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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Cytomegalovirus (CMV) ist ein persistierendes B-Herpesvirus und hat abhangig von
soziobkomischen Faktoren eine Seropravalenz zwischen 45% und 100%. Bei einer primaren
CMV-Infektion zeigen immunkompetente Personen meist keine, seltener milde,
grippeadhnliche Symptome. Wie alle Herpesviren persistiert auch CMV in einem Stadium der
Latenz. Bei immungeschwachten Personen, wie z.B. mit dem Humanen Immundefizienz-Virus
(HIV) infizierte Personen, Krebspatienten oder Patienten nach einer Organtransplantation,
kann CMV reaktivieren und schwere Krankheitssymptome auslésen. Durch die lange
Koevolution von CMV und dem humanen Wirt hat sich eine komplexe Virus-Wirt-Interaktion
entwickelt, die im humanen Immunsystem als ein phanotypischer CMV ,Fufl’abdruck®
beobachtet werden kann. Beispiele fur Veranderungen des Immunsystems nach einer
primaren CMV-Infektion sind die Expansion von Gedachtnis-T-Zellen (TEMRA,; terminally
differentiated effector memory) und NKG2C* NK-Zellen.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CMV-assoziierten Anderungen des Immunsystems auf
verschiedene immunologische Mechanismen analysiert. Dabei wurde ein besonderer Fokus
auf die CMV-assoziierten NKG2C* NK-Zellen gelegt. Der Ligand vom aktivierenden NKG2C-
Rezeptor ist das nicht-klassische MHC-I-Molekil (MHC; Major Histocompatibility Complex)
HLA-E. Hier wurde unter anderem der Einfluss von NKG2C* NK-Zellen auf HLA-EM"
exprimierende T-Zellen untersucht. Mit Hilfe von peptidabhangiger Stabilisierung der HLA-E
Expression auf der Jurkat CD4 T-Zelllinie konnte eine erhdhte Zytotoxizitat, gemessen an
Granzym B, von NKG2C* NK-Zellen gegen HLA-E"9" exprimierende T-Zellen beobachtet
werden. In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten héhere Apoptoseraten, gemessen an
aktiver Caspase 3/7, in HLA-E"9" im Vergleich zu HLA-E"" exprimierenden Jurkat-Zellen nach
Kultivierung mit peripheren Blutmononuklearen Zellen (peripheral blood mononuclear cells;
PBMCs) mit einer hohen Frequenz von NKG2C* NK-Zellen (> 20%) beobachtet werden. Eine
niedrigere Frequenz von Gedachtnis-T-Zellen (TEMRA), die bekannt fir eine hohe HLA-E
Expression sind, in CMV seropositiven (CMV,,s) Personen mit hohen Frequenzen von
NKG2C* NK-Zellen, unterstiitzt die Annahme einer immunregulatorischen Funktion von
NKG2C* NK-Zellen gegentiber HLA-E"9" exprimierenden T-Zellen.

Neben dem NKG2C-Rezeptor werden auf CMV-assoziierten NKG2C* NK-Zellen im Vergleich

zu anderen NK-Zellpopulationen auch weitere Oberflachenmolekile starker oder schwacher

exprimiert. Fur die Suche nach weiteren immunregulatorischen Funktionen und madglichen

Interaktionspartnern von NKG2C* NK-Zellen wurde die Oberflachenexpression von insgesamt

361 Molekilen untersucht. Bei dieser phanotypischen Charakterisierung wurde ein
-1-
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verandertes Rezeptorrepertoire auf NKG2C* NK-Zellen im Vergleich zu NKG2A* und
NKG2AC- NK-Zellen beobachtet. Neben bereits in der Litertur beschriebenen Unterschieden
in der Expression von einigen Oberflachenmolekilen auf NKG2C* NK-Zellen, konnten wir
zusatzlich héhere Expressionen von CD52, CD44, CD49d, CD18 und niedrigere Expressionen
von CD160, CD49f, CD31 und CD119 auf NKG2C* NK-Zellen messen. Erhéhte Frequenzen
von Adhéasionsmolekulen und co-Stimulatoren lassen bei NKG2C* NK-Zellen verstarkte
Formationen von Effektor-Target Zellkonjugaten und starkere Aktivierungen Uber co-

Stimulatoren vermuten.

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass in Anwesenheit von NKG2C* NK-Zellen eine
schwachere Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen in vitro messbar ist, stellt sich die
Frage, ob es auch in vivo eine schwachere Expansion von virusspezifischen CD8 T-Zellen in
Probanden mit einer hohen Frequenz von NKG2C* NK-Zellen gibt. Obwohl proteinbasierte
Impfstoffe generell schwachere CD8 T-Zellantworten hervorrufen, wurden Influenza-
spezifische CD8 T-Zellen in Probanden nach einer Impfung mit dem Influenza-Impfstoff
Influvac® Tetra aufgrund einer verfiigbaren, gut definierten Impfkohorte analysiert. Weder in
Matrixprotein-spezifischen, noch in Hamagglutinin-spezifischen CD8 T-Zellen konnte eine

durch die Impfung ausgeléste Immunantwort gemessen werden.

Eine weitere messbare Immunantwort ist der Antikorpertiter. Da wir auf B-Zellen minimal
héhere HLA-E Expressionen als auf CD8 T-Zellen messen konnten, sollte tberprft werden,
ob NKG2C* NK-Zellen die Antikorperproduktion nach einer Impfung beeinflussen. Die
Antikorpertiter einen Monat nach der Influenza-Impfung, sowie der generelle Anstieg des
Antikdrpertiters waren unabhangig von der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen und dem CMV-
Serostatus. Die Untersuchung der humoralen Antwort bei Mitarbeitern und Bewohnern eines
Altenheims nach einer SARS-CoV-2-Impfung ergab ebenfalls keinen statisisch signifikanten
Unterschied im Antikdrpertiter in Abhangigkeit des CMV-Serostatus. Dennoch konnte bei Uber
40-jahrigen CMV,.s Personen eine Tendenz zu niedrigeren Antikdrpertitern nach der zweiten
SARS-CoV-2-Impfung beobachtet werden. Griinde dafur kdnnten eine beschleunigte Alterung
des Immunsystems oder héhere Frequenzen von NKG2C* NK-Zellen bei CMV,.s Personen
sein, jedoch waren in dieser Kohorte keine PBMCs fur eine Korrelationsanalyse zwischen der

Frequenz von NKG2C* NK-Zellen und dem Antikdrpertiter verfigbar.

In dieser Arbeit konnte die Hypothese der immunregulatorischen Funktion von NKG2C*
NK-Zellen gegenuber T-Zellen mit hoher HLA-E Expression unterstitzt werden. Fur zukunftige
Untersuchungen ware nicht nur der Einfluss von NKG2C* NK-Zellen auf die Expansion von
anderen virusspezifischen T-Zellen sowonhl in vitro als auch in vivo interessant, sondern auch

die Untersuchung von B-Zellen, die aufgrund der hohen HLA-E Expression ebenfalls von

-2-
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NKG2C* NK-Zellen beeinflusst werden koénnten. Zusatzlich hat das Screening der
Oberflachenmolekiile neue Einblicke in das Rezeptorrepertoire von NKG2C* NK-Zellen im
Vergleich zu anderen NK-Zellsubpopulationen gegeben. Funktionelle Analysen mit Fokus auf
diese Oberflachenmolekiile sind noétig, um die Rolle der NKG2C* NK-Zellen im Kontext von
Infektionen besser verstehen zu kénnen. Bezogen auf die humorale Antwort nach einer
Impfung konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen CMV;os und CMVeq
Personen beobachtet werden. Dennoch gibt es eine Tendenz zu schwacheren humoralen

Immunantworten in alteren CMV,.s Personen.

Insgesamt wird das humane Immunsystem deutlich durch eine CMV-Infektion verandert,
weshalb es wahrscheinlich ist, dass sich auch die Immunantwort gegen heterologe Infektionen
verandert. Daher ist es wichtig, weitere CMV-assoziierte Anderungen mit Hinblick auf die
Immunantwort gegen heterologe Infektionen zu untersuchen. Besonders die Expansion von
NKG2C* NK-Zellen ist CMV-spezifisch und sollte aufgrund des verdnderten

Rezeptorrepertoires funktionell genauer untersucht werden.



Summary

Summary

Cytomegalovirus (CMV) is a persistent B-herpesvirus and has a fluctuating seroprevalence
between 45% and 100%, depending on socioeconomic factors. A primary CMV-infection in
immunocompetent individuals is asymptomatic or associated with mild, flu-like symptoms. Like
all herpesviruses, CMV persists in a stage of latency. In immunocompromised individuals, such
as those infected with human immunodeficiency virus (HIV), cancer patients, or patients after
organ transplantation, CMV can reactivate and cause severe symptoms of disease. The long
co-evolution of CMV and the human host has resulted in a complex virus-host interaction that
can be observed in the human immune system as a phenotypic CMV "footprint". Examples of
immune system changes following primary CMV infection include expansion of memory T cells
(TEMRA; terminally differentiated effector memory) and NKG2C* NK cells.

In this work, we analyzed the influence of CMV-associated changes in the immune system on
various immunological mechanisms. A particular focus was placed on CMV-associated
NKG2C* NK cells. The ligand of the activating NKG2C receptor is the non-classical MHC
class | molecule (MHC; major histocompatibility complex) HLA-E. Here, we investigated the
impact of NKG2C* NK cells on HLA-EM" expressing T cells. Through the use of peptide-
dependent stabilization of HLA-E expression on the Jurkat CD4 T cell line, we observed
increased cytotoxicity of NKG2C* NK cells against HLA-E"9" expressing T cells, measured by
granzyme B. In agreement with these data, higher apoptosis rates, measured by active
caspase 3/7, were observed in HLA-E"" compared to HLA-E'" expressing Jurkat cells after
culturing with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with a high frequency of NKG2C*
NK cells (> 20%). A lower frequency of terminally differentiated effector memory CD8 T cells
(TEMRA), which are known to express high levels of HLA-E, in CMV seropositive (CMV os)
individuals with a high frequency of NKG2C* NK cells supports the assumption of an

immunoregulatory function of NKG2C* NK cells over HLA-E"9" expressing T cells.

Surface molecules other than the NKG2C receptor are also differentially expressed on CMV-
associated NKG2C* NK cells compared to other NK cell populations. To search for additional
immunoregulatory functions and possible interaction partners of NKG2C* NK cells, the surface
expression of a total of 361 molecules was examined. In this phenotypic characterization, an
altered receptor repertoire was observed on NKG2C* NK cells compared to NKG2A* and
NKG2AC- NK cells. In addition to differences in the expression of some surface molecules on
NKG2C* NK cells already described in the literature, we also measured higher expressions of
CD52, CD44, CD49d, CD18 and lower expressions of CD160, CD49f, CD31, and CD119 on

NKG2C* NK cells. Increased frequencies of adhesion molecules and co-stimulators suggest

-4 -
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enhanced formations of effector-target cell conjugates and stronger activations by co-
stimulators in NKG2C™* NK cells.

After it was shown that a weaker expansion of CMV-specific CD8 T cells is measurable in the
presence of NKG2C* NK cells in vitro, the question arose whether there is also a weaker
expansion of virus-specific CD8 T cells in vivo in subjects with a high frequency of NKG2C*
NK cells. Although protein-based vaccines generally elicit fewer CD8 T cell responses,
influenza-specific CD8 T cells were analyzed in subjects following vaccination with the
influenza vaccine Influvac® Tetra based on an available, well-defined vaccination cohort.
Neither in matrix protein-specific nor in hemagglutinin-specific CD8 T cells could we measure

an immune response triggered by the vaccination.

Another measurable immune response are antibody titers. Since we were able to measure
minimally higher HLA-E expressions on B cells compared to CD8 T cells, we aimed to test
whether NKG2C™* NK cells influence antibody production after vaccination. Antibody titers one
month after influenza vaccination, as well as the increase in antibody titers, were independent
of CMV serostatus and the frequency of NKG2C* NK cells. Examination of the humoral
response in staff and residents of a nursing home after SARS-CoV-2 vaccination also revealed
no statistically significant difference in antibody titer as a function of CMV serostatus.
Nevertheless, CMV,qs individuals over 40 years of age tended to have lower antibody titers
after the second SARS-CoV-2 vaccination. Reasons for this could be accelerated aging of the
immune system or higher frequencies of NKG2C* NK cells in CMV s individuals, however no
PBMCs were available in this cohort for correlation analysis between frequency of NKG2C*

NK cells and antibody titers.

In this work, our hypothesis of an immunoregulatory function of NKG2C* NK cells towards
T cells with high HLA-E expression was supported. For future studies, it would not only be
interesting to investigate the influence of NKG2C* NK cells on the expansion of other virus-
specific T cells both in vitro and in vivo, but to also investigate B cells, which might be
influenced by NKG2C* NK cells due to their high HLA-E expression.

In addition, screening of surface molecules has provided new insights into the receptor
repertoire of NKG2C* NK cells compared to other NK cell subpopulations. Functional analyses
focusing on these surface molecules are needed to better understand the role of NKG2C* NK
cells in the context of infection. With respect to humoral response after vaccination, no
statistically significant differences were observed between CMV,,s and CMV,eg individuals.
Nevertheless, there tends to be a weaker humoral immune responses in elderly CMVpos

individuals.
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Overall, the human immune system is significantly altered by CMV infection, and it is therefore
likely that the immune response against heterologous infections is also altered. Hence, it is
important to investigate further CMV-associated changes with regard to the immune response
against heterologous infections. In particular, the expansion of NKG2C* NK cells is CMV-

specific and should be functionally studied in more detail due to the altered receptor repertoire.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das humane Cytomegalovirus

Das humane Cytomegalovirus (HCMV, im weiteren Verlauf nur als CMV betitelt) gehoért zu den
B-Herpesviren. Es besitzt mit ca. 235 kbp das grolte doppelstrdngige DNA-Genom aller
bekannten Herpesviren (Crough & Khanna, 2009). Durch die Vielzahl an Virusproteinen,
welche unter anderem an unterschiedlichen Immunevasionsmechanismen beteiligt sind,
gelingt es dem Virus, ein Leben lang im Korper des Menschen zu persistieren. Das humane
CMV ist wirtsspezifisch, weshalb die meisten Untersuchungen in Tiermodellen mit dem

Versuchstier-spezifischen CMV durchgefuhrt werden (Schleiss, 2006).

1.1.1 Pravalenz, Krankheitsverlauf & Therapie

Weltweit gibt es fir CMV eine Seropravalenz zwischen 45 -100%, abhangig von
soziodkonomischen Faktoren und dem Alter (Cannon et al., 2010). In einer Kohorte mit 6.552
Teilnehmern aus der deutschen Bevodlkerung im Alter zwischen 18 und 79 Jahren aus dem

Jahr 1998 wurde eine Seropravalenz von 56,7% ermittelt (Lachmann et al., 2018).

Bei einer Primarinfektion mit CMV zeigen immunkompetente Menschen meist keine oder
allenfalls leichte Symptome. Die leichten Symptome ahneln dabei einem grippalen Infekt.
Gefahrlicher ist eine Primarinfektion bei Menschen mit einer Immunsuppression, z.B.
ausgel6st durch eine Krebstherapie oder HIV-Infektion. Bei immunsupprimierten Menschen
kann eine CMV-Infektion zu Erkrankungen verschiedener Organe, wie z.B. einer Retinitis,
Enterokolitis oder Pneumonie fuhren (Boeckh et al., 2003). Nach einer hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (HSCT) ist eine CMV-Reaktivierung der wahrscheinlichste Grund fur
eine non-relapse Mortalitdt (NRM) (Stern et al., 2019). Auch bei Sauglingen, die im Uterus
infiziert wurden, ist eine primare CMV-Infektion gefahrlich. Es kann zu verschiedenen
Fehlbildungen des Sauglings kommen. Typische Krankheitsbilder sind Mikrozephalie,
Horschaden oder geistige Behinderungen. Als Therapie wird bei Risikopatienten das
Virostatikum Ganciclovir eingesetzt. Bei Resistenzen gegen Ganciclovir werden andere
Virostatika, wie Foscavir oder Cidofovirals als Alternativen angewendet (RKI, abgerufen am
08.03.2021).
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1.1.2 CMV und das Immunsystem

Die Ansteckung mit CMV geschieht Uber Kontakt mit infektiosen Korperflussigkeiten. Unter
anderem kann das Virus in Speichel, Urin, Muttermilch, Blut und Sperma nachgewiesen
werden (Cannon et al., 2011; Halwachs-Baumann et al., 2002). Der Viruszyklus besteht aus
zwei Phasen, der akuten und der latenten Phase. Es wird davon ausgegangen, dass die
Menschen das Virus zuerst Uber Schleimhaut- und Drisenepithelzellen aufnehmen. Doch
auch neuronale Zellen der Retina und des zentralen Nervensystems, sowie Muskel-,
Lungenepithel- und Leberzellen kdnnen wahrend der akuten Phase infiziert werden. So gelingt

es dem Virus, systemisch Zellen in allen wichtigen Organen zu infizieren (Forte et al., 2020).

Bei der latenten Phase ist nur wenig bis keine Virus-DNA messbar. In einer Studie von
Slobedman und Mocarski konnte das Virus in der latenten Phase bei Patienten nach einer
Organtransplantation in nur 0,004% — 0,01% der mononukledren Zellen im Knochenmark und
im peripheren Blut nachgewiesen werden. In den infizierten Zellen wurden dabei nur zwei bis
dreizehn Viruskopien gemessen (Slobedman & Mocarski, 1999). Reeves und Sinclair konnten
in einer anderen Studie zeigen, dass lytische Transkripte wahrend der latenten Phase inhibiert
werden (Reeves et al., 2005). Ein Wechsel in die lytische Phase (CMV-Reaktivierung) kann
durch Immunsuppression bei z.B. HIV-Patienten oder durch Verabreichung von
Immunsuppressiva bei  Patienten nach einer Transplantation erfolgen. Eine
CMV-Reaktivierung bei immunkompetenten Personen wird mit Stress und
Entzindungsreaktionen in Verbindung gebracht (Cook & Trgovcich, 2011; Hummel &
Abecassis, 2002).

Um dem Immunsystem zu entkommen, kodiert das CMV-Genom fir eine Vielzahl von
Proteinen und microRNAs. Einige der Genbereiche sind in der latenten Phase aktiv, wahrend
andere Genbereiche nur in der lytischen Phase bzw. CMV-Reaktivierung aktiv sind. In beiden
Phasen sind Immunevasionsmechanismen gegen verschiedene Lymphozytenpopulationen
bekannt (Jackson et al., 2017).

Bei einer Priméarinfektion gibt es eine starke Aktivierung des Immunsystems (Picarda &
Benedict, 2018). Eine unkontrollierte Virusreplikation ohne eine Gegenreaktion des
Immunsystems kann zu schweren Erkrankungen und bei Ausbleiben einer Behandlung zum
Tod fuhren (Carbone, 2016). Auch durch Immunreaktionen von immunkompetenten Personen

kann das Virus nicht endgultig beseitigt werden und wechselt in die latente Phase.

Die erste Reaktion des Immunsystems auf Viren kommt vom angeborenen Immunsystem.
Darunter fallt auch das Typ-I-Interferon-System, welches unter anderem in der
NK-Zell-Aktivierung, T-Zellproliferation und B-Zelldifferenzierung involviert ist. Zusatzlich
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werden bei der Typ-I-Interferonantwort vermehrt MHC-Klasse-I-Molekiile gebildet, sodass die
Antigenprasentation auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen hochgefahren wird

und infizierte Zellen schneller von T-Zellen erkannt werden (Hervas-Stubbs et al., 2011).

CMV verfugt Uber eine Vielzahl an Strategien, um dieser Immunantwort zu entgehen. So kann
es zum Beispiel die Interferonantwort blockieren, indem die IFNa-vermittelte Phosphorylierung
von IFNAR1, Jak1, Tyk2, STAT1 oder STATZ2 inhibiert wird (Miller et al., 1999). Weiter kann
die Immunantwort durch die Produktion eines CMV eigenen IL-10 Homologes inhibiert werden.
Das CMVIL-10 hat eine hohe Bindungsaffinitdt zum IL-10 Rezeptor und wirkt, ahnlich wie das
humane IL-10, anti-inflammatorisch (Chang & Barry, 2010; Kotenko et al., 2000).

Eine Inhibition der NK-Zellaktivitdt gegen CMV kann durch Imitation von NK-Zellliganden oder
deren Rezeptoren erreicht werden. Ein Beispiel daflir ist das CMV-Protein UL18, welches im
Vergleich zu humanen MHC-Klasse-I-Molekulen eine tber 1000-fach hdhere Bindungsaffinitat
zum inhibierenden NK-Zellrezeptor LIR-1 aufweist (Chapman et al., 1999). Weitere Beispiele
fur eine Beeinflussung von NK-Zellrezeptoren oder deren Liganden durch CMV-Peptide sind
DNAM-1 und TRAIL durch das CMV-Protein UL141 und NKp30 durch UL83
(Phosphoprotein65; pp65) (Arnon et al., 2005; Prod'homme et al., 2010; Smith et al., 2013).
Zum  Schutz vor der T-Zellantwort kann die  Peptidprasentation  Uber
MHC-Klasse-I- und -ll- Molekile mit Hilfe von CMV-Genprodukten der unique
short (US)2 - US11 Region inhibiert werden, indem die MHC-Molekule im Endoplasmatischen
Retikulum zurlGickgehalten oder im Zytosol degradiert werden. Auf3erdem kann die Beladung
der MHC-Molekile mit Peptiden behindert werden (Besold et al., 2009; Rehm et al., 2002).
Auch die Expression von nicht-klassischen MHC-I-Molekilen kann durch CMV-Peptide
beeinflusst werden. Uber HLA-E kann auf der Oberflache von CMV-infizierten Zellen ein Peptid
des CMV-Proteins UL40 prasentiert werden. Die damit erhdhte Oberflachenexpression von
HLA-E auf der infizierten Zelle fuhrt durch die Bindung an den inhibierenden NK-Zellrezeptor
NKG2A zum Schutz vor NKG2A-tragenden NK-Zellen (Ulbrecht et al., 2000). Neben Proteinen
werden auch microRNAs (miRNAs) von CMV exprimiert und kdénnen unter anderem die
Expression von Liganden der NK-Zellrezeptoren beeinflussen (Lau et al., 2016). Aufgrund der
Vielzahl an Transkripten, deren Funktionen trotz fortschreitender Erkenntnisse noch
unbekannt sind, ist die Forschung an CMV besonders fir das Verstandnis von

Immunevasionsmechanismen wichtig.
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1.1.3 Veranderungen des Immunsystems nach einer CMV-Infektion

Eine primare CMV-Infektion hat CMV-spezifische Verdnderungen im humanen Immunsystem
zur Folge. Besonders in der T- und NK-Zellpopulation sind in vielen Studien phanotypische

Anderungen nach einer CMV-Infektion beschrieben.

Die Frequenz von CMV-spezifischen T-Zellen in CMV,es Personen ist hdher als die Frequenz
von spezifischen T-Zellen gegen alle anderen Krankheitserreger. Im Durchschnitt sind etwa
10% aller zirkulierenden Gedachtnis-T-Zellen bei CMV,0s Personen spezifisch fur das Virus, in
alteren Populationen kann die Frequenz auf bis zu 40% ansteigen (Sester et al., 2002;
Sylwester et al., 2005). Dieses Phanomen wird als Gedachtnis-T-Zell-Inflation bzw. memory
T cell inflation bezeichnet (Kim et al., 2015).

Eine der am haufigsten beschriebenen CMV-assoziierten Anderung nach einer Infektion ist
die Expansion von NKG2C* NK-Zellen. Sogenannte adaptive NK-Zellen wurden zuerst im
Mausmodell von CMV beschrieben (MCMV). Ly49H* NK-Zellen, das Aquivalent zu NKG2C*
NK-Zellen in Menschen, expandierten nach einer MCMV-Infektion tber 100-fach in der Niere
und Uber 1000-fach in der Leber der Mause. Nach der MCMV-Infektion konnten uber Monate
héhere Frequenzen der Ly49H" NK-Zellen nachgewiesen werden. Die nach 40 - 50 Tagen
angereicherten Ly49H" NK-Zellen wurden in naive DAP-12 defiziente Mause transferiert,
welche erneut mit MCMV infiziert wurden. Eine deutlich schnellere Aktivierung von Ly49H*
NK-Zellen und eine verbesserte Uberlebensrate gegeniiber den Kontrollmausen bewiesen
einen Schutz vor MCMV durch eine adaptive Antwort von NK-Zellen (Sun et al., 2009). Bei
Menschen werden adaptive oder adaptiv-dhnliche NK-Zellen meist mit der Expression des

aktivierenden NK-Zellrezeptors NKG2C in Verbindung gebracht (siehe 1.4).

Welchen Einfluss die Veranderungen des Immunsystems nach einer CMV-Infektion auf die
Immunantwort gegen andere Erkrankungen hat, wird in der Literatur haufig diskutiert. Ein
Review von lain Broadler beschreibt einen deutlichen Zusammenhang zwischen der
CMV-bedingten Expansion von CD4°CD28 T-Zellen und erhohter Mortalitat bei
kardiovaskularen Erkrankungen (Broadley et al., 2017). Wahrend einige Verdffentlichungen
den Grund der Gesamtmortalitat und Anfalligkeit durch neue Infektionen bei alteren Menschen
in der massiven Expansion von CMV-spezifischen T-Zellen und der damit einhergehenden
schwacheren T-Zellantwort gegenuber neuen Antigenen vermuten, sehen andere
Publikationen den Grund in CMV-unabhangigen Faktoren fiir diese Beobachtung (Hadrup et
al., 2006; Jackson et al., 2017; Lelic et al., 2012; Schulz et al., 2015). Auch im Review von
Sara van den Berg werden 17 Studien miteinander verglichen, in denen teils kontrare Einflisse
vom CMV-Serostatus auf die humorale Immunantwort nach einer Influenza-Impfung

beschrieben werden (van den Berg et al., 2019b).
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1.2 Das Influenzavirus

Das Influenzavirus ist ein behdlltes, segmentiertes RNA-Virus aus der Familie der
Orthomyxoviridae. Die durch das Influenzavirus entstandenen respiratorischen Erkrankungen
beim Menschen sind im allgemeinen Sprachgebrauch als "echte" Grippe bekannt. Auch
andere Saugetiere und Vogel kdbnnen mit Influenzaviren infiziert werden. Die Benennung eines
bestimmten Influenzavirusstamms erfolgt Uber den Influenzatyp, den primaren Isolierungsort,
die Isolat-Nummer und das Jahr der primaren Isolation (Beispiel: A/Brisbane/02/2018) (WHO,
abgerufen am 16.08.2021).

1.2.1 Influenzatypen und Impfstamme

Influenzaviren kénnen in die vier Gattungen Influenzavirus A - D unterteilt werden.

Die Influenza A Viren werden weiter in ihre Hamagglutinin- und Neuraminidase-Typen
eingeteilt (Beispiel: H1N1). Bisher sind 18 verschiedene Hamagglutinin und 11 verschiedene
Neuraminidase-Typen bekannt (CDC, abgerufen am 28.06.2021). Die H1N1- und
H3N2-Stdmme machen Ublicherweise den gréfiten Teil der zirkulierenden Influenza A Viren
aus (WHO, abgerufen am 27.03.2021). Daher sind in den jahrlichen Influenza-Impfungen
Proteine dieser zwei Influenza A Subtypen enthalten (siehe 1.2.4). Zusatzlich beinhalten die
jahrlichen Influenza-Impfungen, je nach Impfstoff, Proteine von einem (trivalenter Impfstoff)
oder zwei (quadrivalenter Impfstoff) Influenza B Stdmmen. Influenza B Viren kommen neben
den Influenza A Viren am haufigsten vor und I6sen einen dhnlichen Krankheitsverlauf aus. Da
die Infektiositat und Schwere der Symptome durch Mutationen von Influenzastamm zu
Influenzastamm unterschiedlich sind, kann die Frage, welche Influenza-Gattung gefahrlicher
ist, nicht sicher beantwortet werden. Eine Studie mit 391 hospitalisierten Kindern
beispielsweise konnte keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Schwere der
Krankheitsverlaufe zwischen Influenza A und Influenza B Infektionen zeigen (Mattila et al.,
2020).

Das Genom der Influenza C und D Viren enthalt im Gegensatz zu den acht-segmentierten
Influenza A und B Viren nur sieben Segmente. Eine Infektion mit dem Influenza C Virus hat
eine milde respiratorische Erkrankung zur Folge (Sederdahl & Williams, 2020). Fur das
Influenza D Virus, welches im Jahre 2011 erstmals aus einem Schwein isoliert wurde, gibt es

bisher noch keine bestatigte Infektion beim Menschen (Su et al., 2017).
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1.2.2 Replikationszyklus des Influenza A Virus

Die Ubertragung von humanen Influenzaviren geschieht meist tber Trépfchen und deren
Kontakt mit Schleimhauten des respiratorischen Trakts (RKI, abgerufen am 07.04.2021). Das
Influenzavirus kann anschlieBend mit Hilfe des Hamagglutinins auf der Virushdlle an
Sialinsaurereste der humanen Epithelzellen andocken. Nach der Bindung des Hamagglutinins
wird das Virion auf eine Clathrin-abhangige Weise oder Gber Makropinozytose internalisiert
(de Vries et al., 2011). Durch eine Konformationsanderung des Hamagglutinins aufgrund von
pH-Ansauerung im Endosom fusioniert die Virushille mit der Hille des Endosoms und
Virusbestandteile werden freigesetzt. Die viralen Ribonukleoproteine (vRNPs) wandern in den
Nukleus ein und werden transkribiert und repliziert. Transkripte des Influenzavirus werden vom
Nukleus in das Zytoplasma exportiert und anschlieRend translatiert. Die neusynthetisierten
viralen Polymerasen wandern im spateren Verlauf zuriick in den Nukleus, um eine noch
héhere RNA-Synthese der viralen Transkripte zu erreichen. Die neusynthetisierten
Membranproteine hingegen wandern zur Plasmamembran. In der Spatphase der Infektion
binden das Matrixprotein 1 (M1) und das nukledre Exportprotein (NEP) flr den Export aus dem
Nukleus in das Cytoplasma an die VRNPs. AnschlieRend wandern die vVRNPs mit Hilfe von
Endosomen zur Plasmamembran, lagern sich zusammen und werden wahrend der Knospung
durch die Einhidllung in die Plasmamembran, an der auch die Transmembranproteine
gebunden sind, zum vollstadndigen Virion (Abbildung 1.1). Durch die Sialidase-Aktivitat der
Neuraminidase wird verhindert, dass neu gebildete Virionen in bereits infizierte Zellen eintreten
und verbessert so die Effektivitat der Virusausbreitung. Das neusynthetisierte Hamagglutinin
wird nach der Knospung mit Hilfe von Proteasen des Wirts in die Untereinheiten HA1 und HA2

gespalten, um aktiv zu werden (Dou et al., 2018; Krammer et al., 2018).
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Abbildung 1.1 — Replikationszyklus des Influenza A Virus.

modifizierte Abbildung fir die Darstellung des Replikationszyklus der Influenza A Viren von Krammer et al. 2018.
Abkirzungen: vRNP = virale Ribonukleoproteine; cRNP = komplementéres Ribonukleoprotein; NEP = Nuklear-
Exportprotein; NA = Neuraminidase; HA = Hamagglutinin; PA-PB1 dimer = Saures Polymeraseprotein-Basisprotein
1 Dimer; PA-x = PA-x Protein; NS1 = Nichtstrukturprotein 1; M1 = Matrixprotein 1; M2 = Matrixprotein 2;
NP = Nukleoprotein; PB2 = Polymerase Basisprotein 2; PB1-F2 dimer = PB1-F2 Protein.

1.2.3 Influenza-Pandemien

Die bisher in der Menschheitsgeschichte verheerendste dokumentierte Influenzapandemie
war die sogenannte ,spanische Grippe“. Sie wurde von einem H1N1-Influenzastamm
ausgeldst und forderte laut Schatzungen ungefahr 50 Millionen Todesopfer (Johnson & Milller,
2002). Mit der ,spanischen Grippe*“ infizierten sich ca. 500 Millionen Menschen, was im Jahre
1918 in etwa ein Drittel der Gesamtbevoélkerung ausmachte (CDC, abgerufen am 27.03.2021).
Bei weiteren Influenza-Pandemien in den Jahren 1957 und 1968 kamen jeweils ca. eine Million
Menschen ums Leben (Bundesarztekammer, abgerufen am 27.03.2021). Die letzte
Influenzapandemie, die so genannte ,Schweinegrippe®, wurde im Jahre 2009 verzeichnet und
forderte in etwa 200.000 Tote. Fur die Bestimmung der Mortalitdt durch Influenzaviren in
Deutschland werden Modellrechnungen mit den Monatsdaten der Gesamtmortalitat der
Bevolkerung und den Daten zum Verlauf der Influenzawelle von der ,Arbeitsgemeinschaft
Influenza“ des Robert Koch-Instituts (RKI) durchgefihrt, da eine Influenza-Infektion nur selten
als Todesursache erkannt bzw. labordiagnostisch bestatigt wird (RKI, abgerufen am
06.04.2021).
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1.2.4 Impfstoffe gegen das Influenzavirus

Eine jahrliche Impfung gegen das Influenzavirus gilt als die beste und wichtigste
Praventionsmallnahme gegen eine Influenzainfektion (CDC, abgerufen am 19.04.2021b).
Durch hohe Mutationsraten der Influenzaviren, besonders in den Oberflachenproteinen
Hamagglutinin und Neuraminidase, treten jahrlich veranderte Influenzaviren auf, gegen die ein
erneuter Immunschutz bendtigt wird. Fur die Entwicklung des jahrlichen Influenza-Impfstoffs
werden die zirkulierenden Influenzaviren fiir die folgende Influenzasaison prognostiziert. Dazu
werden ganzjahrig Daten der zirkulierenden Influenzastamme von tber 100 Influenzazentren
in Uber 100 Landern gesammelt und ausgewertet (CDC, abgerufen am 19.04.2021a).
Dennoch kénnen die Prognosen aufgrund der schwer vorhersagbaren Veranderungen durch
Antigendrift und Antigenshift deutlich von den in der folgenden Influenzasaison tatsachlich
zirkulierenden Influenzaviren abweichen. Die Effektivitat der Influenza-Impfstoffe schwankt bei
einer guten Prognose zwischen 40% und 60% (CDC, abgerufen am 19.04.2021b). Trotz
dieser, im Vergleich zu anderen Impfstoffen, geringen Effektivitat rettet die Influenza-Impfung
in Deutschland laut RKI von allen Impfungen (vor Auftreten des SARS-CoV-2) die meisten
Menschenleben (RKI, abgerufen am 15.04.2021). Das Ziel derzeitiger Forschungprojekte an
Influenza-Impfstoffen ist die Verbesserung der Kreuzimmunitdt gegen viele verschiedene
Influenzaviren aus der Vergangenheit, aber auch gegen Influenzaviren, die sich in der Zukunft
unvermeidlich verandern werden. Dafiir braucht es einen Impfstoff, der ein breiteres Spektrum
an Immunantworten auslést und sich gegen verschiedene Epitope von verschiedenen

Virusproteinen richtet (Yamayoshi & Kawaoka, 2019).

Weltweit gibt es verschiedene Arten der Influenza-Impfung, die Bestandteile aus zwei
Influenza A Stdmmen und zusétzlich einem oder zwei Influenza B Stdmmen enthalten. Die
meist verwendete Art bei Influenza-Impfstoffen ist der Proteinimpfstoff, bei dem das
Hamagglutinin und die Neuraminidase der Influenzaviren eine Immunantwort ausldst. Diese
Art der Impfstoffe zielt auf eine starke B-Zellantwort und somit eine starke Antikérperantwort
ab. Andere Arten von Impfstoffen, wie zum Beispiel Totimpfstoffe, werden beispielsweise bei
Kindern ohne vorherige Immunisierung gegen Influenzaviren benutzt (Bundeszentrale fir

gesundheitliche Aufklarung, abgerufen am 19.04.2021).

1.3 Das humane Immunsystem

Das humane Immunsystem schitzt den Menschen vor Krankheiten und Infektionen.
Klassischerweise wird das Immunsystem in das angeborene und das adaptive Immunsystem
unterteilt. Das angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie gegen Pathogene.

Neben der Haut gehéren z.B. auch NK-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen zum
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angeborenen Immunsystem (Biron, 2016; McDonald & Levy, 2019). Die Immunantwort wird
schnell und gegen alle Krankheitserreger, sowie fremde Substanzen gebildet. Zum adaptiven
Immunsystem gehdéren B- und T-Zellen, die zu einem spateren Zeitpunkt spezifische

Antworten gegen Pathogene bilden (Chaplin, 2010).

1.3.1 Das Humane Leukozytenantigen-System (HLA-System)

Der MHC-Komplex ist ein Komplex von Genen, die Molekiile des HLA-Systems kodieren.
Diese Molekiile sind wichtig fir die Freund-von-Feind Unterscheidung von Zellen und somit
essenziell fir das Immunsystem. Uber das HLA-System werden unter anderem Eigenpeptide
prasentiert. Durch negative Selektion von T-Zellen, die Eigenpeptide erkennen, wird
verhindert, dass diese T-Zellen kdrpereigene Zellen des Immunsystems angreifen (Klein et al.,
2014). Zum anderen kdénnen Uber das HLA-System auch Peptide von Pathogenen prasentiert
werden. Die infizierte Zelle wird so von T-Zellen als kérperfremd erkannt und direkt oder
indirekt durch Initiierung von immunstimulierenden Prozessen eliminiert. Die Proteine des
HLA-Systems werden in MHC-Klasse-I-Molekile und MHC-Klasse-lI-Molekiile unterteilt
(Janeway et al., 2001).

Die Proteine des MHC-Klasse-I-Komplex kénnen weiter in klassische und nicht-klassische
MHC-I-Molekile unterteilt werden. Zu den klassischen MHC-I-Molekilen gehéren HLA-A, -B
und -C. Uber diese Molekiile werden Eigen- und Fremdpeptide prasentiert, die dann von
CD8 T-Zellen mit Hilfe ihrer T-Zellrezeptoren (TCRs) erkannt werden (Cruz-Tapias et al.,
2013). Zellen mit prasentierten Fremdpeptiden werden als "Feind" erkannt und von den
zytotoxischen CD8 T-Zellen zerstort. Bestimmte NK-Zellrezeptoren wie die killer cell
immunoglobulin-like  receptors (KIR-Rezeptoren) koénnen ebenfalls an klassische
MHC-I-Molekile binden und I6sen meist inhibitorische Signale aus. So schiitzt eine normale
Expression von MHC-I-Molekilen auf der Oberflache von gesunden Zellen vor
NK-Zellzytotoxizitat (siehe 1.3.3). Einige wenige KIR-Rezeptoren mit einem kurzen
zytoplasmatischen Schwanz koénnen jedoch nach Bindung an MHC-I-Molekile auch

aktivierende Signale weiterleiten (Blunt & Khakoo, 2020).

Zu den nicht-klassischen MHC-I-Molekilen gehéren neben HLA-E, -F und -G auch Molekiile
wie z.B. MICA und MICB (Halenius et al., 2015). Diese Molekule sind nicht so polymorph wie
die klassischen MHC-I-Molekile und prasentieren auch nur eine beschrankte Anzahl an
Peptiden (Janeway et al., 2001). Die nicht-klassischen MHC-I-Molekule werden auf Zellen
meist durch Stressreaktionen hochreguliert und sind oft das Immunevasionsziel von Viren. Der
Stressligand MICB beispielsweise wird in Zellen durch oxidativen Stress, genotoxischem

Stress oder viralen Infektionen hochreguliert (Stern-Ginossar & Mandelboim, 2010). Es gibt
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Rezeptoren von nicht-klassischen MHC-I-Molekiilen, die inhibitorische Signale weiterleiten

und es gibt Rezeptoren, die aktivierende Signale weiterleiten kdnnen (Halenius et al., 2015).

In dieser Dissertation wird ein besonderer Fokus auf das nicht-klassische MHC-I-Molekdl

HLA-E gelegt, welches als Ligand flir NKG2A und NKG2C fungiert und Leader-Peptide von

MHC-I-Peptiden prasentiert (Braud et al., 1998; Martoglio & Dobberstein, 1998)

(Abbildung 1.2). Daher ist die HLA-E Oberflachenexpression abhangig von der Verfligbarkeit
von MHC-I-Leader-Peptiden und bendtigt einen funktionstlichtigen Antigenpeptid-Transporter

(TAP) (Lee et al., 1998).

Verschiedene Viren und Krebsarten regulieren die Expression von MHC-I-Molekllen auf
Zellen herunter, um der T-Zellantwort zu entgehen. Auch CMV verringert die Expression von
MHC-I-Molekilen auf der Oberflache der infizieten Zelle durch Inhibition des
TAP-Proteinkomplexes, um der T-Zellantwort zu entgehen (Benz et al., 2001). Durch
TAP-unabhangige Peptidprasentation von CMV-Peptiden Gber HLA-E schitzt sich das Virus
zusatzlich vor der Zytotoxizitdt von NK-Zellen, die den inhibierenden Rezeptor fir HLA-E,

NKG2A exprimieren (Tomasec et al., 2000).
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Abbildung 1.2 - Peptidprasentation iiber MHC-I-Molekiile.
Modifizierte Abbildung von Martoglio et al. 1998 zur Peptidprasentation Uber HLA-A, -B, -C und -E. Abklrzungen:

TCR = T-Zellrezeptor; SP = Signalpeptid; SPP = Signalpeptidpeptidase; ER = endoplasmatisches Retikulum;
TAP = Antigenpeptid-Transporter (Transporter associated with antigen processing).
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Zur MHC-Klasse-Il gehoren die Molekile HLA-DM, -DO, -DP, -DQ, -DR. Die Peptide, die auf
diesen HLA-Molekilen prasentiert werden, kénnen von CD4 T-Zellen mit Hilfe ihrer TCRs
erkannt werden. MHC-II-Molekile werden nur von potenziell antigenprasentierenden Zellen
wie Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, dendritischen Zellen und T-Zellen exprimiert. Dabei
werden Peptide prasentiert, die von den Zellen phagozytiert werden (exogene

Peptidprasentation) (Modrow et al., 2010).

1.3.2 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen machen in etwa 5 - 20% der zirkulierenden Lymphozyten aus und sind in der Lage
Tumor-, Pathogen infizierte und fremde Zellen abzutéten (Verhoeckx et al., 2015). Obwohl
keiner der beiden Rezeptoren ausschliel3lich auf NK-Zellen vorkommt, werden NK-Zellen Gber
die Expression von CD56 und CD16 und die Abwesenheit anderer Lineage Marker definiert
(Freud et al., 2017). Klassischerweise werden NK-Zellen in CD56°"CD16" (im Folgenden nur
CD56" genannt) und CD569™CD16* (im Folgenden nur CD569™ genannt) NK-Zellen
unterteilt (Chan et al., 2007). Wahrend den CD56"9" NK-Zellen immunmodulatorische
Funktionen zugeordnet werden, produzieren CD56%™ NK-Zellen besonders Granzyme und
Perforin flr die zytotoxische Effektorfunktion (Freud et al., 2017; Lanier et al., 1986). In
Verbindung mit chronischen Krankheiten, wie z.B. HIV und Hepatitis C, werden auch
CD56"°CD16P°** NK-Zellen beschrieben. Diese NK-Zellpopulation zeigt bezogen auf die
antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (Antibody-dependent Cell-mediated
Cytotoxycity; ADCC), die Lyse von MHC-I-defizienten Zielzellen und die IFNy-Sekretion
weniger Funktionalitat als die anderen NK-Zellpopulationen (Muller-Durovic et al., 2019). Da
NK-Zellen keine pathogenspezifischen Molekile, sondern eine veranderte Expression der
Oberflachenmoleklle auf abnormalen Zellen erkennen, werden sie dem angeborenen
Immunsystem zugeordnet. Trotz dessen setzen neuere Publikationen den Fokus immer ofter
auf sogenannte adaptive bzw. gedachtnisahnliche (memory-like) NK-Zellen, die nach erneuter
Exposition mit einem Pathogen schneller aktiviert werden als bei der primaren Exposition
(Goodier & Riley, 2021; Pahl et al., 2018).

1.3.3 NK-Zellaktivierung

Fur die Unterscheidung zwischen abnormalen und gesunden Zellen besitzt die NK-Zelle eine
Vielzahl an Rezeptoren. Ob eine NK-Zelle aktiviert wird oder nicht, hangt von der Summe aller
aktivierenden und inhibierenden Signale ab. MHC-Molekule spielen hierbei eine wichtige Rolle
als inhibierendes Signal. Da MHC-Molekile ubiquitar exprimiert werden, bekommt die

NK-Zelle durch inhibierende Rezeptoren, die an die MHC-Molekiile binden, inhibierende
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Signale vermittelt, bleibt in gesunder Umgebung im Toleranzstatus und wird nicht aktiviert
(Abbildung 1.3A) (Vivier et al., 2012).

Wird eine Zelle mit einem Pathogen infiziert, werden Peptide des Pathogens auf der
Oberflache der Zelle prasentiert, damit T-Zellen die Fremdpeptide erkennen und die infizierte
Zelle abtoten. Einige Viren wie zum Beispiel CMV oder Influenza B Viren regulieren die
MHC-Expression mit Hilfe von Immunevasionsmechanismen herunter, um der T-Zellantwort
zu entgehen (Benz et al.,, 2001; Koutsakos et al., 2019). Ist die MHC-Expression
herunterreguliert, erhalt die NK-Zelle weniger inhibierende Signale, wird folglich aktiviert und
zerstort die infizierte Zelle. Diese Art der NK-Zellaktivierung wird ,Missing self*-Aktivierung
genannt (Abbildung 1.3B) (Ljunggren & Karre, 1990).

Eine weitere Aktivierungsmaoglichkeit ist die ,Stress-induced self*-Aktivierung. Hierbei werden
Stressliganden auf der Oberfliche der abnormalen Zelle hochreguliert, die Uber
NK-Zellrezeptoren erkannt werden (Abbildung 1.3C). Die aktivierenden Signale Uberwiegen
und die NK-Zelle wird aktiviert (Vivier et al., 2012). Beispiele fur stressinduzierte Liganden sind
MICA/B oder unique long binding proteins (ULBPs), die von dem aktivierenden
NK-Zellrezeptor NKG2D erkannt werden (Halenius et al., 2015). Im Folgenden werden die

Rezeptorfamilien genauer beschrieben.
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A ——@ =inhibierender Rezeptor
—&@ = aktivierender Rezeptor

22 =MHC-Klasse-l Molekiil
»—— = aktivierender Ligand/Stressligand
. =Zytokine & zytotoxische Granula

Toleranzstatus

aktivierende und
inhibierende Signale
sind im Gleichgewicht.
Die NK-Zelle wird nicht
aktiviert.

gesunde
Zelle

Missing self
Verminderte Expression
von MHC-I-Molekilen auf
der Zielzelle fuihrt
aufgrund verringerter
inhibierender Signale zu
einer Aktivierung der
NK-Zelle.

entartete/
infizierte
Zelle

Stress-induced self

Erhdhte Expression
von Stressliganden auf
der Zielzelle fiihrt zu
einer Aktivierung der
NK-Zelle.

entartete/
infizierte

Abbildung 1.3 - NK-Zellaktivierung.

modifizierte Abbildung von Vivier et al. 2012. Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender angefertigt
(www.biorender.com). (A) Toleranzstatus, bei dem die NK-Zelle aufgrund des Gleichgewichts von aktivierenden
und inhibierenden Signalen nicht aktiviert wird. (B) "Missing self" aktiviert die NK-Zelle durch eine verminderte
Expression von MHC-I-Molekiilen auf der Zielzelle. (C) "Stress-induced self" aktiviert die NK-Zelle durch
stressinduzierte erhdhte Expression von Aktivierungssignalen.

1.3.4 NK-Zellrezeptoren

1.3.4.1 CD16

CD16 ist ein niedrig-Affinitdts Fc-Rezeptor (FcyRIIl), welcher an den Fc-Teil von IgG
Antikérpern binden kann. Der Rezeptor wird neben NK-Zellen auch auf Makrophagen und
Neutrophilen exprimiert und vermittelt dort die Aufnahme und Zerstérung von Antikorper-
gebundenen Pathogenen. Bei NK-Zellen erkennt CD16 ebenfalls den Fc-Teil von IgG
Antikérpern und 16st ADCC aus (Janeway et al., 2012). Fir die aktivierende Signalweiterleitung
ist CD16 an FceRIly und/oder CD3C gebunden, die jeweils Immunrezeptor-Tyrosin basierende
Aktivierungsmotive (Immunereceptor tyrosine-based activation motifs; ITAMs) besitzen.
Wahrend FceRly nur ein ITAM beistzt, verfugt CD3¢ Uber drei ITAMs (Aicheler et al., 2013).
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1.3.4.2 KIR-Rezeptoren

KIR-Rezeptoren werden ab einem spateren Zeitpunkt in der NK-Zelldifferenzierung exprimiert,
erkennen MHC-I-Molekile und sind sehr polymorph (Pende et al., 2019). Man unterscheidet
zwischen KIR-Rezeptoren mit zwei (KIR2D) und drei Domanen (KIR3D). Weiter unterscheidet
man zwischen KIR-Rezeptoren mit einem kurzen (KIR2/3DS) und einem langen
zytoplasmatischen  Schwanz  (KIR2/3DL). KIR-Rezeptoren mit einem  kurzen
zytoplasmatischen Schwanz sind aktivierende und KIR-Rezeptoren mit einem langen
zytoplasmatischen Schwanz sind inhbierende Rezeptoren (Campbell & Purdy, 2011).
Besonders wichtig sind die inhibierenden KIR-Rezeptoren fir die Erkennung von
Eigen-MHC-I-Molekiile im Toleranzstatus, bei der Missing-self-Aktivierung und der Reifung
von NK-Zellen. Die Starke der inhibierenden Signale wahrend der Reifung bestimmt die
Effizienz der Effektorfunktionen einer NK-Zelle (Pende et al., 2019).

1.3.4.3 Natural Cytotoxicity Receptors (NCRs)

Zu der NCR-Familie gehéren die aktivierenden NK-Zellrezeptoren NKp30, NKp44 und NKp46,
die besonders mit Tumorzytotoxizitat in Verbindung gebracht werden. Wahrend NKp30 und
NKp46 auch auf ruhenden NK-Zellen vorkommen, wird NKp44 auf aktivierten NK-Zellen
exprimiert (Barrow et al., 2019). Ein Beispiel fur die Tumorzytotoxizitdt der NCRs ist die
Aktivierung der NK-Zellen durch die Bindung von NKp30 an seinen Liganden B7 H6. Der
Ligand B7 H6 wird auf Tumorzellen, nicht aber auf gesunden Zellen exprimiert (Vivier et al.,
2012). Genetische Defizienzen von NKp46 zeigten in Mausen eine eingeschrankte
Beseitigung von verschiedenen Tumoren, wahrend die Hochregulation des Rezeptors eine
verbesserte Beseitung von Melanom-Lungenmetastasen zeigte (Glasner et al., 2012; Glasner
et al., 2017; Merzoug et al., 2014). NKp46 kann auflerdem das Hamagglutinin von
Influenzaviren erkennen, wodurch Influenza-infizierte Zellen Uber die NK-Zellzytotoxizitat,
ausgel6st durch die aktivierenden Signale von NKp46, lysiert werden kdnnen (Mandelboim et
al., 2001).

1.3.4.4 Die NKG2-Rezeptorfamilie

Die NKG2-Rezeptorfamilie besteht aus den Rezeptoren NKG2A, C, D, E und F, von denen
einige Rezeptoren aktivierend und einige inhibierend sind. Die Rezeptoren NKG2A, C und E
bilden ein Dimer mit dem Typ-Il-Membranprotein CD94 (Nutt & Huntington, 2019; Pegram et
al., 2011). In dieser Dissertation wird der Fokus auf den inhibierenden Rezeptor NKG2A und
den aktivierenden Rezeptor NKG2C gelegt. Beide Rezeptoren binden an das nicht-klassische
MHC-I-Molekul HLA-E (Braud et al., 1998).
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Der inhibierende Rezeptor NKG2A besitzt zwei Immunrezeptor-Tyrosin basierende
Hemmmotive (Immunereceptor tyrosine-based inhibitory motifs; ITIMs). Durch den grofRen
Einfluss des Rezeptors auf die NK-Zellaktivitat ist NKG2A ein Ziel bei vielen
immuntherapeutischen Ansatzen gegen Krankheiten, die beispielsweise mit einer
Hochregulation von HLA-E assoziiert sind (McWilliams et al., 2016; van Montfoort et al., 2018).
NKG2C ist ein aktivierender Rezeptor und ist assoziiert mit einem ITAM-tragenden DAP-12
Molekail.

1.3.5 T-Zellen

T-Zellen gehdren zum adaptiven Immunsystem und kénnen mit Hilfe ihres TCRs
Fremdpeptide erkennen, die iber MHC-Molekiile prasentiert werden. Fir eine Aktivierung der
T-Zellen wird neben dem TCR-Stimulus ein weiterer Co-Stimulus bendtigt. T-Zellen werden
durch die Expression der Oberflachenmolekiile CD8 oder CD4 in zwei Gruppen eingeteilt
(Parham, 2014).

1.3.5.1 CD8 T-Zellen

CD8 T-Zellen erkennen Peptide, die Uber MHC-I-Moleklile prasentiert werden. Dabei
unterstitzt das CD8-Molekil die Bindung zwischen T-Zelle und MHC-I-Molekul und der TCR
erkennt das Peptid. Wird eine naive CD8 T-Zelle Gber den TCR und einem Co-Stimulator
aktiviert, produziert diese IL-2, proliferiert, differenziert zu einer Effektor T-Zelle und zerstort
pathogeninfizierte Zellen mit zytotoxischen Molekuilen. Nach Beseitigung des Pathogens bleibt
nur ein kleiner Teil der pathogenspezifischen CD8 T-Zellen zurick, die langlebigen Gedachtnis
T-Zellen. Der Rest der Effektor T-Zellen werden nach Beseitigung des Pathogens durch

Apoptose eliminiert (Badovinac et al., 2002; Gourley et al., 2004).

1.3.5.2 CD4 T-Zellen

CD4 T-Zellen werden auch T-Helferzellen genannt und kénnen Fremdpeptide erkennen, die
uber MHC-II-Molekile prasentiert werden. Dabei unterstitzt das CD4-Molekul die Bindung
zwischen T-Zelle und MHC-II-Molekil und der TCR erkennt das Peptid (Tay et al., 2021). Wird
ein Fremdpeptid Uber den TCR erkannt und gibt es ein co-stimulatorisches Signal (z.B. tber
CD28 oder ICOS), proliferieren die Zellen und schitten immunmodulatorische Molekile aus.
Je nach Zytokinmilieu differenzieren die naiven CD4 T-Zellen zu unterschiedlichen
T-Zellsubtypen, wie z.B. zu T-Helferzellen 2 (Th2) in Anwesenheit von IL-2 und IL-4, zu

T-Helferzellen 9 (Th9) in Anwesenheit von TGF- und IL-4 oder zu follikularen T-Helferzellen
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(Trn) in Anwesenheit von IL-6 und IL-21 (Luckheeram et al., 2012; Veldhoen et al., 2008; Zhu
et al., 2006).

Besonders die Tru-Zellen sind in Bezug auf eine gezielte Antikérperantwort gegen Pathogene
durch B-Zellen essentiell. Uber co-stimulatorische Rezeptoren wie CD40 und der Produktion
von IL-21 und IL-4 werden B-Zellen aktiviert, reifen und proliferieren. Die Abwesenheit von
Ten-Zellen flhrt zu einer abgeschwachten und ungezielten Antikoérperproduktion durch
B-Zellen (Crotty, 2011, 2014; Swain et al., 2012).

1.3.6 B-Zellen

B-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems und essentiell fiir die humorale Antwort nach
Infektionen mit Pathogenen. Die Antikorperproduktion ist die Hauptaufgabe von Plasmazellen,
welche aus B-Zellen differenzieren. Zusatzlich konnen B-Zellen Zytokine produzieren und
Ubernehmen antigenprasentierende Funktionen (Cyster & Allen, 2019). Die Wichtigkeit der
B-Zellen wird durch Patienten mit B-Zelldefizienzen deutlich. Neben Autoimmunerkrankungen
ist auch der grélte Anteil der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) auf B-Zellanomalien
zuruckzufiihren (Chaudhari et al., 2019; Hampe, 2012).

Mit Hilfe des B-Zellrezeptors (BCR) kann die naive B-Zelle kdrperfremde Antigene erkennen,
internalisieren und tiber MHC-II-Molekdle prasentieren. Bindet nun eine Try-Zelle mitdem TCR
an das prasentierte Peptid und gibt es zusatzlich ein co-stimulatorisches Signal durch z.B.
CDA40L oder ICOS, wird die B-Zelle aktiviert, proliferiert und differenziert zur Plasmazelle. Bei
T-Zell-unabhangiger Aktivierung der B-Zelle kommt das co-stimulatorische Signal z.B. Gber
toll-like-Rezeptoren (TLRs). Die Plasmazelle ist anschlie®end in der Lage, Antikdrper gegen
das Antigen zu produzieren (Akkaya et al., 2020; Cyster & Allen, 2019).

1.4 NKG2C* NK-Zellen und das Cytomegalovirus

Erhdhte Frequenzen von NKG2C* NK-Zellen in CMV,0s Personen wurden erstmals im Jahre
2004 beschrieben (Guma et al., 2004). Die in vivo Expansion von NKG2C* NK-Zellen nach
einer akuten CMV konnte durch longitudinale Studien bei Transplantationspatienten bestatigt
werden (Foley et al., 2012; Lopez-Verges et al., 2011). Die expandierten NKG2C* NK-Zellen
unterscheiden sich phanotypisch und funktionell von anderen NK-Zellpopulationen. Wahrend
auf der Oberflache niedrigere Expressionen der aktivierenden NCRs messbar sind, kdnnen
erhdhte Expressionen der inhibierenden KIR und dem CD85j Rezeptor beobachtet werden
(Guma et al., 2004). Weitere phanotypische Merkmale von NKG2C* NK-Zellen sind niedrigere

Expressionen der Kinase Syk, dem Transkriptionsfaktor PLZF, dem intrazellularen
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Adaptorprotein EAT-2 und dem Adaptormolekiil FceRly, was die Folge von epigenetischen
Anderungen in diesen Zellen ist. Eine genomweite Analyse der DNA-Methylierung zeigt
Ahnlichkeiten zwischen NKG2C* NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen (Schlums et al., 2015).

Funktionell zeigen NKG2C* NK-Zellen im Vergleich zu konventionellen NK-Zellen eine
geringere IFNy-Antwort nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 (Schlums et al., 2015). In einer
anderen Studie zeigten NKG2C* FceRly- NK-Zellen eine starkere ADCC, aber eine
schwachere Zytotoxizitat gegen die Tumorzelllinie K562 (Kim et al., 2019). Das Homolog von
NKG2C bei Mausen ist Ly49H. Aufgrund schnellerer und starkerer Aktivierung von Ly49H*
NK-Zellen bei einer Reexposition mit MCMV, wurden Ly49H" NK-Zellen als adaptive
NK-Zellen beschrieben (Sun et al., 2009). Auch beim Menschen werden adaptive Funktionen
von NKG2C* NK-Zellen diskutiert (Lopez-Botet et al., 2014). Oft werden die adaptiven
NK-Zellen zusatzlich zur Expression von NKG2C durch die Expression von CD57 und/oder

der fehlenden Expression von FceRIy definiert (Kared et al., 2018; Muccio et al., 2018).

In CMV,,¢g Personen gibt es wenig NKG2C exprimierende NK-Zellen. Bei CMV,0s Personen
kann die NKG2C* NK-Zellpopulation hingegen mehr als 50% aller NK-Zellen ausmachen
(Picarda & Benedict, 2018; Wagner & Fehniger, 2016).

1.5 Regulation von T-Zellantworten durch NK-Zellen

Neben den Aufgaben der NK-Zellen, abnormale und infizierte Zellen zu erkennen, wird in der
Literatur auch der Einfluss von NK-Zellen auf T-Zellen beschrieben. Ein positiver Effekt von
NK-Zellen auf die T-Zellaktivitat wird dadurch begriindet, dass NK-Zellen IFNy-Produzenten
sind und IFNy unter anderem die T-Zellproliferation unterstitzt (Whitmire et al., 2007). Fir
limitierende Effekte von NK-Zellen auf die T-Zellimmunitat gibt es ebenfalls einige
Publikationen (Welsh & Waggoner, 2013). Die Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Philipp Lang und
Prof. Dr. Karl Lang konnten beispielsweise eine verbesserte T-Zellantwort und eine Pravention
gegen einen chronischen Verlauf in NK-Zell defizienten Mausen nach einer Lymphozytaren
Choriomeningitis-Virus (LCMV)-Infektion messen. In derselben Publikation konnte mit Hilfe
von blockierenden Antikérpern der aktivierende NKG2D-Rezeptor als einen Faktor

ausgemacht werden, der die T-Zellantwort limitiert (Lang et al., 2012).

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten ebenfalls Einflisse von NK-Zellen auf
T-Zellantworten beobachten. Bei in vitro Expansionen von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen mit
IL-2 und einem HLA-A*02:01-spezifischen CMV-Peptid (NLVPMVATV) konnte eine
immunregulatorische Funktion von NK-Zellen auf die Expansion von CMV-spezifischen

CD8 T-Zellen festgestellt werden. Wurden NK-Zellen bei der T-Zellexpansion mittels
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bestrahlten K562-Zellen voraktiviert, konnten weniger CMV-spezifische CD8 T-Zellen
expandiert werden. Bei einer Depletion von NK-Zellen konnten hingegen mehr
CMV-spezifische CD8 T-Zellen expandiert werden. Die verbesserte Expansion von
CMV-spezifischen CD8 T-Zellen wurde ebenfalls beobachtet, wenn nur NKG2C* NK-Zellen
depletiert wurden. Dies weildt auf eine immunregulatorische Funktion von NKG2C* NK-Zellen
auf die Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen hin. Bei einem Vergleich von
CMV-spezifischen und Influenza A-spezifischen (IAV) CD8 T-Zellen wurde eine hohere
Basal-Oberflachenexpression des NKG2C-Liganden HLA-E auf CMV-spezifischen
CD8 T-Zellen gemessen. Wahrend der in vitro Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen
konnte ein Anstieg der HLA-E Expression gemessen werden (Grutza et al., 2020). Daher wird
die NKG2C/HLA-E-Interaktion als ein Faktor fur die immunregulatorische Funktion von
NKG2C* NK-Zellen auf die Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen diskutiert.

1.6 Ziele der Dissertation

CMV-assoziierte NKG2C* NK-Zellen weisen im Vergleich zu anderen NK-Zellpopulationen
sowohl phanotypische als auch funktionelle Unterschiede auf. In der Vergangenheit konnte
unter anderem gezeigt werden, dass die Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen
durch NKG2C* NK-Zellen reguliert wird (Grutza et al., 2020). In dieser Arbeit wurde der
Einfluss von NKG2C* NK-Zellen auf T-Zellen in Abhangigkeit ihrer Oberflachenexpression des
NKG2C-Liganden HLA-E untersucht. Dazu wurden Jurkat-Zellen benutzt, deren HLA-E
Expression peptidspezifisch erhoht werden kann. Da die in vivo Expansion von CMV-
spezifischen CD8 T-Zellen aufgrund der Schwierigkeit in der Diagnose einer primaren
CMV-Infektion in gesunden Personen angesichts der Asymptomatik nicht realisierbar war,
sollte in dieser Arbeit die in vivo CD8 T-Zellantwort nach einer Influenza-Impfung untersucht

werden.

Zusatzlich wurde der Einfluss von NKG2C* NK-Zellen auf die humorale Antwort nach einer
Influenza- bzw. einer SARS-CoV-2-Impfung untersucht. Da B-Zellen eine hohe
Oberflachenexpression von HLA-E aufweisen, ist auch hier ein Einfluss von NKG2C*
NK-Zellen denkbar. Aufgrund der bekannten funktionellen Unterschiede von NKG2C*
NK-Zellen im Vergleich zu anderen Zellpopulationen wurden NKG2C* NK-Zellen aul3erdem
detailliert phanotypisch charaktierisiert, um Hinweise auf weitere funktionelle Unterschiede zu
finden (Liu et al., 2020). Neben einer verbesserten ADCC werden NKG2C* NK-Zellen mit
guten antiviralen Eigenschaften in Verbindung gebracht (Kim et al., 2019; Song et al., 2020).
Hier wurde die Aktivitdt von NKG2C* NK-Zellen gegen Influenza-infizierte MRC-5-Zellen

untersucht.
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CMV-bedingten Anderungen, besonders der Expansion
von NKG2C* NK-Zellen, auf die Immunantwort gegen andere Viren untersucht. Dazu wurden
unter anderem Immunantworten nach Impfungen charakterisiert. Zusatzlich gibt diese Arbeit
mit Hilfe der detaillierten phanotypischen Charakterisierung von NKG2C* NK-Zellen neue
Einblicke in das veranderte Oberflachenexpressionsmuster von CMV-assoziierten NKG2C*

NK-Zellen gegeniber anderen NK-Zellpopulationen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Ausristung

Gerat

Name

Hersteller

-80 °C Schrank
-80 °C Schrank
-20 °C Schrank
4 °C Kuhlschrank

Durchflusszytometer

Durchflusszytometerréhrchen

Eismaschine
Gefrierbehalter
Immunassaysystem
Inkubator

Flussigstickstofftank

Laborflaschen (1000 mL)
Mikroskop

Multipette

Pipettenhilfe

Plattenlesegerat

Reinstwasseranlage

Sterilbanke
Thermomixer
Thermostat

Vortexer

U725-G Innova®
V86G-830.1
Gefrierschrank
Kuhlschrank

FACSCanto Il, FACS
LSRFortessa™

Polystyrene Round-Bottom
FACS tubes 5 mL

Flockeneisbereiter AF 100
Mr. Frosty™ Cryo 1°C
Architect i2000SR

BBD 6620

Biosafe® MD

HEco Series 800-190
Cryo Plus 3

Duran® Laborgewindeflasche
TS100

Multipette® plus

pipetus®

SunriseTM Absorbance
Reader

Milli-Q® Advantage A10 Water

Purification System
Hera Safe
Thermomixer comfort
ThermoStat plus
L46 Power Mixer
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New Brunswick Scientific
EWALD

Liebherr

Bosch

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Scotsman

Abbott Core Laboratory
Thermo Fisher Scientific
Cryotherm

Chart MVE

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Nikon

Eppendorf

Hirschmann

Tecan Group

Merck

Heraeus
Eppendorf
Eppendorf

Labinco
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VV3

Wasseraufbereitungssystem  Millipore Anlage

Wasserbad GFL 1092
Zellzahler XP-300 cell counter
Zentrifugen 3K30

Allegra X-15R Centrifuge

VWR
Merck Millipore

Gesellschaft fur
Labortechnik

Sysmex
Sigma

Beckman Coulter

Centrifuge 5415D Eppendorf
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller
C-Chip Einweg-Zahlkammer NanoEnTek
Leucosep™ Rohrchen (50 mL) Greiner
Spritze (Syringe Omnifix® 20 ml) Braun
Spritzenfilter (0,8 um) Whatman
Stripetten® (5 mL, 10 mL, 25 mL) Corning
Reagenzienwanne VWR
Reaktionsgefalte (1,5 mL & 2 mL) Eppendorf
Pancoll (human) PAN-Biotech
Pipettenspitzen (10 uL, 20 uL, 200 uL, 1000 uL) Starlab
Zellkulturflasche 25 cm?, 75 cm?, 175 cm? (T-25; T-75; Corning
T-175)
Zellkulturplatte (6-Loch, 12-Loch) TPP

(
Zellkulturplatte (48-Loch)

Zellkulturplatte (24-Loch)

Zellkulturplatte (96-U-Loch)

Zellkulturplatte (96-V-Loch)
Kryokonservierungsrohrchen (2 mL) (Cryo-Rdhrchen)

Zentrifugenréhrchen (15 mL & 50 mL)

Greiner Bio-One
Corning

VWR International
BioLegend
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Reagenzien, Impfstoffe

Chemikalien, Enzyme, Reagenzien, Impfstoffe

Hersteller

2-Propanol

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) Substratlésung
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Azeton

Azetyliertes Trypsin

BD FACS™Clean

BD FACS™Flow

BD FACS™Rinse

Comirnaty (BNT162b2) Impfstoff
Brefeldin A (BFA)

Cellclean® CL50

Cellpack®

Cytometer Setup & Tracking Beads Kit (CST beads)

Dimethylsulfoxid (DMSO) = 99,8%
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, 1X (DPBS)

Ethanol
Fetales Kalberserum (FCS) Superior

Foxp3/Transkriptionsfaktor-

Fixation/Permeabilisierungspuffer

HEPES Puffer (1M)

HUhnererythrozyten, 25% Vollblutsuspension
Influenza Kontrollserum (Ziege)

Influvac® Tetra Saison 2019/20

Influvac® Tetra Saison 2020/21
Intrazellularer Fixationspuffer

IL-2 (human)

Milchpulver

Pancoll (human)

lonomycin

Penicillin/Streptomycin (100x) PenStrep
Permeabilisierungspuffer (10x)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Rezeptor-zerstérendes Mittel (RDE-L6sung)
Rinderserumalbumin (BSA) (7,5%)

RPMI Medium 1640 1x + GluraMAX™
Schwefelsaure (0,25 M)
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Merck
Sigma-Aldrich
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
BioNTech/Pfizer
Sigma-Aldrich
Sysmex

Sysmex

Becton Dickinson
Carl Roth

Gibco

Gibco

Merck
Biochrome

eBioscience

Gibco

Labor Dr. Merk
International Reagent Ressource
Mylan Healthcare GmbH
Mylan Healthcare GmbH
eBioscience

Reprokine

Sucofin

Pan Biotech
Calbiochem

Gibco

eBioscience
Sigma-Aldrich

Denka Seiken

Gibco

Gibco

Thermo Fisher Scientific
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Trypanblau

Trypsin-EDTA (0,05%; 1x)

Tween®20 Sigma-Aldrich
2.1.4 Kits

Kit Hersteller

19/20 WHO Influenza Reagenzkit

20/21 WHO Influenza Reagenzkit
Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac ELISA

Architect CMV IgG Reagent Kit

CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry
Assay Kit

CellTrace™ Far Red Cell Proliferation Kit

CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit

International Reagent Ressource
International Reagent Ressource
Euroimmun

Abbott Core Lavoratory

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

easYmer® Kit ImmunAware
LEGENDScreen™ Human PE Kit BioLegend

2.1.5 Peptide
Aminosauresequenz (5'-3") Hersteller

VMAPRTLFL (p914)
GILGFVFTL (p257)
NREESMELMDL (pre)
TVLEKNVTV (p00)
RLATGLRNV (p01)
VLLENERTL (p02)
AIDKITNKYV (p03)
FLDIWTYNA (p04)
KMNTQFTAV (p05)
FQNVHPVTI (p06)
FQNVHPITI (p07)
NLYEKVRNQL (p08)
TVASSLVLYV (p09)
KITNKVNSV (p10)
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EMC Custom Peptide
EMC Custom Peptide
ImmunAware

peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants



Material & Methoden

YINDKGKEV (p11)
TLDYHDSNV (p12)
SLYQNADAYV (p13)
KLNREKIDGV (p14)
HLEKRIENL (p15)
VLLYTFTTA (p16)
YQNADAYVFV (p17)
KVDDGFLDI (p18)
ELREQLSSV (p19)
GLFGAIAGFI (p20)
NLLEDKHNGKL (p21)
KLGGVAPLHL (p22)
SLPFQNVHPV (p23)
KLCKLGGVAPL (p24)
VLWGIHHPPTT (p25)
VLWGIHHPPTI (p26)

peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants
peptides & elephants

2.1.6 Antikorper fur die Durchflusszytometrie und Immunfarbung

Spezifitat Fluochrom Klon HLI100 WL Hersteller
Mastermix
CD2 BV711 RPA-2.10 1 BioLegend
CD3 BV650 OKT3 0,5 BioLegend
CD3 eFluor 450 OKT3 2 eBioscience
CD3 eFluor 506 UCHT1 2 eBioscience
CD4 Alexa Fluor 700 RPA-T4 1 eBioscience
CD4 BV786 RPA-T4 0,5 Becton Dickinson
CD4 APC-eFluor 780 RPA-T4 2 eBioscience
CD8 FITC RPA-T8 1 eBioscience
CD8 PE/Dazzle 594  SK1 0,1 BioLegend
CD14 eFluor 450 61D3 0,5 eBioscience
CD14 eFluor 506 61D3 1 eBioscience
CD16 BV785 3G8 0,125 BioLegend
CD16 PE-Cy5 3G8 0,1 BioLegend
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CD18 (Integrin B2)

CD19

CD19

CD19

CD27

CD31 (PECAM-1)
CD44

CD45RA

CD49d (Integrin B7)
CDA49f (Integrin a6)
CD52 (CAMPATH-1)
CD56

CD56

CD57

CD69

CD69

CD107a (LAMP-1)
CD107a (LAMP-1)
CD119 (IFNyR1)
CD158b

CD159a (NKG2A)
CD159c (NKG2C)
CD159c (NKG2C)
CD159c (NKG2C)
CD160

CD161

CD197 (CCR7)
CD223 (LAG-3)
CD278 (ICOS)
CD328 (SIGLEC-7)
CD335 (NKp46)
CD335 (NKp46)
CD337 (NKp30)

APC-Fire750

eFluor 450
eFluor 506
eVolve605
PerCP-eF710

PE/Dazzle 594

BV605

APC

PE-Cy7

APC
APC-Fire750
BV785
PerCP-eF710
BV605

APC

PE/Dazzle 594

AF700
PE-Cy7

APC

APC

FITC

APC

BV421

PE

APC

BV605
BVv421
BV711
BV711
PerCP-Cy5.5
PE-Cy7
BV650
APC-Fire750

CBR LFA-
1/2

1D3

1D3

1D3
0323
WM59
IM7
HI100
9F10
GoH3
HI186
5.1H11
CMSSB
QA17A04
FN-50
FN-50
H4A3
H4A3
REA161
NKAT2
REA110
REA205
RUO
134591
BY55
HP-3G10
GO043H7
11C3C65
CD398.4A
6-434
9E2

9E2

P30-15
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0,5
0,5
2
1
0,2
0,2
2
0,5
0,5
2
0,1
0,5
0,2

N N OO0 O N N N N DN

BioLegend

eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
BioLegend
BioLegend
eBioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
eBioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Miltenyi Biotec
BioLegend
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Becton Dickinson
R&D Systems
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
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CD366 (TIM-3) PE-Cy7 F38-2E2 2 eBioscience
HLA-DR BV711 L243 0,5 BioLegend
HLA-E PE-Cy7 3D12 2 eBioscience
IFNy FITC 4S.B3 1 eBioscience
Granzym B PE/Dazzle 594 QA16A02 5 BioLegend
Ki-67 Pacific Blue 16A8 0,5 BioLegend
KLRG1 PE REA261 5 Miltenyi Biotec
MultimernLvemvaty) PE - 1 Immudex
MultimerGiLrvrTL) PE - 1 Immudex
Nukleoprotein (NP) - 9C1 1:2000 Invitrogen
Zellviabilitat eFluor 506 - 0,1 eBioscience
Zellviabilitat eFluor 780 - 0,2 eBioscience
Ziegen anti-Maus sekundarer AK - 1:5000 Invitrogen
IgG-HRP-gekoppelt

2.1.7 Software
Software Version Hersteller
FlowJo V10.7 .1 Tree Star, Inc.
Geneious 7.1.9 Biomatters Ltd.
GraphPad PRISM 9.0.0 GraphPad Software, Inc.
Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation
LEGENDplex™ Data Analysis V8.0 Vigenetech, Inc.
R 41.0 R Core Team

2.1.8 Zelllinien

2.1.8.1 Jurkat-Zellen

Die Jurkat-Zelllinie ist eine immortalisierte, lymphatische Leukamie Human-CD4 T-Zelllinie und
wurde vom peripheren Blut eines 14-jahrigen Jungen abgeleitet, der an akuter
lymphoblastischer Leukdmie (ALL) erkrankte (Schneider et al., 1977). Besonders fur
Experimente bei T-Zell immunologischen Fragestellungen werden Jurkat-Zellen haufig als
Modellzelllinie genutzt. Mittlerweile gibt es beispielsweise fur die Erforschung von
Signalkaskaden viele Jurkat-Zelllinien mit Mutationen im TCR-Signalweg (Abraham & Weiss,
2004).
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2.1.8.2 Madin-Darby Canine Kidney (MDCK)-Zellen

Die MDCK-Zelllinie wurde von Epithelzellen einer gesunden Hundeniere abgeleitet und wird
unter anderem aufgrund der schnellen Wachstumsrate als Modellzelllinie in verschiedenen
Forschungsbereichen benutzt (Madin & Darby, 1958). Da MDCK-Zellen permissiv fur viele
verschiedene Influenzaviren sind, ist diese Zelllinie die meist genutzte Modellzelllinie in der
Influenza-Forschung und wird auch bei der Herstellung von Influenza-Impfstoffen eingesetzt

(Doroshenko & Halperin, 2009; Gregersen et al., 2011; Lugovtsev et al., 2013).

2.1.8.3 Medical Research Council cell strain 5 (MRC-5)-Zellen

Die MRC-5-Zelllinie wurde im Jahre 1966 aus der Lunge eines 14-wochigen gesunden
mannlichen Fotus abgeleitet. Die Abtreibung des Fotus erfolgte aufgrund psychiatrischer
Ursachen der 27-jahrigen Mutter (Jacobs, 1976; Jacobs et al., 1970). MRC-5-Zellen sind
permissiv fir Herpes-simplex-, Cytomegalo-, Polio-, Influenza- und weitere Viren und sind die
meist genutzte fibroblastenahnliche humane diploide Zelllinie flr die Produktion von viralen
Impfstoffen (de Ona et al., 1995; Smith, 1986; Zhang et al., 2014).

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Ansetzen von Zellkulturmedien

Das FCS Superior wurde flr mindestens 30 min bei 56°C inaktiviert. Fir das Arbeiten mit
PBMCs und Jurkat-Zellen wurde R10 Medium benutzt. Fir das Arbeiten mit MDCK- und
MRC-5-Zellen wurde DMEM benutzt:

Bestandteile des R10 Mediums:
RPMI Medium 1640

10% FCS Superior

100 IU/mL Penicillin

100 pg/mL Streptomycin

Bestandteile des DMEMs:
DMEM

10% FCS Superior

100 IU/mL Penicillin
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100 pug/mL Streptomycin
10 mM HEPES

Bestandteile des Infektionsmediums fur die Infektion von Zellen mit Influenza A Viren:
DMEM

100 IU/mL Penicillin

100 pug/mL Streptomycin

10 mM HEPES

0,2% BSA

2 pg/mL azetyliertes Trypsin

Zum Einfrieren von PBMCs und Zelllinien wurde ein Einfriermedium (Freezing Medium:
FCS + 10% DMSO) benutzt.

2.2.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Cryo-Roéhrchen mit den eingefrorenen Zellen wurden aus dem Flissigstickstofftank
herausgenommen und im Wasserbad (37°C) aufgetaut. Anschlieend wurden die Zellen in
15 mL Zentrifugenréhrchen tberflhrt, in denen 9 mL PBS vorgelegt wurde. Die Zellen wurden
fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 10 mL PBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen erneut zentrifugiert (10 min bei 200 x g), der Uberstand
verworfen und die Zellen wurden mit dem jeweiligen Medium auf die gewinschte

Zellkonzentration eingestellt.

Zum Einfrieren wurden die Zellen fiir 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen wurden in 1 mL Freezing Medium aufgenommen und in Cryo-Rdhrchen
pipettiert. Anschlieliend wurden die Cryo-Réhrchen in Isopropanol befiilite Gefrierbehalter
Uberfihrt und fur mindestens 120 min im -80°C Schrank gelagert. Danach wurden die Cryo-

Roéhrchen in den Flussigstickstofftank eingeraumt.

2.2.1.3 Zelllinienhandhabung

Nach dem Auftauen der Zelllinien (siehe 2.2.1.2) wurden die Zellen in Zellkulturflaschen mit
dem entsprechenden Medium bei 37°C, 5% CO. und 95% Luftfeuchtigkeit im Inkubator
kultiviert. Die Zellen wurden je nach Dichte (fur nicht-adharente Zellen) bzw. Konfluenz (fur
adharente Zellen) passagiert.

Bei nicht-adharenten Zellen wurde die Zellsuspension je nach Split-Verhaltnis in neue

Zellkulturflaschen dberfuhrt, in denen vorher neues Medium vorgelegt wurde. Mdglicher
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Zellschrott wurde, wenn nétig, vorher mittels Zentrifugation (10 min bei 200 x g) und einem

Waschschritt entfernt.

Bei adharenten Zellen wurde das verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen wurden mit
10 mL PBS gewaschen und trypsiniert. Bei der Trypsinierung wurden 5mL 0,05%
Trypsin-EDTA (1x) zu den Zellen pipettiert und auf dem Zellrasen durch Schwenken verteilt.
Nach dem Schwenken wurde das Trypsin-EDTA wieder abgenommen und die
Zellkulturflasche wurde 5 - 15 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablésen der
Zellen wurde neues Medium hinzugeflugt, die Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren

vereinzelt und in der gewlinschten Konzentration in die neue Zellkulturflasche tberfihrt.

2.2.1.4 HLA-E Peptidstabilisierung und Tracing von Jurkat-Zellen

Um die HLA-E Expression auf der Oberflache von Jurkat-Zellen zu stabilisieren, wurde ein
HLA-G Leader-Peptid (p914; Aminosauresequenz: VMAPRTLFL) benutzt, welches an HLA-E
binden kann (Strong et al., 2003). Dazu wurden die Jurkat-Zellen bei einer Zelldichte von
1 Mio. Zellen/mL mit 100 uM Peptid in R10 Medium fiir 16 - 20 h bei 26°C UN inkubiert. Als
Kontrolle wurden die Jurkat-Zellen ohne Peptid inkubiert. Fur das Tracing wurden die Zellen
mit dem CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit (HLA-E") oder dem CellTrace™ Violet Cell

Proliferation Kit (HLA-E"9") von Thermo Fisher Scientific nach Herstellerprotokoll gefarbt.

2.2.1.5 Hochziuchten des Influenzastamms A/Puerto Rico/8/34 H1N1
(A/PR/8/34)

Ein Aliquot des Influenzastamms A/PR/8/34 (H1N1) wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Schwemmle vom Institut fur Virologie des Universitatsklinikums Freiburg bereitgestellt. Fir das
Hochzichten des Influenzastamms wurden MDCK-Zellen benutzt. Vor dem Tag der Infektion
wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:10 in T-175 Flaschen passagiert (siehe 2.2.1.3).
Am Tag der Infektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit 20 mL
PBS gewaschen. Anschlielend wurde der Virusstock in einem Verhaltnis von 1:10 mit
Infektionsmedium verdinnt (siehe 2.2.1.1) und 5 mL des Virusinfektionsmediums wurden auf
die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden fur 1 h bei 37°C im Brutschrank auf einem Schdttler
infiziert. Anschlie®end wurde das Virusinfektionsmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit
20 mL PBS gewaschen und anschlielRend fur drei bis vier Tage im Infektionsmedium inkubiert.
Fir das Ernten des neuen Virusstocks wurde der Virusuberstand nach drei bis vier Tagen

aliquotiert.
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2.2.1.6 Bestimmung der Infektiositat von Influenzastammen

Fir die Bestimmung der Infektiositat wurde ein Tissue Culture Infection Dose 50 (TCIDso)-Test
durchgefuhrt. Dabei wird beobachtet, bei welcher Viruskonzentration 50% der Lécher einer
Platte mit Zellen einen zytopathischen Effekt (ZPE) in den Zellen zeigen. Fur genauere
Auswertungen der Infektiositat der Influenzaviren wurden hier Locher mit infizierten Zellen mit
Hilfe einer intrazellularen Immunfarbung des Nucleoproteins (NP) vom Influenzavirus

gemessen.

Am Tag vor der Infektion wurden je 2.500 MDCK-Zellen in einer Zellkonzentration von
25.000 Zellen/mL pro Loch in eine 96-Lochplatte ausgeséat und UN bei 37°C inkubiert. Am Tag
der Infektion wurde der Uberstand verworfen, die Zellen wurden mit 250 uL PBS gewaschen
und anschlieltend fir zwei Tage mit 100 pyL Virus enthaltenem Infektionsmedium inkubiert.
Dabei wurden elf Verdiinnungen (zweifach) des Virusstocks in achtfacher Ausflihrung getestet
(Abbildung 2.1).

Nach Tag zwei wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen wurden mit 250 uL PBS
gewaschen. Fur die Fixierung wurden die Zellen far 15 min mit 100 uL 80%-igem eiskaltem
Azeton, geldst in PBS, auf Eis inkubiert. Anschlielliend wurde das Fixativ abgenommen und
die Platte wurde luftgetrocknet. Danach wurden die Zellen dreimal mit 250 uL Waschpuffer
(0,3% Tween®20 in PBS geldst) gewaschen. Fir das Blockieren wurden die Zellen fiir 30 min
mit 100 yL Blockierpuffer (5% Milchpulver in Waschpuffer geldst) bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fir 1 h mit 100 yL des monoklonalen anti-Influenza A NP
Antikérpers (1 zu 2000 in Blockierpuffer verdiinnt) bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen
dreimal mit 250 uL Waschpuffer gewaschen und fir 1 h mit 100 yL Meerrettichperoxidase
(HRP)-gekoppeltem Ziegen-anti-Maus 1gG Antikdrper (1 zu 5000 in Blockierpuffer verdinnt)
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen sechsmal mit 250 yL Waschpuffer
gewaschen und fur 5 min mit 100 pyL Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratldsung inkubiert. Um

die Reaktion zu stoppen, wurden 100 uL 0,25 M Schwefelsaure zu den Zellen pipettiert.

Fir die Analyse der Proben wurde die Absorption mit einem Plattenlesegerat bei einer
Wellenlange von 450 nM gemessen. Als Referenzwellenlange wurde die Absorption bei einer
Wellenldnge von 652 nm gemessen. Jede Probe, die eine mindestens zweifach erhdhte
optische Dichte (optical Density; OD) bei einer Wellenlange von 450 nM im Gegensatz zu der
Zellkontrolle hatte, wurde als positiv fir Viruswachstum gewertet. Fur die Berechnung der
Infektiositat des Virusstamms wurde die Reed-Minch Methode benutzt (Reed & Muench,
1938). Die Infektiositat der Virusstocks wurde in der Einheit TCIDso/mL wiedergegeben.
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zweifache serielle Verdiinnung des Virusiiberstands

L X X X X XORONOIONOX@,
L X X X X JORONOIONOX@,
L X X X X XORONOIONOX@,
L X X X K XORONOIONOX®,
L X X X X JORONOIONOX@,
L X X X K XORONOIONOX®,
0000900000
L X X X X NCORORGIONOX®)

Abbildung 2.1 - Plattenlayout des TCIDso-Tests.
Der Virusiberstand wurde in einer zweifachen seriellen Verdiinnungsreihe mit dem Infektionsmedium verdiinnt.
Abkurzung: ZK = Zellkontrolle.

[}
kS

O0O0O0O0O0OO

2.2.2 Experimente mit peripherem Blut als Ausgansmaterial

2.2.2.1 Aufreinigung von PBMCs

Das Vollblut der Probanden der Influenza-Kohorten wurde bei der Blutentnahme mit
EDTA-R6hrchen aufgefangen. Das Ausgangsmaterial fur die Aufreinigung von PBMCs und
Plasmen der Blutspender aus der Blutspendezentrale des Universitatsklinikums Disseldorf
waren buffy coats. Die Blutentnahme und Aufreinigung der Blutbestandteile geschah mit
Genehmigung der ortlichen Ethikkommission. Das Blut wurde fir die Trennung von
Lymphozyten und den restlichen Blutbestandteilen in einem Verhaltnis von 1:2 mit PBS
verdlinnt und in einem 50 mL Leucosep™ Rohrchen mittels Dichtezentrifugation fiir 15 min bei
1100 x g zentrifugiert. Als Dichtegradientlésung wurde 15 mL Pancoll (human) von
PAN-Biotech (Dichte: 1,077 g/mL) benutzt. Anschliefend wurde der Lymphozytenring
resuspendiert, der Uberstand (ber dem Filter in ein neues 50 mL Zentrifugationsréhrchen
Uberflhrt und zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die PBMCs in Freezing Medium
(FCS + 10% DMSO) gelost, auf die gewinschte Zellzahl eingestellt und in 2 mL
Cryo-Roéhrchen aliquotiert. Mit Hilfe eines Gefrierbehalters fur Cryokonservierung (Mr.
Frosty™) wurden die Zellen im -80°C Schrank um 1°C/min abgekiihlt und eingefroren. Nach
mindestens 120 min wurden die Cryo-Réhrchen in den Flussigstickstofftank tberflhrt (siehe
2.2.1.2).
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2.2.2.2 Expansion von virusspezifischen CD8 T-Zellen

Fur die Expansion von virusspezifischen CD8 T-Zellen wurden PBMCs fir 10 - 14 Tage bei
37°C in einer Konzentration von 2 Mio. Zellen/mL in R10 Medium mit 25 1U/mL IL-2 und
1 ug/mL Peptid inkubiert. An Tag 7 und 10 (bei einer Expansion Uber 14 Tage) wurden die
Zellen mit neuem R10 Medium (halbes Ausgangsvolumen) mit 25 [U/mL IL-2 gefuttert. Die
Expansion wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Multimeren
bestimmt (siehe 2.2.3). Waren keine fluoreszenzmarkierten Multimere vorhanden, wurde die
Frequenz von IFNy* CD8 T-Zellen nach einer Restimulation mit dem Peptid an Tag 10 bzw.
Tag 14 gemessen. Bei der Restimulation wurden 250 pyL aus der Expansionskultur in
96-Lochplatten tberfihrt. Die Zellen wurden flir 3 min bei 750 x g herunterzentrifugiert und mit
250 uL PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen fir 5 h mit 10 yg/mL Peptid und
10 ng/mL Brefeldin A (BFA) in 100 yL R10 Medium restimuliert. Mit Hilfe von BFA werden
Vesikeltransportprozesse in der Zelle inhibiert, was folglich die Exozytose von Zytokinen
verhindert (Takatsuki, 2002). Die Frequenz der IFNy" CD8 T-Zellen wurde dann

durchlusszytometrisch bestimmt.

2.2.2.3 Caspase 3/7-Aktivitatsassay in Jurkat-Zellen

Nach dem Auftauen der PBMCs wurden die Zellen in einer Zelldichte von 2 Mio. Zellen/mL mit
1 ng/mL IL-15 UN voraktiviert. Bei den Jurkat-Zellen wurde die HLA-E Expression auf der
Oberflache stabilisiert und die Jurkat-Zellen wurden markiert (siehe 2.2.1.4). Am nachsten Tag
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Hilfe des Sysmex Zellzdhlers gezahlt und im
Effektor/Target-Verhaltnis (E:T) von 10:1:1 (PBMCs:Jurkat-HLA-E"":Jurkat-HLA-E"9") in die
vorgesehene Zellkulturplatte eingesetzt. Als Kontrolle wurden keine PBMCs eingesetzt. Die
Zellen wurden fur 24 h bei 26°C und einer Zelldichte von 4 Mio. PBMCs/mL co-kultiviert.
Anschlieend wurden die Jurkat-Zellen mit dem CellEvent Caspase 3/7 Green Flow Cytometry
Assay Kit von Thermo Fisher Scientific nach Herstellerprotokoll gefarbt und am

Durchflusszytometer analysiert.

2.2.2.4 Funktionelle Analysen von NK-Zellen nach Kultur mit
Jurkat-Zellen

Das HLA-E Molekll wurde fir dieses Experiment auf der Oberflache der Jurkat-Zellen
peptidstabilisiert (siehe 2.2.1.4). Die PBMCs wurden fur 5 h bei 37°C mit den Zielzellen in
einem E:T-Verhaltnis von 10:1 und einer Zellkonzentration von 4 Mio. PBMCs/mL in
R10 Medium mit 10 ng/mL BFA co-kultiviert. AnschlieRend wurden die NK-Zellen

durchflusszytometrisch analysiert.
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2.2.2.5 Funktionelle Analysen von NK-Zellen nach Kultur mit
Influenza-infizierten MRC-5-Zellen A/PR/8/34 (H1N1)

Die MRC-5-Zellen wurden zwei Tage vor dem Experiment in 24-Lochplatten ausgesat. Dazu
wurde der Uberstand der MRC-5-Zellen abgenommen und die Zellen wurden einmal mit 20 mL
PBS gewaschen. Zum Abldésen der MRC-5-Zellen wurde 5mL Trypsin/EDTA in die
Zellkulturflasche pipettiert. Das Trypsin/EDTA wurde durch Schwenken verteilt und wieder
abgenommen. Nach 5 - 15 min Inkubation bei 37°C wurden die gelosten Zellen mit 10 mL
neuem Medium durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Zum Zahlen der Zellen wurde die
Zellsuspension in einem 1,5 mL Reaktionsgefalt in einem Verhaltnis von 1:10 mit Trypanblau
verdunnt. 10 pL der Zellverdinnung wurden auf eine C-Chip Einweg-Zahlkammer aufgetragen
und unter dem Mikroskop analysiert. Alle lebenden Zellen in den Eckquadraten wurden gezahlt

und die Zellkonzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellen]  gezahlte Zellen x Faktor der Zahlkammer x Verdiinnungsfaktor

Zellk trati =
ellkonzentration [ mL Anzahl der Eckquadrate

AnschlieBend wurden die Zellen in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Die Zellen
wurden fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert, einmal mit 20 mL PBS gewaschen, erneut
zentrifugiert und mit DMEM in einer Zellkonzentration von 200.000 Zellen/mL aufgenommen.
AnschlieRend wurden 500 uL der Zellsuspension in eine 24-Lochplatte ausgesat und UN bei
37°C inkubiert (Zellkonzentration: 100.000 MRC-5-Zellen/Loch).

Am néachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen wurden mit 1 mL PBS
gewaschen. Fur die Infektion wurde der Virusstock des Influenzastamms A/PR/8/34 (H1N1)
1:2 in Infektionsmedium verdiinnt und 100 uyL des verdinnten Virusstocks wurden zu den
Zellen pipettiert (MOI: 0,16). Die Zellen wurden fur 1 h bei 37°C geschwenkt. Danach wurde
der Uberstand abgenommen, die Zellen wurden mit 1 mL PBS gewaschen, in 500 yL neuem
Infektionsmedium aufgenommen und UN bei 37°C inkubiert. Am gleichen Tag wurden die
PBMCs fur das Experiment aufgetaut (siehe 2.2.1.2) und in einer Zellkonzentration von
2 Mio. PBMCs/mL in R10 Medium UN bei 37°C inkubiert. Die Zellzahlbestimmung der PBMCs

wurde automatisiert mit Hilfe des Sysmex Zellzahlers durchgefuhrt.

Am Tag des Experiments wurde das Medium der MRC-5-Zellen abgenommen, die Zellen
wurden mit 1 mL PBS gewaschen und in 250puL R10 Medium mit einem
fluoreszenzmarkiertem CD107a Antikérper aufgenommen, um spater die Degranulation der
NK-Zellen messen zu kénnen (siehe 2.1.6). Die PBMCs wurden resuspendiert, in 15 mL

Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Danach wurden die
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Zellen einmal mit 10 mL PBS gewaschen und in 2 Mio. PBMCs/mL mit R10 Medium
aufgenommen. 250 uL der Zellsuspension wurden zu den MRC-5-Zellen pipettiert, um ein E: T-
Verhaltnis von 5:1 zu erreichen (Endkonzentration der Zellen: 500.000 PBMCs/Loch; 100.000
MRC-5-Zellen/Loch). Die PBMCs und MRC-5-Zellen wurden fir 5 h bei 37°C co-kultiviert.
Anschlielend wurden die PBMCs mittels Durchflusszytometrie analysiert (sieche 2.2.3). Als
Kontrollen wurden PBMCs ohne MRC-5-Zellen und mit nicht infizierten MRC-5-Zellen
inkubiert.

2.2.3 Durchflusszytometrie-Analysen

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten fiir 3 min bei 750 x g. Nach jedem Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet kurz gevortext. Bei einem Waschschritt
wurde der Uberstand nach einer Zentrifugation verworfen, die Zellen wurden in 250 uL PBS
geldst und erneut herunterzentrifugiert. Fir Durchflusszytometriefarbungen von Zellen wurden
zwischen 0,5 Mio. und 5 Mio. Zellen/Loch in eine 96-Lochplatte pipettiert und anschlielend

herunterzentrifugiert.

Bei Farbungen von virusspezifischen T-Zellen wurden die Zellen nach einem Waschschritt flr
20 min mit je 100 pL des Mastermix mit fluoreszenzmarkiertem Multimer, geldst in PBS, bei
RT inkubiert.

Nach einem Waschschritt wurden die Zellen fir die Lebend/Tot-Farbung fir 15 min mit je
100 uL des Mastermix mit fixierbarem Vitalitatsfarbstoff, geldst in PBS, bei RT inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurden die Oberflachenmolekile fir 15 min mit je 100 pyL des
Antikdérpermastermix, geldst in PBS, bei RT inkubiert. Die benutzten fluoreszenzmarkierten
Antikorper sind in Abschnitt 2.1.6 aufgefuhrt. Nach der Oberflachenfarbung wurden die Zellen
gewaschen und fur die Fixierung fur 10 min mit je 50 yL des intrazellularen Fixierungspuffers
bei RT inkubiert. Falls keine intrazellularen Moleklle analysiert werden sollten, wurden die
Zellen anschlieBend gewaschen, in 100 yL PBS gelést und am Durchflusszytometer

gemessen.

Bei intrazellularen Farbungen wurden die Zellen nach der Fixierung zweimal mit je 250 pL
1x Permeabilisierungspuffer gewaschen und fur die Farbung der intrazellularen Molekdle far
15 min mit je 100 uL des Antikérpermastermix, gelést in 1x Permeabilisierungspuffer, bei RT
inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, anschlieRend in 100 uL PBS

geldst und am Durchflusszytometer gemessen.

Fur die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen zur Farbung des intranuklearen

Ki-67-Proteins wurden die Zellen nach der Oberflachenfarbung und dem Waschen fiir 60 min
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mit 200 uL Foxp3/Transkriptionsfaktor-Fixations-/Permeabilisierungspuffer bei 4°C inkubiert.
AnschlielRend wurden die Zellen zweimal mit 1x Permeabilisierungspuffer gewaschen und fir
30 min mit je 100 uL des Antikdérpermastermix, gelést in 1x Permeabilisierungspuffer,
abgedunkelt bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in
100 uL PBS geldst und am Durchflusszytometer gemessen. Die Durchflusszytometriedaten
wurden mit Hilfe der FlowJo_V10-Software analysiert (Abbildung 2.2 und Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.2 — Identifikation von NK-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie.

Nach Auswahl der Lymphozytenpopulation wurden Zell-Dubletten mit Hilfe des Forward-Scatter-Height- (FSC-H)
und Forward-Scatter-Area- (FSC-A) Signals exkludiert. Tote Zellen, T-, B-Zellen und Monozyten wurden mit Hilfe
von Signalen des Lebend-Tot-Farbstoffs, CD3-Antikérpers (fir T-Zellen), CD19-Antikérpers (fir B-Zellen) und
CD14-Antikorpers (fir Monozyten) exkludiert. NK-Zellen wurden Uber die Expression von CD56 und CD16 definiert
und weiter Uber die Expression von NKG2A und NKG2C eingeteilt. Abkiirzung: SSC-A = Side-Scatter-Area.
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Abbildung 2.3 — Identifikation von T-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie.

Nach Auswahl der Lymphozytenpopulation wurden Zell-Dubletten mit Hilfe des Forward-Scatter-Height- (FSC-H)
und Forward-Scatter-Area- (FSC-A) Signals exkludiert. Tote Zellen wurden mit Hilfe des Lebend-Tot-Farbstoffs
ausgeschlossen. T-Zellen wurden Uber die Expression von CD3 definiert und weiter tiber die Expression von CD4
und CD8 unterteilt. Abklirzungen: dp = doppelpositiv; dn = doppelnegativ; SSC-A = Side-Scatter-Area.

2.3 Hamagglutinations-Hemm-Test (HHT)

Fir die Analyse der Antikorpertiter gegen Influenza A Viren im Plasma von Probanden vor und
nach der Influenza-Impfung wurde ein HHT durchgefihrt. Durch die agglutinierenden
Eigenschaften des Influenza-Hamagglutinins verklumpen Erythrozyten. Bei dem HHT wird
diese Eigenschaft kontrolliert, indem inaktivierte Influenza A Kontrollantigene, in diesem Fall
mit Huhnererythrozyten und Plasma der Probanden inkubiert werden. Verklumpen die
Erythrozyten, sind im Plasma des Probanden keine oder nicht geniigend Antikorper gegen das
Hamagglutinin der Influenzaviren vorhanden, um die agglutinierenden Eigenschaften des
Hamagglutinins zu inhibieren. Ist keine Verklumpung der Erythrozyten zu beobachten, sind
genugend Antikérper vorhanden, um die agglutinierenden Eigenschaften des Hamagglutinins
zu inhibieren. Mit Hilfe von seriellen Verdinnungen des Plasmas der Probanden kann der
Antikorpertiter schlieBlich quantifiziert werden. Der HHT wurde nach dem Protokoll von
Kaufmann et al. durchgefuhrt (Kaufmann et al., 2017). Der geometrische mittlere Titer
(Geometric Mean Titer; GMT) wurde berechnet, indem alle Antikorpertiter miteinander

multipliziert wurden und die n-te Wurzel aus dieser Zahl berechnet wurde (Reverberi, 2008).
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2.4 SARS-CoV-2 Antikorpertiterbestimmung & Aufbau der Kohorte

Der Aufbau der Kohorte, sowie die Bestimmung der Antikorpertiter wurden von Prof. Dr. Heiner
Schaal, Prof. Dr. Ortwin Adams, Lisa Muller und Dr. Marcel Andrée koordiniert und mit Hilfe
weiterer Kollegen durchgefiihrt. 17 - 19 Tage nach der ersten, sowie 17 Tage nach der zweiten
Impfdosis Biontech/Pfizer BNT162b2 wurde Blut von 179 Bewohnern und Mitarbeitern eines
Altenheims entnommen. Das Serum wurde abzentrifugiert, aliquotiert und fir weitere Analysen
bei 4°C gelagert. Der Abstand der zwei Impfdosen betrug drei Wochen. Die Antikdrpertiter
gegen die Spike-Protein-Untereinheit S1 wurden mit Hilfe des Euroimmun Anti-SARS-CoV-2-
QuantiVac-ELISA bestimmt. Ein Teil der Seren wurde mir fUr die Bestimmung des
CMV-Serostatus mit Hilfe des Architect i2000SR (Abbott Core Laboratory) zur Verfugung
gestellt.

2.5 Statistische Analysen und Abbildungen

Die statistischen Analysen und die dazugehdrigen Abbildungen wurden mit der GraphPad
PRISM Software 9.0.0 erstellt. Die gewahlten statistischen Tests wurden in der
Abbildungsunterschrift der jeweiligen Abbildung genannt. Unterschiede wurden dann als

statistisch signifikant bewertet, wenn der berechnete p-Wert < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Zytotoxizitat von NKG2C* NK-Zellen gegen

HLA-E"¢9" exprimierende T-Zellen

3.1.1 CMVpos Personen haben erhohte Frequenzen von NKG2A/C*
NK-Zellen

Eine primare CMV-Infektion fihrt zu diversen CMV-assoziierten Veranderungen des humanen
Immunsystems, wie beispielsweise zur Expansion von NKG2C* NK-Zellen (Guma et al., 2004;
Lopez-Verges et al., 2011). Zur Untersuchung der CMV-assoziierten NKG2C* NK-Zellen in
unserer Kohorte wurden die Frequenzen von NKG2A/C NK-Zellpopulationen in PBMCs von
CMVpes und CMV,eg Personen aus einer Kohorte mit 36 gesunden Blutspendern
durchflusszytometrisch analysiert. In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte eine erhéhte
Frequenz von NKG2A/C* NK-Zellen in CMV,es Personen gemessen werden (Abbildung 3.1,
p <0,0001). Es gab keine CMV,eq Person, bei der NKG2C* NK-Zellen mehr als 10% aller
NK-Zellen ausmachten. Bei CMVy,s Personen hatten zehn von siebzehn Personen eine
Frequenz von Uber 10% an NKG2C* NK-Zellen, jedoch gab es auch sieben Personen, die eine
vergleichbare Frequenz wie CMVne Personen von unter 10% NKG2C* NK-Zellen hatten.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen CMV,0s und CMVeq Personen in den anderen

NK-Zellpopulationen wurden nicht beobachtet (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1 — Analyse der Frequenzen von NKG2A/C NK-Zellpopulationen in CMVpos und CMVneg
Personen.

NKG2A/C NK-Zellpopulationen wurden von 36 gesunden Blutspendern durchflusszytometrisch analysiert.
Zusatzlich wird der jeweilige Mittelwert mit einer Linie gezeigt. Statistische Signifikanzen wurden mittels One-way
ANOVA und einer Bonferroni-Korrektur bestimmt (****p < 0,0001).

3.1.2 Die HLA-E Expression auf T-Zellen steigt mit fortschreitender

Maturation

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte in Abwesenheit von NKG2C* NK-Zellen eine
verbesserte in vitro Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen beobachtet werden
(Grutza et al., 2020). Folglich sollte Uberprift werden, ob es auch in vivo Unterschiede in der
Frequenz von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen in Abhangigkeit von der Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen gibt. Dazu wurde die Frequenz der CMV-spezifischen CD8 T-Zellen von 28 CMV s
Blutspendern mittels Multimerfarbung bestimmt. Es konnte keine Korrelation zwischen den
Frequenzen der NKG2C* NK-Zellen und den CMV-spezifischen CD8 T-Zellen beobachtet
werden (Abbildung 3.2A; p = 0,9583, R? = 0,0001). Basierend auf der Expression von CCRY7,
CD45RA, CD27 und KLRG-1 koénnen T-Zellen in unterschiedliche Reifestadien unterteilt
werden. Klassischerweise erfolgt die Unterteilung in naive (CCR7*, CD45RA*, CD27,
KLRG-1"), central memory (CM; CCR7*, CD45RA", CD27**, KLRG-1°), effector memory
T-Zellen (EM; CCR7-, CD45RA:, CD27*-, KLRG-1"" ) und effector memory T cells re-
expressing CD45RA (TEMRA; CCR7:, CD45RA*, CD27, KLRG-1**) (Fulop et al., 2013).
Vorangegangene Studien konnten bereits zeigen, dass CMV,,.s Personen erhéhte Frequenzen
von TEMRA-Zellen haben (Kim et al., 2015). Interessanterweise konnten wir geringere
Frequenzen von TEMRA-Zellen in Personen zeigen, die eine hohe Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen (= 30%) besitzen (Abbildung 3.2B, p = 0,038). Unterschiede in den Frequenzen von
T-Zellen anderer Maturationsstadien konnten nicht gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Um die unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen weiter zu charakterisieren, wurde die
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Expression von HLA-E, dem Liganden von NKG2C, auf naiven, CM, EM und TEMRA-Zellen
bei CMV,.s Personen analysiert. Mit fortschreitender Maturation konnten héhere HLA-E
Expressionen beobachtet werden (Abbildung 3.2C). Nachfolgend sollte bei denselben Proben
analysiert werden, ob die HLA-E Expression der unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen von
der Frequenz der NKG2C* NK-Zellen beeinflusst wird. Die HLA-E Expression auf den
T-Zellsubpopulationen war dabei nicht abhangig von der Frequenz der NKG2C* NK-Zellen
(Abbildung 3.2D).
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Abbildung 3.2 — Frequenzen von T-Zellpopulationen und die HLA-E Expression in Abhédngigkeit der T-Zell-
Maturation.

Durchflusszytometrische Analysen von (A) CMV-spezifischen CD8 T-Zellen bei 28 CMVyos gesunden Blutspendern
mittels Multimerfarbung gegen das HLA-A*02:01 restringierte CMV-Epitop NLVPMVATYV. Der p-Wert und
Korrelationskoeffizient R? wurde mit einer Pearson-Korrelationsanalyse bestimmt. (B) Untersuchung der Frequenz
von CD8 TEMRA-Zellen in 30 CMVypos gesunden Blutspendern in Abhangigkeit der Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen (NKG2C"igh = 30%; NKG2C'** < 18%). Die statistische Signifikanz wurde (iber einen Mann-Whitney-Test
ermittelt (*p < 0,05). (C) HLA-E Expressionsanalyse von T-Zellsubpopulationen in Abhangigkeit ihrer Maturation
und (D) in Abhangigkeit der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen (NKG2Chigh = 30%; NKG2Ciow < 18%) bei 45
gesunden CMVpos Blutspendern. In (B) - (D) wird zuséatzlich der jeweilige Mittelwert mit einer Linie gezeigt.
Statistische Signifikanzen wurden mittels One-way ANOVA und einer Tukey-Korrektur bestimmt (****p < 0,0001).

3.1.3 Erhohte Zytotoxizitat von NKG2C* NK-Zellen gegen HLA-E"i9"

exprimierende T-Zellen

Eine grofle Population der CMV-spezifischen CD8 T-Zellen hat einen spat differenzierten
T-Zellphanotyp und exprimiert daher auch ein hohes Level an HLA-E (Grutza et al., 2020; van

den Berg et al.,, 2019a). Aufgrund der verbesserten Expansion von CMV-spezifischen
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CD8 T-Zellen in Abwesenheit von NKG2C* NK-Zellen (siehe 1.5) und der niedrigeren
Frequenz von ebenfalls HLA-E"9" exprimierenden CD8 TEMRA-Zellen bei CMVpos
Blutspendern mit hohen Frequenzen von NKG2C* NK-Zellen, wurde die Zytotoxizitat von
NKG2C* NK-Zellen gegen HLA-EM9" exprimierende T-Zellen untersucht. Fur alle Analysen der
Zytotoxizitdt wurden lediglich CD569™ NK-Zellen untersucht, da NKG2C* NK-Zellen
groRtenteils CD56%™ sind und CD56"9" NK-Zellen im Gegensatz zu den zytotoxischen
CD56%M NK-Zellen immunmodulatorische Funktionen (ibernehmen (Jacobs et al., 2001;
Kobyzeva et al., 2020; Lanier et al., 1986). Zunachst wurde das zytotoxische Potential von
NKG2C* und NKG2C" NK-Zellen verglichen, indem das intrazellulare Signal von Granzym B
gemessen wurde. Uber Perforin-vermittelte Lécher in der Zellmembran gelangt das
Granzym B in die Zielzelle, in der es durch Aktivierung von Caspasen apoptotisch wirkt
(Shresta et al., 1995). In NKG2C* NK-Zellen konnte im Vergleich zu NKG2C- NK-Zellen ein
héheres Granzym B Signal gemessen werden, was ein héheres zytotoxisches Potential von
NKG2C* NK-Zellen vermuten lasst (Abbildung 3.3A, p = 0,01). Fir die Zytotoxizitatsanalysen
von NK-Zellen gegen HLA-E"" exprimierende T-Zellen wurden Zellen der Jurkat
CD4 T-Zelllinie mit einem HLA-E bindenden Peptid (VMAPRTLFL) inkubiert. Unbeladenes
HLA-E ist unstabil und wird von der Zelle degradiert (O'Callaghan, 2000). Das Beladen der
HLA-E Molekiile mit exogenen Peptiden flihrt zu einer erhéhten Oberflachenexpression von
HLA-E auf den Jurkat-Zellen (Abbildung 3.3B). Anschlie®end wurden PBMCs und
Jurkat-Zellen fur 5 h bei 37°C mit einem Effektor/Target-Verhaltnis von 10:1 co-kultiviert. Wie
erwartet, zeigten NKG2C* NK-Zellen in Kultur mit HLA-EM9" exprimierenden Jurkat-Zellen eine
starkere Degranulation von Granzym B als NKG2C™ NK-Zellen (Abbildung 3.3C, p = 0,024).
Es gab aulerdem eine Tendenz zur starkeren Degranulation von Granzym B durch NKG2C*
NK-Zellen in Kultur mit HLA-E"9" exprimierenden Jurkat-Zellen im Gegensatz zur Kultur mit
HLA-E"" exprimierenden Jurkat-Zellen, auch wenn der Unterschied statistisch nicht signifikant
ist (Abbildung 3.3C, p = 0,335).
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Abbildung 3.3 — Analyse der Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen HLA-E"9" exprimierende Jurkat-Zellen.
Durchflusszytometrische Analyse des (A) intrazellularen Granzym B Levels in NK-Zellpopulationen ex vivo. Die
statistische Signifikanz wurde mittels gepaartem t-Test bestimmt (**p < 0,001). (B) Peptidabhangige Stabilisierung
der HLA-E Oberflachenexpression auf Jurkat-Zellen mit dem Peptid VMAPRTLFL UN bei 26°C. (C) Analyse der
Degranulation von Granzym B durch NK-Zellen nach Co-Kultivierung von PBMCs mit HLA-EM9" und HLA-E'*"
exprimierenden Jurkat-Zellen. Fir die Berechnung des sekretierten Granzym B wurde das Granzym B Signal der
Probe von dem Granzym B Signal der Kontrolle ohne Jurkat-Zellen subtrahiert. Zusatzlich wird der jeweilige
Mittelwert mit einer Linie gezeigt. Die statistischen Signifikanzen wurden mittels One-way ANOVA und einer
Tukey-Korrektur bestimmt (*p < 0,05, **p < 0,01).

Um nicht nur die Sekretion von Granzym B durch NK-Zellen, sondern auch die Apoptose in
den Zielzellen zu untersuchen, wurde die Caspase 3/7-Aktivitat in Jurkat-Zellen nach 5 h Kultur
mit PBMCs gemessen. Die sich strukturell ahnlichen Caspasen 3 und 7 werden durch
Granzym B aktiviert (Saini et al., 2011). Fiur das Experiment wurde die HLA-E Expression in
einem Teil der Jurkat-Zellen in einer abgegrenzten Kultur mittels dem HLA-E bindenden Peptid
(VMAPRTLFL) stabilisiert. Als Kontrolle wurden Jurkat-Zellen ohne das Peptid inkubiert
(siehe 2.2.1.4). AnschlieBend wurden die Jurkat-Zellen in Abhangigkeit ihrer HLA-E
Expression mit zwei verschiedenen CellTrace™ Cell Proliferation Kits von Thermo Fisher
Scientific markiert und zusammen fur 5 h mit PBMCs von gesunden CMV,.s Blutspendern
co-kultiviert, die mehr als 20% NKG2C* NK-Zellen besitzen (Abbildung 3.4A). Die Frequenz

der Caspase 3/7-Aktivitat wurde errechnet, indem die Frequenz der Caspase 3/7*-Zellen der
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Kontrolle (Jurkat-Zellen ohne PBMCs) von der Frequenz der Caspase 3/7*-Zellen der Probe
(Jurkat-Zellen mit PBMCs) subtrahiert wurde. In Ubereinstimmung mit der erhohten
Degranulation von Granzym B durch NKG2C* NK-Zellen (Abbildung 3.3C) zeigten
Jurkat-Zellen mit einer hohen HLA-E Expression nach der Kultivierung mit PBMCs mit einer
hohen Frequenz von NKG2C* NK-Zellen eine erhdhte Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zu
Jurkat-Zellen mit einer niedrigen HLA-E Expression (Abbildung 3.4B, p < 0,0001). Die
Hypothese, dass T-Zellen mit hohen HLA-E Expressionen bevorzugte Zielzellen von NKG2C*

NK-Zellen sind, wird mit diesen Ergebnissen unterstitzt.
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Abbildung 3.4 — Analyse der Caspase 3/7-Aktivitat in Jurkat-Zellen in Abhangigkeit ihrer HLA-E Expression
nach Kultur mit PBMCs mit einer hohen Frequenz von NKG2C* NK-Zellen.

PBMCs von CMVpos Probanden mit mehr als 20% NKG2C* NK-Zellen wurden fiir 5 h mit HLA-E'*"% und HLA-E"igh
exprimierenden Jurkat-Zellen co-kultiviert. (A) Gating-Strategie fir HLA-E"s" und HLA-E'¥ exprimierende
Jurkat-Zellen nach Markierung mit Hilfe von verschiedenen CellTrace™ Cell Proliferation Kits von Thermo Fisher
Scientific in Abhangigkeit ihrer HLA-E Expression. (B) Die Frequenz der Caspase 3/7-Aktivitat wurde errechnet,
indem die Frequenz der Caspase 3/7*-Zellen der Kontrolle (Jurkat Zellen ohne PBMCs) von der Frequenz der
Caspase 3/7*-Zellen der Probe (Jurkat Zellen mit PBMCs) subtrahiert wurde. Die statistische Signifikanz wurde
mittels gepaartem t-Test ermittelt (****p < 0,0001).
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3.2 Charakterisierung der NKG2C* NK-Zellen in CMV.s Personen

Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (siehe 1.5), sowie die Ergebnisse aus dem
Zytotoxizitatsassay aus dem Kapitel 3.1.3 zeigen, dass NKG2C* NK-Zellen eine interessante
NK-Zellpopulation fir die Regulation von T-Zellen und Zellen mit einer hohen HLA-E
Oberflachenexpression sind. Da in der Literatur bereits einige phanotypische Unterschiede
zwischen NKG2C* NK-Zellen und anderen NK-Zellpopulationen beschrieben wurden, stellt
sich die Frage, ob NKG2C* NK-Zellen auch eine besondere Rolle in weiteren
immunologischen Prozessen tUbernimmt. Fir eine Einordnung dieser Fragestellung wurde
zunachst das Rezeptorrepertoire von NKG2C* NK-Zellen mit Hilfe eines Screenings der

Oberflachenmoleklle untersucht.

3.2.1 NKG2C* NK-Zellen haben ein verandertes Rezeptorrepertoire

im Vergleich zu anderen NK-Zellpopulationen

Das Screening von 361 Oberflachenmolekilen auf NK-Zellen wurde mit Hilfe des
LEGENDScreen™-Kits von BioLegend® mit PBMCs von vier CMVp.s Blutspendern
durchgefuhrt, die eine NKG2C* NK-Zellfrequenz von uber 8% hatten. Dabei wurden die
Frequenzen der Zellen, die das zu untersuchende Oberflachenmolekil exprimieren, zwischen
NKG2A'NKG2C* (NKG2C*), NKG2A*NKG2C" (NKG2A*) und NKG2A'NKG2C- (NKG2AC)
NK-Zellen verglichen. NKG2A*NKG2C* NK-Zellen wurden aufgrund ihrer niedrigen
Frequenzen nicht berlcksichtigt, da folglich zu wenig Zellen pro Loch fir eine zuverlassige

Auswertung vorhanden waren.

Zum Vergleich der Expression aller gemessenen Oberflachenmoleklle der NK-Zellen
zwischen den Probanden und der verschiedenen NK-Zellsubtypen wurde eine Principal
Component Analyse (PCA) durchgeflhrt. Bei einer PCA werden diese hochdimensionalen
Daten wahrend einer Dimensionsreduktion in zwei sogenannte Hauptkomponenten (principle
components) zusammengefasst, die die zweidimensionale Abbildung der Variabilitat zwischen
den Daten mit mdglichst geringem Informationsverlust erlaubt. Der Abstand der Punkte
zueinander spiegelt die Ahnlichkeit der Daten unter Beriicksichtigung der

Dimensionsreduktion wider (Pearson, 1901).

Die PCA zeigt einen grolien Abstand der Datenpunkte zwischen den Blutspendern und damit
einen deutlichen Unterschied der Gesamtexpressionsdaten auf den NK-Zellpopulationen in
Abhangigkeit des Blutspenders. Zusatzlich gibt es zwischen NKG2C* NK-Zellen und den
anderen NK-Zellpopulationen gréfiere Unterschiede in den Expressionsdaten der betrachteten

Oberflachenmolekile als zwischen NKG2A* und NKG2A'C™ NK-Zellen (Abbildung 3.5A).
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Bei der Expressionsanalyse der einzelnen Oberflichenmolekille konnten zwolf
Oberflachenmolekiile gefunden werden, die auf NKG2C* NK-Zellen statistisch signifikant
anders exprimiert werden als auf NKG2A*" und NKG2AC- NK-Zellen. Bei NKG2C* NK-Zellen
gibt es einen hoéheren Anteil an Zellen, die CD158b (KIR2DL2/DL3), CD52 (CAMPATH-1),
CD44 und CD2 exprimieren, wahrend weniger NKG2C* NK-Zellen die Oberflachenmolekiile
CD366 (TIM-3), Integrin 37, CD328 (SIGLEC-7), CD160, CD161 (KLRB1), CD49f
(Integrin a6), CD337 (NKp30) und CD31 (PECAM-1) exprimieren (Abbildung 3.5B). Da
insgesamt nur PBMCs von vier Blutspendern untersucht wurden, sollte eine weitere Analyse
durchgefuhrt werden, die sich nicht auf die statistischen Signifikanzwerte, sondern auf den
mittleren Unterschied in der Frequenz der Oberflachenmolekll® NK-Zellen bezieht. Hierbei
konnten acht Oberflachenmolekule gefunden werden, die auf NKG2C* NK-Zellen im Vergleich
zu NKG2A* und NKG2AC- NK-Zellen eine mindestens 10% erhdhte mittlere Frequenz zeigten.
Neun Oberflachenmolekile hatten auf NKG2C* NK-Zellen eine mindestens 10% verringerte
mittlere Frequenz. Alle Oberflaichenmolekile mit einer verdnderten Expression in der
statistischen Signifikanzanalyse aus Abbildung 3.5B wiesen auf NKG2C* NK-Zellen auch
einen Unterschied in der mittleren Frequenz der Oberflachenmolekul* NK-Zellen von tber 10%
auf (Abbildung 3.5C). Zusatzlich gab es, verglichen zu den anderen NK-Zellpopulationen,
mehr NKG2C* NK-Zellen, die die Oberflachenmolekile CD57 (B3GAT1), CD278 (ICOS),
HLA-DR und CD223 (LAG-3) exprimierten und weniger NKG2C* NK-Zellen, die das
Oberfachenmolekul CD335 (NKp46) exprimierten (Abbildung 3.5C).
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Abbildung 3.5 - Expressionsanalysen von 361 Oberflichenmolekiilen auf NK-Zellpopulationen.

Die Oberflachenmolekiilexpressionen wurden mit Hilfe des LEGENDScreen™ Kits von BioLegend® gemessen. (A)
Principal Component Analyse (PCA) der Oberflachenexpressionen bei vier CMVpos Blutspendern mit Hilfe von R
(,stats" Paket Version 3.6.2 und ,ggplot2“ Paket Version 3.3.3). Abkurzungen: PC1 = Principle Component 1;
PC2 = Principle Component 2; Bxxx = ldentifikationsnummer des Blutspenders. (B) Es wurden die Frequenzen der
Oberflachenmolekil* Zellen in NKG2A* bzw. NKG2A-C- NK-Zellen mit den Frequenzen der Oberflachenmolekil*
Zellen in NKG2C* NK-Zellen verglichen. Die statistischen Signifikanzen wurden mittels einer Two-way ANOVA mit
Holm-Sidak Korrektur bestimmt. Oberflichenmolekiile, die in beiden statistischen Signifikanzanalysen p-Werte
unter 0,05 aufwiesen (gestrichelte Linie), wurden farblich hervorgehoben. Oberflachenmolekiile, bei denen das
Dreieck nach oben zeigt, sind auf NKG2C* NK-Zellen in hheren Frequenzen vorhanden. Oberflichenmolekiile,
bei denen das Dreieck nach unten zeigt, sind auf NKG2C* NK-Zellen in niedrigeren Frequenzen vorhanden. (C)
Die mittlere Frequenz der Oberflachenmolekul* Zellen in NKG2A* bzw. NKG2A'C- NK-Zellen wurde von der
mittleren Frequenz der Oberflachenmolekul* Zellen in NKG2C* NK-Zellen subtrahiert. Oberflachenmolekiile, die in
beiden Vergleichen einen mittleren Frequenzunterschied von tber 10% aufwiesen, wurden farblich hervorgehoben.
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3.2.2 Bestatigung der Expressionsunterschiede aus dem
LEGENDscreen™

Aufgrund der niedrigen Zahl der analysierten Proben in Kapitel 3.2.1 (n = 4), sollten die
Expressionsunterscheide der in Abbildung 3.5C farblich markierten Oberflachenmolekiile auf
NKG2C* NK-Zellen mit einer grofieren Anzahl an Blutspendern bestatigt werden. Dazu wurden
PBMCs von 26 CMV s Blutspendern durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund der Vielzahl
an Oberflachenmolekilen musste die durchflusszytometrische Charakterisierung in mehrere
Farbepanel unterteilt werden. Farbungen mit zehn Blutspendern fur die Analyse der
Expression von ICOS, SIGLEC-7 und CD31 wurden freundlicherweise von Wiebke Moskorz
zur Verfugung gestellt. Zusatzlich wurden einige Oberflachenmolekule mit Hilfe retrospektiver
Auswertungen anderer Experimente analysiert, bei der NKG2C* NK-Zellen ebenfalls ex vivo
phanotypisch charakterisiert wurden. Dazu gehoéren die Analysen der Oberflachenmolekile
CD49d (Integrin a4), CD18 (Integrin f2) und CD119 (IFNyR1).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass einige der untersuchten
Oberflachenmolekiile auf NKG2C* NK-Zellen anders exprimiert werden als auf NKG2A* oder
NKG2A/C- NK-Zellen. So konnten auf NKG2C* NK-Zellen beispielsweise erhéhte Frequenzen
von CD2, KIR, CD57, CD85j, CD44, LAG-3 und HLA-DR, sowie niedrigere Frequenzen von
CD161, TIM-3, SIGLEC-7, NKp46 und NKp30 beobachtet werden (Guma et al., 2004; Hammer
& Romagnani, 2017; Kared et al., 2018; Kim et al., 2019; Kobyzeva et al., 2020; Muntasell et
al., 2016). In einigen Publikationen wurden NKG2C* NK-Zellen zusatzlich dber eine

Expression von CD57 oder eine Defizienz von FceRly definiert.

Die veranderte Expression von 15 der 17 Oberflachenmolekule aus der Abbildung 3.5C konnte
bestatigt werden (Abbildung 3.6A+B). Darunter konnten einige bisher noch nicht beschriebene
Expressionsunterschiede in ex vivo Farbungen von NKG2C* NK-Zellen gemessen werden.
Eine erhdhte Expression von ICOS, CD52 und den Adhasionsmolekillen CD49d und CD18
auf NKG2C* NK-Zellen wurde noch nicht publiziert. Niedrigere Expressionen von CD160,
CD49f, CD31 und CD119 wurden auf NKG2C* NK-Zellen ebenfalls noch nicht beschrieben.

Neben den bestatigten Oberflachenmolekilen zeigte NKp30 auf NKG2A'C- NK-Zellen eine
niedrigere Frequenz als auf NKG2C* NK-Zellen (Abbildung 3.6B). Es konnte bereits in Studien
gezeigt werden, dass NKp30 auf NKG2C* NK-Zellen niedriger exprimiert wird als auf NKG2C-
NK-Zellen, jedoch wurden in diesen Publikationen neben NKG2C* NK-Zellen nur NKG2C- und
NKG2A* NK-Zellen definiert, ohne die zusatzliche Einteilung in NKG2A'C- NK-Zellen (Guma
et al., 2004; Kim et al., 2019; Kobyzeva et al., 2020).

-54 -



Ergebnisse

Die Expressionsanalyse von Integrin 7 wurde aufgrund von Engpassen verflgbarer
Antikérper nicht durchgeflihrt. Stattdessen wurde die Expression von Integrin a4 (CD49d)
gemessen, welches zusammen mit Integrin B7 den heterodimeren Integrinrezeptor a7 bildet.
Interessanterweise zeigte Integrin a4 eine hohere Frequenz auf NKG2C* NK-Zellen im
Vergleich zu den anderen NK-Zellpopulationen, wahrend Integrin 37 bei der Auswertung des
LEGENDscreens eine niedrigere Frequenz auf NKG2C* NK-Zellen zeigte. Sowohl Integrin 37,
als auch Integrin a4 kénnen jeweils noch mit einem anderen Integrin dimerisieren. Integrin 37
kann neben Integrin a4 auch einen heterodimeren Rezeptor mit Integrin aE bilden (Yamada
et al., 2014). Integrin a4 kann neben Integrin B7 auch einen heterodimeren Rezeptor mit
Integrin B1 bilden (Rodewald & Fehling, 1998). Das kann durchaus zu kontraren
Expressionsunterschieden von Integrin a4 und Integrin 37 zwischen den NK-Zellpopulationen

auf der Oberflache fuhren.

Die statistisch signifikanten Unterschiede der Expression von Rezeptoren aus der
retrospektiven Analyse von anderen Experimenten (z.B. CD18 oder CD119) machen deutlich,
dass der LEGENDscreen™ aufgrund der geringen Anzahl an Probanden nicht alle
Oberflachenmolekiile herausfiltern kann, die auf NKG2C* NK-Zellen anders exprimiert

werden.
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Abbildung 3.6 — Analyse der Expressionsunterschiede von Oberflichenmolekiilen aus dem

LEGENDscreen-Experiment.

Durchflusszytometrische Expressionsanalyse der Oberflachenmolekiile, die im LEGENDscreen eine (A) héhere
bzw. eine (B) niedrigere Frequenz auf NKG2C* NK-Zellen gezeigt haben. Die farbliche Zuordnung ist entsprechend
der Abbildung 3.5. Zusétzlich sind retrospektive Auswertungen anderer Experimente gezeigt, bei denen NKG2C*
NK-Zellen ebenfalls ex vivo phanotypisch charakterisiert wurden (schwarz umrandet). Der jeweilige Mittelwert wird
mit einer Linie gezeigt. Statistische Signifikanzen wurden mittels gepaarten t-Tests bestimmt (*p < 0,05; **p < 0,01;

**xp < 0,001; ***p < 0,0001).
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3.2.3 Funktionelle Einordnung der untersuchten

Oberflachenmolekiile aus dem LEGENDscreen™

Nach der Bestatigung der Expressionsunterschiede in  den  untersuchten
Oberflachenmolekiilen sollten funktionelle Gemeinsamkeiten der unterschiedlich exprimierten
Oberflachenmolekile gefunden werden. Aufgrund der Vorauswahl an immunologischen
Oberflachenmolekilen durch das LEGENDscreen-Kit konnte keine klassische Gene Ontology
Term Enrichment (GO-Term) Analyse durchgefuhrt werden. Eine GO-Term Analyse, bei der
die Oberflachenmoleklle durch das zugehdrige Gen ersetzt wurden und bei dem als
Referenzliste nur die im LEGENDscreen-Kit enthaltenen Oberflachenmolekile angegeben
wurden, konnte keine statistisch signifikanten Veranderungen in biologischen Prozessen oder
Signalwegen finden (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die untersuchten
Oberflachenmolekiile einschlieBlich ihrer Funktion und Interaktionspartner in einer Tabelle
zusammengefasst. Es fallt auf, dass besonders Oberflachenmolekiile auf NKG2C* NK-Zellen
starker exprimiert werden, die mit einer fortschreitenden Maturation assoziiert werden, wie z.B.
CD57, CD52, CD2 oder KIR (Binder et al., 2020; Kirchhoff, 1996; Lopez-Verges et al., 2010;
Pende et al., 2019). AuRerdem sind auf NKG2C* NK-Zellen mit CD57, CD44, CD18, CD2 und
CD49d funf Molekile starker exprimiert, die mit Adhasionsprozessen assoziiert werden,
wahrend nur CD49f und CD31 aus der Gruppe der Adhasionsmolekile schwacher exprimiert
werden (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 - Einteilung der Oberflichenmolekiile aus Abbildung 3.6 in ihre Funktion und
Interaktionspartner.

Die Oberflachenmolekiile wurden mit der Funktion, dem Interaktionspartner und der Quelle aufgelistet, aus der die
Informationen zum Oberflachenmolekiil stammen. Die Pfeile zeigen an, ob das Oberflachenmolekiil auf NKG2C*
NK-Zellen im Vergleich zu den anderen NK-Zellpopulationen starker (1) oder schwacher (|) exprimiert wird.

. Auf
Ob:‘r;:ngn' Funktion/Sonstiges Interaktionspartner NKG2C' Quelle
NK-Zellen
CD158b (Moradi et al
(KIR2DL2/ Inhibition HLA-B, HLA-C T 2021 "
DL3) )
(Kared et al.,
CD57 Adhéasion/ Laminin, CD62L, 2016;
(B3GAT1) Maturationsmarker CD62P, Amphoterin T
Kunemund et
al., 1988)
CD52 (Kasarello &
Unklar/Migration Mirowska-Guzel,
(CAM1F;ATH' Maturationsmarker | HMGB1/SIGLEC-10 T 2021; Zhao et al.,
2017)
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Hyaluronsaure,
Kollagen, Fibronektin,

(Jordan et al.,

CD44 Adhasion/Aktivierung Laminin 2015)
Chondroitinsulfat (Naor et al., 1997)
Zecfllggegl-é- Adhasion/Aktivierung/ LFA-3. CD48 (Selvaraj et al.,
. Co-Stimulator ’ 1987)
chenantigen)
CD278 ; (Wikenheiser &
(ICOS) Co-Stimulator ICOSLG Stumhofer, 2016)
HLA-DR :
(MHC-I- | Antigenprasentation CD4 TCR (Costa-Garcia et
. al., 2019)
Molekul)
CD223 Inhibition/ MHC-II-Molekiile, (Maruhashi et al.,
(LAG-3) Immuncheckpoint FGL1 2020)
CD49d . . . (Zucchetto et al.,
(Integrin a-4) Adhasion Fibronektin, VCAM1 2012)
(Int<anEr)i:18[3-2) Adhésion CD1IéXI\CA’_A‘2M'1’ (Arnaout, 1990)
CD366 Inhibition/ Gal-9,
(TIM-3) Immuncheckpoint/ Phosphatidylserin, (Das et al., 2017)
Maturationsmarker HMGB1, CAECAM-1
CD328 . - (Zheng et al.,
(SIGLEC-7) Inhibition Sialinsaure 2020)
unbekannt, Liganden
besonders auf . .
(52322) Aktivierung Tumorzellen (8'332388'1 )et al.
P exprimiert,
Hamagglutinin
L MHC-I-Molekiile, (Le Bouteiller et
CD160 Aktivierung HVEM al,, 2011)
CD161 A (Kurioka et al.,
(KLRB1) Inhibition LLT1 2018)
(|ntgg2i‘:19;-6) Adhasion Laminin (Yu et al., 2012)
CD337 B7-H6, BAG-6 (Pogge von
(NKp30) Aktivierung (aktivierend), Strandmann et
P Gal-3 (inhibierend) al., 2015)
ransmigration -1, , oodfin et al.,
CD31 T igration/ PECAM-1, CD38 Woodfin et al
(PECAM-1) Adhasion CD177 2007)
CD119 . (Blouin &
(IFNYR1) Zytokinrezeptor IFNy Lamaze, 2013)
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3.2.4 t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) Analyse
mit NK-Zellen

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.2 haben gezeigt, dass sich das Rezeptorrepertoire in NKG2C*
deutlich vom Rezeptorrepertoire der anderen NK-Zellpopulationen unterscheidet. Hierbei stellt
sich die Frage, ob die NKG2C* NK-Zellen anhand der Expressionlevel der
Oberflachenmoleklle in weitere Zellsubtypen klassifiziert werden koénnen. Fur ein
NK-Zellclustering wurden die Daten aus Kapitel 3.2.2 mittels t-SNE Analyse mit der
FlowJo_V10 Software in NK-Zellsubpopulationen unterteilt. Mit Hilfe einer t-SNE Analyse
werden hochdimensionale Daten durch eine nichtlineare Dimensionsreduktionstechnik in eine
zwei- oder dreidimensionale Abbildung ,gepresst (van der Maaten & Hinton, 2008). Dadurch
kann man beispielsweise ausgehend von den untersuchten Parametern die Ahnlichkeit
zwischen analysierten Zellen visualisieren. Kleinere Abstédnde der Datenpunkte innerhalb der
t-SNE Abbildung bedeuten ahnlichere Expressionsdaten in den untersuchten Parametern.
Zusatzlich kdnnen weitere Zellpopulationen abgegrenzt und deren Expressionsdaten mit Hilfe

eines Histogramms ausgegeben werden.

In allen drei Farbepanel konnten NKG2C* NK-Zellen unter anderem aufgrund der Expression
von NKG2C von den anderen NK-Zellpopulationen abgegrenzt werden (jeweils die violette
Population in Abbildung 3.7). Auch bei der t-SNE-Analyse konnten die in Kapitel 3.2.2
beschriebenen Unterschiede in den Expressionsleveln zwischen NKG2C* NK-Zellen und den
anderen NK-Zellpopulationen gezeigt werden. Beispielsweise konnten niedrigere
Expressionen von CD161, NKp46 und CD49f, sowie hdhere Expressionen von CD2, CD52,
CD44 und CD49d auf NKG2C* NK-Zellen gemessen werden. Weitere NK-Zellpopulationen
unterschieden sich beispielsweise in der NKG2A Expression. Diese NK-Zellpopulationen
zeigten untereinander ahnliche Expressionen der untersuchten Oberflachenmolekile
(Abbildung 3.7A-C).
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co18

Abbildung 3.7 - t-SNE Analysen mit CD569™ NK-Zellen.

Es wurden t-SNE Analysen mit CD56%™m NK-Zellen und dem (A) Farbepanel 1, (B) Farbepanel 2 und (C)
Farbepanel 3 durchgefihrt. Die NK-Zellpopulationen innerhalb eines Farbepanels wurden durchnummeriert. Die
Analysen wurden mit der FlowJo_V10 Software durchgefiihrt. Im Histogramm wurden die Expressionsdaten der
jeweiligen Molekiile farblich zu den NK-Zellpopulationen zugeordnet.
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Es gibt Publikationen, in denen NKG2C* NK-Zellen mit Hilfe von einer Vielzahl an
Durchflusszytometrie- oder mRNA-Expressionsdaten aufgrund der unterschiedlichen
Expression von Molekilen oder Genen in weitere NK-Zellcluster unterteilt werden. Auch
innerhalb der NKG2C* NK-Zellen gibt es also unterschiedliche Expressionsmuster
(Maucourant et al., 2020).

Fur weitere Analysen innerhalb der NKG2C* NK-Zellen wurden die Gates der NKG2C*
NK-Zellen in jeweils drei weitere Populationen unterteilt. NKG2C* NK-Zellen mit niedrigeren
Expressionen von NKp46 zeigten auch niedrigere Expressionen von NKp30, einem anderen
Rezeptor aus der NCR-Familie (Abbildung 3.8A). CD57* NKG2C* NK-Zellen zeigten hingegen
eine erhdhte Expression von CD52 (Abbildung 3.8B). Weitere Populationen konnten aufgrund
der unterschiedlichen Expression des Oberflachenmolekils CD49f abgegrenzt werden. Die
anderen untersuchten Oberflachenmolekiile wurden auf diesen Populationen &hnlich
exprimiert (Abbildung 3.8C). Aufgrund der Limitation durch die Laseranzahl des
Durchflusszytometers konnten nicht alle Oberflachenmolekille aus Kapitel 3.2.2 in einem

gemeinsamen Farbepanel untersucht werden.
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Abbildung 3.8 - t-SNE Analysen mit NKG2C* NK-Zellen.
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Es wurden t-SNE Analysen mit NKG2C* NK-Zellpopulationen aus Abbildung 3.7 und dem (A) Farbepanel 1, (B)
Farbepanel 2 und (C) Farbepanel 3 durchgefiihrt. Die Analysen wurden mit der FlowJo_V10 Software durchgefiihrt.
Die NK-Zellpopulationen innerhalb eines Farbepanels wurden durchnummeriert. Im Histogramm wurden die
Expressionsdaten der jeweiligen Molekdle farblich zu den NK-Zellpopulationen zugeordnet.

-63-



Ergebnisse

3.3 Analyse des Immunsystems von CMVos und CMV,eg Personen

nach einer Influenza-Impfung

3.3.1 Aufbau von zwei Kohorten mit Influenza-geimpften Personen

In der Literatur werden neben einer Expansion von NKG2C* NK-Zellen und Gedachtnis-
T-Zellen auch andere Einflisse auf das Immunsystem nach einer primaren CMV-Infektion
beschrieben. Unter anderem wird eine beschleunigte epigenetische Alterung und
Immunseneszenz, sowie eine damit einhergehende abgeschwachte Immunantwort gegen
Infektionen oder Impfungen diskutiert (Frasca et al., 2015; Kananen et al., 2015; Trzonkowski
et al., 2003; Turner et al.,, 2014). Neben den Publikationen, die eine abgeschwachte
Immunantwort nach Infektionen und Impfungen in CMV,.s Personen beschreiben, gibt es auch
Arbeitsgruppen, die keinen Einfluss durch CMV oder sogar verstarkte Immunantworten nach
Infektionen und Impfungen in CMVp,s Personen beschreiben. Begrindet werden die
verstarkten Antworten durch ein hoheres Level an Basalinflammation und mehr
IFNy-produzierenden T-Zellen in CMV,s Personen (Furman et al., 2015; McElhaney et al.,
2015).

Mit Hilfe von zwei Kohorten mit Personen, die mit dem Influenza-Impfstoff Influvac® Tetra
2019/20 bzw. Influvac® Tetra 2020/21 geimpft wurden, sollten sowohl Fragestellungen der
generellen Influenza-Immunantwort als auch Fragestellungen mit Hinblick auf den Einfluss
vom CMV-Serostatus auf die Influenza-Immunantwort thematisiert werden. Aul3erdem wurde
untersucht, ob die Frequenz von NKG2C* NK-Zellen einen Einfluss auf die humorale Antwort
nach einer Influenza-Impfung hat. Experimente mit diesem Fokus wurden bisher noch nicht
publiziert. Die Blutentnahmen erfolgten vor, ein bis zwei Tage nach, 13 - 15 Tage nach, 28 - 32
Tage nach und vier bis finf Monate nach der Impfung (Abbildung 3.9). AnschlieRend wurden
PBMCs und das Plasma aufgereinigt und fur weitere Untersuchungen cryokonserviert
(PBMCs) bzw. bei -80°C eingefroren (Plasma) (siehe Kapitel 2.2.2.1).
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Abbildung 3.9 - Zeitpunkte der Blutentnahmen bei den Influenzakohorten 2019/20 und 2020/21.
Die Blutentnahmezeitpunkte beider Influenza-Kohorten wurden auf den Impftag normalisiert. Jede gestrichelte Linie
ist je einem Probanden zugeordnet.

Beide Kohorten zusammen umfassen 36 Probanden, von denen 12 Probanden jeweils in der
Kohorte ,2019/20“ und ,2020/2021“ eingeschlossen sind. Die Seropravalenz fur CMV liegt in
der Kohorte ,2019/20“ bei 50% und in der Kohorte ,2020/21“ bei 45,83%. Fir eine deutsche
Kohorte aus dem Jahr 1998 gibt eine Publikation eine CMV-Seropravalenz von 56,7% an. Die
Seropravalenz stieg mit dem Alter (Lachmann et al., 2018). Unsere beiden Influenza-Kohorten
waren mit einem Altersmedian zwischen 27 und 27,5 Jahren zwei Kohorten mit Gberwiegend
jungen Probanden. Das erklart die niedrigere CMV-Seropravalenz zwischen 45% und 50%.
Der vorherrschende HLA-A Typ ist mit 66,67 % (Kohorte 2019/20) bzw. 75% (Kohorte 2020/21)
in beiden Kohorten HLA-A*02:01 (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2 - Charakterisierung der Influenzakohorten 2019/20 und 2020/21.
Die Zahlen in den Klammern bei den Spalten, die das Alter der Influenza-Kohorten angeben, zeigen den Bereich
des Alters der Probanden.

Influenzakohorte 2019/20 Influenzakohorte 2020/21
Anzahl Probanden: n=24 n=24
Influvac® Tetra 2019/20: Influvac Tetra® 2020/21:
A/Brisbane/02/2018 A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019
Impfstoff: A/Kansas/14/2017 A/Hong Kong/2671/2019
B/Maryland/15/2016 B/Washington/02/2019
B/Phuket/3073/2013 B/Phuket/3073/2013
Alter [Median]: 27,5 (21 -63) 27 (23 - 48)
CMV seropositiv: 12 (50%) 11 (45,83%)
Altercmvpos [Median]: 26,5 (25 - 63) 26 (23 - 44)
CMV seronegativ: 12 (50%) 13 (54,17%)
Altercmvneg [Median]: 28,5 (21 - 47) 27 (23 - 47)
HLA-A*02:01: 16 (66,67%) 18 (75%)
3.3.2 Keine Veranderungen der Frequenz einzelner

Lymphozytenpopulationen nach einer Influenza-Impfung

Fur die Untersuchung einer allgemeinen Immunreaktion auf die Impfung wurde zunachst die
Verteilung der Zellpopulationen ex vivo analysiert. Dazu wurde die Frequenz der T-, NK- und
B-Zellen von allen lebenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. In Ubereinstimmung mit
der Literatur wurde zu keinem Zeitpunkt nach der Influenza-Impfung ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Verteilung der Lymphozytenpopulationen gemessen (Abbildung 3.10)
(Long et al.,, 2008). Die Studie der zum Vergleich herangezogenen Publikation hat die
Frequenzen von T- und NK-Zellen nach Impfung mit den trivalenten Influenza-Impfstoffen aus
den Influenzasaisons 2003/04 und 2005/06 gemessen. AulRerdem konnten wir
Ubereinstimmend mit dieser Studie nach der Impfung keine Veranderungen der Frequenzen
von NKG2C*, NKG2A* oder NKp46* NK-Zellen beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.10 - Mittlere Frequenzen der Lymphozytenpopulationen nach einer Influenza-Impfung.

Die Mittelwerte der Frequenzen von den Lymphozytenpopulationen wurden von 16 Probanden ex vivo
durchflusszytometrisch bestimmt. Es handelt sich um die Frequenz bezogen auf alle lebenden Lymphozyten.
Zusétzlich ist die Standardabweichung gezeigt. Die Probanden wurden mit dem Influenza-Impfstoff Influvac® Tetra
2019/20 geimpft. Abklrzungen: v.l. = vor Impfung; n.I. = nach Impfung.

3.3.3 Analyse des Aktivierungsgrads von unterschiedlichen

Lymphozytenpopulationen nach der Influenza-Impfung

Neben der Analyse der Frequenz von einzelnen Lymphozytenpopulationen nach der
Influenza-Impfung sollte die Aktivierung der Lymphozyten mit Hilfe des Proliferationsmarkers
Ki-67, der HLA-E Expression, sowie der Expression des early activation antigens CD69
gemessen werden. Bei der Analyse der Ki-67*-Zellen konnten 28 - 32 Tage nach Impfung
statistisch signifikant mehr Ki-67* B-Zellen beobachtet werden als zum Zeitpunkt davor, was
fur eine verstarkte Proliferation von B-Zellen spricht, da Ki-67 wahrend allen aktiven Phasen
der Zellteilung, jedoch nicht in den Ruhephasen exprimiert wird (Abbildung 3.11A; p = 0,02)
(Soares et al.,, 2010). Dazu passend wird der hochste Antikdrpertiter nach einer
Influenza-Impfung zwischen vier und sechs Wochen erwartet (Rastogi et al., 1995). In der
klinischen Phase 1/2-Studie des AstraZeneca SARS-CoV-2-Impfstoffs ChAdOx1 nCoV-19
(AZD1222; Vaxzevria) wurden bei allen Zeitpunkten nach der Impfung erhdhte Expressionen
von Ki-67 in B-Zellen gemessen, mit der hdchsten Ki-67 Expression nach 28 Tagen (Ewer et
al., 2021).

Interessanterweise gab es bei B-Zellen 1-2 Tage und 28 - 32 Tage nach der Impfung
ebenfalls eine Hochregulation der HLA-E Expression, die zum jeweiligen darauffolgenden

Zeitpunkt wieder auf das Ausganglevel zurtickging. Die Hochregulation von HLA-E 1 - 2 Tage
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nach der Impfung konnte ebenfalls bei T- und NK-Zellen beobachtet werden, auch wenn die
Hochregulation bei den NK-Zellen statistisch nicht signifikant war (Abbildung 3.11B; p = 0,06).
Eine Hochregulation von HLA-E auf T-Zellen nach Aktivierung konnte bereits in Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe beobachtet werden (Grutza et al., 2020). Neben der Hochregulation
von HLA-E konnten bei B-, NK- und CD8 T-Zellen 1 - 2 Tage nach der Impfung ebenfalls mehr
CD69 exprimierende Zellen gemessen werden, was fir eine Aktivierung dieser
Zellpopulationen spricht (Abbildung 3.11C). Ein Unterschied zwischen CMVp,s und CMVyeq

Probanden konnte hierbei nicht beobachtet werden.
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Abbildung 3.11 - Analyse von Aktivierungsmarkern auf Lymphozyten nach einer Influenza-Impfung.

Die Mittelwerte der Frequenzen und der MFI von Aktivierungsmarkern auf Lymphozyten wurden bei 16 Probanden
ex vivo durchflusszytometrisch bestimmt. Zusatzlich ist die Standardabweichung gezeigt. Statistische Signifikanzen
wurden mittels One-way ANOVA und einer Sidak-Korrektur bestimmt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Die
Signifikanzsterne sind der Farbe der Datenpunkte von der bestimmten Lymphozytenpopulation zugeordnet.
Abkurzungen: MFIl = mean fluorescence intensity; v.l. = vor Impfung; n.l. = nach Impfung.
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3.3.4 Degranulation von NK-Zellen nach Kultivierung mit Influenza-

infizierten Zellen

In Kapitel 3.2 konnten NKG2C* NK-Zellen phanotypisch naher charakterisiert werden.
AuRerdem konnte in Ubersteinstimmung mit der Literatur gezeigt werden, dass sich die
NK-Zellpopulation phanotypisch von anderen NK-Zellpopulationen unterscheidet. Studien
haben vermutet, dass NKG2C* NK-Zellen aufgrund einer erhdhten zytolytischen Kapazitat und
Zytokinproduktion eine entscheidende Rolle in der Virusbeseitigung spielen kénnten (Song et
al., 2020). Hier wurde die Aktivitdt von NKG2C* NK-Zellen gegen Influenza-infizierte MRC-5-
Zellen untersucht. MRC-5 ist eine Zelllinie, die aus der Lunge eines gesunden Fdétus stammt
und permissiv fur Influenza ist (Herrero-Uribe et al.,, 1983; Jacobs et al., 1970). In
Vorexperimenten konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen durch unbehandelte MRC-5-Zellen
nicht aktiviert werden (Daten nicht gezeigt). Durch Influenza-infizierte MRC-5-Zellen hingegen
wurde eine erhéhte Frequenz von CD107a* NK-Zellen und somit eine erhéhte Frequenz von
degranulierenden NK-Zellen beobachtet. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Degranulation zwischen den NKG2A/C NK-Zellpopulationen gefunden
werden. Aulierdem konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit des
Zeitpunkts vor bzw. nach der Impfung gemessen werden (Abbildung 3.12). Neben der in der
Literatur beschriebenen verbesserten antiviralen Zytotoxizitat von NKG2C* NK-Zellen wurde
in Kapitel 3.2 eine verringerte Expression von NKp46 auf NKG2C* NK-Zellen gemessen. NK-
Zellen kénnen mit NKp46 das Hamagglutinin von Influenza binden und folglich Influenza-
infizierte Zellen NKp46-vermittelt lysieren (Mandelboim et al., 2001). Die niedrigere NKp46
Expression auf NKG2C* NK-Zellen kénnte die verbesserte antivirale Zytotoxizitat von NKG2C*

NK-Zellen gegen Influenza-infizierte Zellen aufheben.
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Abbildung 3.12 - Degranulation von NKG2A/C NK-Zellen nach Inkubation mit Influenza-infizierten MRC-5-
Zellen.

PBMCs wurden fur 5 h mit Influenza-infizierten (A/PR/8/34; H1N1) MRC-5-Zellen inkubiert. NK-Zellsubpopulationen
wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurden Proben von den Zeitpunkten vor Impfung (v.l.), 1 - 2
Tage nach Impfung (n.l.) und 28 - 32 Tage n.l. benutzt. Fir die Berechnung der A%-CD107a* NK-Zellen wurde die
Frequenz von CD107a* NK-Zellen nach Inkubation mit nicht infizierten MRC-5-Zellen von der Frequenz von
CD107a* NK-Zellen nach Inkubation mit infizierten MRC-5-Zellen subtrahiert. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
Datenpunkte. Zusatzlich ist die Standardabweichung gezeigt. Die Rohdaten wurden von Lena Possenriede fiir ein
Projekt ihrer Masterarbeit gemessen.

3.4 CD8 T-Zellen nach einer Influenza-Impfung

Proteinbasierte Impfstoffe rufen generell keine starken CD8 T-Zellantworten hervor, jedoch
reichen diese laut einer Studie aus, um eine Expansion von Influenza-spezifischen CD8
T-Zellen zu beobachten (Kosor Krnic et al., 2008; Koup & Douek, 2011). Nachdem Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe zeigen konnten, dass CMV-spezifische CD8 T-Zellen in Abwesenheit
von NKG2C* NK-Zellen in vitro besser expandieren kdnnen, sollten Influenza-spezifische CD8

T-Zellen in Influenza-geimpften Personen analysiert werden (Grutza et al., 2020).

3.4.1 Frequenzen von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen ex vivo

Zunachst wurde Uberprift, ob es eine Korrelation zwischen den Frequenzen von
Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen und NKG2C* NK-Zellen gibt. Die Frequenzen der
Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen wurden in HLA-A*02:01-positiven Blutspendern mit
einem fluoreszenzmarkiertem Multimer gegen das im Influenza-Matrixprotein enthaltene
HLA-A*02:01-Epitop GILGFVFTL bestimmt. Es konnte keine Korrelation zwischen den
Frequenzen von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen und NKG2C* NK-Zellen beobachtet
werden (Abbildung 3.13; p = 0,6378, R? = 0,0087).
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Abbildung 3.13 — Analyse der Frequenzen von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen und NKG2C* NK-Zellen.
Die Frequenzen von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen (gemessen mit einem Multimer gegen das im Influenza-
Matrixprotein enthaltene HLA-A*02:01-Epitop GILGFVFTL) und NKG2C* NK-Zellen wurden von 28 Blutspendern
durchflusszytometrisch bestimmt. Der p-Wert und Korrelationskoeffizient R? wurde mit einer Pearson-
Korrelationsanalyse bestimmt.

Die Frequenz von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen wird auch in anderen Publikationen oft
mit fluoreszenzmarkierten Multimeren des immundominanten Influenza-Matrixprotein
HLA-A*02:01-Epitops GILGFVFTL bestimmt (Rosendahl Huber et al., 2016). Obwohl in den
Influvac® Tetra Impfstoffen nur 15 pg Hamagglutinin und ein undefinierter Anteil an
Neuraminidase der jeweiligen Influenzastamme enthalten ist, wurde der Anteil an
Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen mittels Multimerfarbung nach der Impfung bestimmt,
um Expansionen von Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen durch mégliche Riickstande
des Matrixproteins im Impfstoff zu untersuchen. Nach der Influenza-Impfung konnte keine
in vivo Expansion von Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen beobachtet werden
(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 - Frequenzen von Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen nach einer Influenza-Impfung.
Die Frequenz von Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen wurde von 16 HLA-A*02:01-positiven Probanden der
Influenza-Kohorte 2019/20 zu verschiedenen Zeitpunkten vor bzw. nach der Influenza-Impfung mittels
Multimerfarbung bestimmt. Die Balken zeigen die Mittelwerte der Datenpunkte. Eine Analyse mittels One-way
ANOVA zeigte keine statistische Signifikanz zwischen den verschiedenen Zeitpunkten. Abklirzungen: v.l. = vor
Impfung; n.l. = nach Impfung.

3.4.2 Epitop-Screening im Hamagglutinin der Influenzastamme aus
den Influvac® Tetra Impfstoffen 2019/20 und 2020/21

Da die Influvac Tetra Impfstoffe das Hamagglutinin der jeweiligen Influenzastdmme beinhalten,
wurden HLA-A*02:01-Epitope in den Hamagglutinin-Proteinen gesucht, um die
T-Zellantworten nach einer Influenza-Impfung zu untersuchen. Hier sollte untersucht werden,
ob Influenza-spezifische CD8 T-Zellen, ahnlich wie CMV-spezifische CD8 T-Zellen, besser in
Abwesenheit von NKG2C* NK-Zellen expandieren kdnnen. Das ware interessant, da
Influenza-spezifische CD8 T-Zellen deutlich niedrigere Level an HLA-E exprimieren und es
nach der Impfung die Moglichkeit gabe, in vivo Expansionen von T-Zellen zu untersuchen
(Grutza et al., 2020). Fur die Suche nach geeigneten Epitopen im Hamagglutinin wurden die
Proteinsequenzen des Hamagglutins der Influenzastdmme aus den Impfstoffen von der
,Global Initiative on Sharing All Influenza Data“ (GISAID) Datenbank in die Immune Epitope
Database (IEDB) geladen (GISAID, abgerufen am 25.10.2021). Mit Hilfe des T Cell Epitope
Prediction Tools wurden mdgliche Epitope ausgegeben, die aufgrund diverser biochemischer
Faktoren die besten Eignungen als HLA-A*02:01-Epitop besitzen (IEDB, abgerufen am
25.06.2021). Die 27 Peptide mit den besten Eignungen (Rank-Score cut-off < 1) wurden
zunachst fur eine in vitro T-Zellexpansion verwendet, um das Epitop fir die starkste

spezifische CD8 T-Zellexpansion zu finden (Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3 — Ergebnisse des in silico Epitopscreenings im Hamagglutinin.

Die Peptide wurden als mdgliche Epitope mit Hilfe des T Cell Epitope Prediction Tools von IEDB bestimmt und
anschlieBend nummeriert. Es wurden nur Peptide ausgewahlt, die bei der Analyse von IEDB einen Rank-Score von
unter 1 hatten. Die Peptidnummer, Position im Hdmagglutininprotein (Start/Ende), Aminosdurelange und -sequenz,
sowie der Rank-Score und die H1N1-Influenzastdmme aus den Impfstoffen, in denen das Peptid vorkommt, wurden

aufgefiihrt. Abkiirzung: AS = Aminosdure.

Peptidnummer |Peptidpool|Start|Ende L2r1sg;e AS-Sequenz |Rank Influenzastamm
p00 Pool 1 35 | 43 9 TVLEKNVTV 0,06 | Brisbane/Guangdong
p01 Pool 1 330 | 338 9 RLATGLRNV 0,1 | Brisbane/Guangdong
p02 Pool 1 444 | 452 9 VLLENERTL 0,13 | Brisbane/Guangdong
p03 Pool 1 388 | 396 9 AIDKITNKV 0,16 | Brisbane/Guangdong
p04 Pool 1 432 | 440 9 FLDIWTYNA 0,16 | Brisbane/Guangdong
p05 Pool 1 402 | 410 9 KMNTQFTAV 0,17 | Brisbane/Guangdong
p06 Pool 1 309 | 317 9 FONVHPVTI 0,23 Brisbane
p07 Pool 1 309 | 317 9 FQNVHPITI 0,23 Guangdong
p08 Pool 1 461 | 470 10 [NLYEKVRNQL | 0,26 | Brisbane/Guangdong
p09 Pool 2 536 | 544 9 TVASSLVLV 0,26 | Brisbane/Guangdong
p10 Pool 2 391 | 399 9 KITNKVNSV 0,32 | Brisbane/Guangdong
p11 Pool 2 182 | 190 9 Y INDKGKEV 0,32 | Brisbane/Guangdong
p12 Pool 2 451 | 459 9 TLDYHDSNV 0,32 | Brisbane/Guangdong
p13 Pool 2 207 | 216 10 SLYQNADAYV | 0,46 | Brisbane/Guangdong
p14 Pool 2 511 | 520 10 [KLNREKIDGV | 0,54 | Brisbane/Guangdong
p15 Pool 2 416 | 424 9 HLEKRIENL 0,63 | Brisbane/Guangdong
p16 Pool 2 7 15 9 VLLYTFTTA 0,78 | Brisbane/Guangdong
p17 Pool 2 209 | 218 10 [YONADAYVFV | 0,79 | Brisbane/Guangdong
p18 Pool 3 427 | 435 9 KVDDGFLDI 0,81 | Brisbane/Guangdong
p19 Pool 3 117 | 125 9 ELREQLSSV 0,85 | Brisbane/Guangdong
p20 Pool 3 345 | 354 10 GLFGAIAGFI 0,96 | Brisbane/Guangdong
p21 Pool 3 48 | 58 11 NLLEDKHNGKL | 0,97 | Brisbane/Guangdong
p22 Pool 3 60 69 10 KLGGVAPLHL 0,51 Brisbane
p23 Pool 3 306 | 315 10 SLPFQNVHPV 0,54 Brisbane
p24 Pool 3 57 67 11 KLCKLGGVAPL | 0,56 Brisbane
p25 Pool 3 192 | 202 11 VLWGIHHPPTT | 0,81 Brisbane
p26 Pool 3 192 | 202 11 VLWGIHHPPTI | 0,26 Guangdong

Um zu Uberprifen, ob die Peptide tatsachlich T-Zellantworten hervorrufen, wurden PBMCs
von vier HLA-A*02:01 Blutspendern fur 14 Tage mit 25I1U/mL IL-2 und Peptidpools
(1 pg/mL pro Peptid) aus je neun Peptiden stimuliert. Dabei wurden PBMCs vom Zeitpunkt
13- 15 Tage nach Impfung gewahlt, um sicher zu gehen, dass das Immunsystem der
Personen gentgend Zeit hatte, um auf die Impfung zu reagieren, denn der Héhepunkt einer
CD8 T-Zellantwort nach einer natlrlichen Influenzainfektion ist nach etwa 10 Tagen (Schmidt
& Varga, 2018). An Tag 14 der in vitro Expansion wurden die Zellen in Anwesenheit von

10 ng/mL BFA fir 5 h mit den Peptiden (1 ug/mL pro Peptid) restimuliert.

Neben der Positivkontrolle (pei) zeigten zwei Probanden eine IFNy-Antwort bei einer
Expansion mit dem Peptidpool 3 (Abbildung 3.15A). Bei weiteren T-Zellexpansionen mit den
Einzelpeptiden des Peptidpools 3 konnten bei jeweils ein bis zwei Probanden IFNy-Antworten
mit den Peptiden p18, p21, p25 und p26 nachgewiesen werden (Abbildung 3.15B). Fir eine
Analyse der Bindungsstarke dieser vier Peptide an HLA-A*02:01 wurde das easYmer®-Kit der

Firma Immunaware verwendet. Mit Hilfe des Kits werden die Peptide auf leere
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HLA-A*02:01-Molekiile geladen. Die HLA-Molekile sind mit Biotin-Molekilen versehen und
kénnen somit an Streptavidin beladene Beads binden. Diese Beads sind mit PE-konjugierten
Antikérpern gegen das [2-microglobulin beschichtet. Nur bei einer korrekten Faltung des
HLA-Komplexes durch die Bindung an das Peptid entstehen Signale durch die
PE-konjugierten Antikérper (Immunaware, abgerufen am 02.08.2021). Das Peptid p18 zeigte
eine minimal bessere Bindungsaffinitat zu HLA-A*02:01 als die Negativkontrolle (pnre), das
Peptid p21 hatte eine deutlich bessere Bindungsaffinitat. Die Peptide p25 und p26 zeigten eine
ahnlich gute Bindungsaffinitat wie die Positivkontrolle (pnwv) (Abbildung 3.15C). Sowohl das
Peptid p21, als auch die Peptide p25 und p26 binden also gut an HLA-A*02:01.

Nach Kontrolle der Bindung der untersuchten Peptide an HLA-A*02:01 sollten
Influenza-spezifische CD8 T-Zellen von geimpften HLA-A*02:01 Probanden mit dem Peptid
p26 expandiert werden, da dieses Peptid die beste Bindungsstarke aufwies. Dazu wurden
Proben von verschiedenen Zeitpunkten vor bzw. nach der Impfung benutzt, um zu
untersuchen, ob CD8 T-Zellen zu bestimmten Zeitpunkten nach der Impfung besser
expandieren koénnen als vor der Impfung. Zu keinem Zeitpunkt nach der Impfung konnten
statistisch signifikant erhéhte Frequenzen von IFNy* CD8 T-Zellen gemessen werden, jedoch
zeigte ein Proband (IAV-50) zu jedem Zeitpunkt mehr als 2% IFNy® CD8 T-Zellen
(Abbildung 3.15D). Da die Restimulation der expandierten T-Zellen von dieser Person auch in
der Probe vor Impfung eine IFNy-Antwort ausldste, kdnnten diese Influenza-spezifischen CD8
T-Zellen von einer kurzlich zurlckliegenden Influenza-Infektion oder einer Impfung aus den

letzten Jahren mit einem Influenzavirus stammen, das dieses Epitop im Hamagglutinin besitzt.
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Abbildung 3.15 - In vitro Screening von CD8 T-Zellepitopen im Hamagglutinin des Influenza A Virus.
14-tagige CD8 T-Zellexpansionen wurden (A) mit den Peptidpools (je neun Peptide) bzw. (B) den Einzelpeptiden
aus dem Peptidpool 3 und einem HLA-A*02:01-Kontrollpeptid aus dem Influenza-Matrixprotein (GILGFVFTL)
durchgefiihrt. Der jeweilige Mittelwert der Datenpunkte wird mit einer Linie gezeigt. (C) Peptid-Bindungsassay
mittels easYmer®-Kit von Immunaware. Als Negativkontrolle wurde das HLA-B*40:01 spezifische Peptid aus dem
humanen Polyomavirus (NREESMELMDL) benutzt. Als Positivkontrolle wurde das HLA-A*02:01 spezifische Peptid
aus CMV (NLVPMVATYV) benutzt. Alle Peptide wurden in einer Konzentration von 10 yM und die HLA-A*02:01
Molekdile in einer Konzentration von 1 nM eingesetzt. (D) 14-tagige CD8 T-Zellexpansionen wurden mit dem Peptid
p26 und PBMCs von Probanden aus der Influenzakohorte 2020/21 vor bzw. zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Impfung durchgefiihrt. Zeitpunkte: 1 = vor Impfung, 2 = ein bis zwei Tage nach Impfung, 3 = 13 - 15 Tage nach
Impfung, 4 = 28 - 32 Tage nach Impfung, 5 = vier bis fiinf Monate nach Impfung.

3.5 Einfluss vom CMV-Serostatus auf die humorale Antwort nach

Impfungen

Wie bereits in Kapitel 3.3.1 beschrieben, wird der Einfluss der phanotypischen Veranderungen
des Immunsystems auf die Immunantwort nach einer Impfung haufig diskutiert. Ein Review
von Sara van den Berg fasst 17 Studien zusammen, die alle den Einfluss vom CMV-Serostatus
auf die humorale Antwort nach einer Influenza-Impfung untersuchen. Uberraschenderweise
kommen die Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen. Obwohl einige Studien einen
negativen CMV-Effekt auf die humorale Antwort nach einer Influenza-Impfung zeigen, sehen
andere Studien keinen oder sogar einen positiven Effekt vom CMV-Serostatus auf die
humorale Antwort. Auch altersabhangige Einflisse werden unterschiedlich beschrieben.

Wahrend einige Studien einen positiven Effekt vom CMV-Serostatus bei jungen Probanden
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und keinen Effekt bei alteren Probanden sehen, beschreibt eine Studie keinen Effekt vom
CMV-Serostatus bei jungen Probanden, aber einen negativen Effekt vom CMV-Serostatus auf
die humorale Immunantwort nach einer Influenza-Impfung bei alteren Probanden (van den
Berg et al., 2019b)

Zusatzlich konnte in Kapitel 3.3.3 eine minimal héhere HLA-E Expression auf B-Zellen im
Vergleich zu CD8 T-Zellen gemessen werden. AuRerdem stieg die HLA-E Expression
zusammen mit dem Ki-67 Proliferationsmarker an, was fur eine HLA-E Hochregulation
wahrend der Aktivierung und Proliferation der B-Zellen spricht. Daher wurde der Einfluss der
Frequenz von NKG2C* NK-Zellen auf die humorale Antwort nach einer Influenza-Impfung
analysiert. Expandieren B-Zellen schlechter in Anwesenheit von NKG2C* NK-Zellen aufgrund
der NKG2C/HLA-E Interaktion zwischen NK- und B-Zelle, wird eine schwachere
Antikérperproduktion und somit eine schwachere humorale Immunantwort nach einer Impfung
erwartet, so die Hypothese. Zusatzlich wurde der Einfluss vom CMV-Serostatus auf die
humorale Antwort nach einer Influenza-Impfung und einer SARS-CoV-2-Impfung gemessen.
Neben dem Fokus auf die humorale Immunantwort von jungen Probanden mit der
Influenzakohorte kénnen wir den Einfluss vom CMV-Serostatus auf die humorale Antwort nach
Impfung mit einem mMRNA-basierten Impfstoff analysieren. Veroffentlichte Daten zu
Antikorpertitern nach einer Impfung mit dem Biontech/Pfizer BNT162b2 Impfstoff in
Abhangigkeit des CMV-Serostatus gibt es zu diesem Zeitpunkt noch nicht (Stand 26.08.2021).
Da von der Kohorte der SARS-CoV-2 Impfstudie aufgrund des Alters der meisten Probanden
nur wenig Blut abgenommen und das Serum aufgereinigt wurde, konnten keine Frequenzen
von NKG2C* NK-Zellen gemessen werden, um den Einfluss der NKG2C* NK-Zellen auf die

humorale Antwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung zu analysieren.

Fir die Bestimmung der Antikorpertiter gegen Influenza wurde ein Hamagglutinations-Hemm-
Test (HHT) durchgeflhrt. Fur die Bestimmung der Antikérpertiter gegen SARS-CoV-2 wurden
mit Hilfe des Euroimmun Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac ELISA IgG Antikdrper gegen die
Spike-Protein-Untereinheit S1 von SARS-CoV-2 gemessen.

3.5.1 Einfluss vom CMV-Serostatus und der Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen auf die humorale Antwort nach einer Influenza-

Impfung

Um die Antikdrpertiter gegen das Hamagglutinin der Influenzastdmme aus den Impfstoffen zu
bestimmen, wurde mit dem Plasma der Probanden aus den Influenzakohorten 2019/20 und
2020/21 ein HHT durchgeflhrt. Die Daten der beiden Influenzakohorten wurden

zusammengefasst. In Ubereinstimmung mit Angaben des Centers for Disease Control and
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Prevention (CDC) wurde bereits zwei Wochen nach Impfung ein erhéhter geometrische mitlere
Titer (GMT) gemessen (CDC, abgerufen am 25.08.2021). Nach einem Monat wurden die
héchsten GMT erreicht und nach vier Monaten konnte bereits eine Abnahme des GMT
gemessen werden. Zu jedem Zeitpunkt vor und nach der Impfung war der GMT gegen den
H3N2-Influenzastamm hoéher als der GMT gegen den H1N1-Influenzastamm
(Abbildung 3.16A).

Zusatzlich konnte kein Einfluss der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen auf die humorale Antwort
nach einer Influenza-Impfung gefunden werden. Die HHT-Titer gegen den H1N1-
Influenzastamm waren 28 - 32 Tage nach Impfung unabhangig von der Frequenz der NKG2C*
NK-Zellen (Abbildung 3.16B; p = 0,8810, R* = 0,0008). Auch die HHT-Titer gegen den H3N2-
Influenzastamm waren unabhangig von der Frequenz der NKG2C* NK-Zellen (Daten nicht

gezeigt).

Per Definition gilt eine Person ab einem HHT-Titer von = 40 als seroprotektiert gegen den
untersuchten Influenzastamm (Zacour et al., 2016). Vor der Impfung waren bereits 19 von 24
CMVyeg und 16 von 23 CMV,xs Probanden seroprotektiert gegen die H1N1-Influenzastamme
(Abbildung 3.16C). Gegen die H3N2-Influenzastdmme waren vor der Impfung 23 von 24
CMVieg und 20 von 23 CMV,es Probanden seroprotektiert (Abbildung 3.16E). Infektionen mit
oder Impfungen gegen diese oder dhnliche Influenzastdmme aus den letzten Jahren zeigen

oft eine anhaltende, messbare Immunitat in diesen Probanden (Krammer, 2019).

Im Vergleich zwischen vor und einem Monat nach der Impfung wurde unabhangig vom
CMV-Serostatus und unabhangig vom Influenzastamm eine statistisch signifikante Steigerung
der HHT-Titer gemessen (Abbildung 3.16C+E; jeweils p <0,0001). Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen CMV0s und CMV,eg Probanden konnten weder bei den HHT-Titern,
noch bei den Quotienten aus den HHT-Titern 28 - 32 Tage nach der Impfung und den Titern
vor Impfung beobachtet werden (Abbildung 3.16C-F). Der Quotient war dabei, wie in der
Literatur beschrieben, stark abhangig vom HHT-Titer vor der Impfung (Olafsdottir et al., 2017).
Probanden, die vor der Impfung bereits einen hohen HHT-Titer hatten, zeigten demnach einen
kleineren Vervielfachungsfaktor des HHT-Titers nach der Impfung (Daten nicht gezeigt).
Jeweils zwei unterschiedliche Probanden waren 28 - 32 Tage nach der Impfung nicht
seroprotektiert gegen die H1N1- bzw. H3N2-Influenzastdmme, wobei es sich bei den
Probanden um CMV,es Personen handelte (Abbildung 3.16C+E).
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Abbildung 3.16 - Humorale Inmunantwort nach einer Influenza-Impfung.

Die Daten der beiden Influenzakohorten 2019/20 und 2020/21 wurden zusammengefasst. (A) Der geometrische
mittlere Titer (GMT) gegen die H3N2- und die H1N1-Influenzastamme wurde berechnet und aufgetragen. (B) Die
Hamagglutinations-Hemmtest-Titer (HHT-Titer) gegen den H1N1-Influenzastamm 28 - 32 Tage nach Impfung (n.l.)
wurden gegen die Frequenz von NKG2C* NK-Zellen aufgetragen. Der p-Wert und Korrelationskoeffizient R? wurde
mit einer Pearson-Korrelationsanalyse bestimmt. Die HHT-Titer vor Impfung (v.l.) und 28 - 32 Tage n.l. gegen die
(C) HAIN1- bzw. (E) H3N2-Influenzastdmme wurden ebenfalls aufgetragen. Zuséatzlich wurde der
Vervielfachungsfaktor der HHT-Titer von vor der Impfung zu 28 - 32 Tage nach Impfung berechnet (D + F). In rot
wurden die Probanden hervorgehoben, die vor Impfung noch keine Seroprotektion (HHT-Titer < 40) gegen den
Influenzastamm hatten. Der jeweilige Mittelwert der Datenpunkte wird mit einer Linie gezeigt. Die Rohdaten wurden
von Lena Possenriede fiir ein Projekt ihrer Masterarbeit gemessen. Statistische Signifikanzen wurden mittels
Wilcoxon-Tests in Abhangigkeit der Zeit bzw. Mann-Whitney-Tests in Abhangigkeit des CMV-Serostatus bestimmt
(****p < 0,0001). Abkirzung: ns = nicht signifikant.
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3.5.2 Einfluss vom CMV-Serostatus auf die humorale Antwort nach
einer SARS-CoV-2-Impfung

Fur die Untersuchung der humoralen Antwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung in
Abhangigkeit des CMV-Serostatus wurde die Kohorte in drei Altersgruppen eingeteilt
(jung < 40 Jahre; mittel = 40 - 60 Jahre; alt = 80 Jahre), da die CMV-Seropravalenz mit dem
Alter steigt (Abbildung 3.17A). Das konnte in Ubereinstimmung mit der Literatur auch mit Hilfe
einer Korrelationsanalyse in dieser Kohorte gezeigt werden (Abbildung 3.17B; p = 0,0002,
R?=0,7712) (Lachmann et al., 2018). Aus diesem Grund mussten die Vergleiche der
Antikorpertiter zwischen CMV,,s und CMV,.e Personen innerhalb von Altersgruppen
stattfinden. Es konnten weder bei der ersten, noch bei der zweiten Impfung statistisch
signifikante Unterschiede im Antikorpertiter zwischen CMVpes und CMV,ey Personen
gemessen werden (Abbildung 3.17C+D). Nach der zweiten Biontech/Pfizer BNT162b2
Impfdosis konnten héhere Antikorpertiter erreicht werden als nach der ersten Impfdosis, wobei
nur acht der 179 Bewohner nach der zweiten Impfdosis keinen positiven SARS-CoV-2 Spike-
spezifischen Antikbrpernachweis hatten (< 25,6 BAU/mL). Alle acht Probanden waren aus der
Altersgruppe ,alt”. Die Antikdrpertiter nahmen mit dem Alter ab (Mdller et al., 2021). Bei CMV s
Probanden der Altersgruppen ,mittel“ und ,alt“ konnte nach der zweiten Impfdosis im Vergleich
zu CMV,eg Probanden der gleichen Altersgruppe eine Tendenz zu niedrigeren Antikorpertitern
beobachtet werden, auch wenn der Unterschied statistisch nicht signifikant ist (pmitei = 0,055;
pat = 0,082; Abbildung 3.17D). Ein Grund fur diese Beobachtung kénnte die in Kapitel 3.3.1
beschriebene beschleunigte Immunseneszenz durch CMV sein. PBMCs fiir die Uberpriifung
des Einflusses der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen auf die Antikdrpertiter nach der Impfung

waren flr diese Kohorte nicht verfiigbar.
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Abbildung 3.17 - Alters- und CMV-Serostatus-abhdngige Analyse der humoralen Imnmunantwort nach einer
SARS-CoV-2-Impfung.

(A) Die CMV-Seropravalenz wurde innerhalb von drei Altersgruppen untersucht (Alter: < 40 Jahre, 40 - 60 Jahre &
= 80 Jahre). Der CMV-Serostatus wurde mit Hilfe des Architect i2000SR (Abbott Core Laboratory) gemessen. (B)
Die altersabhangige CMV-Seropravalenz wurde mit Hilfe von Altersgruppen mit einem Abstand von funf Jahren
gemessen. Bei Altersgruppen mit weniger als drei Personen wurde die Altersgruppe auf zehn Jahre erweitert. Der
p-Wert und Korrelationskoeffizient R? wurde mit einer Pearson-Korrelationsanalyse bestimmt. (C) Der Spike 1gG
Titer (BAU/mL; BAU = bindende Antikoérper Einheiten) 17 - 19 Tage nach einer bzw. (D) 17 Tage nach zwei
Impfstoffdosen Biontech/Pfizer BNT162b2 wurde mittels Euroimmun Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac ELISA
bestimmt. Die Kohorte wurde in drei Altersgruppen unterteilt: jung < 40 Jahre; mittel = 40 - 60 Jahre; alt > 80 Jahre.
Proben mit Antikdrpertitern Uber 25,6 BAU/mL gelten als grenzwertig seropositiv (horizontale, gestrichelte Linie).
Proben mit Antikorpertitern Uber 35,2 BAU/mL gelten als seropositiv fir SARS-CoV-2 (horizontale Linie). Der
jeweilige Mittelwert der Datenpunkte wird mit einer Linie gezeigt. Die statistischen Signifikanzen wurden mittels
ungepaartem t-Test bestimmt.
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4 Diskussion

4.1 NKG2C* NK-Zellen in CMV,,0s Personen

Eine der viel beschriebenen Veranderungen des humanen Immunsystems bei CMV,es
Personen ist die Expansion von NK-Zellen, die den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2C
tragen. In dieser Arbeit wurden NKG2C* NK-Zellen phanotypisch ex vivo und funktionell gegen
Jurkat-Zellen in Abhangigkeit der HLA-E Expression auf den Jurkat-Zellen charakterisiert. Bei
der Untersuchung der Frequenzen von NK-Zellpopulationen in unserer Kohorte konnten wir in
Ubereinstimmung mit der Literatur in CMV,es Personen eine statistisch signifikant héhere
Frequenz von NKG2C* NK-Zellen messen (Abbildung 3.1) (Guma et al., 2004). Interessant ist
dabei, dass dennoch in sechs von siebzehn CMV s Personen weniger als 10% NKG2C* NK-
Zellen gemessen werden konnten. Das Phanomen, dass NKG2C* NK-Zellen in nur etwa ein
Drittel der CMV,os Personen expandieren, wurde bereits beschrieben (Barnes et al., 2020).
Obwohl noch nicht alle Mechanismen hinter diesem Phanomen aufgeklart sind, konnten im
Jahre 2018 in vitro NKG2C* NK-Zellen von CMV,,eg Personen expandiert werden. Es wurde
gezeigt, dass die variablen CMV-Peptide des UL40 Proteins aus den jeweiligen Virusisolaten,
welches an das HLA-E bindet, einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Starke der
Expansion und Aktivierung von NKG2C* NK-Zellen haben (Hammer et al., 2018).

4.2 Immunregulatorische Funktion von NKG2C* NK-Zellen

gegeniiber HLA-E"9" exprimierenden T-Zellen

Eine Studie unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass CMV-spezifische CD8 T-Zellen in
Abwesenheit von NKG2C* NK-Zellen in vitro besser expandieren kdnnen (Grutza et al., 2020).
Aufgrund der hohen Oberflachenexpression von HLA-E auf CMV-spezifischen CD8 T-Zellen
und einer erhdohten HLA-E Expression wahrend der Expansion dieser T-Zellen wird
angenommen, dass die schwachere Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen in
Anwesenheit von NKG2C* NK-Zellen die Folge von immunregulatorischen Mechanismen
durch NKG2C/HLA-E-Interaktion zwischen NKG2C* NK-Zellen und T-Zellen ist. Dazu sollte
uberprift werden, ob es einen Einfluss von NKG2C* NK-Zellen auf die Frequenz von CMV-
spezifischen CD8 T-Zellen gibt, da der Grofteil der CMV-spezifischen CD8 T-Zellen einen
maturierten Phanotyp besitzen und somit eine hohe HLA-E Expression aufweisen (Grutza et
al., 2020; Smith et al., 2016; van den Berg et al., 2019a).
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Mit Hilfe von ex vivo Messungen mit PBMCs von CMV,.s Personen konnte gezeigt werden,
dass die Frequenz von NKG2C* NK-Zellen keinen Einfluss auf die generelle Frequenz von
CMV-spezifischen CD8 T-Zellen hat (Abbildung 3.2A). Die Frequenz von CD8 TEMRA-Zellen
war hingegen niedriger bei CMVps Personen mit einer hohen Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen (= 30%) (Abbildung 3.2B). Das kénnte daran liegen, dass CD8 TEMRA-Zellen die
héchste HLA-E Expression im Vergleich zu anderen CD8 T-Zellpopulationen aufweisen, da
die HLA-E Expression mit der Maturation der T-Zelle steigt (Abbildung 3.2C). In den einzelnen
T-Zellpopulationen gab es in Abhangigkeit von ihrer Maturation keinen Unterschied in der
HLA-E Expression zwischen Personen mit hoher und niedriger Frequenz von NKG2C*
NK-Zellen (Abbildung 3.2D). Daher ergibt sich die Theorie, dass nur aktivierte und
proliferierende Zellen mit einer erhdhten HLA-E-Expression durch NKG2C* NK-Zellen reguliert

werden.

Um die Aktivitat von NKG2C* NK-Zellen gegen T-Zellen in Abhangigkeit ihrer HLA-E
Expression zu messen, wurden Aktivitdtsassays mit der Jurkat-Zelllinie durchgefihrt. Ex vivo
Untersuchungen Uber das zytotoxische Potential von NKG2C* NK-Zellen zeigten zunachst,
dass NKG2C* NK-Zellen im Vergleich zu NKG2C- NK-Zellen mehr intrazellulares Granzym B
beinhalten (Abbildung 3.3A). Eine erhéhte Expression von Granzymen und Perforin und somit
ein erhohtes zytotoxisches Potential konnte bereits in HCMV-assoziierten NKG2C*CD57* NK-
Zellen beobachtet werden (Kared et al., 2018). NKG2C* NK-Zellen zeigten in Kultur mit
HLA-EM" exprimierenden Jurkat-Zellen eine erhohte Rate an Exozytose von Granzym B im
Vergleich zu NKG2C" NK-Zellen. Aulzerdem konnte bei NKG2C* NK-Zellen eine Tendenz zu
einer erhdhten Rate an Exozytose von Granzym B gemessen werden, wenn HLA-EM"
exprimierende Jurkat-Zellen im Vergleich zu HLA-E"" exprimierenden Jurkat-Zellen in Kultur
waren, auch wenn der Unterschied statistisch nicht signifikant ist (Abbildung 3.3C). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten im Vergleich zu HLA-E"®" exprimierenden
Jurkat-Zellen hohere Frequenzen von aktivierten Caspasen 3 und 7 in HLA-EM9"
exprimierenden Jurkat-Zellen gemessen werden, wenn Jurkat-Zellen aus beiden Konditionen
(HLA-E™ und HLA-E"9") gleichzeitig mit PBMCs von Personen mit mehr als 20% NKG2C*
NK-Zellen kultiviert wurden (Abbildung 3.4B). Die Caspasen 3 und 7 werden durch Granzym
B gespalten und aktiviert, was zur Apotpose der Zielzelle fihrt (Afonina et al., 2010). Da
Granzym B auch bei der Aktivierung von anderen Caspasen involviert ist, kdnnen bei diesem
Experiment nicht alle Signalwege verfolgt werden. Dennoch deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass die schwachere Expansion von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen in Anwesenheit von
NKG2C* NK-Zellen aufgrund der Hochregulation der HLA-E Expression wahrend der
Proliferationsphase der T-Zellen und der NKG2C/HLA-E-Interaktion mit NKG2C* NK-Zellen

zustande kommt.
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4.3 Phanotypische Charakterisierung von NKG2C* NK-Zellen

Neben der Inhibition von expandierenden CMV-spezifischen CD8 T-Zellen sollte Uberpruft
werden, ob es Anzeichen flr weitere, bisher unbekannte immunregulatorische Funktionen von
NKG2C* NK-Zellen gibt. Dazu wurde das Rezeptorrepertoire der CMV-assoziierten NKG2C*

NK-Zellen mit anderen NK-Zellpopulationen verglichen.

In anderen Studien wurden bereits einige Unterschiede in der Expression von
Oberflachenmolekilen und Transkriptionsfaktoren zwischen NKG2C* und NKG2C- NK-Zellen
ausfindig gemacht. Dabei wurden NKG2C* NK-Zellen in einigen Publikationen weiter in
Abhangigkeit ihrer Expression von CD57 und FceRIy unterteilt (Kared et al., 2018; Kim et al.,
2019; Kobyzeva et al., 2020; Wu et al., 2013).

Die Oberflachenmolekul-Expressionsanalyse mit Hilfe des LEGENDscreen-Kits konnte
zeigen, dass NKG2C* NK-Zellen im Vergleich zu NKG2A* und NKG2A/C- NK-Zellen ein
verandertes Rezeptorrepertoire haben. Die PCA zeigt groRere Abstande zwischen den
Datenpunkten der Oberflachenmolekilexpressionen von NKG2C* NK-Zellen und den anderen
NK-Zellpopulationen als zwischen NKG2A* und NKG2A/C- NK-Zellen. Zusatzlich wurden
deutliche Unterschiede in den Oberflachenmolekllexpressionen auf NK-Zellen zwischen den
verschiedenen Probanden gemessen (Abbildung 3.5A). Da das Geschlecht, das Alter, die
Herkunft und weitere Daten dieser Probanden anonym sind, konnten keine spezifischeren
Schlussfolgerungen Uber die Griinde der Diversitat gezogen werden. Aufgrund der Vielzahl an
epigenetischen und genetischen Unterschiede zwischen zwei Individuen war jedoch ein

grofRer Unterschied im Phanotyp der NK-Zellen zu erwarten.

Statistische Signifikanzanalysen der einzelnen 361 Oberflachenmolekile, die mit dem
LEGENDscreen-Kit untersucht wurden, ergaben vier Oberflachenmolekile, die auf NKG2C*
NK-Zellen statistisch signifikant hoher exprimiert werden als auf NKG2A* und NKG2A/C-
NK-Zellen (CD158b, CD52, CD44 und CD2) und acht Molekiile, die auf NKG2C* NK-Zellen
statistisch signifikant niedriger exprimiert werden als auf NKG2A* und NKG2A/C- NK-Zellen
(TIM-3, Integrin B7, SIGLEC-7, CD160, CD161, CD49f, NKp30 und CD31) (Abbildung 3.5B).
Auch eine Analyse, bei der der mittlere Frequenzunterschied der Oberflachenmolekil*
NK-Zellen untersucht wurde, bestatigte die veranderte Expression der genannten Moleklile.
Zusatzlich hatten NKG2C* NK-Zellen im Durchschnitt tber 10% mehr ICOS*, HLA-DR* und
LAG-3" Zellen als NKG2A* und NKG2A/C- NK-Zellen und tber 10% weniger NKp30* Zellen
(Abbildung 3.5C). Aufgrund der geringen Anzahl an Probanden (n = 4) wurde die
Oberflachenexpression dieser Molekule bei einer groferen Anzahl an Probanden in weiteren

Farbepanel verglichen, um die Unterschiede aus Abbildung 3.5 zu bestatigen.
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Alle auf den NKG2C* NK-Zellen starker exprimierten Oberflachenmolekile aus
Abbildung 3.5C zeigten auch bei der Bestatigungsanalyse eine statistisch signifikant héhere
Frequenz auf NKG2C* NK-Zellen. Bei einigen Oberflachenmolekilen, wie z.B. ICOS, HLA-DR
oder LAG-3 war der Expressionsunterschied im Durchschnitt jedoch kleiner als 10%
(Abbildung 3.6A).

Einige der beschriebenen Expressionsunterschiede auf NKG2C* NK-Zellen wurden bereits in
anderen Publikationen diskutiert. So konnte beispielsweise eine Studie eine hdhere
Oberflachenexpression von HLA-DR auf NKG2CP9"t NK-Zellen messen, was in einem in vitro
Experiment aufgrund der verstarkten Antigenprasentation Gber HLA-DR die Aktivierung von

polyfunktionalen Effektorgedachtnis CD4 T-Zellen zur Folge hatte (Costa-Garcia et al., 2019).

Die erhdhte Expression des Maturierungsmarkers CD57 auf NKG2C* NK-Zellen ist ebenfalls
bekannt. Einige Studien nutzten CD57 als zusatzlichen Marker fiir die Definition von HCMV-
assoziierten adaptiven NK-Zellen (Florez-Alvarez et al., 2020; Kared et al., 2018). Ein weiteres
Oberflachenmolekiil, das auf NKG2C* NK-Zellen hoéher exprimiert wird, ist der co-
stimulatorische Rezeptor CD2. Ahnlich wie in unserem Experiment, konnten in anderen
Studien hohere Expressionslevel von CD2 bei NKG2C* NK-Zellen gefunden werden, sowohl
in RNA-, als auch Proteinanalysen (Lee et al., 2015; Schlums et al., 2015). Experimente mit
Antikodrper-beschichteten p815-Zellen zeigten dabei eine deutlich starkere Aktivierung von
adaptiven bzw. NKG2C* NK-Zellen mit co-Stimuation Gber CD2 (Liu et al., 2016). Neben CD2
konnte in unserem Experiment auch eine héhere Frequenz von ICOS* Zellen bei NKG2C*
NK-Zellen gemessen werden. Da ICOS im Mausmodell auch co-stimulatorische Funktionen in
NK-Zellen besitzt, kdnnte man ein verstarktes Aktivierungspotential bei NKG2C* NK-Zellen in
Menschen vermuten (Ogasawara et al., 2002). Fur die Bestatigung dieser Hypothese sind

funktionelle Experimente mit ICOS™ NK-Zellen nétig.

Auch die héhere Frequenz von NKG2C* NK-Zellen mit inhibitorischen KIR-Rezeptoren wurde
bereits beschrieben. Der fehlende KIR-Polymorphismus in expandierten NKG2C* NK-Zellen
wurde mit einer klonalen Expansion von NKG2C* NK-Zellen nach einer primaren CMV-
Infektion in Verbindung gebracht (Manser et al., 2019). Neben den aktivierenden, co-
stimulatorischen und inhibitorischen Oberflachenmolektlen waren auf NKG2C* NK-Zellen
auch einige Adhasionsmolekiile starker exprimiert. Das Matrixadhasionsmolekil CD44, CD18,
sowie CD49d und CD52, zeigten eine hdhere Frequenz auf NKG2C* NK-Zellen im Vergleich
zu den anderen NK-Zellpopulationen. Eine erhohte Expression von CD44 auf CD569™NKG2C*
NK-Zellen wurde bereits ex vivo gemessen, jedoch nicht funktionell untersucht. In
Publikationen wird CD44 als Rezeptor fur Hyaluronsaure, als Matrixadhasionsmolekul und

Homing-Marker fir peripheres lymphatisches Gewebe beschrieben (Kobyzeva et al., 2020;
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Marhaba & Zoller, 2004). Die erhdhte Expression von CD49d lasst ebenfalls auf eine
verstarkte Adhasionsfahigkeit von NKG2C* NK-Zellen schlieRen.

Die Analyse der Expressionsunterschiede von Oberflachenmolekilen auf NKG2C* NK-Zellen
zeigte ein deutlich hoheres Level in der CD52 Oberflachenexpression. Obwohl die
physiologischen und pathologischen Wirkmechanismen von CD52 wenig aufgeklart sind, wird
Alemtuzumab, ein anti-CD52 Antikorper, beispielsweise bei Therapien gegen multiple
Sklerose eingesetzt (Sanofi, abgerufen am 25.08.2021 ). Seit 2019 wurde die Verwendung
von Alemtuzumab (Lemtrada®) aufgrund von schweren, teils todlichen Nebenwirkungen
eingeschrankt (EMA, abgerufen am 25.08.2021). Bei RNA-Expressionsanalysen konnten
bereits zwei Studien eine deutlich erhéhte Expression von CD52 bei NK-Zellclustern
gemessen werden, die in der Publikation als CMV-assoziierte adaptive NK-Zellen beschrieben
werden (Smith et al.,, 2020; Yang et al., 2019). Die Hochregulation der beschriebenen
Adhasionsmolekiile auf NKG2C* NK-Zellen Iasst eine versarkte Formation von Effektor-Target
Zellkonjugaten und eine verstarkte Zytotoxizitat gegen NK-Zell sensitive Zielzellen vermuten,
da diese Eigenschaften bereits mit anderen Zelladhasionsmolekilen auf NK-Zellen assoziiert

werden konnten (Robertson et al., 1990).

Auch die Expression von LAG-3 auf NKG2C* NK-Zellen wurde bereits in Studien untersucht.
Wahrend im Gegensatz zu unseren Ergebnissen ex vivo keine hdhere Expression von LAG-3
auf NKG2C* NK-Zellen beobachtet wurde, konnte eine verstarkte LAG-3 Hochregulation auf
NKG2C* NK-Zellen nach einer siebentagigen Stimulation mit 10 ng/mL IL-15 und Antikérpern
gegen aktivierende Rezeptoren wie NKG2C, NKG2D oder NKp30 beobachtet werden, was

eine Dysfunktionalitat der Zellen gegen Tumorzellen zur Folge hatte (Merino et al., 2019).

Insgesamt konnten hdhere Frequenzen von Oberflachenmolekiilen auf NKG2C* NK-Zellen
gemessen werden, die besonders mit Maturation, co-Stimulation und Adhasion in Verbindung
gebracht werden. Dies deutet auf mehrfache Aktivierungen und starkeres

Aktivierungspotenzial von NKG2C* NK-Zellen hin.

Auch bei den schwacher exprimierten Oberflachenmolekulen aus Abbildung 3.5C konnten bei
der Bestatigungsanalyse statistisch signifikant niedrigere Frequenzen auf NKG2C* NK-Zellen
gemessen werden. Lediglich NKp30* NK-Zellen waren in der NKG2A/C- NK-Zellpopulation
seltener zu finden als in der NKG2C* NK-Zellpopulation (Abbildung 3.6B). Einige Studien
haben eine niedrigere Expression von NKp30 auf NKG2C* im Vergleich zu anderen
NK-Zellpopulationen gezeigt. Diese Studien zeigten jedoch den Vergleich zwischen NKG2C*
und NKG2A* NK-Zellen (Guma et al., 2004) oder zwischen NKG2C* und NKG2C- NK-Zellen
(Kim et al., 2019; Kobyzeva et al.,, 2020) und keinen exakten Vergleich zu NKG2A/C
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NK-Zellen. In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte auf der Oberflache von NKG2C* NK-
Zellen eine schwachere Expression von NKp46 gemessen werden, einem anderen
aktivierenden NCR. Eine Studie beschreibt eine entscheidende Rolle von FceRly in der
Unterstitzung der NKp46 Expression auf der Oberflache von NK-Zellen. Viele NKG2C*
NK-Zellen exprimieren kein FceRly, weshalb die NKp46 Oberflachenexpression auf diesen
Zellen nicht unterstitzt wird (Kim et al., 2019). Unter anderem wird eine geringere
Tumorzytotoxizitat von CMV-assoziierten NKG2C* NK-Zellen auf die fehlende Expression von
FceRly und die damit einhergehende Herunterregulation der NCR-Oberflachenexpression
zuruckgefuhrt (Hwang et al., 2012; Liu et al., 2020).

Bei einer Studie aus dem Jahr 2018 wurde neben einer erhéhten Frequenz von
NKG2C*CD57*SIGLEC-7-CD569™CD16* NK-Zellen bei CMV,p.s Personen auch eine
Korrelation zwischen dem anti-CMV IgG Titer und dieser NK-Zellsubpopulation beobachtet
(Kared et al., 2018). Der auf NKG2C* NK-Zellen schwacher exprimierte Rezeptor SIGLEC-7
ist mit inhibitorischen Funktionen assoziiert, wenn der Rezeptor an Sialinsdure bindet (Zheng
et al., 2020). Das Fehlen des inhibierenden Rezeptors kdnnte eine starkere Aktivierung von
NKG2C* NK-Zellen gegen verschiedene Zelltypen auslésen. Sialinsaure kommt namlich
ubiquitar auf Zelloberflachen vor (Varki, 2008).

Bezogen auf CD161 wird in der Literatur ein unvollstandiges Verstandnis Uber die Funktion
des Molekils auf NK-Zellen beschrieben. In einer Publikation werden CD161* NK-Zellen als
proinflammatorische NK-Zellen definiert (Kurioka et al., 2018). In Ubereinstimmung mit der
Literatur konnten wir niedrigere Expressionen von CD161 auf NKG2C* NK-Zellen messen
(Beziat et al., 2012). Eine Bindung von CD161 an den Liganden Lectin-Like Transcript 1 (LLT1)
inhibiert die Zytotoxizitat von NK-Zellen, was aufgrund der niedrigeren Expression von CD161
auf NKG2C* NK-Zellen eine starkere Zytotoxizitat von NKG2C* NK-Zellen gegen LLT1
tragende Zellen vermuten lasst (Aldemir et al., 2005). Die Expression von LLT1 tragt auf

Tumorzellen zur Immunevasion bei (Sanchez-Canteli et al., 2020).

Die Maturation der NK-Zellen bei persistierenden Pathogenen wie CMV, sowie die Akquisition
von Rezeptoren wie CD2, CD57 und NKG2C wird unter anderem durch Tim-3 reguliert. In
einer Publikation wird die Herunterregulation von TIM-3, zusammen mit der Akquisition von
inhibitorischen Rezeptoren mit einem erschopften und zytotoxischen Phanotyp in
inflammatorischer Umgebung wahrend einer chronischen HIV Infektion in Zusammenhang
gebracht (Kared et al.,, 2018). NKG2C* NK-Zellen haben in unserem Experiment eine

niedrigere Expression von TIM-3.

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Rezeptoren konnten wir niedrigere Frequenzen von
CD160 auf NKG2C* NK-Zellen messen. CD160 bindet an HLA-C und aktiviert die NK-Zelle
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(Le Bouteiller et al., 2002). Neben den starker exprimierten Adhasionsmarkern konnten auch
zwei Adhasionsmarker gefunden werden, die auf NKG2C* NK-Zellen niedriger exprimiert
werden, CD49f und CD31. Diese beiden Oberflachenmolekiile wurden noch nicht im
Zusammenhang mit NKG2C* NK-Zellen untersucht. Fir die funktionelle Einordnung sollten in
Zukunft funktionelle Analysen mit NKG2C* NK-Zellen mit Fokus auf diese beiden Molekile
durchgeflihrt werden. Eine von uns beobachtete niedrigere Expression von CD119 (IFNyR1)
auf NKG2C* NK-Zellen deutet auf eine verringerte Aktivitdt der NKG2C* NK-Zellen nach
Stimulation mit IFNy hin.

Mit Hilfe der t-SNE Analysen konnten NKG2C* NK-Zellen aufgrund der Expression von
verschiedenen Oberflachenmolekulen in weitere NK-Zellcluster unterteilt werden. So konnten
NKG2C* NK-Zellen unter anderem in Abhangigkeit ihnrer NKp46 oder CD49f Expression weiter
unterteilt werden. Fur detailliertere  Charakterisierungen dieser NKG2C* NK-
Zellsubpopulationen kdénnten funktionelle Experimente, phanotypische
Durchflusszytometrieanalysen mit mehr Oberflachenmolekilen und Transkriptionsfaktoren
oder Massenzytometrieanalysen durchgefiihrt werden. Dass mehrere NK-Zellcluster in
NKG2C* NK-Zellen gefunden werden koénnen, zeigt eine Studie, bei der NK-Zellen in
COVID-19 Patienten untersucht wurden (Maucourant et al.,, 2020). Eine Analyse mittels
Massenzytometrie schatzt 6.000 - 30.000 verschiedene phanotypische NK-Zellpopulationen
(Horowitz et al., 2013). Interessant waren besonders die funktionellen Unterschiede dieser NK-

Zellpopulationen und ihre Bedeutung im pathologischen Umfeld.

4.4 Zellulare Immunantworten in Personen nach einer

Influenza-Impfung

Neben der Analyse des Einflusses von CMV-assoziierten NKG2C* NK-Zellen und dem CMV-
Serostatus auf die Immunantwort nach Impfungen und Infektionen, wurden zunachst

allgemeine Aktivierungsmarker nach einer Influenza-Impfung beobachtet.

4.4.1 Aktivierungsgrad von Lymphozytenpopulationen nach einer

Influenza-Impfung

Obwohl nach einer Influenza-Impfung nachweislich verstarkte adaptive und angeborene
zelluldare Immunantworten in vitro nachgewiesen werden konnen, konnten wir in
Ubereinstimmung mit der Literatur keine Veranderungen der Lymphozytenpopulation-
Frequenzen beobachten (Abbildung 3.10) (Long et al., 2008). Eine Aktivierung von NK-, T- und

B-Zellen 1 - 2 Tage nach der Influenza-Impfung konnte mittels Hochregulation der HLA-E und
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CD69 Expression beobachtet werden (Abbildung 3.11B+C). Die Hochregulation von HLA-E
auf T-Zellen durch Aktivierung konnte bereits von unserer Arbeitsgruppe beschrieben werden
(Grutza et al.,, 2020). 28 - 32 Tage nach der Influenza-Impfung konnte aullerdem eine
statistisch signifikante Hochregulation der HLA-E Expression auf B-Zellen beobachtet werden
(Abbildung 3.11B). Zusatzlich konnten zu diesem Zeitpunkt mehr proliferierende B-Zellen mit
dem Proliferationsmarker Ki-67 nachgewiesen werden als zum Zeitpunkt davor
(Abbildung 3.11A). Ein Unterschied zwischen CMV,,cs und CMV,g Probanden konnte hierbei
nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Fur detailliertere Analysen sollten die B- und
Plasmazellen zuklnftig bei der Farbung mit Hilfe von Markern in ihre antikbrperproduzierenden

Subtypen unterteilt werden.

4.4.2 Degranulation von NK-Zellen nach Kultivierung mit Influenza-
infizierten MRC-5-Zellen und der Einfluss einer Influenza-

Impfung

NKG2C* NK-Zellen werden in der Literatur eine gute antivirale Eigenschaften zugeschrieben.
So ist die Menge der HBV-DNA beispielsweise in HIV/HBV co-infizierten Patienten invers mit
der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen korreliert (Song et al., 2020). Auerdem zeigen Studien,
dass NKG2C* NK-Zellen zur Kontrolle der HIV-Virdmie wahrend einer primaren Infektion mit
dem Virus beitragt (Gondois-Rey et al., 2017; Ma et al., 2017). In dieser Arbeit wurde die
Aktivitat von NKG2C* NK-Zellen gegen Influenza-infizierte MRC-5-Zellen analysiert. Dabei
konnte keine starkere Degranulation durch NKG2C* NK-Zellen im Vergleich zu NKG2A* oder
NKG2AC- NK-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.12). Ein Grund daflr kénnte die in
Kapitel 3.2 beschriebene niedrigere Expression von NKp46 auf NKG2C* NK-Zellen sein. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen Influenza-infizierte Zellen NKp46-vermittelt
lysieren kdnnen. Durch Blockieren von NKp46 kann diese Lyse inhibiert werden (Mandelboim
et al., 2001). Als Grund fur die niedrigere NKp46 Expression in NKG2C* NK-Zellen wird die
fehlende Expression von FceRyl beschrieben, denn FceRyl unterstitzt die
Oberflachenexpression von NKp46 (Kim et al.,, 2019; Liu et al., 2020). Die niedrigere
Expression von NKp46 auf NKG2C* NK-Zellen kénnte bezogen auf Influenza die sonst
starkere antivirale Aktivitdt von NKG2C* NK-Zellen ausgleichen. Zusatzlich zeigt das
Oberflachenmolekil-Screening in Kapitel 3.2, dass CMV-assoziierte NKG2C* NK-Zellen
neben NKp46 noch viele weitere Oberflachenmolekile anders exprimieren. Flr eine
Einordnung sollten beispielsweise stressinduzierte Liganden auf Influenza-infizierten MRC-5-
Zellen untersucht werden, um mdgliche Interaktionspartner fir NK-Zellrezeptoren zu
identifizieren. Auferdem gibt eine Analyse mittels CD107a eine Auskunft Uber die

Degranulation von Molekilen und nicht Uber die spezifische Zytotoxizitat gegen Influenza-
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infizierte Zellen. Daher sollte in Zukunft die Zytotoxizitdt der NK-Zellen mit Hilfe von
Degranulation von Granzymen oder die Lyse der Influenza-infizierten MRC-5-Zellen analysiert

werden.

Aufgrund der Hochregulation der Aktivierungsmarker von NK-Zellen nach der Impfung
(Abbildung 3.11) sollte die Aktivitdt der NK-Zellen gegen Influenza-infizierte Zellen mit den
Proben von verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Impfung analysiert werden. Trotz der
hochregulierten Aktivierungsmarker bei ex vivo Messungen nach der Impfung wurde keine
starkere Degranulation bei NK-Zellsubpopulationen in Kultur mit Influenza-infizierten MRC-5-
Zellen gemessen (Abbildung 3.12). Bei den Proben ein bis zwei Tage nach der Impfung wurde
bei den NK-Zellsubpopulationen sogar eine minimal niedrigere Degranulation gemessen, auch
wenn der Unterschied statistisch nicht signifikant ist. Grund daflr kénnte eine inhibierende
Wirkung des Hamagglutinins vom Influenza-Impfstoff sein. Studien haben bereits beschrieben,
dass das Blockieren von NKp46 durch Hamagglutinin vor einer Kultur mit Zielzellen die
Zytotoxizitat von NK-Zellen inhibiert (Mao et al., 2010).

In einer Studie wurden 21 - 38 Tage nach Impfung von gesunden Erwachsenen mit einem
inaktivierten trivalenten Influenza-Impfstoff minimal erhéhte IFNy*™ NK-Zellen nach Stimulation
mit inaktiviertem Influenzavirus beobachtet (Long et al., 2008). Eine andere Studie konnte
6 - 12 Tage nach einer ftrivalenten Impfung mit abgetéteten Influenzaviren eine erhdhte
NK-Zellzytotoxizitat gegen K562-Zellen messen (Schapiro et al., 1990). Eine weitere Studie
aus dem Jahr 2020 adressierte auch die Degranulation von NK-Zellen nach einer Influenza-
Impfung. Dabei konnten sieben Tage nach Impfung mit einem adjuvantierten pandemischen
Impfstoff Pandemrix® ex vivo erhohte Frequenzen von CD107a* Zellen in CD569"CD16*
NK-Zellen gemessen werden (Riese et al., 2020). Der nicht-adjuvantierte proteinbasierte
Impfstoff Influvac® Tetra hat die Frequenz der CD107a* NK-Zellen nach Impfung nicht
verandert (Daten nicht gezeigt). Trotz Analyse der Degranulation kann mit unseren Daten
keine abschlieRende Aussage Uber die Zytotoxizitat von einzelnen NK-Zellsubpopulationen
gegenuber Influenza-infizierten Zellen nach der Influenza-Impfung getroffen werden. Dafur
sind weitere Analysen z.B. der exozytierten zytotoxischen Granula oder der Lyse von

infizierten Zielzellen notwendig.

4.4.3 CD8 T-Zellantworten nach einer proteinbasierten Influenza-

Impfung

Neben NK-Zellen spielen besonders CD8 T-Zellen eine Rolle in der Virusbeseitigung nach
einer Infektion (Moradi et al., 2021; Thimme et al., 2003). Daher wurde auch die

CD8 T-Zellantwort nach einer Influenza-Impfung analysiert. Da ein Einfluss von NKG2C* NK-
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Zellen auf T-Zellen bekannt ist (siehe Kapitel 3.1.3), wurde auch ein mdéglicher Einfluss von
der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen auf die Frequenz von Influenza-spezifischen CD8 T-
Zellen untersucht. Ahnlich wie bei CMV-spezifischen CD8 T-Zellen gibt es keine Korrelation
zwischen den Frequenzen von NKG2C* NK-Zellen und Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen
ex vivo (Abbildung 3.13). Die Frequenzen wurden mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
Multimers gegen das im Influenza-Matrixprotein enthaltene HLA-A*02:01-Epitop GILGFVFTL
bestimmt. Eine Studie, die das gleiche Multimer fir die Messung der Influenza-spezifischen
CD8 T-Zellen benutzt hat, konnte niedrigere Frequenzen von Influenza-spezifischen CD8 T-
Zellen in CMV,es Probanden im Vergleich zu CMV,eg Probanden mit einem Alter von uber 60
Jahren messen (van den Berg et al., 2021). Bei Probanden zwischen 20 und 52 Jahren gibt
es bei dieser Studie, ahnlich wie in unserer Kohorte mit einem Altersmedian von 27 Jahren,
keinen Unterschied in der Frequenz von Influenza-spezifischen CD8 T-Zellen zwischen
CMVyos und CMV,eg Probanden (Daten nicht gezeigt).

Nach der Influenza-Impfung konnte keine Expansion von Matrixprotein-spezifischen
CD8 T-Zellen gemessen werden. Grund dafur ist die Zusammensetzung des Impfstoffs, denn
der Influvac® Tetra Impfstoff ist ein proteinbasierter Impfstoff und beinhaltet lediglich 15 ug
Hamagglutinin und eine unbestimmte Menge an Neuraminidase, also kein Matrixprotein
(Mylan, abgerufen am 13.09.2021). Natirliche Infektionen mit Influenza hingegen zeigen eine
Expansion von Matrixprotein-spezifischen CD8 T-Zellen (van den Berg et al., 2021). Bei
Screenings von HLA-A*02:01-Epitopen, die im Hamagglutinin der Influenzaviren vorhanden
sind, konnten zwar an HLA-A*02:01 bindende Peptide gefunden werden, jedoch zeigten nur
CD8 T-Zellen in einer Person eine IFNy-Antwort von Uber 2% nach einer T-Zellexpansion mit
dem Peptid p26 aus dem Hamagglutinin (Abbildung 3.15D). Dabei konnten die
p26-spezifischen CD8 T-Zellen auch bei Proben von Zeitpunkten nach der Impfung keine
héhere Frequenzen von IFNy* CD8 T-Zellen nach Expansion aufweisen. Ein Grund daflr
kénnte sein, dass proteinbasierte Impfstoffe generell weniger CD8 T-Zellantworten
hervorrufen, da Peptide von exogenen Proteinen, aufler bei der Kreuzprasentation,
insbesondere Gber MHC-Klasse-II-Molekile prasentiert werden (Kosor Krnic et al., 2008; Koup
& Douek, 2011; Purcell et al., 2007). Fir eine weitere Analyse sollten mit Proben nach der
Impfung Multimerfarbungen von Hamagglutinin-spezifischen CD8 T-Zellen durchgefuhrt
werden, um zu schauen, ob es T-Zellen gibt, die spezifisch fir dieses Peptid sind. Eine
Multimerfarbung hat den Vorteil, virusspezifische CD8 T-Zellen ohne in vitro Manipulation zu
detektieren (Sims et al., 2010). In einer Studie mit Probanden, die mit einem proteinbasierten
Influenza-Impfstoff immunisiert wurden, konnten nach der Impfung mittels Multimerfarbung
signifikant héhere Hamagglutinin-spezifische CD8 T-Zellen gemessen werden (Kosor Krnic et
al., 2008).
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4.5 Humorale Immunantworten in CMVos und CMV g Personen

nach einer Influenza-Impfung

Der wichtigste Schutz vor einer Influenza-Infektion ist die jahrliche Impfung, die jedes Jahr
tausende von Influenza-Toten verhindert (CDC, abgerufen am 07.10.2021). Aufgrund von
Impfungen und Infektionen mit Influenzaviren in den letzten Jahren gibt es in der Bevdlkerung
eine gewisse Grundimmunitat gegen zirkulierende Influenzaviren (Olafsdottir et al., 2017;
Strindhall et al., 2016). Schon vor der Impfung konnte in unserer Studie bei 35 von 47
Probanden eine Seroprotektion (HHT-Titer 2 40) gegen die H1N1-Influenzastamme und bei
43 von 47 Probanden eine Seroprotektion gegen die H3N2-Influenzastdmme nachgewiesen
werden (Abbildung 3.16B+D). 13 - 15 Tage nach der Influenza-Impfung konnten gegen beide
Influenzastdmme statistisch signifikant steigende Antikérpertiter verzeichnet werden, die nach
28 - 32 Tagen den Hohepunkt erreicht haben (Abbildung 3.16). Diese Beobachtung der
Antikorperkinetik wird durch Ergebnisse anderer Studien unterstitzt (Kositanont et al., 2012;
Skowronski et al., 2008). Trotz eines Riickgangs der HHT-Antikorper 4 - 5 Monate nach der
Impfung sind alle Probanden, die nach der Impfung gemafR der EMA-Definition serokonvertiert
sind, immer noch seroprotektiert (Daten nicht gezeigt) (EMA, abgerufen am 27.10.2021). Auch
ein Review Uber 14 Studien zeigt, dass die Seroprotektion innerhalb einer Influenza-Saison
anhalt, auch bei alteren Personen. In den Studien wurden Antikérpertiter und Seroprotektion
= 4 Monate nach einer Influenza-Impfung untersucht (Skowronski et al., 2008). Dennoch wird
empfohlen, sich aufgrund der Mutationsrate, der Vielzahl an unterschiedlichen zirkulierenden
Influenzaviren und der verringerten Immunitat mit der Zeit, jahrlich impfen zu lassen (WHO,
abgerufen am 08.10.2021).

Der Einfluss vom CMV-Serostatus auf die humorale Antwort nach einer Influenza-Impfung wird
kontrovers diskutiert (van den Berg et al., 2019b). In unserer Studie sollte zusatzlich zum CMV-
Serostatus Uberprift werden, ob CMV-assoziierte NKG2C* NK-Zellen einen Einfluss auf die
humorale Immunantwort nach einer Influenza-Impfung haben. Grund daflir ist die hohe
Oberflachenexpression vom NKG2C-Liganden HLA-E auf B-Zellen, die nach HLA-E
Hochregulation wahrend der Aktivierungsphase Zielzellen von NKG2C* NK-Zellen sein
kénnten (Abbildung 3.11B). Eine immunregulatorische Funktion von NKG2C* NK-Zellen
gegenuber aktivierten B-Zellen hatte wahrscheinlich eine schwachere Antikdrperproduktion
zur Folge. Es konnte jedoch kein Einfluss von der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen auf die
Antikorpertiter nach Impfung gefunden werden (Abbildung 3.16B). Statistisch signifikante
Unterschiede im Antikorpertiter konnten zwischen CMVyos und CMV,,eg Probanden ebenfalls
zu keinem Zeitpunkt vor bzw. nach der Impfung gemessen werden. Der Antikdrpertiter nach

der Impfung war, wie bereits in der Literatur beschrieben, stark abhangig vom Antikorpertiter
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vor der Impfung (Olafsdottir et al., 2017). In einer Studie aus dem Jahr 2016 wird als moglicher
Grund dafiir genannt, dass bereits vorhandene Antikérper einen Komplex mit dem Impfstoff-

Antigen bilden kénnten und somit die Immunantwort limitiert wird (Strindhall et al., 2016).

Daher wird fir die Untersuchung des Einflusses von NKG2C* NK-Zellen auf die humorale
Antwort nach Impfungen eine gréRere Kohorte mit Probanden bendtigt, die vor der Impfung
keine Seroprotektion gegen die Influenzastdmme haben. Zusatzlich kénnte die in vitro
Expansion von B-Zellen in Anwesenheit und Abwesenheit von NKG2C* NK-Zellen beobachtet
werden, ahnlich, wie es schon fur CMV-spezifische CD8 T-Zellen untersucht wurde (Grutza et
al., 2020).

4.6 Humorale Immunantworten in CMVos und CMVeg Personen

nach einer SARS-CoV-2-Impfung

Bei der SARS-CoV-2 Kohorte wurde aufgrund der geringen abgenommenen Blutmengen nur
das Serum und keine PBMCs aufgereinigt. Daher konnte in dieser Studie nicht der
Zusammenhang zwischen der Frequenz von NKG2C* NK-Zellen und der humoralen
Immunantwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung untersucht werden. Dennoch war die Analyse
des Einflusses vom CMV-Serostatus auf die humorale Antwort nach einer SARS-CoV-2-
Impfung mit dieser Kohorte interessant, da es bisher keine CMV-bezogenen Auswertungen
von Antikorpertitern nach einer Immunisierung mit dem Biontech/Pfizer BNT162b2 Impfstoff
gibt. Aufgrund der steigenden CMV-Seropravalenz mit dem Alter musste die Auswertung der
Antikorpertiter in Altersgruppen stattfinden, da ansonsten altersbedingte Einflisse auf die
humorale Antwort mit in die Auswertung einflielen wirden (Abbildung 3.17A+B). Dazu ist
bereits bekannt, dass die humorale Immunantwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung im Alter

schwacher wird (Muller et al., 2021).

Die Analysen der humoralen Immunantwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung ergaben keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Antikdrpertiter 17 - 19 Tage nach einer bzw. beiden
Impfdosen zwischen CMV,0s und CMV,,eg Personen (Abbildung 3.17C+D). Dennoch konnte in
CMVpes Probanden mit einem Alter von Uber 40 Jahren eine Tendenz zu niedrigeren
Antikorpertitern 17 Tage nach der zweiten Impfung gemessen werden, auch wenn der
Unterschied statistisch nicht signifikant ist. Studien, die schwachere humorale
Immunantworten von alteren CMVy.s Personen zeigen, argumentieren, dass eine
beschleunigte Alterung des Immunsystems und die darausfolgende Immunseneszenz durch
CMV verantwortlich fur die schwachere Immunantwort ist (Frasca et al., 2015; Trzonkowski et

al., 2003; van den Berg et al., 2019b). Neben humoralen Immunantworten sollten in Zukunft
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auch T-Zellantworten in CMVes und CMV,eg Personen untersucht werden, da mRNA-basierte
Impfstoffe wie der Biontech/Pfizer BNT162b2 Impfstoff nachweislich auch gute
T-Zellantworten hervorrufen (Sahin et al.,, 2021). Ein Fokus auf die immunregulatorische
Funktion von NKG2C* NK-Zellen auf die Expansion von SARS-CoV-2-spezifischen T-Zellen

in vivo ware in diesem Rahmen besonders interesant.

4.7 Fazit

Aufgrund der ausgepragten Anderungen des humanen Immunsystems nach einer primaren
CMV-Infektion und einer geschatzten weltweiten CMV-Seropravalenz von 83%, ist die Analyse
des Einflusses von CMV-assoziierten Anderungen im humanen Immunsystem auf
immunologische Prozesse in Bezug auf andere Infektionskrankheiten von groRer Bedeutung
(Zuhair et al., 2019)

Neben der verstarkten Zytotoxizitat von NKG2C* NK-Zellen gegen HLA-E"S" exprimierende
T-Zellen konnten bereits bekannte phanotypische Merkmale von NKG2C* NK-Zellen bestatigt
und neue phanotypische Merkmale gefunden werden. Diese Ergebnisse bilden eine
Grundlage fiur weitere Experimente zur funktionellen Charakterisierung von NKG2C*
NK-Zellen. Trotz fehlender statistisch signifikanter Unterschiede in der humoralen
Immunantwort zwischen CMVp,s und CMV,eg Personen nach einer Influenza- und
SARS-CoV-2-Impfung gibt es Anzeichen fir eine schwachere humorale Immunantwort in
CMV,es Personen mit einem Alter von Uber 40 Jahren. Der Einfluss von CMV-assoziierten
NKG2C* NK-Zellen auf die Expansion von B- und Plasmazellen aufgrund der NKG2C/HLA-E
Interaktion sollte dazu zuklnftig untersucht werden. Die CMV-charakteristischen
Veranderungen des Immunsystems sollten in Bezug auf die Immunantwort gegen andere
Infektionen weiter analysiert werden, um den Einfluss vom CMV-Serostatus auf andere

Krankheiten besser verstehen zu konnen.
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