnten in unseren Untersuchungen zum einen bestätigen, dass Monozyten die 

antivirale Aktivität von PBL positiv beeinflussen und somit die Ergebnisse dieser 

Arbeiten bestätigen. Zudem stellten wir, dass analog zu den mononukleären Zellen im 

Blut CD14+ Monozyten auch Einfluss auch auf intrahepatischen Lymphozyten zu 

haben scheinen. Unklar bleibt in unserem Versuchsmodell allerdings, ob der Einfluss 

von CD14+-Zellen auf die intrahepatische Immunantwort über die Ausschüttung von 

NK-Zell stimulierenden IL-18 vermittelt wird. 

 

4.5 Unterschiede in der Immunantwort von intrahepatischen NK-

Zellen im Vergleich zu NK-Zellen aus peripheren Blut auf das 

HCV 

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass intrahepatische Lymphozyten einen stärkeren 

antiviralen Effekt auf das HCV bewirken als Lymphozyten aus dem Blut. In der weiteren 

Arbeit war daher von Interesse, ob diese unterschiedliche Wirksamkeit durch die 

Ausschüttung verschiedener Zytokine von NK-Zellen bedingt ist. Dazu wurden die 

mononukleären Zellen nach Beendigung der Ko-Kulturen mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. 

 

 NK-Zellen in IHL produzieren unabhängig von CD14+- Zellen nach Kontakt 

mit dem HCV mehr TNF-α 

In der Publikation von Serti und Werner et al. wurde unter anderem gezeigt, dass NK-

Zellen in PBL nach Kontakt mit dem HCV vermehrt TNF-α und IFN-γ produzieren und 

dass diese Zytokine in erster Linie für den antiviralen Effekt der Lymphozyten 

verantwortlich sind.(35) TNF-α ist ein Zytokin, das an der Pathogenese entzündlicher 

Erkrankungen und an der immunvermittelten Reaktion auf Infektionen, insbesondere 
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gegen intrazelluläre Pathogene, beteiligt ist.(108) Die Rolle von TNF-α bei chronischen 

HCV-Infektionen ist bislang noch nicht gut verstanden. Die Serumspiegel von TNF-α 

und seinen löslichen Rezeptoren (sTNF-R55 und sTNF-R75) sind bei HCV-infizierten 

Patienten signifikant höher als bei gesunden Probanden.(109) Die TNF-α Serumspiegel 

korrelieren mit den Transaminasespiegeln im Serum, der histologischen Aktivität und 

der Fibrose der Leber, jedoch nicht mit den HCV-RNA-Spiegeln im Serum oder dem 

viralen Genotyp. (109–111) Dies spricht dafür, dass TNF-α als Teil des apoptotischen 

Signalwegs im Rahmen von HCV- Infektionen vermehrt produziert wird und auch Teil 

der Immunantwort auf das Virus ist, jedoch keine Eliminierung des Virus bewirken 

kann. Eine mögliche Erklärung dafür bieten die Laboruntersuchungen von Ray et al. 

Diese haben gezeigt, dass das HCV-Kernprotein das Potenzial hat den TNF-α-

vermittelten apoptotischen Signalweg zu hemmen, was einen selektiven Vorteil für die 

HCV-Replikation und die Vermeidung des antiviralen Abwehrmechanismus des Wirts 

zur Folge hat.(112)  

In unseren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass NK-Zellen in 

intrahepatischen Lymphozyten nach Kontakt mit dem HCV vermehrt TNF-α 

produzierten. Wurden die Zellen mit Hepatozyten ohne Virusreplikon in Ko-Kultur 

gegeben, zeigte sich eine signifikant verminderte Ausschüttung von TNF-α. Es kann 

daraus geschlossen werden, dass intrahepatische NK-Zellen durch den Kontakt mit 

dem HCV zur Produktion des antiviral wirksamen TNF-α stimuliert werden. Außerdem 

zeigen die Ergebnisse, dass diese Stimulation von NK-Zellen unabhängig von CD14+- 

Monozyten geschieht, da sich nach Eliminierung der Monozyten kein Unterschied in 

der TNF-α Produktion feststellen ließ. 

Diese vermehrte Zytokinproduktion nach Kontakt mit dem HCV ließ sich für NK-Zellen 

in PBL nicht nachweisen. Die Produktion von TNF-α änderte sich nach der 

Eliminierung von NK-Zellen nicht und es zeigte sich auch kein Unterschied zu NK-

Zellen aus Blutlymphozyten, welche sich in Ko-Kultur mit Hepatozyten ohne das 

Virusreplikon befanden. Jedoch konnte festgestellt werden, dass im Gegensatz zu den 

NK-Zellen in IHL die Produktion von TNF-α durch NK-Zellen in PBL abhängig von 

CD14+- Monozyten zu sein schien. Wurden Monozyten aus PBL eliminiert, konnte eine 

signifikante Verminderung der Ausschüttung von TNF-α gemessen werden. 

Unsere Ergebnisse bestätigen die von Serti und Werner et al. nicht. Im Gegensatz zu 

ihrer Arbeit konnten wir nicht nachweisen, dass die Produktion von TNF-α durch PBL 



 

87 

nach Kontakt mit dem HCV erhöht ist. Eine mögliche Erklärung dieser Diskrepanz 

könnte eine nicht ausreichende Anzahl an Versuchsergebnissen sein, welche für 

unsere Analyse herangezogen werden. Eine Analyse mit der Anzahl von weniger als 

10 Untersuchungen, wie sie von uns durchgeführt wurde, kann durch mögliche 

statistische Ausreißer beeinflusst sein. Jedoch zeigten unsere Ergebnisse eine 

Abhängigkeit der Ausschüttung von TNF-α durch CD14+-Monozyten. 

Außerdem zeigte unsere Arbeit, dass intrahepatische Lymphozyten mehr TNF-α 

produzieren als Lymphozyten aus dem Blut. Die Ausschüttung wurde durch den 

Kontakt mit dem HCV zusätzlich stimuliert, so dass es im Gegensatz zu PBL bei IHL 

zu einer vermehrten Produktion von TNF-α nach Kontakt mit dem Virus kam. Da für 

TNF-α bereits ein antiviraler Effekt auf das HCV beschrieben ist (35), könnten diese 

Ergebnisse eine Erklärung für den stärkeren antiviralen Effekt von intrahepatischen 

Lymphozyten liefern. 

 

 Die Zytotoxizität von NK-Zellen in PBL nach Kontakt mit dem HCV ist 

abhängig von CD14+-Zellen 

Des Weiteren wurde die Zytotoxizität von NK-Zellen in PBL und IHL durch die 

durchflusszytometrisch bestimmten Marker TRAIL und CD107a sowie der Messung 

von LDH bestimmt.  

Bei Aktivierung können NK-Zellen durch zwei verschiedene Mechanismen zytotoxisch 

auf infizierte oder maligne Zellen wirken. Beide Signalwege setzen den direkten 

Kontakt der NK-Zelle mit den Zielzellen voraus.(26) Beim ersten Signalweg schütten 

NK-Zellen Toxine wie Perforine und Granzymen mittels Exozytose aus, welche die 

Apoptose der Zielzelle induzieren. Beim zweiten Signalweg wird die Apoptose der 

Zielzelle durch die Bindung von Todeszell-Liganden wie TRAIL oder FasL auf der 

Oberfläche der aktivierten NK-Zelle an entsprechende Rezeptoren auf ihren Zielzellen 

eingeleitet.(26,113) Durch die Bestimmung der TRAIL-Expression auf NK-Zellen konnte 

die Zytotoxizität der NK-Zellen vor allem durch den zweiten Signalweg untersucht 

werden. Zudem bestimmten wir mittels Durchflusszytometrie die Expression des 

Marker CD107a, ein transmembranes Glykoprotein,(52) welches proportional zur 

Granulation von NK-Zellen exprimiert wird. (53) Durch die Analyse dieses Markers 
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erhofften wir uns Rückschlüsse auf die Zytotoxizität von NK-Zellen, die durch den 

ersten Signalweg vermittelt wird. 

Die Ergebnisse der Bestimmung von TRAIL und CD107a belegen, dass NK-Zellen in 

IHL unabhängig vom Kontakt mit dem HCV eine erhöhte Zytotoxizität aufweisen im 

Vergleich zu NK-Zellen in PBL. Jedoch konnte weder für NK- Zellen in PBL noch in 

IHL ein signifikanter Anstieg der Zytotoxizität beider Signalwege nach Kontakt mit dem 

HCV nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten unsere Untersuchungen für 

NK-Zellen aus intrahepatischen Lymphozyten einen Einfluss von Monozyten, da es 

nach der Eliminierung dieser CD14+- Zellen zu einer signifikanten Reduktion der 

Zytotoxizität von NK-Zellen kam. Dieser Effekt ließ sich für NK-Zellen in PBL nicht 

nachweisen. Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass die Immunantwort von 

NK-Zellen aus PBL auf das HCV durch eine gesteigerte Zytotoxizität der Zellen 

vermittelt ist, welche nicht durch CD14+- Monozyten beeinflusst wird. Für diese These, 

welche von unseren Untersuchungsergebnissen abweicht, sprechen Ergebnisse von 

anderen Publikationen. So konnten Ahlenstiel et al. zeigen, dass bei Patienten mit 

chronischer HCV-Infektion eine erhöhte Anzahl von TRAIL exprimierenden NK-Zellen 

in peripheren Blutlymphozyten und somit erhöhter Zytotoxizität im Vergleich zur 

gesunden Vergleichsgruppe vorliegt.(32) Auch konnten Oliviero et al. nachweisen, dass 

NK-Zellen von Lymphozyten aus peripheren Blut von Patienten mit chronischer HCV-

Infektion eine höhere Zytotoxizität ausweisen als vergleichbare Zellen von gesunden 

Probanden.(33) In dieser Studie wurde CD107a als indirekter Marker für Zytotoxizität 

verwendet. Als mögliche Ursachen für die Diskrepanz unsere 

Untersuchungsergebnisse sind eine nicht ausreichende Anzahl von Daten zur Analyse 

oder eine zu kurze Inkubationszeit der NK-Zellen mit dem HCV denkbar. Eine 

zusätzliche Stimulation mit K562- Zellen zeigte keine Veränderung der Ergebnisse. 

 

 Der Kontakt mit dem HCV führt in PBL und IHL zu keiner Veränderung in 

der Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen 

Zuletzt wurde die Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen in PBL und IHL nach Kontakt 

mit dem HCV untersucht. In Hinblick auf die Immunantwort bei HCV-Infektionen spielt 

besonders IFN-γ eine wichtige Rolle, da bereits nachgewiesen ist, dass dieses Zytokin 

die HCV-Replikation in vitro inhibiert.(29,30) Außerdem kann IFN-γ im Rahmen der T-

Zell vermittelten Abheilung von akuten HCV- Infektionen nachgewiesen werden.(114,115) 
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Obwohl NK-Zellen im Rahmen chronischer HCV- Infektionen aktiviert werden(32–34), ist 

die Produktion von IFN-γ vermindert. (32,33)  

Bislang wurde mehrere Erklärungsansätze beschrieben, wie die NK-Zell-Aktivierung 

und die Produktion von IFN-γ bei chronischen HCV- Infektionen gehemmt wird. 

Die ersten Studien berichteten, dass rekombinantes HCV E2-Protein und HCV-

Virionen, die auf Gewebekulturplatten aufgetragen wurden, eine Quervernetzung von 

CD81 auf NK-Zellen bewirken und somit die NK-Zellaktivierung und die IFN-γ-

Produktion hemmen.(116–118) Yoon et al. zeigten jedoch, dass lösliche HCV-Virionen 

diesen Effekt nicht vermitteln.(119) Sie schlossen daraus, dass das HCV E2-Protein 

und/oder HCV-Virionen zum Beispiel auf der Oberfläche von infizierten Zellen 

immobilisiert sein müssen um den immunsuppressiven Effekt auf NK-Zellen zu 

bewirken. Andere Arbeiten beschrieben wiederum, dass der direkte Zell-zu-Zell-

Kontakt von isolierten NK-Zellen mit HCV- infizierten Hepatozyten die NK-Zell Funktion 

und somit die Produktion von IFN-γ also auch die Degranulation und Lyse von 

Zielzellen hemmt.(120) Diese Ergebnisse müssen allerdings kritisch hinterfragt werden, 

da die Untersuchungen mit isolierten NK-Zellen durchgeführt wurden und daher der 

zytokin- bzw. kontaktabhängige Einfluss von weiteren Zellarten, welche die 

Immunantwort von NK-Zellen verbessern und optimieren können,(121) nicht 

berücksichtigt wurde. Tatsächlich beschrieb eine Studie von Zhang et al., dass NK-

Zellen, die in Anwesenheit von plasmazytoiden Dendritischen Zellen (pDC) mit HCV-

infizierten Hepatozyten inkubiert wurden, sogar aktiviert anstatt inhibiert wurden.(107) 

Serti und Werner et al. zeigten zuletzt, dass die Inhibierung der NK-Zell-Funktion und 

damit der Produktion des antiviral wirksamen IFN-γ durch die bei chronisch HCV-

infizierten Patienten verminderte Aktivität von CD14+- Monozyten, welche NK-Zellen 

durch die Ausschüttung des Zytokins IL-18 stimulieren, bedingt ist.(35) 

Alle diese Publikationen wurden mit NK- bzw. mononukleären Zellen durchgeführt, die 

aus dem Blut von Patienten gewonnen wurden. Wir verglichen in unserer Arbeit nun 

die Produktion von IFN-γ durch NK-Zellen in PBL und IHL nach Kontakt mit dem HCV. 

Wir konnten zunächst zeigen, dass intrahepatische NK-Zellen unabhängig vom 

Kontakt mit dem Virus mehr IFN-γ produzieren als NK-Zellen in PBL. Jedoch konnten 

wir weder für mononukleäre Zellen aus der Leber noch aus dem Blut einen Unterschied 

in der Produktion von IFN-γ nach Kontakt mit dem HCV nachweisen. Auch war die 

Ausschüttung von IFN-γ durch NK-Zellen weder in PBL noch in IHL von CD14+- 
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Monozyten beeinflusst. Wurden die mononukleären Zellen zusätzlich mit IL-12 und 

IL15 stimuliert, zeigte dies keinen Unterschied in den Ergebnissen. 

Unsere Untersuchungen zeigen somit, dass NK-Zellen in PBL und IHL nicht zur 

vermehrten Produktion von IFN-γ durch den Kontakt mit dem HCV stimuliert werden. 

Da die mononukleären Zellen von nicht-infizierten Patienten stammten, können keine 

Rückschlüssen auf die veränderte Ausschüttung des Zytokins bei Patienten mit 

chronischen HCV-Infektionen gezogen werden. Die von Serti und Werner et. al 

beschriebene Abhängigkeit der IFN-γ Produktion durch NK-Zellen in PBL von CD14+- 

Monozyten konnten wir durch unsere Untersuchungen nicht bestätigen. Jedoch gilt 

auch für diese Versuchsreihe, dass die Ergebnisse durch eine nicht ausreichende 

Versuchsanzahl oder zu kurze Inkubationszeit beeinflusst sein können. 

 

4.6 Mögliche Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse 

In diesem Kapitel soll diskutiert werden, ob unsere Untersuchungsergebnisse durch 

die verschiedenen Arten der Zellbearbeitung beeinflusst wurden. Wir haben als 

mögliche Messfehlerquellen insbesondere die aufwendige Isolation von 

intrahepatischen Lymphozyten sowie die Eliminierung oder Isolierung von bestimmten 

Zellarten durch das MACS-Sorting ausgemacht. Diese sollen im Folgenden erörtert 

werden. 

 

 Isolation von intrahepatischen Lymphozyten 

Im Gegensatz zur Isolation von mononukleären Zellen aus Patientenblut müssen bei 

der Isolation von intrahepatischen Lymphozyten zunächst mehrere Maßnahmen 

unternommen werden, um die IHL vom hepatischen Gewebe zu trennen. Dazu wird 

das vorhandene Lebergewebe wie in „2.6.2 Isolation von mononukleären Zellen aus 

humanen Lebergewebe“ beschrieben mit einem Vedauungspuffer versetzt, das 

Gewebe mit einem Skalpell zerkleinert und nach Beendigung der Verdauungsreaktion 

durch ein Sieb gepresst. Anschließend wurde das Gemisch erneute zweimal durch 

Resuspendieren, Zentrifugieren und Sieben gewaschen. Dennoch ist nicht 

auszuschließen , dass sich in der entstehenden Zellsuspension aus intrahepatischen 

Lymphozyten im Vergleich zu Lymphozyten aus dem Blut vermehrt kleine 

Gewebereste befinden. Insbesondere bei verfetteten und/oder zirrhotischen Lebern 
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scheint dies ein Problem zu sein. Die verbleibende Gewebestücke könnten die 

Untersuchungsergebnisse beeinflussen, in dem Sie Einfluss auf Zytokinproduktion, 

Vermittlung und den Zellkontakt von Lymphozyten untereinander, als auch auf den 

Kontakt mit HCV-infizierten Hepatozyten in der Ko-Kultur haben. Auch ein Effekt des 

Lebergewebes auf die Replikationsrate des HCV-Replikon Systems ist nicht 

auszuschließen.  

Um diesen Effekt zu quantifizieren wurden B-Zellen aus BL und IHL isoliert und mit 

HCV-Replikon-Zellen analog zu den Ko-Kulturen mit mononukleären Zellen inkubiert. 

Es wurde bereits beschrieben, dass B-Zellen und von diesen produzierte 

neutralisierende Antikörper nicht zur Bekämpfung einer HCV-Infektion benötigt 

werden, wie an Patienten mit Hypogammaglobulinämie gezeigt wurde.(122) Ein 

größerer Anstieg von neutralisierenden Antikörpern wurde zwar bei chronischen HCV-

Infektionen beschrieben, diesen ist es aber nicht möglich zu einer Ausheilung der 

Infektion oder einer Erkennung von viralen Fluchtmutationen zu führen.(123) Sie 

scheinen als eine geeignete Zellpopulation zu sein, um einen möglichen 

beeinflussenden Effekt der Zellisolation unabhängig von einer Immunantwort von 

Zellen zu sein, da die B-Zellen selber keinen Effekt auf die Virusreplikation haben 

sollten. 

Die Virusreplikation von Replikon-Zellen ohne Ko-Kultur wird als 100% 

Replikationsrate als Referenzwert angenommen. Im Vergleich dazu zeigen Replikon-

Zellen nach Ko-Kultur mit B-Zellen aus IHL im Median eine Replikationsrate von 

17,61% und nach Ko-Kultur mit IHL eine Replikationsrate von 2,64%. Wurden die 

Replikon-Zellen mit B-Zellen aus PBL bzw. PBL inkubiert, wurden Replikationsraten 

von im Median 40,45% bzw. 8,10% gemessen. 

HCV-Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit PBL bzw. IHL zeigten somit eine signifikante 

niedrigere Replikationsrate als Replikon- Zellen, die mit aus PBL isolierten B-Zellen 

inkubiert wurden. Dieser Effekt ist der Immunantwort der lymphatischen Zellen 

zuzuschreiben und das Modell scheint somit valide, um einen antiviralen Effekt durch 

lymphatische Zellen zu bestimmen. Jedoch zeigt sich insbesondere nach Inkubation 

von B-Zellen aus IHL mit im Median 17,61% eine im Vergleich zu 40,45% nach 

Inkubation mit B-Zellen aus PBL reduzierte Replikationsrate von HCV-infizierten 

Zellen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es durch die Isolation von 

intrahepatischen Lymphozyten aus dem Lebergewebe zu Beeinflussung der 
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Untersuchungsergebnisse führen könnte. Dennoch können verlässliche Aussagen zur 

Immunantwort von intrahepatischen Lymphozyten und Lymphozyten aus dem Blut 

gemacht werden. 

 

 MACS-Sorting 

Als weitere mögliche Messfehlerquelle haben wir das MACS- Sorting ausgemacht, bei 

dem gezielt Zelltypen aus PBL und IHL eliminiert oder isoliert werden. Wie in „2.7 

MACS Sorting“ beschrieben wurde, werden beim MACS-Sorting etwa 50nm große 

Magnetpartikel, welche an Antikörper gebunden sind, mit der Zellsuspension aus PL 

oder IHL in Lösung gebracht. Dieser Komplex aus Magnetteilchen und Antikörpern 

wird auch MicroBead genannt. Die Antikörper erkennen spezifische Strukturen auf den 

Zelloberflächen und binden die MicroBeads an die gewünschte Zellpopulation. Die 

somit markierten Zellen durch den autoMACS SeparatorTM von den übrigen Zellen 

getrennt. In unseren Untersuchungen eliminierten wir auf diese Weise CD56+- NK-

Zellen und CD14+- Monozyten aus vollständigen PBL und IHL Populationen. Auch die 

Isolation von B-Zellen aus PBL und IHL wurde mittels dieser Methode durchgeführt. 

Bei der Durchführung der LDH Assays zur Quantifizierung der Zytotoxizität von NK-

Zellen in PBL und IHL fiel auf, dass die Ergebnisse die Ergebnisse sich teilweise 

widersprüchlich zu denen der Durchflusszytometrie und der Luciferase-Messungen 

verhielten. Insbesondere stach hervor, dass nach Eliminierung von CD56+- NK-Zellen 

aus PBL und IHL im Vergleich zur vollständigen Lymphozytenpopulationen signifikant 

mehr LDH nachzuweisen war. Dies würde darauf hindeuten, dass die antivirale und 

zytotoxische Aktivität in PBL und IHL ohne NK-Zellen erhöht ist. In unseren 

Untersuchungen, in denen dieselben Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie 

und Luciferase-Messung analysiert wurden, zeigte sich jedoch, dass das Gegenteil der 

Fall ist. Wir gehen davon aus, dass der beim MACS- Sorting auf die Zellen ausgeübte 

Stress durch hydrodynamische Kräfte und Magnetfelder teilweise zur Zerstörung von 

Zellen der zu bearbeitenden Zellsuspension führen kann. Da LDH ein Enzym ist, 

welches sich in allen Körperzellen befindet, steigt die Quantität des zu messenden 

LDH durch die Zellbearbeitung an, und führt später zu einer fehlerhaften und 

beeinflussten Messung der LDH Werte. 
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5 Zusammenfassung 

Die Hepatitis C ist eine Infektionserkrankung des Menschen, welche durch das HCV 

verursacht wird. Weltweit sind etwa 170 Millionen Menschen mit HCV infiziert. Die 

HCV-Infektion zeichnet sich durch eine hohe Rate der Chronifizierung aus (bis zu 

80%), die im Verlauf zu schweren Folgeerkrankungen wie der Ausbildung einer 

Leberzirrhose oder eines Hepatozellulären Karzinoms (HCC) führen kann. Die genaue 

Ursache für das hohe Maß von Chronifizierungen ist nicht genau bekannt. Es wurde 

allerdings beschrieben, dass NK-Zellen - spezielle Immunzellen, welche virusbefallene 

Körperzellen bekämpfen können - bei HCV-Infektionen wesentlich weniger aktiv sind, 

als dies bei anderen Viruserkrankungen der Fall ist.  

Bei den meisten Publikationen zur Untersuchung der Reaktion des Immunsystems auf 

das HCV wurden ausschließlich aus humanem Blut isolierte Lymphozyten (PBL) 

analysiert. Das Ziel dieser Arbeit war es die Immunantwort auf das HCV durch 

intrahepatische Lymphozyten (IHL) zu untersuchen, neue Erkenntnisse zum genauen 

Pathomechanismus der Immunantwort zu erlangen und die Replizierbarkeit der 

Ergebnisse von Untersuchungen mit PBL zu überprüfen. Dies ist insofern relevant, als 

dass das HCV nur in Hepatozyten repliziert und daher primär mit den lokalen IHL in 

Kontakt tritt. Außerdem unterscheiden sich IHL von PBL in ihrer Zusammensetzung. 

In unseren Untersuchungen wurden PBL sowie IHL eines Patienten mit Lunet-Zellen, 

welche mit einem HCV-Replikon transfiziert wurden in Ko-Kultur gegeben. Die 

verbleibende HCV-RNA Replikation der Replikon-Zellen nach der Ko-Kultur wurde 

anschließend mittels einer Luciferase-Messung bestimmt. Hierbei zeigte sich die HCV-

RNA Replikation nach Ko-Kultur mit IHL signifikant vermindert. IHL haben somit einen 

stärkeren antivirale Effekt auf das HCV als PBL. 

In weiteren Versuchsreihen wurden zusätzlich CD56+- NK-Zellen sowie CD14+- 

mononukleäre Zellen aus PBL und IHL entfernt und mit HCV-Replikon-Zellen in Ko-

Kultur gebracht. Die HCV-RNA Replikation der Replikon-Zellen nach Ko-Kultur mit 

vollständigen PBL- bzw. IHL- Populationen war am niedrigsten. Wurden CD56+- NK-

Zellen oder CD14+- Zellen aus den PBL und IHL entfernt, war die HCV-RNA 

Replikation der Replikon-Zellen nach der Ko-Kultur höher, der antivirale Effekt der 

Zellen ließ also nach. Sowohl in PBL als in IHL haben CD56+- NK-Zellen als auch 

CD14+- Zellen somit Einfluss auf die antivirale Aktivität. 
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Um zu ermitteln, durch welche Zytokine und Mechanismen der antivirale Effekt von 

NK-Zellen in PBL und IHL vermittelt wird, wurde nach Beendigung der Ko-Kulturen 

zudem eine Durchflusszytometrie durchgeführt. In dieser wurde die Ausschüttung der 

Zytokine TNF-α und IFN-γ als auch die Expression des Zytotoxizitäts- Markers TRAIL 

durch die NK- Zellen gemessen. Dabei konnten relevante Unterschiede zwischen PBL 

und IHL festgestellt werden. 

Zum einen zeigte sich, dass NK-Zellen in IHL nach Kontakt mit HCV mehr TNF-α 

produzieren als nach Kontakt mit Lunet-Zellen ohne Replikon. Dies ließ sich für NK- 

Zellen in PBL nicht nachweisen und könnte damit eine mögliche Erklärung für die 

höhere antivirale Aktivität von IHL sein. Des Weiteren konnte bei NK-Zellen in PBL, 

jedoch nicht in IHL, eine Abhängigkeit der Produktion von TNF-α durch CD14+-Zellen 

nachgewiesen werden. Zum anderen zeigte sich eine Abhängigkeit der Expression 

des Zytotoxizitäts-Markers TRAIL von CD14+-Zellen in IHL. Ein relevanter Unterschied 

in der Expression dieses Markers nach Kontakt mit dem HCV-Replikon im Vergleich 

zur Ko-Kultur mit Lunet-Zellen ohne Replikon konnte weder für PBL noch für IHL 

festgestellt werden.  

Vergleicht man jedoch die generelle Ausschüttung bzw. Expression von TNF-α, IFN-

γ, TRAIL und CD107a unabhängig vom Kontakt mit dem HCV, zeigte sich, dass IHL 

signifikant mehr von allen untersuchten Zytokinen produzieren und 

Zytotoxizitätsmarker exprimieren als PBL. 
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6 Ausblick 

Die meisten Erkenntnisse, die wir über die Immunantwort auf das HCV haben, wurden 

durch Untersuchungen mit mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut gewonnen. 

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass es Unterschiede in der Immunreaktion 

zwischen Blut- und Leberlymphozyten, insbesondere von NK-Zellen und Monozyten 

auf das HCV gibt. Insofern muss die Übertragbarkeit dieser Publikationen auf die 

realen Verhältnisse bei der Bekämpfung des Virus durch unsere Immunsystem in der 

Leber neu überdacht werden. 

Unsere Untersuchungen zeigten zum einen, dass NK-Zellen in IHL im Vergleich zu 

NK-Zellen in PBL nach Kontakt mit dem HCV eine höhere antivirale Aktivität 

aufweisen. Die vermehrte Ausschüttung des Zytokins TNF-α durch intrahepatische 

NK- Zellen nach Kontakt mit dem HCV könnte dafür eine Ursache sein. Dieser 

Sachverhalt sollte jedoch weiter untersucht werden. So wäre von Interesse, ob die 

vermehrte Aktivierung von NK-Zellen in IHL durch weitere Zytokine vermittelt wird, 

welche in dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Außerdem sollte erforscht werden, ob 

auch direkte Zellkontakte von NK-Zellen in PBL und IHL mit HCV-infizierten Zellen 

einen Einfluss auf die Aktivierung und damit den antiviralen Effekt dieser Zellen haben. 

Von Interesse wären auch, ob intrahepatische NK-Zellen unterschiedliche 

Differenzierungen zu NK-Zellen im peripheren Blut aufweisen und inwieweit dies 

Einfluss auf die antivirale Aktivität der Zellen hat. Diese weiteren Untersuchungen 

wären notwendig, um ein besseres Verständnis von den Ursachen für die 

Unterschiede in der Immunantwort durch intrahepatischen NK-Zellen im Vergleich zu 

NK-Zellen aus dem Blut zu erlangen. 

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass bei intrahepatischen Lymphozyten NK-

Zellen und Monozyten ein essentieller Bestandteil der antiviralen Aktivität sind. Für 

weitere Forschung wäre von großem Interesse, ob auch bei mononukleären Zellen aus 

der Leber CD14+- Monozyten NK-Zellen durch IL-18 stimulieren, wie es durch Serti 

und Werner et al. für PBL beschrieben wurde. Des Weiteren sollte untersucht werden, 

ob auch andere Immunzellen wie T-Zellen oder B-Zellen Einfluss auf intrahepatische 

NK-Zellen haben. Es ist möglich, dass sich Zelleinflüsse bei der Aktivierung von 

intrahepatischen NK- Zellen zeigen, welche bei NK- Zellen in PBL nicht nachweisen 

ließen. 
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Für unsere Arbeit wurden ausschließlich PBL und IHL von Probanden verwendet, 

welche nicht mit dem HCV infiziert waren. In mehreren Veröffentlichungen wie von 

Ahlenstiel et al., Oliviero et al. oder Serti und Werner et al. wurde jedoch gezeigt, dass 

Immunzellen von Patienten mit chronischen HCV-Infektionen anders auf das Virus 

reagieren als mononukleäre Zellen von gesunden Probanden. (32,33,35) Insofern wäre 

es von großem Interesse, ob sich diese Ergebnisse auch mit Immunzellen von 

virusinfizierten Patienten reproduzieren lassen.  
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

ALT Alanin-Aminotransferase 

CD Cluster of Differentiation 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EMA ethidium monoazide 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FMO fluorescence minus one 

HCC Hepatozelluläres Karzinom 

HCV Hepatitis-C-Virus 

IFN Interferon 

IHL Intrahepatische Lymphozyten 

IL Interleukin 

MACS Magnetic Activated Cell Sorting 

MHC major histocompatibility complex 

NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

PBL Periphere Blutlymphozyten 

TNF Tumornekrosefaktor 

TRAIL tumor necrosis factor–related apoptosis 

inducing ligand 
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