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1. Einleitung

1.1 Hepatitis C

1.1.1 Molekularbiologie des Hepatitis-C-Virus

Mithilfe molekularbiologischer Methoden konnte 1989 das Hepatitis-C-Virus
(HCV) als Erreger der sogenannten Non-A-/ Non-B-Hepatitis (NANBH)
identifiziert' und erste serologische Tests fir das HCV entwickelt werden?.
Zudem gelang die Charakterisierung des gréRten Teils des viralen Genoms?.
Nachdem serologische Tests zum Nachweis des HCV eingefihrt wurden,
erkannte man, dass die meisten transfusionsassoziierten Hepatitiden durch
eine HCV-Infektion ausgelost worden waren. Heute kdnnen nahezu alle HCV-
infizierten Personen erkannt und von der Blutspende ausgeschlossen werden.
Das Restrisiko einer unerkannt infektiosen Spende im diagnostischen Fenster
wird anhand mathematischer Modelle aktuell auf circa 1:3 Millionen geschatzt”.

1.1.2 Virologie und molekularbiologische Aspekte

Das Hepatitis-C-Virus ist eine Hepavirus, welches der Familie der Flaviviridae
zugeordnet wird. Es handelt sich hierbei um ein lineares, behilltes
Einzelstrang-RNA-Virus, welches eine Plusstrang Polaritat aufweist und aus
9.500 Nukleotiden besteht. Das Virus hat einen Durchmesser von 40 bis 60 nm.
Die lipidhaltige Hulle mit den zwei Oberflachenproteinen E1 und E2 umschlief3t
das sphéarische Nukleokapsid.

Aufgrund seiner hohen Mutationsrate verfugt das HCV (ber eine grol3e
genetische Variabilitat, was seine Viruspersistenz und Resistenz gegen

antivirale Substanzen bewirken kann.

Das HCV hat sich evolutionsbedingt in verschiedene Hauptgruppen und deren
Subtypen entwickelt. Inzwischen sind sieben Genotypen (1, 2, 3 ...) und 68
Subtypen (1a, 1b, 1c ...) bekannt®.



Diese Geno- und Subtypen sind unterschiedlich geographisch verteilt. Am
weitesten verbreitet sind die HCV-Typen l1a und 1b, welche in in Europa und
Amerika Uberwiegen. In Deutschland ist der Subtyp 1b, gefolgt von Subtyp 1la,
vorherrschend®. Umstritten ist die Beobachtung, dass die Schwere des
Krankheitsverlaufes mit dem HCV-Genotyp korreliert’. Es wurde mehrfach
berichtet, dass eine Infektion mit Genotyp 1 und besonders mit Subtyp 1b eine
starkere Leberschadigung und ein haufigeres Auftreten einer Zirrhose zur Folge
hat8,9,10.

Einzelne Studien haben gezeigt, dass der Genotyp 1 weniger gut auf eine
antivirale Therapie mit Interferon anspricht als die Genotypen 2 und 32,

1.1.3 Infektionsweg, Epidemiologie und Prophylaxe

Der Mensch ist der einzige bekannte natirliche Wirt des HCV. Das Virus kann
parenteral, sexuell oder vertikal Ubertragen werden. HCV kann je nach
Viruskonzentration im Blut auch in weiteren Korperflissigkeiten wie Tréanen,
Speichel, Schwei? und Sperma nachgewiesen werden. Eine sexuelle
Ubertragbarkeit des HCV konnte bislang nicht ausgeschlossen werden. Es
scheint aber, dass ein Ubertragungsrisiko im Gegensatz zur Hepatitis B eher
gering ist'®. Das Risiko einer vertikalen Virusiibertragung von der Mutter auf das
Kind betragt drei bis funf Prozent und hangt von der Viruskonzentration im
matterlichen Blut ab. Ein weiterer Infektionsweg sind Nadelstichverletzungen
mit kontaminierten Kanulen. Hier betragt das Transmissionsrisiko ca. zwei bis
drei Prozent.

Weltweit sind etwa 71 Millionen Menschen mit dem HC-Virus infiziert und
gefahrdet, eine Leberzirrhose und/ oder ein Leberkarzinom zu entwickeln'®.
Laut der WHO kommt es weltweit jahrlich zu 1,75 Millionen Neuinfektionen mit
HCV. Pro Jahr wird weltweit mit 399.999 Todesfallen infolge von HCV-
Infektionen oder HCV-bedingten Lebererkrankungen gerechnet™.

Die HCV-Antikorper-Pravalenz schwankt in den verschiedenen Landern. So
liegt diese beispielsweise in Agypten bei ca. zu 20 % hoch. In Deutschland
betragt die Seropravalenz fur Anti-HCV-Antikdrper ca. 0,3 % der Bevélkerung.
Hiervon sind 84 % HCV-PCR positiv getestet’®.
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Im spaten 20. Jahrhundert breitete sich HCV v.a. parenteral Uber unsterile
Injektionsutensilien  (in  nichtindustrialisierten La&ndern) und den i.v.-
Drogenkonsum (in industrialisierten Landern) aus. Schatzungen zufolge kam es
im Jahr 2000 weltweit zu 2,0 Millionen Neuinfektionen mit HCV durch
verunreinigte Kanulen. Seit dem Jahr 2005 ist die Inzidenz von HCV-
Erstdiagnosen sinkend.

Die Antikdrperpravalenzen variieren in den veschiedenen
Bevolkerungsgruppen. So weisen Personen mit mehrjahrigem i.v.-
Drogengebrauch Antikorperpravalenzen bis zu 90 % auf.

Zum Schutz vor berufsbedingter Infektion missen in Deutschland Mitarbeiter in
medizinischen Berufen regelmaRig auf ihren HCV-Status getestet werden®®. Im
Falle eines HCV-RNA-Nachweises, darf der Mitarbeiter bestimmt Tatigkeiten
nicht mehr ausfuhren.

Das Infektionsschutzgesetz schreibt seit 2001 vor, dass alle Falle von HCV-
Neuinfektionen an das Robert Koch-Institut gemeldet werden mussen.

Weltweit werden 27 % aller Falle von Leberzirrhose und 25 % der Félle von
hepatozellularem Karzinom auf eine chronische HCV-Infektion zuriickgefiihrt'’.
Leider ist bis heute keine effektive prophylaktische aktive oder passive Impfung
gegen die Hepatitis C-Virusinfektion entwickelt worden, da es sich beim HCV
um ein RNA-Virus mit hoher Mutationsrate handelt, was die Entwicklung eines
Aktivimpfstoffes sehr schwierig gestaltet.

In einer Studie an Schimpansen fuhrte ein Impfstoff, basierend auf dem viralen
Hullprotein, zu einer Ausschiittung von HCV-spezifischen Antikérpern®®,
Weiterhin erfolgte eine Testung eines Impfstoffes, welcher auf den viralen
Nichtstrukturproteinen basiert, bei gesunden Probanden. Hier wurde eine
ausgepragte HCV-spezifische T-Zell-Antwort ausgel6st. In der anschliel3enden
Testung dieses Vakzins bei Drogenabhangigen zeigte sich jedoch kein erhghter

Schutz vor einer chronischen Hepatitis C-Infektion**%°.



1.1.4 Diagnostik der HCV-Infektion

In der Regel liegt die Inkubations- bzw. Serokonversionszeit bei sechs bis neun
Wochen. Teilweise betragt sie aber auch zwei bis 24 Wochen.

Bei Verdacht auf eine Hepatitis C wird zunachst ein Immunoassay angefertigt,
in dem spezifische Antikdrper gegen HCV nachgewiesen werden kdnnen. Bei
positiver Testung, folgt die Testung auf Virus-RNA (z.B. mittels PCR). Fallt der
PCR-Befund bei positivem Antikorperbefund negativ aus, wird die Testung nach
drei bis sechs Monaten wiederholt. Die Erkrankung gilt als ausgeheilt, sollte die
HCV-PCR erneut negativ ausfallen. Die HCV-PCR erlaubt dartber hinaus einen
frihzeitigen Erregernachweis ein bis vier Wochen nach Exposition und dient
zudem der Genotypen Differenzierung. Zur Planung einer Therapie, sollte die
Viruslast sowie der Genotyp bestimmt werden und ein klinisches Staging
erfolgen. Zudem sollte eine Koinfektion mit HBV/HDV oder HIV sowie HAV bei
Neudiagnose einer HCV-Infektion ausgeschlossen werden. Eine Biopsie der
Leber ist nur erforderlich, sollten sich hieraus therapeutische Konsequenzen

ergeben.
1.1.5 Histopathologie der Hepatitis-C-Infektion

Eine akute HCV-Infektion bewirkt eine Leberzellschadigung mit
Einzelzellnekrosen und verstarkter Leberzellregeneration. Man findet ballonierte
Hepatozyten und Councilman-Kérper. Es kommt zu einer Proliferation der
Kupffer-Zellproliferation, die sich zu Kupfferzellknétchen zusammenlagern.

Im ungunstigen Falle einer fulminanten Hepatitis C Verlaufsform kommt es
rasch zu panazinaren Nekrosen, welche zu einem Zusammenfall des
Lebergerustes fuhren, wohingegen die entziindliche Komponente eher gering
ausgepragt ist.

Bei der chronisch-persistierenden Hepatitis finden sich morphologisch neben
dem milden lymphozytaren Infiltrat zusatzlich Milchglaszellen. Das entzindliche
Infiltrat enthalt reichlich Plasmazellen. Die Hepatozyten kdnnen als Zeichen

einer Schadigung eosinophile Zytoplasmakondensierungen aufweisen.
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Bei der chronisch-aggressiven Hepatitis C bilden sich sogenannte
Mottenfralnekrosen - in schweren Féllen Briickennekrosen - zwischen portalen
Feldern und Zentralvenen. Im weiteren Lauf kommt es zu einem zirrhotischen
Umbau mit Verlust der Lappchenarchitektur.

Bei mehr als der Halfte der Patienten mit einer akuten oder chronischen
Hepatitis C kann man portale Ansammlungen von Lymphozyten, welche
Keimzentren bilden kénnen vorfinden. Ferner kdnnen die Gallengangsepithelien

geschadigt sein und die Leberepithelien grobtropfig verfetten®.
1.1.6 Klinischer Verlauf

Bei circa 75 % der Erkrankten verlauft die Infektion asymptomatisch oder geht
mit nur unspezifischen z. B. grippedhnlichen Symptomen einher. In 25 % der
Falle entwickelt sich eine akute, (meist) milde Hepatitis mit oftmals nur leicht
erhohten Transaminasewerten und begleitendem Ikterus. Selten treten
fulminante Verlaufe auf.

Die Angaben zur Chronifizierung schwanken erheblich, lagen in neueren
Untersuchungen aber bei 50 bis 85 %%2?%?*  Die chronische HCV-Infektion
verlauft  klinisch  oft charakteristisch und mild. Abgeschlagenheit,
Leistungsabfall, unspezifische Oberbauchbeschwerden, Gewichtsverlust, z. T.
auch Pruritus und Gelenkbeschwerden kdnnen auftreten und typischerweise mit
fluktuierenden Transaminasenerhéhungen einhergehen. Mit einer Latenz von
20 bis 30 Jahren entwickelt sich bei rund 20 % der chronisch mit HCV infizierten
Menschen eine Leberzirrhose.

Neben der Krankheitsdauer gilt ein taglicher Alkoholkonsum als wichtiger
Risikofaktor fur die Entwicklung einer Leberzirrhose. Hierbei gilt ein Konsum
von Uber 20 mg pro Tag als besonders gefahrdend®. Ein weiterer Risikofaktor
ist der Infektionsweg. Der posttrantransfusionelle Ubertragungsweg ist
prognostisch bedeutend schlechter als der durch i.v.-Drogenkonsum. Zudem
beeinflussen der Immunstatus und eine madgliche Koinfektion mit Hepatitis B
oder HIV den weiteren Verlauf der Erkrankung?.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 bis 5 % pro Jahr entwickeln Patienten mit

HCV-induzierter Zirrhose ein Leberzellkarzinom.
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Selten kommt es zu einer spontanen Viruselimination und Ausheilung der
chronischen Hepatitis.

Als ansteckend gelten Personen, bei denen das Virus im Blut vorhanden ist.
Eine Ansteckung kann schon mehrere Wochen vor Auftreten der ersten

Symptome beginnen.
1.1.7 Therapie der Hepatitis C

Selten heilt eine akute Hepatitis C spontan aus. Im Gegensatz zur chronischen
Hepatitis C kann eine akute Hepatitis C besser mit einer antiviralen Therapie
geheilt werden, weswegen diese mdglichst innerhalb der ersten drei bis vier
Monate eingeleitet werden sollte, um so die Mortalitat zu senken®’.

Die Standardtherapie der chronischen Hepatitis C bei Therapie-naiven
Patienten war vor Einfihrung der neuen Substanzen lange Zeit die Behandlung
mit pegyliertem Interferon-Alpha (PEG-IFN-a) in Kombination mit Ribavirin Uber
24 oder 48 Wochen (abhangig vom HCV-Genotyp). Die Heilungsrate lag bei
Infektion mit dem in Deutschland am haufigsten vorkommenden Genotyp 1 bei
40 bis 50 %,

Durch die Zulassung direkt antiviral wirksamer Medikamente (Proteasehemmer,
Polymerasehemmer und NS5A-Hemmer) existiert inzwischen eine
nebenwirkungsarme, hocheffektive Therapie fir fast alle Patienten mit einer
chronischen Hepatitis-C-Virus-Infektion mit Heilungsraten zwischen 80 bis Uber
90 % *°.

1.2 Immunologie

1.2.1 Immunreaktionen bei Virusinfektionen

Grundsatzlich unterscheidet man bei der Virusabwehr unspezifische
(angeborene) und spezifische (adaptive) Komponenten des Immunsystems.

Diese lassen sich jeweils in einen zellularen und einen humoralen Anteil
gliedern. Der zellulare Anteil besteht aus einzelnen Abwehrzellen (Leukozyten).
Das Wort humoral bezieht sich auf die Koérperflissigkeiten. Es handelt sich

beim humoralen Anteil also um Abwehrstoffe, die in Flissigkeiten wie dem
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Plasma oder der Lymphflissigkeit geldst sind. Das HLA-System ist fur den
Ubergang von der unspezifischen zur spezifischen Immunabwehr
verantwortlich.

Wahrend die unspezifischen Reaktionen sofort beim viralen Eindringen zur
Verfugung stehen, benotigen spezifische Reaktionen bis zu ihrer voll
ausgebildeten Effektorphase im Durchschnitt etwa zwolf Tage.

Zur unspezifischen Abwehr gehéren unter anderem die Interferone, die sehr
schnell bereits am Eintrittsort des Virus rekrutiert werden. Die Interferone-alpha
und -beta (IFN-a und -B) wirken insbesondere Vvirostatisch und
proliferationshemmend, wohingegen Interferon-gamma (IFN-y) ein wichtiges
Zytokin der immunologischen Signalubertragung und der Effektorphase von T-
Lymphozyten ist. Beim Menschen wird IFN-a vorwiegend von Blutleukozyten
und lymphoblastoiden Zellen gebildet, IFN-B vor allem von Fibroblasten und
IFN-y von immunkompetenten T-Zellen.

Bei der Replikation von Viren wird die Transkription der Interferongene selbst
oder durch virusveranderte zellulare Transkriptionsfaktoren induziert. Die
Interferone selbst hemmen nicht die Virusvermehrung. Einmal freigesetzt
induzieren sie in benachbarten, noch nicht infizierten Zellen den antiviralen
Status, indem sie an definierte Rezeptoren der Zellmembran gebunden werden.
In den IFN-stimulierten Zellen wird die Repression von Genen zur Synthese von
Effektor-Proteinen aufgehoben, die den antiviralen Status und andere
Veranderungen der Zelle bewirken. IFN wirkt im Allgemeinen nicht
virusspezifisch: durch ein bestimmtes Virus induziertes IFN schitzt auch
gegenuber anderen Viren.

Interferone induzieren in exponierten Zellen die Synthese einer Reihe von
antiviral wirkenden Substanzen, u. a. die beiden Enzymen Proteinkinase R
(PKR) und 2’5’-0Oligo-Adenylat-Synthetase (2’5’ OAS). Die PKR blockiert durch
Phosphorylierung von Initiationsfaktoren die Proteinsynthese, wahrend das
Produkt der Adenylat-Synthetase eine Ribonuklease stimuliert, die
einzelstrangige = RNA  zerschneidet.  Folglich ist ein  vollstandiger
Replikationszyklus fur das infizierende Virus nicht mehr moéglich. Des Weiteren
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regen Interferone die Bildung von Mx-Proteinen an. Diese GTPasen hemmen
die Replikation verschiedener RNA-Viren.

Interferone werden derzeit allein oder kombiniert mit anderen Virostatika in der
Therapie einiger persistierender Virusinfektionen eingesetzt.

Neben diesen humoralen unspezifischen AbwehrmaflRnahmen haben die
hoheren Wirbeltiere auch ein zellulares unspezifisches Abwehrsystem
entwickelt. So sind die NK-Zellen in der Lage, Zellen zu zerstéren und nach
erfolgter Signallbertragung sofort bereit zu stehen. lhre Aktivitat wird durch
IFN-a und -B wesentlich gesteigert. Bei den Killerzellen fuhrt die Abwesenheit
oder eine verminderte Expressionsdichte von MHC-Klasse-I-Molekilen zu
zytolytischer Aktivitat. Immungenetische Studien belegen, dass den NK-Zellen
bei der spontanen Ausheilung der HCV Infektion eine wesentliche Bedeutung
zukommt®, Mit ihrer Zytokinsekretion wirken sie zudem anti-viral und
beeinflussen das Immunsystem?®.

Da sich alle Viren obligat intrazellular replizieren, kommt der zellularen Abwehr
bei viralen Infektionen eine hohere Bedeutung zu als bei bakteriellen
Infektionen. Zur Kontrolle viraler Infektionen tragen vor allem zwei
Effektormechanismen der spezifischen Immunitat bei: Einerseits die
Neutralisation extrazellularer  Viruspartikel durch Komplexierung  mit
virusspezifischen Antikdrpern und die Eliminierung dieser Komplexe durch
phagozytierende Zellen. Andererseits die spezifische Zerstérung virusinfizierter

Zellen durch zytotoxische T-Lymphozyten.
1.2.2 Allgemeine antivirale T-Zell-Antwort

T-Lymphozyten sind unter anderem verantwortlich fir die zellvermittelte
Immunitat, wobei sie ihre Funktion Uber antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren
(TCR) an der Oberflache ausuben. Dieser membranstéandige Antigenrezeptor
erkennt nur zellgebundene Bruchsticke von Antigenen im Kontext mit
korpereigenen MHC-Molekilen und bindet an den Antigen/MHC-Komplex.

,Cluster of Differentiation® (CD) ist die Bezeichnung fir spezielle
Oberflachenauspragungen auf Leukozyten. Tabelle 1 fuhrt die CD auf, welche

in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. In der Durchflusszytometrie
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wurden Antikdrper gegen spezielle CD-Molekiile, welche nur auf bestimmten
Leukozyten ausgepragt sind, eingesetzt um verschiedene Leukozyten zu
differenzieren. Hierzu wurden die CD-Antikérper mit Molekilen markiert (FITC,
PerCP, PE), welche zur Fluoreszenz angeregt werden kdnnen.

CD4"-T-Zellen tragen das CD4-Molekil und erkennen Peptide exogener
Antigene auf MHC-Klasse II, die v.a. von Zellen mit guter Antigenaufnahme (wie
dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten) angeboten
werden®?. Sie Ubernehmen als sogenannte T-Helferzellen regulatorische
Funktionen in der Immunantwort: So bestimmen sie die Quantitat und Qualitat
der von B-Zellen produzierten virusantigenspezifischen Immunglobuline,
unterstiitzen die Entwicklung von CD8*-T-Zellen, interagieren intensiv mit B-
Lymphozyten und Makrophagen. lhre Funktionen tben sie im Wesentlichen
uber Lymphokine aus. T-Helferzellen ohne bisherigen Antigenkontakt werden
als THo-Zellen bezeichnet. Die Immunantwort auf Tetanustoxin, mit dem man in
der Regel nur kurzfristig in Kontakt kommt, ist ein typisches Beispiel fur eine
THo-Lymphozyten-vermittelte Immunantwort, die mit der Sekretion eines breiten
Zytokinmusters (z. B. IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TNF-qa, IL-10) einhergeht: Sowohl
eine starke Antikdrperantwort als auch eine Immunreaktion vom verzdgerten
Typ im Hauttest kann nachgewiesen werden.

Nach Antigen-Kontakt kdnnen sich antigenspezifische bzw. allergenspezifische
T-Zell-Klone entwickeln. TH-Zellen kénnen in zwei Subpopulationen unterteilt
werden. TH;-Zell-Klone produzieren die Zytokine Interleukin-2 (IL-2), TNF-a/B
sowie IFN-y und induzieren die zellvermittelte Immunreaktion. TH»-Zellen
schitten die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 aus. Beide T-Zell-Populationen
produzieren IL-3 und GM-CSF. Insgesamt ist keine strikte Unterscheidung von
Th; und Th, mdglich und oft eher ein tendenzieller denn absoluter Unterschied
der Zytokinproduktion zu messen.

CD8"-T-Zellen tragen das CD8-Molekiil und entwickeln sich zu zytotoxischen T-
Lymphozyten (T-Killerzellen). Diese konnen infizierte, korpereigene Zellen
erkennen und zerstéren. Sie erkennen das Peptid auf HLA-Klasse 1, also
Peptide zelleigenen oder viralen Ursprungs. Der Antikdrper gegen CD69 dient

als Akitivierungsmarker, da CD69 nur von aktivierten Zellen sezerniert wird.
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CD-Antigen |Antigentragende Zellen |Funktion Verwandschaft

CD4 TH1- und TH2-Zellen, Corezeptor fir MHC-II Immunglobulin
Monozyten, Makrophagen | Molekiile

CD8 Zytotoxische T-Zellen Corezeptor fur MHC-I Immunglobulin
Molekule

CD19 B-Zellen Komplexbildung mit CD21 Immunglobulin
und CD81; Corezeptor fir B-
Zellen

CD56 NK-Zellen Isoform des neuralen Immunglobulin

Zelladhasionsmolekils
(NCAM); Adhéasionsmolekdl

CD69 Aktivierte T- und B-Zellen, |Frihes Aktivierungsantigen | C-Typ-Lektin
aktivierte Makrophagen
und NK-Zellen

Tabelle 1: Cluster of Differentiation (Auswahl)

1.2.3 TH4/TH,-Balance

Wahrend die Spezifitat der T-Zellen im Thymus bestimmt wird, wird die Art der
Immunantwort in den sekundaren lymphoiden Organen durch den
unmittelbaren  Antigenkontakt und der das Antigen prasentierenden
antigenprasentierende Zelle (APZ) determiniert. Ob sich TH;- oder TH»-Zellen
differenzieren, ist von verschiedenen Faktoren abhéngig (siehe Abbildung 1):
Die Stimulation der APZ durch das Antigen selbst ist mitentscheidend fir die
weitere Art der Immunantwort. So ist eine TH,-Immunantwort typisch fir die
IgE-vermittelte Allergie, welche gegen harmlose Proteine gerichtet ist. Somit
fallt die Entscheidung, wie das Immunsystem auf ein Antigen reagiert (THj-
oder THy-dominant), bereits recht frih im Rahmen der Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems. Die einmal gewahlte Richtung der
Immunreaktion wird durch die eingeleitete Zytokinproduktion (siehe Tabelle 2)
verstarkt, da TH,-Zytokine (z. B. IL-5, IL-13) die Entwicklung zu TH,-Zellen
fordern und diejenigen zu TH; blockieren. Umgekehrt férdern TH;-typische
Zytokine (TNF-B, IFN-y) die Differenzierung zu TH;-Zellen®3. Des Weiteren wird
die Differenzierung zu TH; oder TH; durch die Art der APZ beeinflusst. So
kénnen TH,-, nicht aber THi-Zellen, durch B-Lymphozyten als APZ stimuliert
werden. Bei einer Uberwiegenden Ausschittung von THjy-Zellen, werden
vermehrt B-Zellen aktiviert, die die humorale Immunantwort durch

Antikorperbildung starken. Eine vermehrte THi-Antwort bewirkt eine
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Stimulierung der zellularen Immunantwort durch eine Makrophagenaktivierung
und eine Stimulierung von B-Zellen zur Antikérperbildung®.

B-Zellen kénnen zwar Proteinantigene aufnehmen und prozessieren, aber nicht
bakterielle Antigene verdauen. Auch die Zytokinproduktion einer als APZ
fungierenden B-Zelle ist unterschiedlich im Vergleich zu dendritischen Zellen
oder Makrophagen®.

Da nicht alle immunologischen Antworten auf das klassische TH;-/ TH,-System
zurlckzufihren waren, wurde im Jahr 2005 ein weiterer Untertyp der TH-Zellen
beschrieben, die TH;7-Zellen. Diese sind wichtig bei der Abwehr extrazellularer
Bakterien und Pilze, was v.a. durch die Anreicherung von neutrophilen

Granulozyten durch IL-17 geschieht.

@

CD4 T-Zelle

. unreife THO-Zelle
‘ IFN-y
L4, 1110

Abbildung 1: Zytokin-Ubermittelte Differenzierung zu TH1/ TH2-Zellen
(Quelle: Eigene Darstellung)

IFN-y, IL-12
9P
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Zytokin Wichtige Wichtige Immunologische Effekte
Produzenten Zielzellen
IL-1 Monozyten/ T- und B-Zellen, Proinflammatorisches Zytokin,
Makrophagen, T- | Monozyten, Bildung von Akute-Phase-Proteinen, T-,
Zellen (THy/THy), | Granulozyten, B-, DC-, NK-Zell-Aktivierung
B-Zellen, Endothelzellen
dendritische
Zellen (DC)
IL-2 T-Zellen T-, B- und NK- T-Zellaktivierung, klonale Expansion
Zellen, Apoptoseinduktion, Differenzierung zu
Monozyten, zytotoxischen T-Zellen, Aktivierung von
Granulozyten NK-, B-Zellen, Monozyten und
Granulozyten
IL-3 Aktivierte T- Hamatopoetisch | Zusammenwirken mit IL-5 und GM-CSF
Zellen, e Stamm- und fur myeloische Zellproliferation und
Mastzellen, Progenitorzellen, | Differenzierung
Eosinophile Granulozyten,
Monozyten,
Mastzellen
IL-4 T-Zellen B-, T- und NK- B-Zellaktivierung, Verstarkung der
Zellen, Bildung von IgG1 und IgE, Regulation
Monozyten, der Ausbildung von CD23 auf Zellen und
Progenitorzellen, | Monozyten, Aktivierung einer TH,-
Mastzellen Antwort, Wachstumsfaktor fiir
Mastzellen.
IL-5 T-Zellen, Eosinophile und B-Zellreifung, IgA- Klassenwechsel,
Mastzellen Basophile (B- Eosinophilenaktivierung
Zellen)
IL-6 Monozyten/ B-Zellen, Proinflammatorisches Zytokin,
Makrophagen Hepatozyten Akutphasereaktion, Wachstumsfaktor fur
T- Zellen (THy) B-Zellen, Kostimulator fir T-Zellen
IL-10 Monozyten, T-, NK- und B- Immunhemmung, inhibiert die Bildung
Makrophagen, Zellen, von Zytokinen der TH;-Antwort, bewirkt
T-Zellen (TH,), Mastzellen und Proliferation der B-Zellen
B-Zellen Monozyten
IL-12 B-Zellen, Zellen Monozyten, Einleiten einer TH;-Immunantwort,
und Makrophagen, B- | proinflammatorisches Zytokin, Induktion
Granulozyten Zellen, der Bildung von IFN-y und anderen
Dendritische Zytokinen der NK- und T-Zellen,
Zellen Verbindung zw. angeborener und
adaptiver Immunitat.
IL-13 T-Zellen B-Zellen Ig-1sotypenswitch nach IgE,
(THy/TH,) Inhibition der Zytokinproduktion von
Monozyten/ Makrophagen,
Wachstums- und Differenzierungsfaktor
fur B-Zellen
IL-17 T-Zellen Neutrophile Proinflammatorisches Zytokin,

Granulozyten

Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten sowie Makrophagen,
Stimulierung anderer
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Zytokin Wichtige Wichtige Immunologische Effekte
Produzenten Zielzellen
entzindungsfordernder Zytokine wie
beispielsweise IL-6 und IL-8
IL-23 Dendritische Bindegewebs- Proinflammatorisches Zytokin, verstéarkt
Zellen, und die Ausschittung von Zytokinen der
Makrophagen, Epithelzellen, TH1,-Antwort
Monozyten, NK- Monozyten
Zellen
IFN-y T-Zellen (TH,), B-Zellen, Makrophagenaktivierung,
NK-Zellen Monozyten/ Stimuliert die MHC-Expression,
Makrophagen, Steigerung der Zytotoxizitat von NK-
NK-Zellen Zellen, Aktivierung von zytotoxischen
CD8"-Zellen
TNF- a Monozyten/ Monozyten, Proinflammatorisches Zytokin,
Makrophagen, T- | Granulozyten, T-, | Verstarkung der Phagozytoseaktivitét
Zellen (TH,), NK- | NK-Zellen von Makrophagen, Aktivierung von T-
Zellen und NK-Zellen
TNF- B T-Zellen (TH,) T-, NK-Zellen Steigert die Zytotoxizitat von T- und NK-
Zellen
GM-CSF | Monozyten/ Monozyten, Stimulation der Granulozyten- und
Makrophagen, T- | Makrophagen, Makrophagenreifung,
Zellen (TH4/ TH,) Differenzierungsfaktor fir APC,
proinflammatorisch

Tabelle 2: Ubersicht iber wichtige Zytokine des Immunsystems

1.2.4 Immunpathogenese der Hepatitis C

Die Bildung HCV-spezifischer Antikérper beginnt etwa ab der achten Woche
nach Infektion durch Aktivierung der B-Zellen. Im weiteren Verlauf der HCV-
Infektion werden Antikdrper gegen alle Proteine des Virus — Strukturproteine
(HCV-Core, Envelope 1 und 2) und Nichtstrukturproteine (NS3 bis 5) — gebildet.
In der Regel werden Antikorper gegen das konservierte HCV-Core oder gegen
NS3 zuerst gebildet und kdnnen bei solitirem Vorliegen ein Hinweis auf eine
akute Hepatitis C sein. Weder das Vorliegen eines einzelnen neutralisierenden
Antikdrpers noch eine bestimmte Konstellation von HCV-spezifischen
Antikdrpern im Serum mit protektivem Effekt konnte bei der HCV-Infektion
identifiziert werden. HCV-spezifische Antikérper bleiben auch nach spontaner
oder therapieinduzierter Ausheilung meist dauerhaft im Serum des Patienten
nachweisbar®®. Gegen die Beteiligung von Antikérpern bei der Viruselimination

sprechen verschiedene Studien Uber vermeintlich neutralisierende Antikérper
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gegen das Hiillprotein E2%7-®

und Studien, bei denen ein Absinken der IgM-
Antikorper-Titer gegen HCV-Core unter Viruselimination gezeigt wurde, nach
erfolgreicher IFN-a-Therapie®. Bisher haben HCV-spezifische Antikorper
lediglich eine wichtige Bedeutung in der Diagnostik der HCV-Infektion.
Inzwischen ist es gelungen, Korrelate einer protektiven Immunantwort, die eine
Chronifizierung der Infektion verhindern, zu identifizieren’®*'. Dabei sind
Intensitat, Epitopspezifitit und das Zytokinprofil der T-Zellantwort von
Bedeutung®. In  humanen und tierexperimentellen Studien wurde
nachgewiesen, dass eine starke und andauernde spezifische CD8*-T-
Zellantwort und auch T-Helferzellantwort in der Anfangsphase einer Infektion
eine Viruselimination bewirken kann bzw. bei unzureichender Immunantwort es
zu einer Viruspersistenz kommen kann**#4,

Es wurde jedoch gezeigt, dass eine starke zytotoxische Aktivitat von CD8"-T-
Zellen alleine nicht ausreichend ist, um eine Infektion zu beseitigen. Vielmehr ist
eine auf viele verschiedene Epitope gerichtete starke CD8"-T-Zellantwort und
eine friih einsetzende und zudem multispezifische Reaktion von CD4"-T-Zellen
notig, um eine Ausheilung bewirken zu kénnen. Ein TH;-Profil der CD4*-T-
Zellen scheint hierbei von Vorteil zu sein, da diese die Aktivierung zytotoxischer
CD8"-T-Zellen férdern und zudem antivirale Zytokine sezernieren. Dagegen soll
eine Aktivierung durch TH,-Zytokine eher mit der Entwicklung einer chronischen
Hepatitis C Erkrankung assoziiert sein. AuRerdem sollte die T-Zellantwort mit
der Bildung von T-Gedachtniszellen langanhaltend und persistierend sein, um
einen chronischen Verlauf der HCV-Infektion zu verhindern. Bei Schimpansen
wurde gezeigt, dass fur eine erneute Infektion mit dem Hepatitis C-Virus das
Vorhandensein von Gedachtniszellen oftmals entscheidend ist, um eine erneute
Infektion mit dem Virus abermals zu beseitigen**. HCV scheint durch eine
Stérung der Zellreifung und Veranderung der Funktion der CD8'-Zellen ihre
Funktionalitat zu schwachen?®.

Auffallend ist, dass bei chronisch infizierten Personen die T-Zellen eine
verminderte Aktivitat aufweisen. So ist die IFN-y-Produktion, Proliferation und
Zytotoxizitat der T-Zellen bei einer persistierenden Infektion verringert®’.

Chronische HCV Patienten weisen erhdhte IL-10-Titer auf. Bei in vitro
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Untersuchungen wurde herausgefunden, dass IL-10 bildende CD8+ T-Zellen
sowohl die IFN-y-Bildung als auch die Proliferation HCV-spezifscher CD4+ und
CD8+ T-Zellen unterdriicken kann*®. Zudem scheint die Breite der
Epitopspezifitdat eingeschrénkt zu sein, da oft nur ein einzelnes virales Epitop
erkannt wird. Es wurde weiterhin herausgefunden, dass auch nach Beseitigung
des Virus die volle Funktionsfahigkeit der Immunzellen nicht wieder hergestellt
wird*®. Des Weiteren weisen die HCV-spezifischen T-Zellen bei einer HCV-

Infektion einen unreifen Phanotyp auf>

und es tritt eine vermehrte Frequenz
sogenannter CD4"CD25" regulatorischer T-Zellen bei chronisch Infizierten auf,
welche die Proliferation und IFN-y-Produktion antigenspezifischer T-Zellen
inhibieren  kénnen®. Zusatzlich scheint das HCV-core Protein die
Differenzierung und Proliferation der T-Zellen zu beeinflussen, indem der

Signalweg des Zytokins IL-2 teilweise blockiert wird>>.

CD4 CD8
Akute Hepatitis C - Ausheilung ++++ +++
Akute Hepatitis C - Chronisch + +
Langzeitausgeheilte Patienten ++ +
Chronische Patienten
Interferon-Responder ++ +)
Interferon-Non-Responder +

Tabelle 3: Starke der HCV-spezifischen Immunantwort

nach Manns et al. 200653
1.2.5 Spezielle immunologische Testverfahren
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) kénnen in ihrem Wachstum durch

spezifische Antigene (in dieser Arbeit BCG, TT, PPD) und Mitogene angeregt

werden.
Bacillus-Calmette-Guérin-Vakzine (BCG) ist ein Impfstoff aus lebenden,

attenuierten Bakterien der Art Mykobacterium bovis. Primar wird BCG zur
Impfung gegen Tuberkulose  verwendet. BCG stimuliert  die
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Makrophagenproliferation und wirkt somit als Paraimmunitatsinduktor und

selektiv zytotoxisch auf Tumorzellen.

Tetanus-Toxoid (TT, Tetanol®) stimuliert vor allem TH-Zellen und wird als

Impfstoff gegen Wundstarrkrampf verwendet.

Purified Protein Derivative of Tuberculin (PPD) ist ein isoliertes und gereinigtes
Protein aus der Kultur von Tuberkulose-Erregern. Es wird im Tuberkulin-
Hauttest zur Diagnose von Tuberkulose verwendet. PPD stimuliert v.a. TH1-
Zellen.

Pokeweed Mitogen (PWM) zahlt zu der Gruppe polyklonaler Mitogene und wird
aus der Kermesbeere (Phytolacca americana) gewonnen. Mitogene regen
Zellteilungen bei B- und T-Zellen an und besitzen agglutinierende Aktivitat auf
Erythrozyten und Leukozyten. Wahrend Antigene die B- und T-Zellen nur tber
spezifisch bindende Rezeptoren aktivieren koénnen (echte Immunantwort),
reagieren Mitogene durch Stimulation dieser Zelltypen (keine spezifische
Immunantwort). Wegen dieser Féhigkeit werden sie als polyklonale Aktivatoren
bezeichnet.

Es ist schwierig, das Wachstum normaler Lymphozyten nach einem
spezifischen Antigen-Reiz zu untersuchen, da immer nur ein minimaler Anteil
der Zellen zur Teilung angeregt wird. Deswegen werden Mitogene zugesetzt.
Mitogene  scheinen im Prinzip  dieselben Mechanismen  einer
Wachstumsreaktion zu aktivieren wie ein spezifisches Antigen. Lymphozyten
existieren normalerweise als ruhende Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus.
Nach Stimulation mit einem polyklonalen Mitogen treten sie sofort in die Gi-
Phase ein und durchlaufen den gesamten Zyklus.

Beispiele fir Mitogene:

- Pokeweed-Mitogen: PWM: aus der Kermesbeere (Phytolacca
americana): wirkt auf B-und T-Zellen
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- Phytoh&magglutinin: PHA: aus der Gartenbohne (Phaseolus
vulgaris): wirkt auf T-Zellen

- Concanavalin A: ConA: aus der Schwertbohne (Canavalia
gladiata): wirkt auf T-Zellen

- Lipopolysaccharid: LPS: aus Zellwanden Gram-negativer
Bakterien: wirkt auf B-Zellen

Lymphozyten binden die Mitogene Uber spezifische Bindemolekile:

- PWM + N-Acetyl-Chitobiose

- PHA + N-Acetyl-Galactosamin (Bestandteil von Blutgruppen;
Hamagglutination)

- ConA + Mannose, Glucose

- LPS + LPS-Bindeprotein

Beim Lymphozytentransformationstest (LTT) wird die antigeninduzierte
Lymphozytenvermehrung im Vergleich zur spontanen Proliferation (Leerwert)
ermittelt. Als Maf3 fur die Teilungsaktivitat (Proliferation) der Zellen dient die
Neusyntheserate der DNA, die iiber den Einbau von radioaktivem *H-Thymidin
in die DNA erfasst wird.

Das Ergebnis wird als SI-Wert (Stimulationsindex = Quotient aus Einbau im
Testansatz zu Einbau in der Leerkontrolle) angegeben. SI-Werte grol3er als drei
durfen als sicher positiv interpretiert werden, Werte zwischen zwei und drei
zeigen mit groBer Wahrscheinlichkeit einen positiven LTT an®*,

Man kann hier also eine Aussage Uber die Stimulationsbereitschaft bzw. Gber
die Proliferation der Lymphozyten treffen. Ruhende Zellen bauen kein Thymidin

ein.

Bei der Durchflusszytometrie, auch Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS) genannt, werden Zellen mit monoklonalen Antikérpern inkubiert, an
denen Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt wurden. Besitzt die Zelle das gesuchte
Membranprotein, so bindet der Antikorper und leuchtet im Laserlicht. Man kann

die Menge an Membranprotein bestimmen, da je nach Menge an der
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Oberflache der Zelle auch entsprechende Antikdrper und damit entsprechende
Mengen an Fluoreszenzfarbstoff binden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Durchflusszytometer BD
FACSCalibur™ gearbeitet. Abbildung 2 stellt schematisch seine
Funktionsweise dar. Das FACScalibur ist mit zwei Argon-lonen-Lasern
ausgestattet mit einer Wellenlange von 488 nm (blau) und 635 nm (rot). Die zu
untersuchenden Zellen befinden sich in einem Hiillstrom (FACSsort™) und
werden als Einzelzellen nacheinander aufgereiht und so im rechten Winkel an
einer Photokuvette vorbeigefuhrt. Das gestreute Licht kann von Sammellinsen
gebindelt werden. Hierdurch kénnen  Vorwartsstreuung (FSC =
Forwardscatter), Seitwartsstreuung (SSC = Sidescatter) sowie

Fluoereszenzsignale ermittelt werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des optischen Systems des BD FACSCaliburTM 55

488110 FSC diode

Focusing
lens

Mit Hilfe eines Flussigkeitssystems werden die Zellen in die Messkivette
geleitet. Die Optik der Anregung besteht aus einem luftgekihlten Argonlaser
(488 nm) und einem Dioden-Laser (635 nm). Prismen (Bearn Expander) bilden

und Linsen fokussieren den Laserstrahl. Eine Sammellinse sammelt das
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emittierte Licht in einem 90°-Winkel. Farbteilerspiegel und Filter weisen die
entsprechenden Wellenlangen der emittierten Lichtsignale zu den
dazugehdrenden optischen Detektoren, welche die optischen Signale in
elektronische Signale umwandeln. Das FSC korreliert mit der Zellgrof3e. Hierbei
gilt: Je groRer der Durchmesser, desto starker die Absorption, das heil3t die
Abschwachung des Lasers.

Die SSC korreliert wiederum mit der Granularitdt bzw. dem Plasma/ Kern-
Verhéltnis der Zellen. Je mehr Partikel/ Zellorganellen sich in einer Zelle
befinden, desto starker wird das Licht beim Durchtritt durch die Zelle gestreut,
d. h. die Streuung des Lichtes ist proportional zur Granularitat der Zelle.

So lassen sich grof3e Zellen mit groRer Plasma-/ Kern-Relation und
granuliertem Zytoplasma (Granulozyten) von kleinen Zellen mit hohem
Kernanteil (Lymphozyten) abgrenzen. Monozyten zeigen ein intermediares
Verhalten. Die Granulozyten wurden bei dieser Arbeit bereits zuvor bei der

Aufarbeitung des Blutes mit Ficoll aussortiert.

Fluorochrome sind chemische Verbindungen, die durch einen Laser definierter
Wellenlange angeregt werden (Exzitation) und daraufhin Licht einer
langerwelligen Wellenlange emittieren (Emission). Als Fluoreszenzfarbstoffe
wurden in dieser Arbeit Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Peridin-Chlorophyll
(PerCP) und Phycoerythrin (PE) verwendet.

Fluorochrom Anregung (nm) Emission (nm)
Fluorescein-Isothiocyanat 488 519

(FITC)

Peridin-Chlorophyll-Protein 488 677

(PerCP)

Phycoerythrin (PE) 488 578

Tabelle 4: Verwendete Fluorochromkonjugate mit dazugehérenden Anregungs- und Emissionsspektren

Erreichen die Fluoreszenzfarbstoffe ihr urspriingliches Energieniveau, senden
die Licht aus, welches von Fotodioden aufgefangen und vermehrt wird. Das
Programm Cellquest™ stellt diesen Vorgang graphisch dar. In unseren

Untersuchungen wurden Streudiagramme (Scatterplots) erstellt,
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zweidimensionale Erweiterungen des Histogramms - auch Streubild genannt.
Hierin lassen sich unterschiedliche Leukozytenpopulationen getrennt darstellen.
In den Punktwolkendiagrammen (Dot-Plots) entspricht jeder Punkt im

Diagramm einer Zelle (siehe Abbildung 3).

-
=
=
T o _]
7] S
4] ® =]
f — et
S S s
= S &7
] @ 1
‘E -
@ 8 5]
< £5)
2 Lymphozyten 'g
= = |
QO [T =]
0 N =
Monozyten
200 400 600 800 1000 o 200 400 00 00 1000
Vorwirtsstreulicht (FSC) Vorwirtsstreulicht (FSC)

Abbildung 3: Streulicht-Dot-Plot (schematische und reale Darstellung)
madifiziert nach http://www.med4you.at

In der Darstellung FSC gegen SSC erfolgte dann die Diskriminierung der
Lymphozytenpopulation sowie das ,Gating“ (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Gating (Schleusen)
modifiziert nach http://www.med4you.at
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Der Enzymimmunoassay (ELISA, Enzym-linked-immunoabsorbent-assay) ist
eine quantitative Methode zur Bestimmung der Konzentration von Antigenen
oder Antikorpern, welche enzymatisch markiert werden.

In dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der Zytokine IL-1q, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
13, TNF-a, TNF-B, IFN-y und GM-CSF in den Zellkulturiberstanden mittels
Doppelsandwich-ELISA. Beim Sandwich-ELISA wird die Antigenkonzentration
zwischen zwei Lagen von Antikdrpern gemessen. Hierbei ist der Antikdrper an
die feste Phase gebunden. Ein zweiter Detektionsantikdrper bindet unter
Bildung eines ,Sandwich“ an das Antigen und die Menge des gebundenen
Antigens kann ermittelt werden.

Hierzu verwendet man Mikrotiterplatten, deren Boden mit einem spezifischen
Antigen oder Antikoérper beschichtet sind. In die Vertiefungen gibt man das zu
testende Serum und inkubiert den Ansatz, damit eine Antigen-Antikdrper-
Reaktion stattfinden kann. Dann wéascht man alle nicht-gebundenen Anitgene
oder Antikérper ab. Die Antigen-/Antikorper-Komplexe werden mit einem
zweiten Antikorper, der Enzym-markiert ist (Peroxidans) und den Komplex
bindet, sichtbar gemacht.

Sind Antikorper bzw. Antigen-/Antikbrper-Komplexe vorhanden, so kann der
Anti-Antikorper binden. Gibt man einen Farbindikator hinzu, so wird die Farbe
enzymatisch verandert. Daraufhin kann die photometrische Messung erfolgen.
Um eine quantitative Aussage Uber die Antikorper-Konzentration treffen zu

konnen, setzt man reziproke Verdiinnungen des Serums an.

Eine der Grundlagen fur die Auswertung des Zytokin-ELISA ist das TH1/TH,-
Konzept™®, laut welchem die Stimulierung von TH;-Lymphozyten mit PPD zu
einer Bildung von Interferon-y und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) fuhrt ohne
hierbei auf eine Hinzugabe von Tetanol zu reagieren. TH»-Lymphozyten
reagieren hingegen nach Stimulierung durch Tetanol mit einer vermehrten
Ausschuittung von Interleukin (IL-)-4, IL-5 und IL-13 ohne auf PPD zu reagieren.
Ein sogenannter Mischtyp (Typl/Typ2-Profil) liegt bei gleichzeitiger Reaktion

der Zellen gegeniiber PPD und Tetanol vor®’.
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In dieser Arbeit wurden die Zytokine IL-1-a, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, GM-CSF,
IFN-y, TNF-a und TNF- in den Zelliberstanden gemessen.

1.3 Ribavirin

1.3.1 Geschichtlicher Uberblick

Als eines der &ltesten Virustatika wurde Ribavirin 1972 entdeckt bei der Suche
nach Ribonukleosiden, die gegen ein breites Virenspektrum wirken®®,
Ursprunglich war die Substanz fur die orale Behandlung von Influenza-A/B-
Infektionen gedacht, aber Studien zeigten einen nur maRigen Erfolg. Zur
systemischen Gabe ist Ribavirin in den USA seit 1972 verfugbar, seit 1986 ist

es von der FDA auch zur Aerosol-Behandlung zugelassen.

1.3.2 Struktur, physikochemische Eigenschaften und biologische
Aktivitat

Ribavirin (1-R-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid; Summenformel

CgH12N4Os; Handelsnamen Copegus® Rebetol®, Virazid, Virazol®) ist ein
Guanosinanalogon (Abbildung 5), welches in vitro und in vivo die Replikation
vieler DNA- und RNA-Viren hemmt. In der klinischen Anwendung wird es nur
gegen RNA-Viren eingesetzt. Ribavirin ist eine farb-, geruchs- und

geschmacklose kristalline Substanz, gut wasserloslich und bei Raumtemperatur

stabil.
0
s
HO @ NH,
o N-N
HO  OH

Abbildung 5: Ribavirin (Strukturformel) 59
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Pharmakodynamik:

In der Zelle wird Ribavirin triphosphoryliert, wirkt aber in der Mehrzahl der in
vitro untersuchten Systeme nicht oder nur teilweise durch Inhibition der viralen
Nukleinsédure-Polymerasen.

Derzeit werden zumindest funf verschiedene Mechanismen diskutiert, die der
Ribavirin-vermittelten Hemmung zu Grunde liegen. Dabei werden direkte
antivirale Effekte von indirekten, immunmodulatorischen unterschieden. Die
meisten Befunde wurden bei Studien im Zusammenhang mit der chronischen

Hepatitis C erhoben.

1. Reduktion des intrazellularen GTP-Spiegels

Ribavirin ist ein Strukturanalogon von Guanosin und hemmt das zellulare
Enzym Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), das fir die Synthese
von Guanosin-Monophosphat benétigt wird®. Ribavirin-Monophosphat hemmt
dieses Enzym kompetitiv (Ki = 250 nmol), wodurch es zu einer Reduktion der
intrazellularen GTP-Konzentration kommit.

Es wird vermutet, dass die Replikation vieler RNA-Viren von der GTP-
Konzentration in der Zelle abhangt. Dagegen spricht allerdings, dass IMPDH-
Inhibitoren anderer Struktur (z. B. Mycophenolat (Mofetil®), Merimepodib) bei
HCV keine virostatische Wirkung zeigen, obwohl sie eine Reduktion des GTP-

Spiegels bewirken®".

2. Hemmung des ,capping®

Ribavirin kann aufgrund seiner Strukturahnlichkeit mit Guanosin auch Enzyme
hemmen, die fur das ,capping“ verantwortlich sind.

Die Cap-Struktur ist eine chemische Verdnderung an mRNA-Molekilen in
Eukaryonten, die die Stabilitdt der RNA erhdht und wichtig ist flr den Transport
der RNA aus dem Kern in das Cytoplasma und die nachfolgende Translation
der mRNAs durch die Ribosomen. Dabei wird ein 7-Methylguanosin an das 5'-
Phosphat-Ende der mRNA Uber eine 5’-5’-Triphosphat-Verbindung geknupft.
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Das Kernstuck der cap-Struktur ist ein GTP. Das Hinzufugen des GTPs und
dessen nachtragliche Veranderung durch Methylierung wird durch
Guanylyltransferasen und Methylasen katalysiert. Ribavirn scheint diesen
Vorgang kompetitiv zu hemmen. Diese These unterstitzt die Beobachtung,
dass Viren ohne diese cap-Struktur nur gering auf Ribavirin ansprechen.
AulRerdem wurde bei Resistenzstudien mit dem Sindbisvirus (ein Alphavirus
aus der Familie der Togaviridae) eine Mutation gefunden, die die viruseigene
Guanylyltransferase so verandert, dass sie GTP mit hoherer Affinitat bindet als
das Wildtypenzym und damit besser zwischen GTP und Ribavirin

diskriminiert®?.

3. Induktion von Hypermutationen

Ribavirintriphosphat wird in die virale RNA inkorporiert. Diese Inkorporation
fuhrt jedoch nicht zum Abbruch der RNA-Synthese, sondern dazu, dass
aufgrund der Ahnlichkeit des Ribavirinmolekilles mit dem Guanosin- und dem
Adenosinmolekil entweder ein Uridin  (urspriingliches Nukleotid) als
entsprechende Base oder ein Cytidin (Mutation)in den Gegenstrang
synthetisiert wird (siehe Abbildung 6B). Somit kommt es zu einer Anhé&ufung
von in ihrer Replikationsfahigkeit eingeschrankten Mutanten.

In Abhangigkeit von der Konzentration kommt es zu einer entsprechend
haufigen Inkorporation von Ribavirin in die neusynthetisierte RNA und damit zu
einer analogen Steigerung der Mutationsrate.

Diese Beobachtungen konnten bei In-vitro-Studien an Polioviren bestétigt
werden. Obwohl die absolute Menge an Poliovirus durch die
Ribavirinbehandlung der infizierten Zellen nicht vermindert wurde, war die
Infektiositat der Nachkommenviren infolge der gesteigerten Mutationsrate
deutlich reduziert®.

Einschrédnkend ist zu bemerken, dass die Effekte erst bei sehr hohen
Ribavirinkonzentrationen auftraten. So war eine Behandlung mit 1mM Ribavirin
erforderlich, um die Mutationsrate des Poliovirus um das Sechsfache zu
steigern. Es ist unklar, ob diese Konzentrationen in vivo erreicht werden und

inwieweit Ribavirin auf diesem Weg mit der Virusreplikation interferiert.
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Analoge Untersuchungen bei HCV mit unterschiedlichen Zellkulturmodellen
weisen darauf hin, dass Ribavirin auch bei diesem Virus eine Hypermutation
induzieren kann. So wurde Dbeispielsweise in Ribavirin-behandelten
Replikonzellen eine Erhéhung der Mutationsrate beobachtet. Dieser Vorgang
konnte allerdings in klinischen Studien an Patienten mit einer chronischen HCV

bisher nicht nachgewiesen werden®,
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Abbildung 6: (A) Modell der Basenpaarungsmaoglichkeiten von Ribavirintriphoshpat mit Cytidin oder nach
Rotation der Carboxamidgruppe- mit Uridin14.(B) Induktion von Hypermutationen bei einem Plusstrang-RNA-
Virus (z. B. HCV).

Links ist jeweils das Nukleotid im viralen Plusstranggenom dargestellt. Ribavirin (R) kann wahrend der Synthese des
Minusstrangs (obere beide Méglichkeiten) oder bei der Synthese eines neuen Plusstrangs inkorporiert werden (darunter
dargestellt). Das Ergebnis ist eine U-C bzw. C-U oder G-A bzw. A-G Transition. Falsch eingebaute Nukleotide
(Mutationen) sind rot dargestellt. Die Polaritat des RNA-Strangs ist unten angegeben.

4. Direkte Hemmung der viralen RNA-Polymerase

Ribavirin kann die RNA-Polymerasen verschiedener Negativstrang RNA-Viren,
wie beispielsweise das Influenzavirus, hemmen®. Daneben wurde eine
Hemmung der Reversen Transkriptase von HIV® sowie der RNA-abhéngigen
RNA-Polymerase von HCV beschrieben®’. Eine Wirksamkeit bei HIV/HBV
koinfizierten Patienten konnte in klinischen Studien jedoch nicht belegt
werden®. Auch bei der chronischen HCV wird angenommen, dass Ribavirin
nicht tber eine direkte Hemmung der RNA-Polymerase wirkt. Zwar wurde in der
Ribavirin Monotherapie eine moderate (maximal 10-fache) Reduktion der
Virdmie beobachtet; diese war jedoch nur zwischen Tag zwei und vier4 nach
Beginn der Therapie zu beobachten, wonach die Virdmie wieder auf die

Ausgangwerte anstieg®®.

31



In einer Studie an Patienten unter einer Ribavirin-Monotherapie wurde eine
Mutation in der NS5BRNA-Polymerase gefunden, die zu einem konservativen
Aminosaureaustausch in der Daumendoméne der Polymerase (F415Y) fiihrt™.
Obwohl Studien mit dem HCV-Replikonmodell darauf hinweisen, dass diese
Mutation eine sehr moderate Resistenz gegen Ribavirin bedingt, ist unklar, wie
diese Resistenz angesichts der Art der Mutation und deren Lage innerhalb der
Struktur der Polymerase vermittelt werden soll. Darlber hinaus ist diese
Aminosaureposition polymorph und die meisten HCV-Isolate vom Genotyp la
und 6a haben natirlicherweise ein Phenylalanin an dieser Position, was der

Resistenzmutation entsprache.

5. Modulation der Immunantwort

Es konnte nachgewiesen werden, dass Ribavirin in stimulierten humanen T-
Zellen das Zytokinprofil so verandert, dass es primér zur Sekretion von TH;-
Zytokinen kommt wie etwa IL-2 oder TNF-a ‘“'273 die die zellulare
Immunantwort begunstigen.

Demgegeniiber hemmt Ribavirin die Produktion von TH,-Zytokinen, welche die
humorale Immunantwort begunstigen. Es wird deshalb vermutet, dass Ribavirin
zumindest bei der chronischen Hepatitis C neben den mdglichen direkt-
antiviralen Effekten durch Beeinflussung der Immunreaktion in Richtung T-

Zellantwort deutlich zum therapeutischen Nutzen beitragt™.

Pharmakokinetik:

Ribavirin wird nach oraler Einnahme zu 50 % im Gastrointestinaltrakt resorbiert.
Es findet keine Bindung an Plasmaproteine statt. Nur ca. 10 % einer Dosis
werden unverdndert mit den Fazes ausgeschieden. Es wird durch ein
membranstandiges Transportsystem aus dem Serum in das Zellinnere
aufgenommen, auch in Erythrozyten.

Die absolute Bioverfligbarkeit betragt jedoch circa 45 bis 65 %. Dies scheint auf
einen First-Pass-Metabolismus zuriickzufiihren zu sein.

Die Metabolisierung fuhrt zu Produkten, die renal ausgeschieden werden.
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Ribavirin und seine Metabolite akkumulieren besonders in der Leber und den

Erythrozyten.
1.3.3 Klinische Anwendung

Ribavirin wurde in Aerosolform zur Inhalationsbehandlung bei Infektionen mit
dem respiratorischen Syncytialvirus (RSV), das eine Bronchiolitis oder eine
Pneumonie verursachen kann, eingesetzt. Es war allerdings nur fir schwere
Verlaufe zugelassen und fur Sauglinge und Kinder, bei denen ein erhdhtes
Risiko bestand. Zudem wurde Ribavirn bei Infektionen mit dem Lassa Fieber
Virus und dem West-Nil Virus eingesetzt.

Uber viele Jahre wurde Ribavirin in der Therapie der chronischen Hepatits C
verwendet. Hierbei blieb der genaue Wirkungsmechanismus bis heute
unbekannt. Aktuell wird Ribavirin nur noch in Kombinationstherapien zur
Behandlung der chronischen Hepatitis C bei vorbehandelten Erwachsenen
angewendet.

Aktuell gibt es erste Studien Uber den Einsatz von Ribavirin zur Therapie einer
Covid-19-Erkrankung. So wurde gezeigt, dass eine Dreifachkombination aus
Lopinavir/Ritonavir und Interferon beta-1b und Ribavirin  bessere
Behandlungsergebnisse erzielen konnte als eine Zweifachkombination aus

Lopinavir plus Ritonavir’.
1.3.4 Unerwinschte Arzneimittelwirkung

Nebenwirkungen von Ribavirin bei lokaler Anwendung sind recht haufig
Hautirritationen und Bronchospasmen.

Bei systemischer Zufuhr ist die Moglichkeit einer extravasalen Hamolyse zu
beachten. Ribavirin sollte deshalb bei Patienten mit hohem Risiko fir einen
Herzinfarkt, schweren pulmonalen Erkrankungen, Anamie oder einer
Hamoglobinopathie nicht gegeben werden. Des Weiteren kann es zu einer
Knochenmarksuppression kommen. Recht haufig kommt es zu Haarausfall,

Gewichtsverlust, Mudigkeit und Depression unter Ribavirintherapie. Weiterhin
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konnen Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen, Ubelkeit, Aggressivitat, Migrane,
Mundtrockenheit etc. auftreten. Im Tierversuch ist Ribavirin teratogen.

Da Ribavirin Uber die Niere ausgeschieden wird und ein grol3es
Verteilungsvolumen mit langer kumulativer Halbwertszeit hat, kann es nicht
durch eine Hamodialyse eliminiert werden. Patienten mit Niereninsuffizienz

(Kreatinin < 50 ml/min) sollten deshalb nicht mit Ribavirin behandelt werden.
1.4 Amantadin

1.4.1 Geschichtlicher Uberblick

Amantadin wird seit den 60er Jahren zur Prophylaxe und Behandlung der

Influenza A eingesetzt’®"’.

1969 wurde bei einer Parkinsonpatientin, die
aufgrund einer Grippeprophylaxe mit Amantadinhydrochlorid behandelt wurde,
zuféallig entdeckt, dass sich ihre Parkinsonsymptomatik verbesserte. Hierauf
wurden zahlreiche Studien durchgefuhrt, welche eine positive Beeinflussung
der Parkonsinsymptome belegten’® 9%

In den folgenden Jahren wurde das Einsatzspektrum von Amantadin
kontinuierlich erweitert. So wird Amantadin aktuell in der Therapie des
medikamentds induzierten Parkinsonismus, der Neuroleptika induzierte
Dyskinesien®, der Multiple Sklerose assoziierte Fatigue®’, der L-Dopa
induzierten Dyskinesien®®, des Neuroleptischen malignen Syndroms und der
akinetischen hyperthermen Parkinsonkrise® eingesetzt.

In den 90er Jahren fanden vermehrt Studien zur Wirksamkeit von Amantadin in
der Hepatitis-C-Therapie statt®®®%®". Der Wirkmechanismus von Amantadin bei

Patienten mit chronischer Hepatitis C wirkt ist bisher nicht bekannt.

1.4.2 Struktur, physikochemische Eigenschaften und biologische
Aktivitat

Amantadin (1-Adamantamin, AMA; Summenformel CioH;7N; Handelsname
Symmetrel®) ist ein trizyklisches Amin (siehe Abbildung 7), welches von

Adamantan abstammt und ist ein wasserlosliches, kristallines Pulver.
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NH,

Abbildung 7: Amantadin (Strukturformel) 88

Pharmakodynamik:

Bei der Behandlung des Morbus Parkinson hemmt Amantadin tGber einen
niedrig-affinen, nicht-kompetitiven Antagonismus den N-Methy-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptor®®*%9:92 Dadurch werden unter anderem nicotinerge
Acetylcholin-Rezeptoren blockiert® und somit die Freisetzung von Acetylcholin
aus striatalen Interneuronen in vitro reduziert®9>%.

Zudem wirkt Amantadin indirekt agonistisch auf das zentrale dopaminerge

97,98

System. In vitro und in vivo® hemmt Amantadin die prasynaptischen

Dopamin-Wiederaufnahme und bewirkt eine Freisetzung von Dopamin auf

100,101,102,103
b

striatalen  dopaminergen  Nervenendigungen wodurch  die

extrazellulare Dopamin-Konzentration ansteigt'®*. Amantadin besitzt iiber eine
gesteigerte Freisetzung von Noradrenalin eine antidepressive Wirkung%>1%6107.
In der Influenza-A-Virus-Therapie wirkt Amantadin Uber die Hemmung der
Virusreplikation'®. Amantadin verhindert die Fusion von Virus- und
Endosomenmembran. Das Influenza-A-Virus gehort zu den Viren, die durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszelle gelangen, die somit beim
Luncoating“ erst durch eine saureabhangige Dissoziation der endozytotischen
Verpackung ihre Nukleinsaure, in diesem Falle eine single-stranded(-)-RNA, frei
bekommen. Das antiviral wirksame Amantadin verhindert indirekt die
Freisetzung der viralen Ribonukleinsaure dadurch, dass es den
Verschmelzungsprozess zwischen dem viralen M2-Matrixprotein und der
Endosomenmembran verhindert. Das M2-Protein funktioniert als ein
lonenkanal, der durch Amantadin blockiert wird'®®. Diese Blockade fiihrt zudem

zu einer gestorten pH-Regulation™°.
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Immunmodulation:
Amantadin besitzt auRerdem eine immunmodulatorische Wirkung. So fuhrt es
zu einem Anstieg der IL-10-Produktion und hemmt die Bildung vom IFN-y und

TNF-a, hemmt also die Proliferationsaktivitat von T-Zellen*t!112:113:

Pharmakokinetik:

Amantadin wird nach oraler Gabe rasch und nahezu vollstdndig aus dem
Magen-Darm-Trakt resorbiert und zu ca. 70 % an Plasmaproteine gebunden.
Es wird unverandert (zu ca. 90 %) renal ausgeschieden. Die Halbwertszeit
betragt etwa 15 Stunden.

1.4.3 Klinische Anwendung

Amantadin wurde in den friihen 2000ern zur Prophylaxe der Influenza-A,-
Virusinfektion bei Risikopatienten und gesicherter Influenza-A,-Epidemie
eingesetzt. Zwischenzeitlich haben sich starke Resistenzen entwickelt'*,
sodass Amantadin aktuell nur noch zur Behandlung des Morbus Parkinson
sowie zur Behandlung von durch Neuroleptika und ahnlich wirkende
Arzneimittel bedingte extrapyramidale Symptome verwendet wird (s. 0.).

Bisher ist der genaue Wirkmechanismus von Amantadin bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C nicht bekannt. In vitro wurde eine dosisabhangige
Hemmung der HCV-Replikation durch Amantadin beobachtet'’. Die
vielversprechenden Ergebnisse einer Kklinischen Studie zur Amantadin-
Monotherapie bei IFN-a-Non-Responder-Patienten mit chronischer Hepatitis C
mit Anprechraten von bis zu 20 %'® konnten in Folgestudien nicht bestétigt
werden. Weitere nicht-placebokontrollierte Studien zur Kombinationstherapie
von IFN-a plus Amantadin zeigten eine Uberlegenheit dieser Kombination,

verglichen mit einer IFN-a-Monotherapie'!’8,

In der bisher einzigen
placebokontrollierten Studie zur Kombinationstherapie von IFN-a plus
Amantadinsulfat'’® bei unvorbehandelten Patienten konnte allerdings kein
verbesserter antiviraler Effekt durch Amantadin nachgewiesen werden.

Daten zur Triple-Therapie, bestehend aus IFN-a, Ribavirin und Amantadin bei

IFN-a-Non-Responder-Patienten, zeigten widerspriichliche Ergebnisse?%2122,
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Amantadin ist kontraindiziert in der Schwangerschaft, da im Tierversuch
teratogene Wirkung beobachtet wurde, obwohl diese Beobachtungen beim

Menschen bisher nicht bestétigt wurden.

Aktuell gibt es einzelne Fallstudien in Mexico und Spanien, welche erwiesen,
dass Covid-19-Patienten, die mit Amantadin behandelt wurden, schneller
genesen sind bzw. keine schweren Symptome entwickelten im Vergleich zur
Placebo-Gruppe'®. Eine deutsche Forschergruppe fand zuletzt heraus, dass
Amantadin SARS-COV-2 in vitro hemmt*?*,

1.4.4 Unerwinschte Arzneimittelwirkung

Die Nebenwirkungen von Amantadin auf3ern sich initial in gastrointestinalen
Beschwerden wie Ubelkeit, Inappetenz und Obstipation. Daneben werden v.a.
toxische Effekte von Seiten des Zentralnervensystems beobachtet. Bei hoherer
Dosis sind es insbesondere Nervositat, Ataxie, Verwirrtheit, Halluzinationen,
psychoseartige Zustande, Depressionen, Konvulsionen und Koma. Auf3erdem
konnen atropinartige Effekte auftreten wie Mundtrockenheit, Herzklopfen und
Harnretention. Zu beachten sind mdgliche Wirkungsverstarkungen von

Sympathomimetika und Pharmaka mit anticholinergen Wirkungen.
1.6 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Es ist bekannt, dass Ribavirin und Amantadin einen modulatorischen Effekt auf
immunkompetente Zellen des menschlichen Kérpers haben, wobei hiertiber vor
allem fur Amantadin wenige Studien vorliegen. In der vorliegenden Arbeit soll
die Wirkung von Ribavirin und Amantadin auf humane Zellen des erworbenen
Immunsystems (B-Zellen, T-Helferzellen und T-Killerzellen) sowie auf
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) in vitro naher untersucht werden. Hierbei wird
besonderes Augenmerk auf TH;- und TH;-Reaktionen gelegt, bei denen
unterschiedliche  Zytokinprofile  vorliegen und die auf bestimmten

Aktivierungskaskaden beruhen.
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Zur naheren Untersuchung der Wirkung von Ribavirin und Amantadin auf

immunkompetente Zellen wurden in einem Versuchskollektiv von 20 gesunden

Probanden folgende Testverfahren angewandt:

PBMC-Isolierung aus Vollblut.

Anschliel3ende Kultivierung der gewonnenen Zellen und Inkubation mit
unterschiedlichen stimulierenden Antigenen (BCG, Tetanus-Toxoid und
PPD) mit und ohne Zugabe von verschiedenen Ribavirin- und
Amantadinkonzentrationen. Die kostimulierenden Antigene sollten
hierbei TH;- bzw. TH,-Immunreaktionen hervorrufen.
Zellproliferationsbestimmung mittels radioaktivem Proliferationsassay.
Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression des friihen
spezifischen Aktivierungsmarkers CD69 und verschiedener
Zelloberflachenmolekile (CD4, CD8, CD19 und CD56).

Quantitative Zytokinbestimmung mit Hilfe des Zytokin-ELISAs.
Untersuchung der Kinetik der Immunreaktionen auf Ribavirin und
Amantadin, um eventuell weitere Ruckschliisse auf deren
Wirkungsweise ziehen zu kdnnen.

Zeigen des Einflusses von Ribavirin und Amantadin in verschiedenen
Konzentrationsstufen auf die Zellen der erworbenen Immunantwort in

vitro.
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2. Probanden, Materialien und Methoden

2.1 Probanden

Untersucht wurden neun mannliche und elf weibliche Personen im Alter
zwischen 18 und 48 Jahren zum Untersuchungszeitpunkt. Die gesunden
Probanden wurden zufallig gewahlt. Das Probandenkollektiv bestand aus
Studenten, medizinischem Personal, Angehotrigen und Mitarbeitern des
immunpathologischen Labors. Als Ausschlusskriterien galten eine akute
Infektionskrankheit und/ oder ein akutes allergisches Geschehen. Einige der
Probanden wiesen Graser- und Pollenallergien in der Anamnese auf. Bei
keinem Spender war ein angeborener oder erworbener Immundefekt bekannt.
Kein Spender hatte in den letzten zwo6lf Monaten eine Tetanus- oder BCG-
Impfung erhalten. Nach den oben genannten Kriterien wiesen in dieser Studie
acht der Probanden ein ThO-, drei ein Th1-, und neun ein Th2- Profil auf.

2.2 Material, Reagenzien, Medien und Geréate

2.2.1 Reagenzien fur die Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut

Reagenzien Hersteller
Heparin-Natrium-5000 ratiopharm® Amp. Injektionslésung 5000 IE
Ratiopharm GmbH, Ulm
RPMI-1640 Medium (1x) Roswell Park Memorial Institute Medium

1640 mit 2,0 g/l NaHCO3, 25 mM HEPES,
5,5 g/l NaCl, 5 mg/l Phenolrot
Biochrom AG, Berlin

Zu RPMI-1640 Medium wurden stets 100 mg/I Refobacin® als Breitbandantibiotikum
hinzugeflgt.

Refobacin® Wirkstoff: Gentamicinsulfat
Merck Pharma GmbH, Darmstadt
HBSS (1x) Hanks’ Balanced Salt Solution w/o MgCl,,
w/o Ca“,
GIBCO/ Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biocoll separating solution (Ficoll®) Dichte: 1,077 g/ml
Biochrom AG, Berlin
Acridin-Orange Merck, Darmstadt

Tabelle 5: Reagenzien fir die Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut

2.2.2 Reagenzien fur den Lymphozytentransformationstest (LTT)

Reagenzien Hersteller
[Methyl->H-] Thymidin 74 GBg/ mmol Hartmann Analytic, Braunschweig
ULTIMA Gold Szintillationsflissigkeit
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Packard, Frankfurt/ Main

Tabelle 6: Reagenzien fir den Lymphozytentransformation

stest (LTT)

2.2.3 Reagenzien fur die FACS-Analyse

Reagenzien

Hersteller

PBS-Puffer

eigene Herstellung:
6,81 g KH,PO,
+ 43,83 g NaCl
+ 44,49 g Na,HPO,
+ 5000 ml Aquagest;
60 mM; pH 7,4

BSA

Bovine Serum Albumin (Fraktion V)
Boehringer, Mannheim

Waschpuffer

eigene Herstellung:
1 x PBS + 0,05% BSA,;
pH 7,4

BD CellFIX™

10 x Konzentrat
BD Biosciences, Heidelberg

Tabelle 7: Reagenzien fiir die Vorbereitung der Zellen zur Durchflusszytometrie

Isotyp-Kontrollen

Hersteller

Mouse-1gG1, k Anti-Human FITC
Mouse-1gG1, K Anti-Human PE
Mouse-1gG1, k Anti-Human PerCP

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Antikorper fur die Detektion CD69-exprimie

render Zellen

FASTIMMUNE™ CD4/CD69/CD3
FASTIMMUNE " CD8/CD69/CD3
FASTIMMUNE “CD19/CD69/CD45
FASTIMMUNE “CD56/CD69/CD45

CD4 FITC, CD69 PE, CD3 PerCP
CD8 FITC, CD69 PE, CD3 PerCP
CD19 FITC, CD69 PE, CD45 PerCP
CD56 FITC, CD69 PE, CD45 PerCP
Becton Dickinson, Heidelberg

Tabelle 8: Antikdrper fir die FACS-Analyse

2.2.4 Reagenzien fur die Durchfihru

ng des Zytokin-ELISA

Reagenzien

Hersteller

PBS-Puffer

eigene Herstellung:
6,81 g KH,PO,

+ 43,83 g NaCl

+ 44,49 g Na,HPO,
+ 5000 ml Aquagest;
60 M; pH 7,4

BSA

Bovine Serum Albumin (Fraktion V)
Boehringer, Mannheim

Waschpuffer

eigene Herstellung:
1 x PBS + 0,05% BSA;
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pH 7,4

Bicarbonat-Puffer

33,90 g NaCO;

+ 57,12 g NaHCO;
+ 5000 ml Aquagest;
0,2 M; pH 9,6

Citrat-Puffer

82,36 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
(Ce¢HsNaz05 * 2H,0) + 25,20 g
Citronensaure-Monohydrat (C¢HgO- *
H,0) + 4000 ml Aquagest;

0,1 M; pH 5,0

Substrat-Losung

0,5 mg o-Phenyldiamin/ ml Citratpuffer
33 1 H,0; (30%)/ 100 ml Puffer

Avidin-Peroxidase

Sigma, Deisenhofen

25%-ige Schwefelsaure

Merck, Darmstadt

Tabelle 9: Reagenzien fir die Durchfihrung des Zytokin-ELISA

2.2.5 Reagenzien fur die Standardverdinnungen beim Zytokin-ELISA

Reagenzien

Hersteller

IL-1a, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, GM-CSF, IFN-y,
TNF-a, TNF-B

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Tabelle 10: Reagenzien fiir die Standardverdiinnungen beim Zytokin-ELISA

2.2.6 Antikorper fur den Zytokin-ELISA

Reagenzien

Hersteller

Mouse Anti-Human IL-1a Detektions-Antikorper,
Rat Anti-Human IL-5, Rat Anti-Human IL-6, Rat
Anti-Human IL-10, Rat Anti-Human IL-13, Rat
Anti-Human GM-CSF, Mouse Anti-Human IFN-
Y, Mouse Anti-Human TNF-a, Mouse Anti-
Human TNF-[3, Biotin Rat Anti-Mouse IL-5,
Biotin Rat Anti-Mouse IL-6, Biotin Rat Anti-
Mouse IL-10, Biotin Rat Anti-Mouse IL-13, Biotin
Rat Anti-Mouse GM-CSF, Biotin Mouse Anti-
Human IFN-y, Biotin Mouse Anti-Human TNF-q,
Biotin Mouse Anti-Human TNF-

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Tabelle 11: Antikorper fur den Zytokin-ELISA

2.2.7 Antigene

Reagenzien

Hersteller

BCG-medac

2 x 10% — 3 x 10° Einheiten von BCG
(Bacillus Calmette-Guérin; Stamm RIVM);
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Pulver
medac GmbH, Wedel

Tetanol® pur

Konservierungsmittelfreier Tetanus-
Toxoid-Absorbat-Impfstoff;
mindestens 40 IE/ 0,5 ml

Chiron Vaccines Behring, Marburg

Tuberkulin PPD RT 23 SSI

0,4 pg Tuberkulin PPD/ ml
Statens Serum Institute

Pokeweed Mitogen (PWM)

0,4 mg Protein/ Flasche
Biochrom AG, Berlin

Tabelle 12: Antigene

2.2.8 Medikamente

Reagenzien

Hersteller

Amantadin-Serag®

Wirkstoff: Amantadinhemisulfat 0,04%
in isotonischer Kochsalzlésung (Infusion)
Serag-Wiesser, Naila

Rebetol®

Wirkstoff: Ribavirin 40 mg/ ml;
Lésung zum Einnehmen
essex pharma, Miinchen

Tabelle 13: Medikamente

2.2.9 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Material/ Gerat

Hersteller

CO,-Brutschrank

Forma Scientific, Gottingen

Combi Cell Harvester

Skatron, Norderstedt

Durchflusszytometer

FACSCalibur™
BD Biosciences, Heidelberg

Einmalpipetten

5 ml, 10 ml, 25 ml
Becton Dickinson, Heidelberg

ELISA-Reader

SLT, Salzurg, Osterreich

Fluoreszensmikroskop

Ernst Leitz, Wetzlar

Glasfiberfilter

Wallac, Freiburg

Neubauer-Zahlkammer

Assistent, Sondheim

Pipetten

10 pl, 100 pl, 1000 pl
Eppendorf, Hamburg

Plattenszintillationszahler

1205 Betaplate®
Wallac, Freiburg

ReaktionsgefalRe 1,5 ml, konisch, mit Stehrand
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Rundbodenréhrchen 5 ml, BD Falcon™

BD Biosciences, Heidelberg

Zellkulturplatte

1. Cellstar®, 24 well, steril
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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2. Nunclon™, 96 well, steril
Nalge Nunc International, Wiesbaden

Zellkulturréhrchen Cellstar®, 12ml, steril

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zentrifugenréhrchen Blue Max™ 50 ml, konisches Réhrchen,

Polypropylen

Becton Dickinson, Heidelberg
Zentrifuge Rotixa

Hettich, Tuttlingen

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.3 Methoden

2.3.1 Serumgewinnung

Den Probanden wurden 120 ml venéses Blut entnommen, dem 25 IE Heparin
pro Milliliter Blut hinzugefiigt wurden, um eine Gerinnung zu verhindern.
Die Blutabnahme erfolgte am Vorabend bzw. kurz vor der Verarbeitung der

Proben, um eine gute Qualitat der darin enthaltenen Zellen zu sichern.
2.3.2 PBMC-Isolierung

Mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation wurden die peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) von den anderen Blutbestandteilen getrennt.
Hierzu wurden unter sterilen Bedingungen 30 ml heparinisiertes Vollblut in
einem Blaukopfrohrchen (50 ml) mit 5 ml Hanks Salzlésung (HBSS) vermischt
und anschliel3end in einem weiteren Blaukopfrohrchen auf eine Schicht mit
15 ml Ficoll-Hypaque mit der Dichte 1,007 g/ml geschichtet.
Daraufhin  wurde die Probe 30 Minuten bei 7409 (relative
Zentrifugalbeschleunigung) zentrifugiert.
Ficoll ist ein synthetisch hergestelltes Polysaccharid aus Saccharose und
Epichlohydrin, das sich leicht in Wasser 16st. Seine spezifische Dichte ist mit
1,077 g/lcm® hoher als die von Lymphozyten, jedoch geringer als die von
Erythrozyten und Granulozyten, sodass nach der Zentrifugation sich vier Zonen
ausbilden. Da die Erythrozyten und die Granulozyten dichter als Ficoll sind,
sedimentierten sie auf dem Boden des RoOhrchens unter der Ficoll-Schicht,
wéahrend Lymphozyten und einige Makrophagen sich in der Zwischenschicht
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zwischen Ficoll und der obersten Schicht, bestehend aus restlichem
Blutplasma, Medium und kleinsten Partikeln wie Thrombozyten, sammelten
(siehe Abbildung 8).

Nun wurde das Plasma abgenommen und als Supplement fir die Zellkulturen
aufbewahrt. Folgend wurden die PBMC in ein Blaukopfréhrchen gegeben und
mit HBSS auf 50 ml angereichert. Dieses Gemisch wurde 10 Minuten bei 370 g
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Sediment aus zwei
Roéhrchen zusammengegeben, um dann mit HBSS auf 25 ml aufgefillt zu
werden. Erneut erfolgte der vorhergehende Waschgang. Das Sediment wurde
mit RPMA 1640 Medium (1 ml RPMI je 10 ml Blut) aufgesaht. Die Zellen

konnten darauf innerhalb von zwei Stunden ausgezahlt werden.

—
| ———
P —
1 Medium
Blut : :
Zentrifugation
— PBMC
h
. Ficoll
Ficoll G
ﬁ

v e Erythrocyten und
Granulozyten

Abbildung 8: PBMC-Isolierung mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

(Quelle: Eigene Darstellung)

2.3.3 Zellzahlbestimmung

Nachdem 20 pl Zellsuspension mit 180 pl Acridin-Orange vermengt und in eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert wurden, konnten die Lymphozyten mittels
Fluoreszenzmikroskop bei 16-facher Vergré3erung auf vier Quadraten mit
grober Rasterung a 16 Feldern (= 1 mm?) ausgezahlt werden. Das Volumen
(0,1 mm®) berechnet sich aus der Kammertiefe (0,1 mm), der Flache der
Kleinquadrate (0,0625 mm?) und der Anzahl der Kleinquadrate (16). Da aber

die Konzentration in Zellzahl/ ml angegeben wird, muss noch ein
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Multiplikationsfaktor von 10* beriicksichtigt werden. Fir die Berechnung gilt
dementsprechend folgende Formel:

Zellzahl/ ml = Zellzahl in einem Kleinquadrat x 16 x 10* x Verdiinnungsfaktor

Fir die weiteren Untersuchungen wurde die Zellzahl auf 1 Million Zellen pro
Milliliter RPMI 1640 Medium vermengt.

2.3.4 Medikamentenkonzentrationen

Die Verdiinnungen der beiden Medikamente Amantadin® und Rebetol® wurden
mit RPMI 1640 Medium angesetzt.

Die Konzentrationen variierten im Verlauf der Versuchsreihe und reichten von
maximal 50 pg/ml bis minimal 0,0005 pg/ml. Es wurden pro Proband vier bis

funf Verdiinnungen im Abstand von je einer Zehnerpotenz angesetzt.

2.3.5 Zellkulturen zur Bestimmung der Antigen-induzierten

Lymphozyten-Proliferation

Um die PBMC-Proliferation zu bestimmen wurden sie auf 96-well
Mikrotiterplatten Ubertragen. lhr Wachstum wurde hierbei durch spezifische
Antigene (BCG, TT, PPD) und Mitogene angeregt.

In jedes well der Mikrotiterplatten wurden 150 pl der Zellsuspension (1 x 10°
Zellen) sowie 50 uyl Antigen bzw. Antigen plus Medikamente, RPMI 1640
Medium als Spontanwert und Pokeweed Mitogen (PWM) als
Proliferationskontrolle pipettiert.

Es wurden insgesamt vier Platten beimpft. Jede Platte enthielt acht Wells der
Positiv- (PWM) und drei Wells der Negativkontrolle (RPMI). Auf die erste Platte
wurden in jeweils vier Wells die Antigene sowie die verschiedenen
Verdinnungen der Medikamente gegeben, auf die weiteren Platten jeweils ein
Antigen zusammen mit den Verdinnungen der Medikamente.

Diese Proben wurden fur sieben Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, in

wasserdampfgesattigter Atmosphére belassen.
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Eine Durchstechflasche BCG-medac enthélt mindestens 2 x 10® und nicht mehr
als 3 x 10° lebensfahige Einheiten von BCG Bakterien. Diese wurde mit 10 ml
RPMI 1640 Medium resuspendiert und fur 15 Minuten in ein Ultraschallbad
gegeben. Eine 1:8 Verdinnung der BGC-Suspension mit RPMI ergab die
Konzentration BGC1000, die noch einmal 1:10 mit RPMI verdinnt wurde und
somit die verwendete Konzentration BCG100 ergab.

Eine Ampulle Tetanol® & 0,5 ml enthalt 40 I.E. und wurde fiir die weiteren
Versuche 1:10 mit RPMI verdinnt.

Eine Ampulle TuberkulinGT1000 wurde in 5 ml RPMI geldst und somit die
Verdinnung PPD 50 erhalten.

Eine Flasche PWM enthalt 0,4 mg Protein und wurde in 10 ml RPMI gel6st.
Somit wurde es als Positivkontrolle in der Verdiinnung 1:40 eingesetzt.

Jeweils dieselbe Menge RPMI 1640 Medium diente als Negativkontrolle.
2.3.6 Lymphozytentransformationstest (LTT)

Auf die im Inkubator befindlichen 96-well-Mikrotiterplatten (siehe 2.3.5) wurden
ca. 16 Stunden vor Ablauf der Kultivierungszeit *H-Thymidin (0,74 MBag/ml,
20 ul/well) pipettiert. Nach den sieben Inkubationstagen wurden die markierten
Zellen mithilfe des SKATRON Combi Cell Harvester auf Filtermatten gegeben.
Diese Matten wurden fur mindestens drei Stunden getrocknet und folgend mit
Szintillationsgel (ULTIMA Gold) in Plastikfolie eingeschweif3t, um dann die von
den Zellen emittierte B-Strahlung in einem B-Szintillationszéhler (LKB-Wallc) zu
messen. Die proliferative Aktivitat konnte anhand der Zahlrate (cpm = counts
per minute) ermittelt werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der von den
unterschiedlichen Probanden erhaltenen Spontanproliferationswerte, wurde der
S| als Quotient der cpm in Proben mit Antigenen und der cpm in Proben ohne

Antigen berechnet.
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2.3.7 Zellkulturen fir die Durchflusszytometrie und den enzyme-

linked immunsorbent assay (ELISA)

In 24-well-Platten wurden 1200 ul Zellsuspension und 400 ul Antigen bzw.
Antigen plus Ribavirin/ Amantadin sowie RPMI als Leerwert und PWM zur
Stimulationskontrolle gegeben und sieben Tage im Brutkasten bei 37 °C und
5 % CO;, in wasserdampfgesattigter Atmosphare belassen.

Am darauffolgenden Tag wurde der komplette Inhalt jedes Wells fur die
Durchflusszytometrie in Rundbodenrdéhrchen gegeben.

Fur den ELISA wurden die Uberstande der Zellkuturen am siebten Tag
abpipettiert und bis zur spateren Verwendung bei -20 °C in Reaktionsgefal3e
(1,5 ml) aufbewahrt.

2.3.8 Durchflusszytometrie

Nachdem die Zellen in die Rundbodenréhrchen gegeben, bei 370 g fir ca. funf
Minuten abzentrifugiert wurden und der Uberstand verworfen wurde, wurden
1000 ul Waschpuffer hinzugegeben. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei
370 g, der Uberstand wurde abpipettiert und 500 yl Waschpuffer zugegeben.
Diese Zellsuspension wurde auf mit dem jeweiligen Antikérper (5 bis 10 pl)
bestlickten Rundbodenréhrchen einheitlich appliziert. Auf das erste Rohrchen
wurden die drei Isotypkontrollen, auf die anderen vier Rohrchen jeweils eine der
oben genannten Antikérper-Kombinationen gegeben. So enthielt jedes
Rohrchen ca. 160.000 Zellen.

Danach wurden die Zellen bei Raumtemperatur 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert und anschlielend die Reaktion mit 1000 pl Waschpuffer abgestoppt.
Es folgten weitere zwei Waschschritte mit der Zentrifuge. Hiernach wurden zu
den antikdérpermarkierten Zellen 150 yl Waschpuffer und 50 pl Fixierlésung
gegeben.

Bei der Messung mit dem FACSCalibur™ wurden 10.000 Zellen je Rohrchen
gezahlt.
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2.3.9 Zytokin-ELISA

Zunachst wurden gereinigte unmarkierte monoklonale Maus oder polyklonale
Ratte anti-human Zytokin Antikdrper in Bicarbonatpuffer (pH 9,6) vermengt
(siehe Tabelle 15), dann je 100 pl der Verdinnungen in die 96-well-
Mikrotiterplatten Ubertragen und bei 4 °C tUber Nacht belassen. Am Folgetag
erfolgte morgens eine dreimalige Waschung der Platten mit Waschpuffer.
Anschliel3end wurden diese fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um
freie Bindungsstellen zu blockieren. 75 pl der aufgetauten Uberstande wurden
hiernach auf die Platten tbertragen und fur zwei Stunden bei 37 °C in einem
befeuchteten Brutschrank gegeben. Zudem wurde auf jeder Platte eine Zytokin-
Standardverdinnungsreihe (siehe Tabelle 16) mit acht Verdinnungsstufen &
100 pl mitgefahrt. Die inkubierten Platten wurden erneut drei Mal mit
Waschpuffer gereinigt, um tberschissige Anteile zu entfernen; darauf wurden
100 pl einer Suspension mit zuvor verdunntem, biotinyliertem Antikdrper
zugefugt (siehe Tabelle 17).

Dieses Gemisch wurde 90 Minuten bei 37 °C im befeuchteten Brutschrank
inkubiert. Es erfolgte ein abermaliger Waschgang der Platten, auf welche dann
25 ul Avidin-gekoppelte Peroxidase (2,5 pg/ml Waschpuffer) pipettiert wurden.
Anschliel3end wurden die Platten fir 40 Minuten bei Raumtemperatur bebruitet.

Nach dreimaligem Waschvorgang wurde in jedes N&pfchen 150 pl
Substratlosung (0,5 mg O-Phenyldiamin/ml Citratpuffer) gegeben und die durch
Sauerstoffabspaltung aus  Wasserstoffperoxid  entstandene  braunrote
Farbreaktion mit 25-%iger Schwefelsaure gestoppt.

Die quantitative Auswertung der Zytokine fand mittels Extinktionsmessungen
bei 450 nm im ELISA-Reader statt und wurde in pg/ml angegeben. Mithilfe des
Programmes Easyfit wurde fir jedes Zytokin ein Konzentrationsgrenzwert
bestimmt, oberhalb dessen das Ergebnis als positiv galt (siehe Tabelle 18).
Hierzu wurden die Ergebnisse mit der jeweils errechneten Standardkurve

verglichen.
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Antikorper (capture AB)

Konzentration [pl/ 10 mi]

Mouse Anti-Human IL-1a 10
Rat Anti-Human IL-5 30
Rat Anti-Human IL-6 30
Rat Anti-Human IL-10 30
Rat Anti-Human IL-13 30
Rat Anti-Human GM-CSF 30
Mouse Anti-Human IFN-y 30
Mouse Anti-Human TNF-a 60
Mouse Anti-Human TNF-f3 30

Tabelle 15: Konzentrationen der gereinigten

monoklonalen anti-human Zytokin Antikorper

Zytokin Ausgangsstandardkonzentration [pl/ 10 ml]
IL-1a 12,5

IL-5 20

IL-6 20

IL-10 20

IL-13 20

GM-CSF 20

IFN-y 20

TNF-a 20

TNF-B 20

Tabelle 16: Konzentrationen der rekombinal

nten human Zytokin Standards

Antikorper (detection AB)

Konzentration

Mouse Anti-Human IL-1a

8 ulin 5 mlWP

Rat Anti-Human IL-5

12 ylin 4 mlWP

Rat Anti-Human IL-6

8 ulin 10 ml WP

Rat Anti-Human IL-10

10 plin 10 mI WP

Rat Anti-Human IL-13

5pulin 2,5 mWP

Rat Anti-Human GM-CSF 5ulin 5 mlWP
Mouse Anti-Human IFN-y 5ulin 3,1 mlWP
Mouse Anti-Human TNF-a 5ulin 5 mlWP
Mouse Anti-Human TNF- 5ulin 5 mlWP

Tabelle 17: Konzentrationen der biotinyliert

en monoklonalen anti-human Zytokin Antikérper

Zytokin Grenzwert [pg/ ml] Maximalwert [pg/ ml]
IL-1a 125 8000
IL-5 234 15000
IL-6 125 8000
IL-10 78 5000
IL-13 156 10000
GM-CSF 156 10000
IFN-y 625 40000
TNF-a 156 10000
TNF-B 156 10000
Tabelle 18: Definierte Zytokingrenzwerte in pg/ml
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2.4 Statistik

Die experimentell gewonnenen Daten wurden in Computertabellen eingepflegt
und mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS Statistics weiterverarbeitet. In
Schaubildern wurden so der Mittelwert, der Median und die
Standardabweichung aus den 20 Probandenwerten fir jede Konzentration und
jede Testvariante (Proliferation, Aktivitdt und Zytokinproduktion) dargestellt.
Zudem wurde mit dem Wilcoxon-Testverfahren die Signifikanz bestimmt. Werte
von p < 0,05 galten hierbei als signifikant. Zur einfacheren Orientierung wurden
in den Diagrammen p-Werte < 0,05 mit *, Werte < 0,01 mit ** und Werte < 0,001

mit *** markiert.

3. Ergebnisse

3.1 Proliferationsassay

3.1.1 Kinetik der Zellproliferation

In einem ersten Schritt wurden die optimalen Inkubationszeiten der PBMC mit
den Wirkstoffen Ribavirin bzw. Amantadin und den spezifischen Antigenen
(BCG, Tetanol, PPD) ermittelt. Hierzu wurden die Zellen drei, funf bzw. sieben
Tage inkubiert und danach die mit *H-Thymidin markierten Zellen ausgezahlt.

In den folgenden beiden Abbildungen (siehe Abbildungen 9 und 10) ist zu
erkennen, dass die proliferative Reaktion der PBMC bei Ribavirin und
Amantadin sowohl ohne Kostimulation als auch bei Kostimulation durch BCG,
Tetanol und PPD bis zum siebten Tag deutlich zunimmt. Deswegen wurden in
den weiteren Versuchsreihen die Zellen fir den Proliferationsassay fur jeweils
sieben Tage inkubiert, um eine optimale Proliferation zu ermdoglichen. Bei
diesem Probanden ist zu erkennen, dass die hochsten Konzentrationen sowohl
bei Ribavirin als auch bei Amantadin bei Kostimulation durch PPD erreicht

werden, gefolgt von Tetanol und schliel3lich BCG.
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Abbildung 9: Proliferative Wirkung von Ribavirin auf PBMC an den Tagen 3, 5und 7

Vergleich der proliferativen Reaktion der PBMC eines gesunden Probanden mit und ohne Kostimulation von Ribavirin
durch BCG, Tetanol und PPD an den Tagen 3, 5 und 7.
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Abbildung 10: Proliferative Wirkung von Amantadin auf PBMC an den Tagen 3, 5und 7
Vergleich der proliferativen Reaktion der PBMC eines gesunden Probanden mit und ohne Kostimulation von Amantadin
durch BCG, Tetanol und PPD an den Tagen 3, 5 und 7.
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3.1.2 Reaktion der PBMC auf Ribavirin ohne Kostimulation

Im Folgenden wurden die PBMC der 20 gesunden Probanden mit Ribavirin
ohne Zusatz eines Kostimulans fiir sieben Tage inkubiert, mit *H-Thymidin
markiert und anschlieRend der Sl-Index ermittelt.

Bei einem Probanden (Proband 7) kam es zu einer eindeutig positiven Reaktion
der PBMC. Die PBMC eines weiteren Probanden (Proband 18) zeigten in
hoherer Konzentration von Ribavirin eine leicht positive Reaktion. Unter diesen
beiden Probanden war ein Pollen- und Zitrusfruchtallergiker, bei keinem war
eine vorherige Einnahme von Ribavirin oder eine Allergie dagegen bekannt. Wir
gehen davon aus, dass die nachgewiesene Proliferationszunahme der PBMC
nicht durch individuell vorhandene spezifische Gedéachtniszellen hervorgerufen
wurde, denn auch in der Allergiediagnostik gilt eine positive Reaktion im LTT
nur als verdachtig fur eine Allergie und das Ergebnis muss im klinischen
Zusammenhang bewertet werden'®. Die meisten Probanden wiesen SI-Werte
unter zwei auf. Die Mediankurve stieg bis zur Konzentration 0,5 pg/ml an und

nahm danach wieder ab (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Wirkung von Ribavirin ohne Kostimulation

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Ribavirin bei 20 gesunden Probanden in Abwesenheit anderer
Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant.
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3.1.3 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit BCG

Nach siebentagiger Inkubation der PBMC mit BCG alleine wurden
Stimulationsindices zwischen 0,4 und 171,3 bei den PBMC der zwanzig
Probanden erreicht. Bei Zugabe von BCG und Ribavirin zu den PBMC kam es
bei der 5 pg/ml Konzentration zu einer signifikanten Abnahme der Proliferation.
Bei den PBMC kam es bis auf zwei Probanden (14, 15) zu keinen starken
Veréanderungen der Sl-Werte gegentiber dem Ausgangswert, wobei die meisten
Werte als positive Testreaktion zu werten waren. Die Mediankurve hatte ihr
Maximum bei der kleinsten Konzentrationsstufe und nahm von da an
kontinuierlich ab (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation mit BCG

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit BCG bei 20 gesunden Probanden.
Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch signifikante p-Werte sind
folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,

3.1.4 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit

Tetanol

Die Stimulationsindices durch Tetanol alleine nahmen Werte zwischen 1,4 und
191,9 an. Wieder kam es nach Zugabe von Ribavirin unter Kostimulation mit

Tetanol bei einer Konzentration von 5 ug/ml zu einer signifikanten Suppression
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der Proliferation. Bis auf drei Probanden (6, 9, 11) erreichten alle anderen
positive Sl-Werte nach Zugabe von Ribavirin. Betrachtet man die Mediane, so
fallt auf, dass sie mit zunehmender Konzentration abnahmen (siehe Abbildung
13).
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Abbildung 13: Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit Tetanol bei 20 gesunden
Probanden. Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant.

3.1.5 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit PPD

Durch alleinige Stimulierung der PBMC mit PPD wurden SI-Werte zwischen 0,4
und 55,9 erreicht. Die PBMC wiesen bei der Halfte der Probanden SI-Werte
Uber zwei auf, davon waren acht Reaktionen als eindeutig positiv zu werten
(siehe Abbildung 14). PPD wirkt spezifisch auf TH;-Zellen und es ist bekannt,
dass es TH;-Responder und TH;-Nonresponder gibt. Bei zwei der eindeutigen
THi-Responder kam es nach Zugabe von Ribavirin zu einer Abnahme der
Proliferation. Des Weiteren zeigte sich bei vier der ,Non-Responder‘ nach
Ribavirinzugabe eine deutliche Zunahme der SI-Werte. So wurden teilweise

Werte Uber 100 erreicht. Auch bei der Stimulation durch PPD nahmen die
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Medianwerte wie bei der Stimulation durch Tetanol in den hoheren

Konzentrationen ab.
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Abbildung 14: Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation mit PPD

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit PPD bei 20 gesunden Probanden.
Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren statistisch
nicht signifikant.

3.1.6 Reaktion der PBMC auf Amantadin ohne Kostimulation

Der Wirkstoff Amantadin bewirkte nach sieben Tagen Inkubation bei den PBMC
von fuinf Probanden eine positive Reaktion, wovon die meisten
Stimulationsindices Werte zwischen zwei und drei annahmen. Einzig bei
Proband neun wurde von den PBMC SI-Werte um die 60 erreicht. Die PBMC
der restlichen 15 Probanden zeigten keine positive Reaktion auf Amantadin. Die
Mediankurve nahm mit zunehmender Konzentration von Amantadin ab.
Auffallend war der parallele Kurvenverlauf bei der Mehrzahl der Probanden mit

einem Maximum bei 0,05 uyg/ml Amantadin (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Wirkung von Amantadin ohne Kostimulation
Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Amantadin bei 20 gesunden Probanden in Abwesenheit anderer

Antigene. Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren

statistisch nicht signifikant.

3.1.7 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit
BCG

Die alleinige Stimulierung der Zellen mit BCG fuhrte zu SI-Werten zwischen 0,4
und 171,3. Im Verdunnungsbereich zwischen 0,005 und 0,5 pg/ml kam es bei
Zugabe von Amantadin zu einer signifikanten Stimulierung der PBMC, welche
bei jedem Probanden in fast allen Verdinnungen eindeutig positiv reagierten.

Die Mediankurve verlief schwach abfallend (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit BCG

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit BCG bei 20 gesunden
Probanden. Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch signifikante p-
Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***.

3.1.8 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit

Tetanol

Die alleinige Stimulation durch das Antigen Tetanol fuhrte zu Sl-Werten
zwischen 1,4 und 191,9, wovon eine Reaktion negativ ausfiel. Nach Zugabe
von Amantadin reagierten die PBMC bei 17 der 20 Probanden mit deutlich
positiven Testreaktionen. Im Vergleich zur alleinigen Stimulierung mit Tetanol
kam es zu keiner signifikanten Zu- oder Abnahme der Proliferation. Wieder
konnte bei den Medianwerten eine Abnahme der SI-Werte ausgehend von der
kleinsten Konzentration beobachtet werden, wobei in den hohen
Konzentrationsstufen die PBMC bei der Mehrzahl der Probanden eine positive

Reaktion aufwiesen (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol bei 20 gesunden
Probanden. Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant.

3.1.9 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit PPD

Durch alleinige Stimulierung der Zellen mit PPD wurden SI-Werte zwischen 0,1
und 55,9 erreicht. Die PBMC von zehn Probanden reagiert nicht auf die
Stimulierung, bei zwei reagierten sie schwach positiv und bei acht reagierten sie
deutlich positiv. In den Lymphozyteniberstanden kam es bei fiinf Probanden
auch nach Zugabe von Amantadin zu einer negativen Testreaktion bei
Stimulierung mit PPD. Bei sechs der Probanden, deren PBMC negativ auf die
alleinige Stimulierung durch PPD reagierten, kam es nach Zugabe von
Amantadin zu positiven Testreaktionen, die teilweise ein Vielfaches des
Ausgangswertes erreichten. Bei den PBMC eines Probanden, dessen PBMC
positiv auf alleinige Stimulierung durch PPD reagierte, bewirkte die Zugabe von
Amantadin keine weiteren positiven Reaktionen, bei einigen anderen kam es zu
einer Abnahme der SI-Werte im Vergleich zum Ausgangswert. Abermals folgte
die Kurve der Medianwerte dem Verlauf der vorherigen Kurven, namlich nahezu

kontinuierlich abnehmend (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit PPD

Vergleich der proliferativen Reaktion von PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit PPD bei 20 gesunden
Probanden. Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant.

3.1.10 Zusammenfassung der Ergebnisse des Proliferationsassays

Die alleinige Stimulierung der PBMC mit Ribavirin und Amantadin bewirkte bei
den meisten Probanden keine positive Reaktion.

Das Antigen BCG erzielte bereits ohne Kostimulation mit Ribavirin hdhere
Stimulationsindices (in dieser Arbeit im Durchschnitt einen SI-Wert von 51,5 bei
Werten zwischen 0,4 und 171,3) und mit den Lymphozyten der meisten
Probanden kam es zu einer positiven Testreaktion. Die Zugabe von Ribavirin
bewirkte keine wesentliche Zunahme der Messwerte, sondern wirkte in
zunehmender Konzentration bei fast allen Probanden inhibitorisch auf die
PBMC und fuhrte bei der 5 pg/ml Konzentration von Ribavirin zu einer
signifikanten Abnahme der Zellproliferation.

Nach Zugabe von Amantadin zu mit BCG stimulierten Zellen kam es hingegen
im Verdunnungsbereich zwischen 0,005 und 0,5 ug/ml zu einer signifikanten
Stimulierung der PBMC.

Der Stimulus Tetanol erzielte ahnlich wie BCG im Durchschnitt SI-Werte von
46,0 (Werte zwischen 1,4 bis 191,9) und wieder reagierten die PBMC fast aller

Probanden positiv. Auch die Zugabe von Tetanol zu der 5 ug/ml Konzentration

59



von Ribavirin  fuhrte zu einer  signifikanten  Suppression  der
Lymphozytenproliferation und Ribavirin wirkte in hoheren Konzentrationen
inhibierend auf das Proliferationsverhalten der PBMC. Durch die Zugabe von
Amantadin zu mit Tetanol stimulierten Zellen kam es zu keiner signifikanten Zu-
oder Abnahme der Proliferation.

Die  schwachste  immunmodulierende  Wirkung zeigte PPD  mit
durchschnittlichen SI-Werten von 13,0 (Werte zwischen 0,4 und 55,9). Die
PBMC von nur noch ungefahr der Halfte der Probanden reagierten positiv. Bei
Zugabe von Ribavirin und Amantadin kam es zu keinen eindeutigen weiteren
Veranderungen des Proliferationsverhaltens der PBMC.

Bei allen Mediankurven von Ribavirin bzw. Amantadin mit den Antigenen BCG,
Tetanol und PPD war der Verlauf ahnlich, namlich mehr oder weniger
kontinuierlich abnehmend mit zunehmender Konzentration von Ribavirin bzw.

Amantadin.
3.2 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie kbnnen die Art, der prozentuale Anteil an
unterschiedlichen Zellpopulationen und der Anteil an aktivierten Zellen bestimmt
werden. In dieser Versuchsreihne wurden am siebten Tag die
Oberflachenmarker CD4, CD8, CD19 und CD56 herausgesucht und deren
Aktivierung mittels CD69-Ausbildung festgestellt. Doppelmarkierte Zellen
stellten demzufolge aktivierte Zellen dar.

3.2.1 Reaktion der PBMC auf Ribavirin ohne Kostimulation

Bei der Durchflusszytometrie zeigte sich, dass Ribavirin ohne Kostimulans eine
signifikante  Aktivierung der  CD4-positiven  Zellen im  mittleren
Verdinnungsbereich (0,005, 0,05 ug/ml) bewirkte (siehe Abbildung 19). Des
Weiteren fand eine verstarkte Expression von CD69 durch CD19-positive Zellen
im mittleren Verdinnungsbereich statt (0,05 ug/ml) (siehe Abbildung 21). Bei
den meisten Probanden kam es bei den CD4-, CD8-, CD19- und CD56-

positiven Zellen zu einer ansteigenden Kurve ausgehend von der niedrigsten
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Konzentrationsstufe, deren Maximum sich bei den CD4-, CD8- und CD56-
positiven Zellen bei der 0,5- bzw. 5 yg/ml Konzentration von Ribavirin befand
(siehe Abbildungen 19 bis 22). Das Maximum der Mediankurve der CD19-
positiven Zellen befand sich bei der 0,5 pg/ml Konzentration (siehe Abbildung
21). Betrachtet man die durchschnittichen Messwerte, so stellt man fest, dass
die CD4-positiven Zellen am geringsten und die CD8-positiven Zellen am

starksten aktiviert wurden.
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Abbildung 19: Wirkung von Ribavirin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver
Zellen

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermalRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 20: Wirkung von Ribavirin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver
Zellen

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 21: Wirkung von Ribavirin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver
Zellen

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*kk

62



120,0 —

100,0 o
—_— -
80.0 ._ - $— ik —_—

---e---12
—=—13
—+— 14
—«— 15
— s — 15
—_—-— 17
—+—-18
— a—-19
—_-—2

relativer Anteil CD56- + CD69-positiver Zellen

g || 2dian

0 0,0005 0,005 0,05 0,5 5 50

Konzentration von Ribavirin in pg/mi

Abbildung 22: Wirkung von Ribavirin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-
positiver Zellen

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.2.2 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit BCG

Nach Kostimulation der Zellen mit Ribavirin und BCG wurde die CD69-
Expression durch CD4- positive Zellen im mittleren Verdinnungsbereich (0,05,
0,5; 5 ug/ml) stimuliert (siehe Abbildung 23), wohingegen die CD69-Expression
durch CD8-positive Zellen im mittleren Verdunnungsbereich (0,005 pg/ml)
inhibiert wurden (siehe Abbildung 24). Betrachtet man die Mediankurven, kann
man erkennen, dass es im Verlauf der Verdiunnungsreihe zu keiner
signifikanten Veranderung der Werte kam. Allenfalls war ein leichter Anstieg am
Anfang der Kurve zu vermerken. Bei den CD4- und CD219-positiven Zellen
stiegen die Mediankurven bis in die hochste Konzentration weiter an (siehe
Abbildungen 23 und 25), bei den CD8- und CD56-positiven Zellen kam es zu
einem Abfall der Kurve (siehe Abbildungen 24 und 26).

Bei den CD4-positiven Zellen ist zu erwahnen, dass Probanden mit starker
Aktivierung bereits im Proliferationsassay hohe SI-Werte hatten (z. B. Proband
12 und 20). Dies kann auch bei einigen Probanden bei den CD8-positiven
Zellen (z. B. Proband 4, 12, 13 und 14), den CD19-positiven Zellen (z. B. 4, 12
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und 14) und den CD56-positiven Zellen (z. B. Proband 13, 14 und 18)
beobachtet werden. Im Vergleich wurden die CD4-positiven Zellen am

wenigsten stark und die CD56-positiven Zellen am starksten aktiviert.
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Abbildung 23: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch BCG auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermalRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 24: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch BCG auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 25: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch BCG auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 26: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch BCG auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.2.3 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit

Tetanol

Die Kostimulation der PBMC mit Ribavirin und Tetanol bewirkte eine Abnahme
der Expression von CD69 durch CD19-positive Zellen bei mittlerer
Konzentration (0,05 ug/ml) (siehe Abbildung 29). Die CD56-positiven Zellen
wurden im oberen Verdiunnungsbereich (5 pg/ml) inhibiert (siehe Abbildung 30).
Wie bei der Kostimulation mit BCG zeigte sich auch beim Antigen Tetanol, dass
die PBMC einiger Probanden mit bereits hohen Stimulationsindices im
Proliferationstest auch in der durchflusszytometrischen Analyse gréf3tenteils
hohe Messwerte lieferten (z. B. die Probanden 2, 9, 12 und 20).
Durchschnittlich am starksten aktiviert wurden die CD8- und CD56-positiven
Zellen, wohingegen die CD4-positiven Zellen nur schwach aktiviert wurden.
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Abbildung 27: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch Tetanol auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 28: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch Tetanol auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 29: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch Tetanol auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 30: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch Tetanol auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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3.2.4 Reaktion der PBMC auf Ribavirin nach Kostimulation mit PPD

Stimulierte man die PBMC mit Ribavirin und PPD zeigte sich eine Abnahme der
Expression von CD69 durch CD4-positive Zellen im  mittleren
Verdunnungsbereich (0,005 bis 5 ug/ml) (siehe Abbildung 30). Zudem war eine
Inhibierung CD19-positiver Zellen ebenfalls im mittleren Verdiinnungsbereich
(0,005; 0,5ug/ml) zu beobachten (siehe Abbildung 33). Wie bei den
vorangegangenen Analysen gab es gewisse Parallelen, was das
Proliferationsverhalten  anbelangt. So  wiesen  beispielsweise  die
Lymphozytentberstande der Probanden 2, 9 wund 12 sowohl im
Proliferationsassay als auch bei der Durchflusszytometrie hohe Messwerte bei
der Kostimulation von Ribavirin mit PPD auf. Im Durchschnitt war die CD69-
Bildung der CD4-positiven Zellen am wenigsten und die der CD8-positiven

Zellen am starksten ausgepragt.
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Abbildung 31: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch PPD auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermalRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 32: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch PPD auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 33: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch PPD auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 34: Wirkung von Ribavirin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Ribavirin nach Kostimulation durch PPD auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.2.5 Reaktion der PBMC auf Amantadin ohne Kostimulation

Amantadin wirkte sich ohne Kostimulus inhibierend auf die CD69-Expression
durch CD4-positive Zellen im oberen Verdinnungsbereich (5 ug/ml) aus (siehe
Abbildung 35). Zudem kam es bei den CDS8-positiven Zellen zu einer
Inhibierung bei den mittleren Konzentrationen (0,05 und 0,5 pg/ml) und einer
Aktivierung im hoéheren Verdinnungsbereich (5 ug/ml) (siehe Abbildung 35).
Einige Probanden zeigten hohe Stimulierungswerte tber alle Zellreihen hinweg
(z. B. Proband 2, 9 und 12). Bei der 0,0005 pg/ml Konzentration von Amantadin

kam es noch zu keiner wesentlichen Aktivierung der Zellen.
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Abbildung 35: Wirkung von Amantadin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-
positiver Zellen

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen nach 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 36: Wirkung von Amantadin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-
positiver Zellen

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 37: Wirkung von Amantadin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-
positiver Zellen

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 38: Wirkung von Amantadin ohne Kostimulation auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-
positiver Zellen

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

73



3.2.6 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit
BCG

Die Kostimulation mit Amantadin und BCG bewirkte eine Inhibierung CD4-
positiver Zellen bei den Verdinnungen 0,05, 0,5 und 5 ug/ml (siehe Abbildung
38). Bei den CD8-positiven Zellen kam es bei den mittleren Konzentrationen zu
einer Inhibierung der CD69-Expression (siehe Abbildung 39). Ebenfalls
gehemmt wurde die Expression der CD69-Zellen durch CD56-positive Zellen im
oberen Verdinnungsbereich (siehe Abbildung 41). Ahnlich wie bei Ribavirin
konnte man auch bei der Stimulierung mit Amantadin und BCG eine Parallele
zwischen dem Proliferationsassay und der durchflusszytometrischen Analyse
erkennen. So erzielten beispielsweise die PBMC der Probanden 4, 12 und 14 in
beiden Tests im Vergleich zu den anderen Messwerten hdhere Werte.
Allgemein kann man sagen, dass die CD4-positiven Zellen am wenigstens und

die CD56-positiven am starksten aktiviert wurden.

60 —_—1

— a—-19
——-20

g || 2dian

relativer Anteil CD4- + CD69-positiver Zellen

0 0,0005 0,005 0,05 0,5 5 50

Konzentrationvon Amantadinin pg/mi

Abbildung 39: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit BCG auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 40: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit BCG auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 41: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit BCG auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 42: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit BCG auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,

3.2.7 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit

Tetanol

Die Kostimulation mit Amantadin und Tetanol bewirkte eine Inhibierung CD4-
positiver Zellen im Uber einen groReren Verdinnungsbereich statt (0,005 bis
5ug/ml) (siehe Abbildung 43). Ebenso wurden CD8-positive Zellen (0,5;
5ug/ml) (siehe Abbildung 44) und CD19-positive Zellen im mittleren
Verdinnungsbereich (0,05 pg/ml) gehemmt (siehe Abbildung 45). Die CD69-
Expression durch CD56-positive Zellen nahm bei einigen Verdinnungen ab
(0,005; 0,5; 5pug/ml) (siehe Abbildung 46). Betrachtet man vergleichend den
Proliferationsassay, so erkennt man abermals eine Parallele zwischen den
hoheren Messwerten in der Durchflusszytometrie und hoherer SI-Werte im
Proliferationsassay (z. B. Proband 2 und 12). Die Mittelwertskurve verlief in
allen Zelllinien &hnlich, namlich ab der 0,005 pg/ml Konzentration relativ
waagrecht und schlieBlich abfallend in der hdchsten Konzentration. Am
starksten wurden die CD8- und CD56-positiven Zellen, am schwéchsten die

CD4-positiven Zellen aktiviert.
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Abbildung 43: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 44: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 45: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 46: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit Tetanol auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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3.2.8 Reaktion der PBMC auf Amantadin nach Kostimulation mit PPD

Stimulierte man die PBMC mit Amantadin und PPD kam es zu einer Abnahme
der Expression von CD69 durch CD4- (Verdinnung 0,005 bis 5 pg/ml) (siehe
Abbildung 47) und CDS8-positive Zellen (Verdinnung 0,005 pug/ml) (siehe
Abbildung 48). Auch CD19-positive Zellen wurden tGber mehrere Verdiinnungen
(0,005 bis 5 ug/ml) hinweg inhibiert (siehe Abbildung 49). Abermals reagierten
einige Probanden in der Durchflusszytometrie analog zum Proliferationsassay
mit hoheren Messwerten (z. B. Proband 12, 16 und 20). Abermals war die
CD69-Expression bei den CD8-positiven Zellen am starksten und bei den CD4-

positiven Zellen am schwachsten.
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Abbildung 47: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD4-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit PPD auf die Aktivierung CD4-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermalRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 48: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD8-positiver nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit PPD auf die Aktivierung CD8-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 49: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD19-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit PPD auf die Aktivierung CD19-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 50: Wirkung von Amantadin auf die Aktivierung (CD69-Expression) CD56-positiver Zellen nach
Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Amantadin nach Kostimulation mit PPD auf die Aktivierung CD56-positiver Zellen bei 20
gesunden Probanden. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Ribavirin bewirkte in dieser Arbeit ohne Kostimulans eine signifikante
Aktivierung der CD4- und CD19-positiven Zellen im  mittleren
Konzentrationsbereich. Im Durchschnitt reagierten die CD4-positiven Zellen am
geringsten und die CD8- und teilweise die CD56-positiven Zellen am starksten.
Durch Inkubation von Ribavirin mit dem Makrophagen-aktivierenden BCG
wurden CD4- positive Zellen (u.a. Makrophagen) im mittleren
Verdinnungsbereich signifikant aktiviert, wohingegen CD8-positive Zellen
(zytotoxische Zellen) im mittleren Verdinnungsbereich signifikant inhibiert
wurden, was der Suppression der PBMC-Produktion im Proliferationsassay
entsprach.

Bei der Kostimulation von Ribavirin mit Tetanol konnte eine signifikante
Abnahme der Aktivierung von CD19- bzw. CD56-positiven Zellen im mittleren
bzw. oberen Verdinnungsbereich beobachtet werden. Diese Inhibierung im
mittleren Konzentrationsbereich von Ribavirin war bereits im Proliferationsassay

beobachtet worden.
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Nach Schaffung eines TH1-Milieus durch Kostimulation von Ribavirin mit PPD
kam es im mittleren Konzentrationsbereich bei den CD4- und CD19-positiven

Zellen zu einer signifikanten Inhibierung der CD69-Expression.

Amantadin wirkte sich ohne Kostimulus inhibierend auf die CD69-Expression
durch CD4-positive Zellen im oberen Verdlinnungsbereich aus. Zudem kam es
bei den CD8-positiven Zellen zu einer signifikanten Inhibierung bei den mittleren
Konzentrationen und einer signifikanten  Aktivierung im  hdheren
Verdunnungsbereich. Einige Probanden zeigten hohe Stimulierungswerte tber
alle Zellreihen hinweg, was allerdings zu keiner signifikanten CD69-Aktivierung
fuhrte.

Ahnlich wie bei Ribavirin konnte man auch bei der Stimulierung der PBMC
durch Amantadin mit den Antigenen BCG, Tetanol und PPD eine Parallele
zwischen  den Ergebnissen des  Proliferationsassay @ und  der
durchflusszytometrischen Analyse erkennen.

Die Kostimulation von Amantadin durch BCG bewirkte eine signifikante
Inhibierung der CD4- und CD8-positiven Zellen im mittleren und der CD56-
positiven Zellen im oberen Konzentrationsbereich.

Bei der Kostimulation von Amantadin mit Tetanol fand eine signifikante
Inhibierung CD4-positiver Zellen im unteren bis oberen Verdinnungsbereich
statt. Ebenso wurden CD8- und CD19-positive Zellen im mittleren
Verdinnungsbereich gehemmt.

Die Kostimulation von Amantadin durch PPD bewirkte eine signifikante
Abnahme von CD69 bei CD4- und CD19 bzw. CD8-positiven Zellen im unteren

bis oberen bzw. unteren Konzentrationsbereich.
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3.3 Zytokin-ELISA

3.3.1 Einfluss von Ribavirin auf die Produktion
Makrophagentypischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a) durch PBMC

In Abwesenheit von Ribavirin erreichte die IL-1-Produktion durch PBMC bei gut
der Halfte der Probanden den Grenzwert, ab der der Nachweis von IL-1 als
positiv gilt (IL-1: 250 pg/ml) (siehe Abbildungen 51 bis 54). In den wenigstens
Fallen kam es nach Zugabe von Ribavirin zu einem Absinken der Messwerte
Uber alle Verdiinnungen hinweg. Die Werte blieben weitestgehend stabil oder
stiegen an. Die Kurvenverlaufe der Medianwerte von IL-1 verliefen flach. Es
kam auf3er bei der Kostimulation mit Tetanol im mittleren Konzentrationsbereich
(0,05 pg/ml), durch die es zu einer Supprimierung der IL-1-Produktion kam
(siehe Abbildung 53), zu keiner signifikanten Stimulierung oder Supprimierung.
Einige Probanden (z. B. Proband 1 und 14) fielen durch sehr hohe Messwerte
sowohl bei Ribavirin alleine als auch nach Kostimulation mit den Antigenen auf,
allerdings liel3 sich keine RegelméalRigkeit in den Kurvenverlaufen erkennen.

Bei der IL-6-Produktion kam es wie bei der IL-1-Produktion zu Messwerten
oberhalb der Nachweisgrenze von IL-6 bei Abwesenheit von Ribavirin (IL-6:
250 pg/ml) (siehe Abbildungen 55 bis 58). Wie bei den IL-1-Zytokinen verliefen
die meisten Kurven nach Zugabe von Ribavirin recht flach, wobei es bei einigen
zu einem starken Abfall der Werte kam. Zudem wurden bei der IL-6-Produktion
wesentlich hohere Werte erreicht. Bereits ohne Zugabe von Ribavirin oder ein
Antigen kam es zu einem Mittelwert von 3420 pg/ml (siehe Abbildung 55). Die
Zugabe von Ribavirin bewirkte hohere Mittelwerte. Durch BCG alleine wurde ein
Mittelwert von 7411 pg/ml erreicht (siehe Abbildung 56). Allerdings blieben die
Zytokinwerte durch die weitere Zugabe von Ribavirin weitgehend unbeeinflusst.
Nach Kostimulation durch Tetanol wurden durchschnittlich niedrigere
Messwerte erreicht und es kam im mittleren Verdinnungsbereich (0,005 bis
0,5ug/ml) zu einer Suppression der IL-6-Produktion und in hoherer
Konzentration von Ribavirin (5 ug/ml) zu einer Stimulierung (siehe Abbildung
57).
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Anders als bei den Zytokinen IL-1 und IL-6 erreichte der Grolteil der TNF-
alpha-Zytokine ohne Zugabe von Ribavirin die Nachweisgrenze von TNF-alpha
nicht (TNF-alpha: 312 pg/ml), was sich auch nach Zugabe von Ribavirin nicht
anderte (siehe Abbildungen 59 bis 62). Bei der TNF-alpha-Produktion wurden
Mittelwerte von maximal 715 pg/ml erreicht. Alle Mediankurven verliefen flach.
Bei der Kostimulation der Zellen mit Ribavirin und Tetanol wurde im oberen
Verdinnungsbereich (5 ug/ml) die TNF-alpha-Bildung signifikant stimuliert
(siehe Abbildung 61). Die PBMC eines Probanden (12) zeigten bei allen
Antigenen uberdurchschnittlich hohe Messwerte.
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Abbildung 51: Wirkung von Ribavirin auf die IL-1-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 52: Wirkung von Ribavirin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach

Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 53: Wirkung von Ribavirin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 54: Wirkung von Ribavirin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 yg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 55: Wirkung von Ribavirin auf die IL-6-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 56: Wirkung von Ribavirin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 57: Wirkung von Ribavirin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 58: Wirkung von Ribavirin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 59: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 60: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 61: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 62: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 yg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.3.2 Einfluss von Ribavirin auf die Produktion TH;-typischer
Zytokine (TNF-B, IFN-y) durch PBMC

In Abwesenheit von Ribavirin wurde die TNF-beta-Produktion (TNF-beta:
312 pg/ml) bei mehr als der Halfte der Probanden nicht Uberschritten, ab dem
der Nachweis als positiv gilt, was sich auch nach Zugabe von Ribavirin selten
anderte (siehe Abbildungen 63 bis 66). Bis auf wenige Ausnahmen verliefen die
Kurven der einzelnen Probanden ziemlich flach. Gleiches galt fur die
Mittelwertskurven, welche Werte zwischen 74 und 1411 pg/ml annahmen. Zu
signifikanten Supprimierungen der TNF-beta-Produktion kam es nach
Kostimulation mit BCG (5 ug/ml Konzentration), Tetanol und PPD (jeweils
(siehe Abbildungen 64, 65 und 66).
14 18

Uberdurchschnittlich hohe Werte mit und ohne Antigene gemessen.

0,5 ug/ml Konzentration) In den

Lymphozyteniberstanden  der  Probanden und wurden
Ab einem Wert von 1250 pg/ml ist bei den IFN-gamma-Zytokinen von einer
positiven Testreaktion auszugehen. Ohne Ribavirin und Zugabe eines Antigens

reagierten die PBMC weniger Probanden positiv (siehe Abbildung 67), was sich
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nach Zugabe von PPD, Tetanol und BCG zunehmend verénderte (siehe
Abbildungen 68 bis 70 ). So bewirkte die Stimulation mit BCG, dass die PBMC
(siehe Abbildung 68). Die

Mittelwertskurven von Ribavirin alleine und mit den Kostimulanzien Tetanol und

von zwei Probanden negativ reagierten
PPD verliefen relativ flach und ohne grof3e Ausschlage (siehe Abbildungen 67,
69 und 70), wohingegen die Kurve des Antigens BCG kontinuierlich abfiel
(siehe Abbildung 68).

Ohne Kostimulus kam es bei der 5 pg/ml Konzentration von Ribavirin zu einer
signifikanten Supprimierung der IFN-gamma-Zytokine (siehe Abbildung 67).
Ebenso wurden die Zytokine nach Kostimulation mit Ribavirin und Tetanol bei
der Konzentration 0,005 und 5 pg/ml inhibiert (siehe Abbildung 69). Wieder fiel
bei zwei Probanden auf, dass ihre PBMC Uberdurchschnittlich hohe Messwerte

mit und ohne Antigene hatten (Probanden 9 und 12).
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Abbildung 63: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-beta-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 64: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-beta-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***.
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Abbildung 65: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-beta-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermalen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 66: Wirkung von Ribavirin auf die TNF-beta-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***.
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Abbildung 67: Wirkung von Ribavirin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 68: Wirkung von Ribavirin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 69: Wirkung von Ribavirin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*kk

94



35000 —a1

30000 +% ——

25000 N —_— -7

20000 S\ —etemn 10

15000 N —=—13

10000

Konzentration von IFN-gamma in pg/ml
»
-
s

5000 | A

— e—-20
g \ledian

0 0,0005 0,005 0,05 0,5 5 50

Konzentration von Ribavirin in pg/ml

Abbildung 70: Wirkung von Ribavirin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 yg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.3.3 Einfluss von Ribavirin auf die Produktion TH,-typischer
Zytokine (IL-5, IL-13) durch PBMC

Der Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-5 als positiv gilt, ist 470 pg/ml und
wurde ohne Stimulierung durch ein Antigen und ohne Zugabe von Ribavirin von
den PBMC bei gut der Halfte der Probanden erreicht (siehe Abbildung 71). Die
PBMC von zwei der ,Non-Responder” Uberschritten nach Zugabe von Ribavirin
den Grenzwert. Nach alleiniger Stimulation mit den Antigenen erreichten bei
BCG- und PDD-Stimulierung die PBMC von sechs (siehe Abbildungen 72 und
74) und bei Tetanol von vier Probanden nicht den Grenzwert (siehe Abbildung
73). Nach Zugabe von Ribavirin reagierten die PBMC bei zwei der ,Non-
Responder® bei Tetanol positiv, bei BCG und PPD jeweils bei einem
Probanden. Der hdchste Messwert wurde mit 15000 pg/ml bei der Stimulierung
mit PPD gemessen (siehe Abbildung 74). Durchschnittlich die héchsten IL-5-
Spiegel wurden bei der niedrigsten Konzentrationsstufe von Ribavirin
gemessen. Danach kam es zu einem Abfall der Mediankurven. Die

Kostimulation mit BCG bewirkte eine signifikante Inhibierung in der 0,05 und
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0,5 yg/ml Konzentration von Ribavirin (siehe Abbildung 72). Beim Antigen
Tetanol wurden die IL-5-Zytokine in der niedrigsten Konzentrierung von
Ribavirin aktiviert und in der 5 ug/ml Konzentration inhibiert (siehe Abbildung
73). Bei den IL-13-Zytokinen uberschritten die PBMC der Mehrzahl der
Probanden den Grenzwert von 283 pg/ml bei der Messung ohne Ribavirin
(siehe Abbildungen 75 bis 78). Die meisten ,Non-Responder® gab es bei den
Antigenen Tetanol und PPD (jeweils sechs Probanden, siehe Abbildungen 77
und 78). Nach Zugabe von Ribavirin reagierte im Schnitt die Halfte der PBMC
der ,Non-Responder® positiv. Bei einigen Probanden =zeigten sich
Uberdurchschnittlich hohe Messwerte (z. B. Proband 2, 5, 12, 14 und 18). Nach
Stimulierung der Zellen mit Ribavirin alleine kam es bei den Verdinnungen
0,005 und 0,5 ug/ml zu einer signifikanten Supprimierung (siehe Abbildung 75).
Zudem wurde die IL-13-Produktion bei Kostimulation mit BCG bei den
Verdinnungen 0,005, 0,5 und 5 pug/ml (siehe Abbildung 76) und bei der
Kostimulation mit Tetanol bei 0,5 und 5 ug/ml signifikant inhibiert (siehe
Abbildung 77).
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Abbildung 71: Wirkung von Ribavirin auf die IL-5-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 72: Wirkung von Ribavirin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 73: Wirkung von Ribavirin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermalen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 74: Wirkung von Ribavirin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 yg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 75: Wirkung von Ribavirin auf die IL-13-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 76: Wirkung von Ribavirin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 77: Wirkung von Ribavirin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit

*k%k
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Abbildung 78: Wirkung von Ribavirin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 yg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.3.4 Einfluss von Ribavirin auf die Produktion regulatorischer T-
Zellen-typischer Zytokine (IL-10) durch PBMC

Bei der Halfte der Probanden exprimierten die PBMC ohne Kostimulanzien
(siehe Abbildung 79) und bei Kostimulation mit Tetanol ohne Ribavirin IL-10
(Grenzwert fur IL-10: 156 pg/ml) (siehe Abbildung 81). Die Stimulation mit PPD
ohne Ribavirin fuhrte lediglich zu funf ,Respondern® (siehe Abbildung 82) und
die Stimulation mit BCG ohne Ribavirin zu 18 ,Respondern® (siehe Abbildung
80). Durch die Zugabe von Ribavirin kam es bei den Lymphozytentberstanden
vieler ,Non-Responder® zu einer Zunahme der Messwerte, sodass der
Grenzwert Uberschritten wurde.

Die Mediankurven verliefen insgesamt eher flach. Bei Kostimulation von
Ribavirin mit BCG kam es zu einer signifikanten Inhibierung der IL-10-Zytokine
bei den Konzentrationen 0,005 und 0,05 ug/ml (siehe Abbildung 80).
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Abbildung 79: Wirkung von Ribavirin auf die IL-10-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 80: Wirkung von Ribavirin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 81: Wirkung von Ribavirin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 82: Wirkung von Ribavirin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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3.3.5 Einfluss von Ribavirin auf die Produktion allgemeiner T-
Zellmarker (GM-CSF) durch PBMC

Ohne Ribavirin kam es ohne Kostimulation (Abbildung 83) und bei
Kostimulation mit PPD (siehe Abbildung 86) bei den PBCM von acht der
Probanden zum Uberschreiten des Grenzwertes von 312 pg/ml, ab dem der
Nachweis von GM-CSF als positiv gilt. Bei Kostimulation mit BCG waren es die
PBMC eines Probanden (siehe Abbildung 84) und bei Kostimulation mit Tetanol
die PBMC dreier Probanden (siehe Abbildung 85). Durch Zugabe von Ribavirin
reagierten ohne Kostimulus und bei Kostimulation mit BCG bzw. Tetanol die
PBMC eines ,Non-Responders” positiv, bei Kostimulation mit PPD reagierten
die PBMC von zwei Probanden positiv. Die hochste Mediankurve entstand bei
Kostimulation mit BCG mit Werten bis 1398 pg/ml (siehe Abbildung 84). Bei der
5 ug/ml Konzentration von Ribavirin kam es sowohl bei Kostimulation von
Ribavirin mit BCG (siehe Abbildung 84) als auch mit PPD (siehe Abbildung 86)
zu einer signifikanten Inhibierung der GM-CSF-Produktion.
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Abbildung 83: Wirkung von Ribavirin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 84: Wirkung von Ribavirin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 85: Wirkung von Ribavirin auf die GM-CSF-Produktion durch nach Kostimulation mit Tetanol
Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 86: Wirkung von Ribavirin auf die GM-CSF-Produktion durch nach Kostimulation mit PPD

Vergleich der Wirkung von Ribavirin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,

3.3.6 Einfluss von Amantadin auf die Produktion Makrophagen-
typischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a) durch PBMC

Bei den folgenden Tests (Kapitel 3.3.6 bis 3.3.10) entsprechen die Messwerte
der Zytokine bei alleiniger Stimulation mit den Antigenen ohne Amantadin den
Messwerten der Zytokine bei alleiniger Stimulation mit den Antigenen ohne
Ribavirin und es wird freundlicherweise auf den Text der Kapitel 3.3.1 bis 3.3.5
verwiesen.

In Abwesenheit von Amantadin und den Antigenen kam es bei den PBMC von
elf Probanden zu keinem Uberschreiten des Grenzwertes, ab dem der
Nachweis von IL-1 als positiv gilt (IL-1: 250 pg/ml) (siehe Abbildung 87). Nach
Zugabe von Amantadin reagierten die Lymphozyteniberstdnde von vier der
,Non-Responder” positiv. Nach Zugabe von Amantadin zu den Zytokinen kam
es bei den PBMC von jeweils zwei der ,Non-Responder” bei BCG und PPD zu
einem Anstieg der Messwerte Uber den Grenzwert (siehe Abbildungen 88 und
90) und bei den PBMC von drei der ,Non-Responder bei Stimulation mit
Tetanol (siehe Abbildung 89). Die Mediankurven verliefen insgesamt eher flach.
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Die hochsten Werte wurden im Median nach Kostimulation mit Tetanol erreicht.
U. a. die PBMC der Probanden 9 und 14 hatten Uberdurchschnittlich hohe
Messwerte. Nach Kostimulation mit Amantadin und Tetanol kam es im mittleren
Verdinnungsbereich (0,5 ug/ml) zu einer signifikanten Inhibierung der IL-1-
Produktion (siehe Abbildung 89).

Ohne Amantadin- und Antigenbeigabe erreichten die PBMC von sechs
Probanden den Grenzwert von 250 pg/ml, ab dem der Nachweis von IL-6 als
positiv gilt nicht (siehe Abbildung 91). Nach Zugabe von Amantadin
Uberschritten die PBMC aller Probanden den Grenzwert. Die PBMC von vier
der ,Non-Responder” bei alleiniger Stimulierung mit Tetanol (siehe Abbildung
93) und von zwei der ,Non-Responder bei alleiniger Stimulierung mit PPD
(siehe Abbildung 94) exprimierten nach Zugabe von Amantadin IL-6. Dabei
waren die Mediane bei der Messung mit BCG die hochsten (siehe Abbildung
92). Nach Kostimulation der Zellen mit Amantadin und Tetanol kam es im
mittleren Konzentrationsbereich (0,005 bis 5 ug/ml) (siehe Abbildung 93) wie
bei Kostimulation durch PPD im oberen Verdinnungsbereich (5 ug/ml) (siehe
Abbildung 93) zu einer signifikanten Inhibierung der IL-6-Bildung.

Die meisten ,Responder” ohne Amantadinzusatz bei TNF-alpha gab es bei der
Kostimulierung mit BCG (zwolf Probanden) (siehe Abbildung 96). Die PBMC
weiterer vier Probanden reagierten nach Amantadinzugabe positiv. Nach
Kostimulation mit Tetanol waren es die PBMC von zwei (Abbildung 97) und mit
PPD (Abbildung 98) von drei Probanden. Mit Amantadin reagierten die
Lymphozytenuberstande von zwei bzw. drei der ,Non-Responder” von Tetanol
bzw. PPD positiv. Ohne Amantadin und Antigen Uberschritten die PBMC keines
Probanden den Grenzwert, ab dem der Nachweis von TNF-alpha als positiv gilt
(TNF-alpha: 312 pg/ml), was sich bei Zugabe von Amantadin bei den PBMC
von vier Probanden anderte (siehe Abbildung 95). Alle Mediankurven verliefen
relativ flach, wobei die des Antigens BCG die hochsten Werte aufwies. Es kam
zu keinen signifikanten Inhibierungen oder Aktivierungen der TNF-alpha-
Produktion durch Amantadin. Auffallend war Proband 12, dessen PBMC Uberall

tberdurchschnittlich hohe Werte zeigte.
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Abbildung 87: Wirkung von Amantadin auf die IL-1-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 88: Wirkung von Amantadin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 89: Wirkung von Amantadin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 90: Wirkung von Amantadin auf die IL-1-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-1 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 91: Wirkung von Amantadin auf die IL-6-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 92: Wirkung von Amantadin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

109



9000 —_—1

* * * * 2

8000 + + ‘\:/: —*—3

E — =5

3 7000 ———s

[ = —_— e —

= 6000 — -8

=|I ,‘\ TR g
c 5000 ; “‘ ———e——-10
g . ---a-=- 11
c 4000 s . smmemm= 12
o & 5 \'\ — = —13
] K i ——14

= 3000 = 7
= o Y i — & — 15
E -—%‘\"—."—-—.\:——4—___.“ _.:_15
£ 2000 S '_,_r‘-':;;\_ _’-;_\_ == — .17
x = R ——-18
1000 = = =~ —a—-19
- Rt ——-20
0 -=:'.--_¢|,-_~____ o = T — ||| edian
0 0,0005 0,005 0,05 0.5 5 50
Konzentration von Amantadin in pg/ml

Abbildung 93: Wirkung von Amantadin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 94: Wirkung von Amantadin auf die IL-6-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-6 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 95: Wirkung von Amantadin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 96: Wirkung von Amantadin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 97: Wirkung von Amantadin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 98: Wirkung von Amantadin auf die TNF-alpha-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-alpha durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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3.3.7 Einfluss von Amantadin auf die Produktion TH;-typischer
Zytokine (TNF-B, INF-y) durch PBMC

In Abwesenheit von Amantadin und den Antigenen erreichten die PBMC von
vier der 20 Probanden den Grenzwert von TNF-beta, ab dem ein Nachweis als
positiv gilt (TNF-beta: 312 pg/ml) (siehe Abbildung 99). Nach Zugabe von
Amantadin exprimierten die PBMC von zwei weiteren Probanden TNF-beta.
Von den ,Non-Respondern® Uberschritten nach Zugabe von Amantadin
immerhin die PBMC bei zwei Probanden nach Kostimulation mit Tetanol (siehe
Abbildung 101) und jeweils bei drei der Probanden nach Kostimulation mit BCG
(siehe Abbildung 100) und PPD (siehe Abbildung 102) den Grenzwert. Im
Median wurden nach Hinzugabe von Tetanol die hochsten Werte erreicht in der
geringsten  Konzentration von  Amantadin.  Allgemein  war  der
Mediankurvenverlauf flach. Es kam bei der TNF-beta-Produktion zu keiner
signifikanten Inhibierung oder Stimulierung. Den Grenzwert von 1250 pg/ml, ab
dem der Nachweis von IFN-gamma als positiv gilt, wurde in den
Lymphozyteniberstanden von sechs Probanden bei Testung ohne Amantadin
und Kostimulans Uberschritten, mit Amantadin reagierten die PBMC von zehn
Probanden positiv (siehe Abbildung 103). Bei den Kostimulanzien waren die
Messwerte nach Zugabe von Amantadin jeweils bei einem Probanden bei BCG
(siehe Abbildung 104) und PPD (siehe Abbildung 106) und zwei Probanden bei
Tetanol (siehe Abbildung 105) oberhalb des Grenzwertes. Im Median reagierten
die PBMC am starksten nach Kostimulation mit Amantadin und BCG. Die
PBMC der Probanden 6, 9 und 12 lieferten uberdurchschnittlich hohe
Messwerte. Die INF-gamma-Produktion wurde bei Verwendung von Amantadin
ohne Kostimulation bei der Konzentration 0,05 pg/ml (siehe Abbildung 102), bei
der Kostimulation mit Amantadin und BCG (siehe Abbildung 104) bei der
Konzentration 0,005 und 0,5 ug/ml, bei Kostimulation mit Tetanol (siehe
Abbildung 105) bei den Konzentrationen 0,005 bis 5 pg/ml und bei
Kostimulation mit PPD (siehe Abbildung 106) bei der Konzentration 0,5 pg/mi
inhibiert.
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Abbildung 99: Wirkung von Amantadin auf die TNF-beta-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF- beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 100: Wirkung von Amantadin auf die TNF- beta -Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF- beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 101: Wirkung von Amantadin auf die TNF-beta -Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
nach Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 102: Wirkung von Amantadin auf die TNF- beta-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von TNF-beta durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 103: Wirkung von Amantadin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 104: Wirkung von Amantadin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
BCG

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 105: Wirkung von Amantadin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafl3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 106: Wirkung von Amantadin auf die IFN-gamma-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
PPD

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IFN-gamma durch PBMC bei 20 gesunden Probanden
nach Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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3.3.8 Einfluss von Amantadin auf die Produktion TH,-typischer
Zytokine (IL-5, IL-13) durch PBMC

Der Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-5 als positiv gilt, liegt bei
470 pg/ml und wurde ohne Stimulierung durch ein Antigen und ohne Zugabe
von Amantadin bei den PBMC von 13 Probanden Uberschritten, nach Zugabe
von Amantadin bei den PBMC von 14 Probanden (siehe Abbildung 107). In den
Lymphozytentberstanden reagierten die PBMC von sechs Probanden nach
Zugabe der Antigene BCG (siehe Abbildung 108) und PPD (siehe Abbildung
110) ohne Amantadin nicht, was sich nach Zugabe von Amantadin nur bei
einem Probanden unter Kostimulierung mit PPD anderte. Die alleinige
Stimulierung mit Tetanol fuhrte bei den PBMC von vier Probanden zu positiven
Testwerten und nach Zugabe von Amantadin bei weiteren sechs Probanden
(siehe Abbildung 109). Die Verlaufe der Medianwerte waren ahnlich mit einem
Maximum bei der niedrigsten Konzentration von Amantadin und einem
zunachst starken und spater schwachen Abfall der Kurve. Die Kurve von
Tetanol erzielte dabei die hochsten Medianwerte. In den Zelliberstanden des
Probanden vier wurden Uberdurchschnittlich hohe Messwerte festgestellt. Bei
Amantadin ohne Kostimulation kam es zu einer signifikanten Inhibierung der IL-
5-Produktion bei der 5 pg/ml Konzentration von Amantadin (siehe Abbildung
107).

Beim Zytokin IL-13 erreichten die PBMC der meisten Probanden (17) ohne
Amantadin und ohne Antigen den Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-13
als positiv gilt, was sich auch nach Zugabe von Amantadin nicht &nderte (siehe
Abbildung 111). Nach Zugabe von Amantadin Uberschritten beim Antigen BCG
(siehe Abbildung 112) die PBMC eines ,Non-Responders®, bei den Antigenen
Tetanol (siehe Abbildung 113) und PPD (Abbildung 114) die PBMC von drei
Probanden den Grenzwert. Der Verlauf der Mediankurven von Amantadin ohne
Kostimulation und mit Kostimulation durch BCG war sehr &ahnlich. Es kam
zunachst zu einem Abfall der Messwerte bis zur zweiten Verdinnungsstufe,
dann verlief die Kurve waagrecht, um bis zu héchsten Konzentration wieder

abzufallen. Die Mediankurven der Antigene Tetanol und PPD &hnelten sich
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auch sehr. Sie stiegen zunachst an, um nach der niedrigsten Verdinnungsstufe
zunéachst stark und spater schwach abzufallen. Die Probanden 5, 12, 18 und 20
fielen mit Gberdurchschnittlich hohen Messwerten auf. Die IL-13-Produktion
wurde bei Kostimulation mit Amantadin und BCG bei den Konzentrationen
0,005 bis 0,5 pg/ml (siehe Abbildung 112) und nach Kostimulation mit Tetanol
bei den Konzentrationen 0,005-, 0,05- und 5 pg/ml (siehe Abbildung 113)

signifikant inhibiert.
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Abbildung 107: Wirkung von Amantadin auf die IL-5-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 108: Wirkung von Amantadin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 109: Wirkung von Amantadin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 110: Wirkung von Amantadin auf die IL-5-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-5 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 111: Wirkung von Amantadin auf die IL-13-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 112: Wirkung von Amantadin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 113: Wirkung von Amantadin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 114: Wirkung von Amantadin auf die IL-13-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-13 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

3.3.9 Einfluss von Amantadin auf die Produktion regulatorischer T-
Zellen-typischer Zytokine (IL-10) durch PBMC

Die PBMC der Halfte der Probanden Uberschritt ohne Antigen und Amantadin
den Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-10 als positiv gilt, nicht (IL-10:
156 pg/ml), wovon drei mit Amantadin den Grenzwert Uberschritten (siehe
Abbildung 115). Bei den Antigenen BCG (siehe Abbildung 116) bzw. Tetanol
(siehe Abbildung 117) bzw. PPD (siehe Abbildung 118) Uberschritten nach
Zugabe von Amantadin die PBMC von einem bzw. drei bzw. vier Probanden
den Grenzwert. Die Mediankurven fielen anfangs ab, stiegen nach der ersten
Verdinnungsstufe wieder an und nahmen gegen Ende wieder ab. Die
Probanden zwolf und 14 hatten auffallend haufig Uberdurchschnittlich hohe
Messwerte mit und ohne Kostimulans. Es kam bei der IL-10-Produktion bei
Amantadin mit Kostimulation durch BCG bei den Verdinnungen 0,005 bis
5 pg/ml zu einer signifikanten Inhibierung (siehe Abbildung 116).

123



5000 —
—_——
4500 ——3
- —_—
£ 4000 — a5
o —+—6
£ 3500 —*——;
o —-——
% 3000 I
T__:I -==e--=10
S 2500 ---am-- 11
> ———e—a- 12
§ 2000 —=—13
= —+— 14
= 1500 — o — 15
] —e—16
N
S 1000 ——17
>4 —+—-18
500 — 19
—_— 20
0 g || 2dian

0 0,0005 0,005 0,05 0,5 5 50

Konzentration von Amantadin in pg/ml

Abbildung 115: Wirkung von Amantadin auf die IL-10-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 116: Wirkung von Amantadin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermaf3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 117: Wirkung von Amantadin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit Tetanol
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 ug/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 118: Wirkung von Amantadin auf die IL-10-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von IL-10 durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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3.3.10 Einfluss von Amantadin auf die Produktion allgemeiner T-
Zellmarker (GM-CSF) durch PBMC

Den Grenzwert von 312 pg/ml, ab dem der Nachweis von GM-CSF als positiv
gilt, wurde ohne Antigen und ohne Amantadin von den PBMC von 13
Probanden Uberschritten, nach Stimulierung mit Amantadin von den PBMC
eines weiteren Probanden (siehe Abbildung 119). Unter den ,Non-Respondern®
nach BCG- (siehe Abbildung 120) und PPD-Zugabe (Abbildung 122)
exprimierten nach Kostimulation mit Amantadin die PBMC jeweils eines
Probanden GM-CSF, bei Tetanol fiel der Test bei allen Probanden negativ aus
(siehe Abbildung 121). Im Median wurden nach Kostimulierung mit BCG die
hdchsten Werte erreicht. U. a. wurden in den Lymphozytenuberstanden der
Probanden zehn und 20 Uberdurchschnittlich hohe Messwerte gemessen. Die
GM-CSF-Produktion wurde durch Amantadin ohne Kostimulans bei der
Konzentration 5 ug/ml (siehe Abbildung 119), bei Kostimulation mit BCG bei
den Konzentrationen 0,5- und 5 pg/ml (siehe Abbildung 120), bei Kostimulation
mit Tetanol bei den Konzentrationen 0,005- und 0,05 pg/ml (siehe Abbildung
121) und bei Kostimulation mit PPD bei den Konzentrationen 0,05- und 5 pg/ml
(siehe Abbildung 122) signifikant inhibiert.
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Abbildung 119: Wirkung von Amantadin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC ohne Kostimulation
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden in
Abwesenheit anderer Antigene. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
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Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 120: Wirkung von Amantadin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit BCG
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit BCG. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermal3en gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,
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Abbildung 121: Wirkung von Amantadin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit
Tetanol

Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit Tetanol. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden.
Statistisch signifikante p-Werte sind folgendermafen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit
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Abbildung 122: Wirkung von Amantadin auf die GM-CSF-Produktion durch PBMC nach Kostimulation mit PPD
Vergleich der Wirkung von Amantadin auf die Produktion von GM-CSF durch PBMC bei 20 gesunden Probanden nach
Kostimulation mit PPD. Die Konzentrationen 0,0005 und 50 pg/ml beziehen sich auf jeweils vier Probanden. Statistisch
signifikante p-Werte sind folgendermalRen gekennzeichnet: p < 0.05 mit *, p < 0.01 mit ** und p < 0.001 mit ***,

3.3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse des Zytokin-ELISAs

Bei den Makrophagen-typischen Zytokinen IL-1, IL-6 und TNF-alpha wurde von
den PBMC der meisten Probanden die Zytokine IL-1 und IL-6 oberhalb der
Nachweisgrenze ausgeschittet. Beim Zytokin TNF-alpha wiederum wurde der
Grenzwert bei den meisten Probanden nicht Uberschritten. Die Zugabe von
Ribavirin zu den Zytokinen bewirkte bei den meisten Probanden keine grol3e
Veranderung der Messwerte. Nach Kostimulation mit Ribavirin und Tetanol kam
es im mittleren Konzentrationsbereich zu einer signifikanten Supprimierung der
IL-1- und IL-6-Produktion. Im hoheren Konzentrationsbereich kam es bei
Kostimulation der Zellen mit Ribavirin und Tetanol zu einer Stimulierung der IL-
6- und TNF-alpha-Produktion.

In den wenigsten Zelliberstanden der Probanden reagierten die TH;-typischen
Zytokine TNF-beta und IFN-gamma positiv ohne Zugabe eines Antigens oder
von Ribavirin, was sich durch die Zugabe von PPD, Tetanol und BCG in

ansteigender Reihenfolge bei der IFN-gamma-Produktion, nicht aber bei der
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TNF-beta-Produktion, zunehmend anderte. Bei Kostimulation mit Ribavirin und
BCG, Tetanol sowie PPD kam es im mittleren und oberen
Konzentrationsbereich zu einer signifikanten Supprimierung der TNF-beta-
Bildung. Bei den IFN-gamma-Zytokinen kam es bei Ribavirin alleine im oberen
Verdunnungsbereich und nach Kostimulation mit Tetanol im unteren und
oberen Verdlinnungsbereich zu einer signifikanten Supprimierung.

Bei der Produktion THy-typischer Zytokine IL-5 und IL-13 ohne Stimulierung
durch Ribavirin oder ein Antigen reagierten die PBMC bei der Mehrheit der
Probanden positiv. Die Zugabe von Ribavirin fuhrte bei den PBMC einiger ,Non-
Respondern® zu positiven Testreaktionen. Durch die Kostimulation mit Ribavirin
und BCG wurde die IL-5-Produktion im mittleren Konzentrationsbereich
inhibiert, bei Kostimulation mit Tetanol im unteren Konzentrationsbereich
aktiviert und im oberen inhibiert. Die IL-13-Produktion wurde bei Stimulierung
der Zellen mit Ribavirin alleine in unteren und mittleren Verdinnungen
supprimiert und bei Kostimulation mit Ribavirin und BCG in unteren, mittleren
und hohen Konzentrationen sowie bei Kostimulation mit Tetanol im oberen
Verdinnungsbereich inhibiert.

Die PBMC von ungefahr der Halfte der Probanden erreichte ohne Stimulanzien
den Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-10 als positiv gilt. Bei Stimulation
mit PPD exprimierten die PBMC von sehr wenigen Probanden IL-10, was sich
nach Zugabe von Ribavirin allerdings zugunsten der ,Responder® anderte. Die
IL-10-Produktion wurde im unteren Verdinnungsbereich signifikant inhibiert bei
Kostimulation mit Ribavirin und BCG.

In den Lymphozyteniberstdnden von weniger als der Halfte der Probanden
kam es zu einer positiven Testreaktion beim Nachweis des Zytokins GM-CSF,
was sich nach Zugabe von Ribavirin nur gering anderte. Im oberen
Konzentrationsbereich kam es sowohl bei Kostimulation mit Ribavirin und BCG
als auch mit PPD zu einer signifikanten Inhibierung der GM-CSF-Produktion.
Bei den Makrophagen-typischen Zytokinen exprimierten die PBMC von knapp
der Halfte der Probanden ohne Amantadin und Kostimulans IL-1, was sich nach
Zugabe von Amantadin bei den PBMC der Halfte der ,Non-Responder® anderte.

Bei den Zytokinen bewirkte die Zugabe von Amantadin bei wenigen ,Non-

129



Respondern® eine deutliche Zunahme der Messwerte. Wie durch Ribavirin
wurde die IL-1- und IL-6-Produktion im mittleren Verdunnungsbereich nach
Kostimulation der Zellen mit Amantadin und Tetanol signifikant inhibiert.
Weiterhin wurde die IL-6-Produktion bei Kostimulation mit Amantadin und PPD
iIm oberen Verdunnungsbereich signifikant supprimiert. Ohne Amantadin- und
Antigenbeigabe erreichten die PBMC von gut der Halfte der Probanden den
Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-6 als positiv gilt, allerdings
Uberschritten die PBMC aller Probanden den Grenzwert nach Zugabe von
Amantadin. Die PBMC einiger ,Non-Responder” bei alleiniger Stimulierung mit
den Antigenen uberschritten nach Zugabe von Amantadin den Grenzwert. Der
Grenzwert, ab dem der Nachweis von TNF-alpha als positiv gilt, wurde ohne
Zusatz eines Antigens und von Amantadin von den PBMC keines Probanden
Uberschritten, was sich auch nach Zugabe von Amantadin bei nur wenigen
Probanden &nderte. Des Weiteren bewirkte Amantadin bei den PBMC einiger
,Non-Respondern® bei alleiniger Stimulierung mit den Antigenen eine deutliche
Zunahme der Messwerte. Es kam zu keinen signifikanten Inhibierungen oder
Aktivierungen der TNF-alpha-Produktion durch Amantadin.

Bei der Testung der TH;-typischen Zytokine TNF-beta und IFN-gamma wurden
bei wenigen Probanden positive Testreaktionen detektiert nach Inkubation der
PBMC ohne Amantadin und Antigen, was die Zugabe von Amantadin gering
veranderte.

Und auch bei den Antigenen bewirkte die Zugabe von Amantadin nur geringe
Veranderungen der Messwerte bei den ,Non-Respondern®, sodass bei den
PBMC weniger Probanden der Grenzwert fur TNF-beta und IFN-gamma
Uberschritten wurde. Die IFN-gamma-Produktion wurde bei Verwendung von
Amantadin ohne Kostimulation und bei Kostimulation mit BCG, Tetanol und
PPD im mittleren Konzentrationsbereich inhibiert.

Ohne bzw. mit Antigen exprimierten die PBMC der Mehrheit der Probanden die
THo-typischen Zytokine IL-5 und IL-13, was sich nach Zugabe von Amantadin
noch geringfugig erhoéhte. Die IL-5-Produktion wurde bei den hohen
Konzentrationen von Amantadin ohne Kostimulation signifikant inhibiert.

Ebenso kam es zu einer Inhibierung der IL-13-Produktion nach Kostimulation
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mit Amantadin und BCG bzw. Tetanol in niedrigen bis mittleren bzw. hohen
Konzentrationen.

Wie bei Ribavirin Uberschritten die PBMC ohne Antigen und Amantadin bei der
Halfte der Probanden den Grenzwert, ab dem der Nachweis von IL-10 als
positiv gilt. Die Zugabe von Amantadin bewirkte hier ebenfalls eine Zunahme
der Messwerte bei den PBMC einiger ,Non-Responder®. Im mittleren
Verdinnungsbereich kam es wie bei Ribavirin nach Kostimulation mit
Amantadin und BCG zu einer signifikanten Inhibierung der IL-10-Produktion.
Beim Nachweis von GM-CSF reagierten die PBMC ohne Antigen und
Amantadin bei der Halfte der Probanden positiv. Die Zugabe von Amantadin
konnte die Messwerte bei Testung der PBMC ohne Antigen und mit Antigen nur
gering verandern. Die GM-CSF-Produktion wurde durch Amantadin ohne
Kostimulans und bei Kostimulation mit BCG in hoher Konzentration, bei
Kostimulation mit Tetanol in niedriger Konzentration und bei Kostimulation mit

PPD in mittlerer und hoher Konzentration von Amantadin signifikant inhibiert.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden (LTT, Durchflusszytometrie und
Zytokin-ELISA) sind standardisierte Testverfahren, die bereits lange in der
klinischen Routine Anwendung finden. Auch im Immunpathologischen Labor
des Universitatsklinikums Tubingen bestehen mit diesen Methoden jahrelange
Erfahrungen'?®. Monozyten kénnen durch diverse Einfliisse aktiviert werden
und somit auch die Zytokinbildung beeinflusst werden. Hierzu zahlen
beispielsweise Stressreaktionen, Alkoholkonsum, Ernahrung oder Ubermudung.
Solche physiologischen Einflisse sind schwer kontrollierbar und kénnen die
Messungen beeinflussen. Deswegen wurden nur gesunde Probanden
eingeschlossen, bei denen keine schwerwiegende Krankheit vorlag und die
zuvor keinen Alkohol konsumiert hatten. So sollte eine Beeinflussung des
Immunsystems durch eine Erkrankung oder Alkoholkonsum ausgeschlossen
werden. Die Vollblutproben wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert
und rasch weiterverarbeitet, um lagerungsbedingte Veranderungen zu
vermeiden. Weiterhin kann der Kontakt mit Fremdmaterialien zu einer
Aktivierung der Leukozyten fuhren und Monozyten durch Adharenz an
Oberflachen (z. B. Plastikpetrischalen oder Glas) fur Analysen verloren
gehen’.

Da eine Kontamination der Proben eventuell zu einer Aktivierung der zu
untersuchenden Zellen fihren und damit das Zytokinprofil beeinflusst werden
kann, wurde unter einer Sterilbank gearbeitet.

4.1.1 Proliferationsassay

Der Lymphozytentransformationstest (LTT) misst die Stimulierbarkeit von
Lymphozyten auf unspezifische (Mitogene) und spezifische Reize (Antigene).

Mit seiner Hilfe kann daher nur die Sensibilisierungsphase, nicht aber die
Effektorreaktion nachgewiesen werden. Indikationen fur den LTT sind — wie
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auch 2008 vom Robert Koch Institut in einer aktualisierten Bewertung des LTT-
Verfahrens betont — z. B. hereditare und erworbene zellulare Immundefekte,
Beurteilung immunstimulierender oder immunsuppressiver  Therapien,
Differenzierung exogener (z. B. toxischer) und endogener Lymphozytendefekte,
sowie der Nachweis einer zellularen Sensibilisierung gegen Arzneimittel.

Trotz umfangreicher Literatur zur diagnostischen Wertigkeit des LTT wird der
Test auch derzeit von verschiedenen Experten skeptisch beurteilt'?®.

Der LTT ist ein biologischer Test mit hoher Variabilitat. So unterscheiden sich
beispielsweise die Thymidineinbauraten von unterschiedlichen Patienten stark,
ebenso die Steigerung durch unspezifische Stimulanzien. Dies kann teilweise
dadurch erklart werden, dass ein geringer und unterschiedlicher Anteil der
Lymphozyten im Kulturansatz allergenspezifisch ist. Je nach deren Anzahl beim
einzelnen Patienten und der Anwesenheit von stimulierenden und hemmenden
Faktoren kann der Sl sehr unterschiedlich ausfallen*®®. Wie bei anderen
Allergietests kdnnen auch beim LTT trotz ,lege artis“ Durchfihrung wegen der
biologischen Variabilitdt falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse
auftreten. Zudem koénnen die Ergebnisse artifiziell positiv werden, wenn durch
zu hohe Allergenkonzentrationen die Proliferation von Lymphozyten
unspezifisch stimuliert wird. Mit fehlerhaften Ergebnissen ist zudem zu rechnen,
wenn im durchfihrenden Labor keine ausreichende Erfahrung mit der Zellkultur
vorliegt, die Durchfiihrung des Tests nicht leitliniengerecht erfolgt und keine
Qualitatssicherungsmalinahmen vorliegen. Ein weiterer Nachteil ist, dass der
Test sehr personalintensiv, zeitaufwandig, storanfallig und somit auch
kostenintensiv ist. Ein grundsatzliches Problem ist, dass es keine einheitlichen
vitalen Lymphozyten-Praparate in groReren Mengen gibt und damit keine
Ringversuche durchfuhrbar sind, was die Moglichkeit einer Standardisierung
ziemlich begrenzt.

In der vom Robert Koch Institut aktualisierten Bewertung des LTT-Verfahrens
werden dem Test Vorteile hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat im Vergleich
zum Epikutantest zuerkannt unter der Voraussetzung, dass gewisse
Qualitatsaspekte beachtet werden™*°. Betont wird, dass der Test nicht geeignet

ist zum Nachweis einer allergischen Reaktion gegeniber Nahrungsmitteln,
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Pollen, Hausstaub etc., Metallen, Pestiziden, Kosmetika, oder dem Nachweis
einer Infektion (z. B. Borreliose).

4.1.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
zellularer und partikularer Bestandteile. Partikel, die im FACS gemessen
werden koénnen, sind beispielsweise Blutzellen, Tumorzellen, Pflanzenzellen,
Protoplasten, Bakterien, Hefen und Viren. Das Prinzip beruht auf einer
Antikdrper-Antikorper-Reaktion, die mit  Fluoreszenzfarbstoff-markierten
spezifischen Antikorpern durchgefuhrt wird. Der grol3e Vorteil gegeniber dem
Immunfluoreszenztest besteht in der Erfassung grofRer Zellzahlen innerhalb
kurzer Zeit. Mit der Durchflusszytometrie konnen gleichzeitig zwei
morphologische und vier oder mehr Fluoreszenzparameter je Zelle (d. h.
mindestens sechs Parameter pro Zelle) erfasst werden. Durch die
Computeranalyse ist eine Typisierung von Subpopulationen maglich.

Ein Nachteil besteht in der =zeitlich begrenzten Untersuchbarkeit der
Zellpraparation und den Kosten fiur die Fluorchrom-gekoppelten Antikérper. Da
sich Antikorper auch unspezifisch an andere Zellen binden kénnen und einige
Zellen eine Eigenfluoreszenz aufweisen, sollten in den Testreihen immer
parallel Isotypenkontrollen durchgefiihrt werden, um falsch positive Ergebnisse

zu verhindern.
4.1.3 Zytokin-ELISA

Mithilfe des Sandwich-ELISA kdnnen Antigene quantitativ bestimmt werden, die
zwischen zwei Lagen von Antikdrpern binden. Hierzu muss das Antigen
mindestens zwei Antigenbindungsstellen aufweisen, an die zwei verschiedene
Antikdrper binden kénnen. Die beiden Antikdrper sollten nicht zu denselben
Epitopen des Antigens passen, weswegen nicht alle Antikdrper fur diese
Methode geeignet sind. Vorteilhaft ist hingegen, dass dadurch die Spezifitat
hoher ist, da die zur Detektion verwendeten Antikdrper gegen mindestens zwei

verschiedene Epitope des Analyten gerichtet sind und somit auch Proben mit
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geringe Antigenkonzentration oder durch andere Antigene verschmutzte Proben

ohne Aufreinigung sicher untersucht werden kénnen.
4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Proliferationsassay

In dieser Arbeit ergaben die Ergebnisse des Proliferationsassays, dass bei
einer Stichprobe von 20 gesunden Probanden Ribavirin alleine Uber keine
signifikante immunmodulierende Potenz verfuigte und auch die Zugabe des
Antigens PPD zu keiner signifikanten Stimulierung oder Inhibierung der PBMC
fuhrte, wenngleich das Proliferationsverhalten der PBMC bei einigen Probanden
deutlich angeregt wurde.

PPD hatte die schwachste immunmodulierende Wirkung auf die PBMC. Diese
schwachen Reaktionen kdnnen dadurch begriindet werden, dass unter den 20
Probanden anhand des Zytokinprofils nur drei THi;-Responder aufzufinden
waren, wobei zwei der drei TH;-Responder ebenfalls keine Reaktionen auf
Ribavirin und Amantadin unter Hinzugabe von PPD zeigten. Ribavirin wirkte bei
Kostimulation durch BCG und Tetanol in h6heren Konzentrationen inhibitorisch
auf die PBMC der meisten Probanden.

Bekannt ist, dass das Antigen BCG die Makrophagenproliferation stimuliert. Bei
den Zellen der untersuchten Probanden erzielte BCG ohne Kostimulation durch
Ribavirin héhere Stimulationsindices als mit Kostimulation durch Ribavirin und
in den Lymphozyteniberstanden der meisten Probanden kam es zu einer
positiven Testreaktion. Die Zugabe von Ribavirin bewirkte keine wesentliche
Zunahme der Proliferation, sondern wirkte in zunehmender Konzentration bei
fast allen Probanden inhibitorisch auf die PBMC. Mdoglicherweise ist dies
dadurch zu erklaren, dass BCG und Ribavirn auf ahnliche Weise wirken und
BCG das starker wirkende Agens ist, sodass die Zugabe von Ribavirin keinen
wesentlichen Effekt mehr beztglich der Aktivierung hervorrufen kann.

Auch Amantadin zeigte ohne Hinzugabe eines Kostimulans keine signifikante
immunstimulierende Wirkung, was auch die Hinzunahme von Tetanol und PPD

nicht anderte. Lediglich durch Kostimulation der Zellen mit Amantadin und BCG
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fuhrte im mittleren Konzentrationsbereich zu einer signifikanten Stimulierung
der PBMC.

4.2.2 Durchflusszytometrie

Als frihes Aktivierungsgen (0,5 bis 48 Stunden) wird CD69 sowohl von T-
Lymphozyten als auch von NK- und B-Zellen bei deren Aktivierung exprimiert.
Somit eignet sich CD69 als Marker fur frih ablaufende Aktivierungsreaktionen
spezifischer Immunzellen. Da das Proliferationsverhalten der PBMC erst nach
sieben Tagen gemessen wurde, besteht kein unbedingter Zusammenhang
zwischen einer CD69-Expression und einem verstarkten Proliferationsverhalten
der immunkompententen Zellen. Dennoch war zu beobachten, dass bei der
Kostimulation der PBMC mit Ribavirin und den Antigenen BCG, Tetanol und
PPD hohe SI-Werte der PBMC im Proliferationsassay bei einigen Probanden
mit hohen Messwerten in der durchflusszytometrischen Analyse korrelierten.
Ribavirin bewirkte ohne Kostimulans eine signifikante Aktivierung der CD4- und
CD19-positiven Zellen. Es ist bekannt, dass eine friih einsetzende und zudem
multispezifische Reaktion von CD4"-T-Zellen nétig ist, um eine Ausheilung der
Hepatitis C bewirken zu kdénnen. Aktuellste Studien haben herausgefunden,
dass bei chronisch infizierten Patienten meist (CD19 positive) B-Zellen mit HCV
assoziiert sind™®. Stimulierte, intakte B-Zellen konnten einer chronischen
Infektion entgegenwirken.

Im Durchschnitt reagierten die CD4-positiven Zellen am geringsten und die
CD8- und teilweise die CD56-positiven Zellen am starksten, was einer
Aktivierung von zytotoxischen und NK-Zellen entspricht und somit im Rahmen
einer antiviralen Therapie erwtinscht ware.

Bei chronisch Hepatitis C-Infizierten zeigen sich haufig extrahepatische
Krankheitsmanifestationen. Dieser Mechanismus ist nicht komplett verstanden
und zudem umstritten'®?. Es wird diskutiert, ob spezifische NK-Zellen bei einer
HCV-Infektion hoch- oder runterreguliert werden und es bleibt unklar, welche
genaue Funktion NK-Zellen haben® 34 1% Bei HIV(+) Patientin wurde bereits
eine NK-Zell-Aktivierung im Rahmen einer akuten HCV-Infektion festgestellt.

Hierbei sezernierten die NK-Zellen IFN-y und in vitro konnte gezeigt werden,
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dass die HCV-Replikation hierdurch gehemmt wurde. Hierbei verfligten
Spontanausheiler Uber eine starkere IFN-y-Ausschittung als Patienten mit

einer chronischen HCV-Infektion®®,

Durch Inkubation von Ribavirin mit dem Makrophagen-aktivierenden BCG
wurden CD4- positive Zellen (u.a. Makrophagen) signifikant aktiviert,
wohingegen CD8-positive Zellen (zytotoxische Zellen) signifikant inhibiert
wurden, was der Suppression der PBMC-Produktion im Proliferationsassay
entsprach. Eine CDA4-Zellaktivierung im Rahmen einer akuten Hepatitis-C-
Infektion ware winschenswert, da dies eine Ausheilung bewirken kann.

Die Kostimulation mit Ribavirin und Tetanol bewirkte eine signifikante Abnahme
der Aktivierung von CD19- bzw. CD56-positive Zellen. Chronisch infizierte
Hepatitis C-Patienten weisen oftmals erhéhte Level von funktionell
geschadigten NK-Zellen auf. Dies korreliert mit einem Behandlungsversagen
auf eine Therapie mit peg-IFN-a und Ribavirin®*’. Eine Hemmung dieser NK-
Zellen konnte die Interaktion zwischen HCV und Lymphozyten stéren und die
HCV assoziierte Immundysfunktion wiederherstellen oder eine erneute Infektion
verhindern.

Ahnlich wie bei Ribavirin konnte man auch bei der Stimulierung der PBMC
durch Amantadin in Kombination mit den Antigenen BCG, Tetanol und PPD
eine Parallele zwischen den Ergebnissen des Proliferationsassay und der
durchflusszytometrischen Analyse erkennen. Es kam zu keinen signifikanten

Stimulierungen.

Zusammenfassend ergab die Untersuchung der PBMC im Proliferationsassay
und in der Durchflusszytometrie, dass sowohl Ribavirin als auch Amantadin
uber einen immunmodulierenden Effekt auf PBMC verfligen, jedoch ergaben
sich keine klar richtungsweisenden Ergebnisse in dieser Testreihe. In dieser
Arbeit wurde eine kleine Probandenkohorte untersucht, in der sowohl TH;- als
auch TH2- und THo-Immunprofile vertreten waren. Mdglicherweise wére die

alleinige Untersuchung eines groReren Kollektives der jeweiligen Subtypen eine
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Moglichkeit, um die genaueren immunmodulierenden Wirkmechanismen zu

untersuchen.
4.2.3 Zytokin-ELISA

Typ THi-Zellen bilden v.a. die Zytokine IFN-gamma und TNF-beta und sind bei
der Makrophagenaktivierung sowie verzogerten Uberempfindlichkeitsreaktionen
beteiligt. Im Gegensatz dazu produzieren Typ TH,-Zellen fihrend IL-5 sowie IL-
13 und vermitteln Antikorperantworten. Diese T-Helferzellen-
Untergruppierungen reprasentieren polarisierte Arten der spezifischen
Immunantwort und wirken gegensatzlich. Sie sind eng mit der Resistenz gegen
bakterielle Infektionen assoziiert und ebenso in die Induktion und Regulierung
der Autoimmunantworten und Uberempfindlichkeitsreaktionen involviert. Bei
vielen chronischen Erkrankungen besteht eine Imbalance der T-Zell-
Subpopulationen.

Wird diese TH;-/TH,-Balanz zu Beginn einer Infektion mit Hepatitis C in
Richtung Typ-2-Reaktion polarisiert, kann die Typ-1-Reaktion supprimiert
werden und das innere Milieu wird eine virale Persistenz begunstigen, da keine
neutralisierenden Antikorper gebildet werden konnten®®.

Durch die Bestimmung des THi/TH, -Zytokinprofils lassen sich selektive
Defekte detektieren und insbesondere die aktuell bestehende TH-Balance
ermitteln, was die weiteren Therapieoptionen wesentlich beeinflussen kann.

Die Definition einer Typ-1- oder Typ-2-Reaktion basiert v.a. auf der
Ausschittung von Lymphozyten aus dem Zielorgan oder auf der Produktion von
entsprechenden Zytokinen als Antwort auf ein spezifisches Antigen in
vitr0139’140'141.

Wie aus einer Studie aus unserem Labor bekannt ist, wird ein Typ-1-Profil
durch eine positive IFN-gamma- und/ oder TNF-beta-Produktion nach
Stimulierung der PBMC durch PPD, aber keine Zytokinproduktion nach Tetanol-
Stimulierung, definiert. Im Gegensatz dazu ist ein Typ-2-Profil dadurch
charakterisiert, dass die PBMC nach Stimulierung durch Tetanol IL-4, IL-5 und/
oder IL-13 ausschuitten und nicht auf PPD reagieren, wobei bezlglich des Typ-
2-Profils unterschiedliche Studienvorliegen. Ein sogenannter Mischtyp (Typ-
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1/Typ-2-Profil, THo-Typ) liegt bei gleichzeitiger Reaktion der Zellen gegenuber
PPD und Tetanol vor**.

In dieser Arbeit wurden PBMC mit dem Typ-1-spezifischen Antigen PPD und
dem Typ-2-spezifischen Antigen Tetanol inkubiert und die Typ-l-relevanten
Zytokine IFN-gamma und TNF-beta bzw. die Typ-2-relevanten Zytokine IL-5
und IL-13 in den Lymphozytenuberstanden gemessen.

4.2.3.1 Einfluss von Ribavirin auf die Zytokinproduktion

Betrachten wir zunachst die Wirkung von Ribavirin auf das Zytokinprofil der
PBMC.

In dieser Arbeit bewirkte Ribavirin alleine sowie im Makrophagen-typischen
Milieu keine signifikante Stimulierung oder Inhibierung der PBMC bezlglich der
Ausschuittung der Makrophagen-typischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-alpha.
Nach Kostimulation der Zellen mit Ribavirin und Tetanol kam es im mittleren
Konzentrationsbereich zu einer signifikanten Supprimierung der IL-1- und IL-6-
Produktion, wohingegen hdhere Ribavirinkonzentrationen eine signifikante
Stimulierung der IL-6- und TNF-alpha-Produktion bewirkten.

Das THs-typische Zytokin TNF-beta wurde nach Kostimulation mit Ribavirin und
BCG, Tetanol und PPD signifikant geringer ausgeschuttet. Die IFN-gamma-
Bildung wurde nach Zugabe von Ribavirin alleine und durch Kostimulation mit
Tetanol signifikant supprimiert.

Dies widerspricht vielen Studien, in denen Ribavirin einen Shift von TH,- zu
THi-vermittelter Immunantwort bewirken konnte, indem CD4"-Zellen
herunterreguliert wurden und dadurch der IL-10-Spiegel fiel, sprich die TH»-

Zytokinausschittung abnahm?#3144

, was daran liegen konnte, dass unter den
Probanden unserer Studie lediglich drei TH1-Typen befanden. Diese reagierten
groRtenteils mit einer vermehrten IFN-gamma-Ausschittung nach Zugabe von
Ribavirin alleine und in Kombination mit den drei Kostimulantien. Die meisten
Probanden (neun) entsprachen beziiglich des Immunprofiles einem TH»-Typen
und weitere acht Probanden einem THo-Typen. Unter den THo-Typen zeigte
sich bei einigen Probanden eine Tendenz zur Aktivierung der TH;-vermittelten

Immunantwort in Form einer vermehrten TNF-beta- und IFN-gamma-
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Ausschuttung nach Hinzugabe von Ribavirin. Die Ergebnisse waren jedoch
statistisch nicht relevant.

Eine Typ-1-Zytokinantwort ist wichtig in der frihen Phase der Virusinfektion mit
dem Ziel, die Infektion zu kontrollieren. Wenn CD4"- und CD8"-T-Zellen zu Typ-
2-T-Zellen meist spat wahrend der Virusinfektion differenzieren, produzieren sie
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 und IL-10, unterstitzen die humorale Immunantwort und
limitieren bzw. kontrollieren die Typ-1-Reaktion des Wirtes. Normalerweise
dient diese Typ-2-Reaktion dazu, den Wirt vor einer andauernden
inflammatorischen T-Zell-vermittelten Typ-1-Immunantwort zu schitzen und far
eine lang andauernde humorale Immunitat zu sorgen. Weiterhin wurde eine
reduzierte Anzahl von PBMC mit Typ-1-Zytokinprofil bei Patienten entdeckt, die
eine persistierende HCV-Viramie aufwiesen, verglichen mit Patienten mit
selbstlimitierender HCV-Infektion'*. Zudem zeigten Patienten mit chronischer
HCV-Infektion eine reduzierte Kapazitat der HCV NS3 antigen-spezifischen T-
Zellen IL-2 zu produzieren®®.

Das Ausschittungsverhalten der TH,-typischen Zytokine IL-5 und IL-13 wies
Parallelen zur bisherigen Studienlage auf ***!** So wurde die IL-5-Produktion
durch die Kostimulation der Zellen mit Ribavirin und BCG bzw. Tetanol
signifikant inhibiert. Ebenso wurde die IL-13-Sezernierung nach Stimulierung
der Zellen mit Ribavirin alleine sowie nach Kostimulation mit Ribavirin und BCG
bzw. Tetanol signifikant inhibiert.

IL-10 wird von regulatorischen T-Zellen sezerniert. Es hemmt die Wirkung
aktivierter T-Zellen und bremst damit die Produktion von Interferon-gamma,
weswegen es auch als TH,-typisches Zytokin bezeichnet werden kann. In
dieser Arbeit wurde die IL-10-Ausschittung durch Kostimulation der Zellen mit
Ribavirin und BCG signifikant reduziert, was wie oben bereits erwahnt mit der
allgemeinen Studienlage Ubereinstimmt, dass Ribavirin zu einer Hemmung der
TH,-Zytokine fihren kann.

Bisherige Studien zeigten, dass BCG im Tiermodell, aber auch beim Menschen
bei Makrophagen in vitro eine Ausschuittung von TNF-alpha, IFN-gamma, IL-6,

IL-10, IL-12 und IL-18 hervorrufen kann*"'%4°  Die Zunahme der
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Ausschuttung der Makrophagen-typischen Zytokine durch PBMC konnte auch
in dieser Arbeit bei alleiniger Stimulierung der PBMC mit BCG beobachtet

werden.

4.3.2.2 Einfluss von Amantadin auf die Zytokinproduktion

Im Folgenden soll die Wirkung von Amantadin auf immunkompetente Zellen
genauer betrachtet werden. Es zeigte sich bei den Makrophagen-typischen
Zytokinen IL-1 und IL-6 wie bei Ribavirin eine signifikante Inhibierung nach
Kostimulation der PBMC mit Amantadin und Tetanol. Weiterhin wurde die IL-6-
Produktion durch Kostimulation mit Amantadin und PPD signifikant supprimiert.
Nach Stimulierung mit Tetanol kam es zu einer signifikanten Stimulierung der
TNF-alpha-Produktion.

Die Testung der THj-typischen Zytokine TNF-beta und IFN-gamma ergab
lediglich in den Testreihen mit IFN-gamma signifikante Ergebnisse, und zwar
wurde die IFN-gamma-Produktion bei Verwendung von Amantadin ohne
Kostimulans und mit den Kostimulantien BCG, Tetanol sowie PPD inhibiert, was
mit Studien Ubereinstimmt, in welchen Amantadin die IFN-gamma- und TNF-
alpha-Produktion reduzierte und die IL-10-Produktion erhéhte®®***!. Studien mit
Parkinsonpatienten zeigten wiederum, dass vor der Behandlung mit Amantadin
die IL-2- und IFN-gamma-Spiegel merklich reduziert waren im Vergleich zu
Kontrollen bei Probanden mit Depression und bei Gesunden. Nach
Amantadinbehandlung wurde der IL-2-Sekretionsmangel in vitro bei der Halfte
der Patienten auf normale Level berichtigt und der IL-2-Anstieg korrelierte mit

einem Anstieg der IFN-gamma-Sekretion™>?

. Weiterhin zeigte eine Studie mit
Parkinsonpatienten, dass eine Kurzzeitbehandlung mit Amantadin mit einem
Anstieg des CD3'CD4'/CD3"CD8"-Verhiltnisses verbunden war, was ein
verbessertes T-Zell-vermitteltes Immunsystem anzeigen koénnte™3.  Die
Ergebnisse passen zu dem Befund anderer Studien mit an Parkinson
erkrankten Patienten, in denen es zu einem Mitogen-induzierbaren Anstieg der
IL-2-Sekretion aufgrund von Amantadin kam, da CD3'CD4"-Zellen die

hauptséchlichen  IL-2-produzierenden  T-Zellen  sind™. Es  wurde
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herausgefunden, dass Amantadin bei Parkinsonpatienten zu hoheren CD4"-T-
Zell-Leveln fuhrt und somit das CD4"/ CD8"-Verhaltnis ansteigt.

Eine IL-2- sowie IFN-gamma-Produktion weist auf eine THj-Aktivierung hin.
Diese THj-Aktivierung ist widerspriichlich zu den oben genannten Ergebnissen,
was dadurch erklart werden konnte, dass in unserer Kohorte gesunde
Probanden ohne (bekannte) Immunschwache oder chronische Erkrankung
untersucht wurden und Amantadin auf die THi/TH,-Balance bei Erkrankten
maoglicherweise einen anderen Effekt hat als bei Gesunden. Ein anderer Grund
fur die abweichenden Ergebnisse in unserer Untersuchung kdnnte auch sein,
dass sich in unserer Kohorte nur drei TH;-Responder befanden.

Die THy-typischen Zytokinen IL-5, IL-13 und IL-10 zeigten in den folgenden
Konstellationen signifikante Veranderungen: Hohe Konzentrationen von
Amantadin ohne Kostimulation fuhrten zu einer Inhibierung der IL-5-
Ausschittung. Ebenso kam es zu einer Inhibierung der IL-13-Produktion nach
Kostimulation der Zellen mit Amantadin und BCG bzw. Tetanol. Die IL-10-
Produktion wurde nach Kostimulation mit Amantadin und BCG signifikant
inhibiert.

Versuche bei Ratten hatten bereits gezeigt, dass Amantadin die Produktion des

negativen Immunregulators IL-10 in Ratten fordert*>®

, Was unseren Messungen
mit PBMC vom Menschen widerspricht.

Im Vergleich mit anderen Studienergebnissen gilt es allgemein zu beachten,
dass in dieser Studie die meisten Probanden (17) einem THo- und TH,-Typ
entsprachen und es in einer gréReren Kohorte oder bei einem Uberwiegen

eines anderen Subtyps die Ergebnisse deutlich variieren kdnnten.

142



5. Zusammenfassung und Ausblick

Ribavirin wurde als eines der altesten Virostatika zuletzt v.a. zur Therapie der
chronischen Hepatitis C verwendet. Sein genauer Wirkungsmechanismus ist
aber unbekannt.

Es scheint, dass Ribavirn Gber keine antivirale Wirkung im Sinne einer direkten
Hemmung der HCV-Replikation verfugt, sondern Uuber die Freisetzung
verschiedener Zytokine einen Shift von TH»- zu THi-vermittelter Immunreaktion
auslost.

Amantadin wurde zur Behandlung diverser Erkrankungen einschlie3lich der
Prophylaxe einer Influenza eingesetzt. Bei der Therapie der Hepatitis C wurde
es mit Ribavirin kombiniert, um dessen Effekt zu verstarken. Sein Stellenwert in
der Hepatitis-C-Therapie blieb aber umstritten. Bisher liegen nur wenige
Studien vor, die den immunmodulierenden Effekt von Amantadin untersucht
haben. Vereinzelt wurde eine Inhibierung der HCV-Replikation durch Amantadin
bei an Hepatits C erkrankten Patienten in vivo und in vitro beschrieben, der
genaue antivirale Wirkmechanismus von Amantadin in der HCV-Therapie blieb
aber bis zuletzt unbekannt.

Beide Medikamente werden derzeit bezlglich einer Wirksamkeit zur Therapie
einer Covid-19-Erkrankung untersucht.

PBMC von 20 gesunden Probanden wurden in vitro kultiviert, um dann sowohl
Zellen des erworbenen Immunsystems als auch Natirliche Killerzellen genauer
zu untersuchen. Hierbei sollten insbesondere THi;- und TH»-Reaktionen
analysiert werden. Drei verschiedene Antigene (BCG, Tetanus-Toxoid und
PPD) wurden verwendet, um die PBMC zu unterschiedlichen Immunreaktionen
vom TH;- oder TH,-Typ anzuregen; ferner wurde der Einfluss von Ribavirin
bzw. Amantadin in unterschiedlichen Konzentrationen innerhalb dieses in vitro-
Testsystems untersucht. Ein radioaktiver Proliferationsassay diente der
quantitativen  Zellproliferationsbestimmung. Die Ausbildung des frihen
Aktivierungsmarkers CD69 sowie verschiedener Zelloberflachenmolekile (CD4,

CD8, CD19 und CD56) wurde mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Ein
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Zytokin-ELISA diente der Untersuchung der Zytokinproduktion (IL-1, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13, IFN-gamma, TNF-alpha, TNF-beta und GM-CSF) unter Einfluss
von Ribavirin bzw. Amantadin.

Unsere Daten deuten darauf hin, dass es grof3e interindividuelle Unterschiede
in der immunologischen Reaktion auf Ribavirin und Amantadin gibt. So zeigten
einige der 20 Probanden ahnliche Ansprechverhalten auf beide Wirkstoffe,
welche aber in der gesamten Kohorte nicht signifikant waren. Dies erklart auch,
warum die Therapie der Hepatitis C mit diesen Substanzen nur einen
marginalen Effekt hatte.

In dieser Arbeit wurde eine kleine Probandenkohorte untersucht, in der sowohl
TH;1- als auch TH,- und THo-Immunprofile vertreten waren. Die Untersuchung
eines grolReren Kollektives der jeweiligen Subtypen ware eine Mdoglichkeit, um
die immunmodulierenden Wirkmechanismen genauer zu verstehen und dann
maogliche Therapieresponder von Non-Respondern zu unterscheiden bzw.
Ansatzpunkte fur kiinftige Therapien zu ermitteln.

Individuelle Préadisposition und immunologische Reaktionsmuster kénnten also
wichtige Faktoren sein, welche die Wirksamkeit von Ribavirin und Amantadin
beeinflussen. Mdglicherweise kdnnte eine pratherapeutische Bestimmung des
jeweiligen immunologischen Subtyps helfen, eine auf den Patienten optimal

angepasste antivirale Therapie auszuwahlen.
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