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1 Einleitung

Die Anzahl zirkulierender T-Zellen im Blut zeigt einen ausgepragten
circadianen, d.h. annédhernd 24-stindigen, Rhythmus, mit maximalen Werten in
der Nacht und einem deutlichen Abfall gegen Morgen. T-Zellen I6sen eine an
das jeweilige Pathogen, das sie erkennen, angepasste, sehr spezifische
Antwort aus. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen,
ob antigenspezifische T-Zellen, die unterschiedliche Viren mit unterschiedlichen
Eigenschaften erkennen, moglicherweise unterschiedliche circadiane Rhythmen
aufweisen. Der Fokus lag hierbei auf T-Zellen, die spezifisch das
Cytomegalievirus (CMV) erkennen, als Beispiel eines Virus, das eine latent
persistierende Infektion auslost, sowie auf T-Zellen, die das Influenzavirus
erkennen, als Beispiel eines Virus, das eine akute Infektion auslost. Die auf ein
Virus spezialisierten T-Zellen stellen keine homogene Zellpopulation dar. Sie
konnen anhand ihrer variierenden Oberflachenmolekile weiter in
Subpopulationen  unterteilt  werden.  Aufgrund ihrer  verschiedenen
Eigenschaften liegt die Vermutung nahe, dass die einzelnen virusspezifischen
Subpopulationen ebenfalls einem individuellen circadianen Rhythmus folgen
konnten. Wie genau diese Rhythmen entstehen und welche Faktoren sie
beeinflussen, ist bislang wenig untersucht. Eine zentrale Rolle scheint das
Hormon Cortisol zu spielen. Deshalb beschaftigt sich ein weiterer Aspekt dieser
Studie damit, ob ein moéglicher Zusammenhang mit Cortisol unterschiedlich fur

T-Zellpopulationen ausfallt, die auf verschiedene Viren spezialisiert sind.
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1.1 Circadianer Rhythmus

Rhythmus bedeutet Wiederholung. Eine Veréanderung wiederholt sich in einem
vergleichbaren Muster. Dass Prozesse nicht alle zu jeder Zeit stattfinden,
sondern in Rhythmen ablaufen, hat verschiedene Vorteile. Zum einen
ermdglicht es die optimale Anpassung eines Organismus an sich
wiederholende, verandernde Bedingungen in seiner Umgebung (Cuninkova and
Brown, 2008) und spart damit Energie. Zum anderen kdnnen gegenséatzliche
Prozesse zeitlich getrennt ablaufen (Cermakian et al., 2013; Scheiermann et al.,
2018). Vorgange, die sich im Kérper zyklisch wiederholen, sind beispielsweise
Atmung oder Herzschlag, welche jeweils nur wenige Sekunden dauern. Ferner
gibt es Rhythmen, die grofRere ZeitrAume einnehmen, darunter der Wechsel der
Jahreszeiten. Besonders gut erkennbar sind diese jahrlich wiederkehrenden
Rhythmen im Tierreich an Brunft- und Paarungszeiten, dem Vogelzug oder
Winterruhe bzw. -schlaf. Die Vegetationsperioden der Pflanzen folgen
gleichermalR3en einem regelmafiigen Zyklus. Doch auch in der Physiologie des
Menschen existieren Rhythmen mit einer langeren Periodendauer,
beispielsweise der Menstruationszyklus. Bei genauerer Betrachtung fallt auf,
dass eine Vielzahl physiologischer Vorgéange gepréagt sind von Rhythmen oder
sich daran anpassen, wobei die Auspragung rhythmischer Veranderungen tber

den Tag wohl am starksten ist (Hastings et al., 2007).

Der circadiane Rhythmus, abgeleitet vom lateinischen circa = ungefahr und dies
= Tag, dauert ndherungsweise 24 Stunden. Dies entspricht damit dem
Zeitrahmen, in dem sich die Erde einmal um sich selbst dreht. Man konnte
annehmen, der circadiane Rhythmus eines Organismus wird nur von den
Umweltbedingungen gesteuert. Verédnderten sich diese, wirde sich der
Organismus vollstdndig anpassen. Es handelt sich dabei jedoch um einen
selbststandigen, endogenen Rhythmus. Dieser ist angeboren und bleibt auch
dann bestehen, wenn normalerweise wechselnde Umweltbedingungen, wie das
Tageslicht und die Umgebungstemperatur, unter experimentellen Bedingungen

konstant bleiben. Der freilaufende Rhythmus, der sich dann einstellt, kann in
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seiner Lange individuell variieren. Bei den meisten Menschen verlangert er sich
auf etwas mehr als 24 Stunden (Aschoff, 1965). Erst durch Synchronisation mit
den &ufReren Bedingungen, dem sog. Entrainment, wird der endogene
Rhythmus auf 24 Stunden angepasst. Dies geschieht Uber exogene Faktoren,
die sog. Zeitgeber, wobei dem Licht flr den circadianen Rhythmus die grolite

Bedeutung zukommt (Bell-Pedersen et al., 2005).

1.1.1 Organisches und molekulares System

Bei Saugetieren ist der Nucleus suprachiasmaticus (engl. sprachiasmatic
nucleus, SCN) der Haupttaktgeber des circadianen Rhythmus. Er befindet sich
im ventralen Hypothalamus, direkt tber der Sehnervenkreuzung (Chiasma
opticum). Paarig angelegt, liegt er beidseits des dritten Ventrikels. Er setzt sich
zusammen aus einzelnen Neuronen, die mehrere funktionelle Untereinheiten
bilden. Jedes Neuron besitzt die Fahigkeit einzeln zu oszillieren, wie in in-vitro
Versuchen nachgewiesen werden konnte (Welsh et al., 1995). Erst die enge
Kopplung des Zellverbands ermdoglicht die Generierung eines robusten
circadianen Rhythmus (Welsh et al., 2010). Informationen Uuber sich
verandernde Lichtverhaltnisse werden von spezifischen photosensitiven
Ganglienzellen der Retina aufgenommen und Uber den retinohypothalamischen
Trakt (RHT) an den SCN weitergeleitet. Sie erméglichen die Synchronisation

des endogenen Rhythmus mit der Umwelt.

Auf molekularer Ebene entsteht der circadiane Rhythmus durch Regulation der
Genexpression. In translational-transkriptionellen  Rickkopplungsschleifen
beeinflussen Proteine die eigene Genexpression. Die Proteinkonzentration
schwankt dabei im Tagesverlauf durch periodische Aktivierung und
Deaktivierung der Expression. Durch die Verknipfung mehrerer solcher
Schleifen entsteht ein autoregulatorisches System. Zunachst werden die beiden
Gene BMAL1 (Brain and Muscle Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT)-like 1) und CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput) exprimiert. Die entstandenen Proteine lagern sich im Zytoplasma zu

einem Heterodimer BMAL1/CLOCK aneinander. Dieser Proteinkomplex
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rezirkuliert in den Zellkern und agiert dort als Transkriptionsfaktor durch die
Bindung an Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Promotor-Elemente (Enhancer-
Box). Gleichzeitig werden regulatorische Gene, wie PER (PERIOD) und CRY
(CRYPTOCHROM) vermehrt abgelesen. Ab einer gewissen Konzentration im
Zytoplasma bilden sie ebenfalls Heterodimere. Diese PER/CRY-Komplexe
hemmen im Zellkern die Aktivitdt von BMAL1/CLOCK. In der Folge dieser
negativen Ruckkopplung verringern sie die eigene Proteinbiosynthese und die
Konzentration von PER und CRY fallt wieder ab. Es entstehen keine weiteren
Proteinkomplexe und die Vorhandenen werden nach und nach abgebaut. Der
BMAL1/CLOCK-Komplex wird nicht weiter inhibiert und aktiviert wieder die

Genexpression (Abruzzese, 2011; Scheiermann et al., 2013).

Man geht inzwischen davon aus, dass nahezu alle menschlichen Zellen einen
eigenstandigen Rhythmus generieren. Dies konnte unter anderem in Zellen des
Immunsystems nachgewiesen werden (Boivin et al.,, 2003). Der SCN ist
demnach nicht der alleinige Taktgeber, sondern dient der Ubergeordneten
Regulation der peripheren molekularen Uhren. In Tierexperimenten konnte
gezeigt werden, dass periphere Organe bei nicht mehr funktionsfahigem SCN
ihren eigenen Rhythmus aufrechterhalten, aber nicht mehr synchron sind (Yoo
et al., 2004). Der SCN nutzt verschiedene Mechanismen zur Steuerung. Hierzu
zahlt die Ausschittung von Hormonen, insbesondere Glukokortikoiden, Uber die
Hypophysen-Nebennieren-Achse, das sympathische Nervensystem,
systemische Komponenten, wie die Kodrpertemperatur, sowie indirekt die
Nahrungsaufnahme (Cuninkova and Brown, 2008; Hastings et al., 2003). Am
Tiermodell konnte festgestellt werden, dass etwa 10% der Genexpression in
Leber und Herz einer circadianen Rhythmik unterliegen (Akhtar et al., 2002;
Storch et al., 2002). In anderen Geweben ist von einer ahnlichen
GroRRenordnung auszugehen. Haufig handelt es sich um Schlisselenzyme in
einem Stoffwechselweg. Deren periodische An- und Abschaltung leitet den

Rhythmus in andere Bereiche weiter (Hastings et al., 2007).
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1.1.2 Beispiele

Die Auswirkung des circadianen Rhythmus zeigt sich am offensichtlichsten im
Schlaf-Wach-Rhythmus. Allerdings sind in anderen Parametern, wie
Temperatur, Blutdruck und Puls, ebenfalls taglich wiederkehrende
Schwankungen messbar. Selbst Wahrnehmungen, wie das Schmerzempfinden,
scheinen je nach Tageszeit unterschiedlich ausgepragt zu sein (Koch and
Raschka, 2009). Des Weiteren lassen sich im Auftreten einiger Erkrankungen
Haufungen zu bestimmten Tageszeiten erkennen, die auf circadianen
Veranderungen beruhen (Scheiermann et al., 2013). So treten kardiovaskulare
Komplikationen vermehrt am Morgen auf (Gupta and Shetty, 2005; Portaluppi
and Lemmer, 2007). Nierenkoliken ereignen sich hauptséchlich nachts
(Manfredini et al., 2002). Nach Nierentransplantationen in den frihen
Morgenstunden zeigten sich haufiger Abstol3ungsreaktionen (Knapp et al.,
1979). Bei chronischen Erkrankungen treten Symptome ebenfalls gehauft zu
bestimmten Tageszeiten auf. Dies konnte beispielsweise fur Heuschnupfen
(Nicholson and Bogie, 1973), Asthma (Haus and Smolensky, 1999) und

rheumatoide Arthritis (Cutolo, 2012) nachgewiesen werden.

1.2 Immunsystem

Der Korper kommt taglich mit einer grof3en Anzahl von Krankheitserregern, wie
Viren und Bakterien, in Kontakt. Das Immunsystem verhindert deren Eindringen
und Ausbreitung. Es setzt sich aus verschiedenen Systemen zusammen, die
miteinander in Verbindung stehen. Eine mdgliche Einteilung ist die in
angeborene und erworbene Anteile. Das angeborene Immunsystem ist bereits
ab Geburt vollstandig entwickelt. Es stellt die primare Immunantwort, die schnell
und jederzeit verfigbar ist. Unabhangig vom Ausloser erfolgt die Reaktion
immer nach dem gleichen Muster, also unspezifisch. Das erworbene
Immunsystem hingegen entwickelt sich erst im Verlauf des Lebens. Es wird
auch als spezifisch oder adaptiv bezeichnet. Nach dem ersten Kontakt mit
einem Erreger entsteht innerhalb mehrerer Tage eine effektivere, speziell auf

diesen angepasste Immunantwort. Dieser Teil des Immunsystems bildet ein
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Gedachtnis, sodass bei einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger die

spezifische Immunabwehr schneller zur Verfigung steht.

Leukozyten sind die Zellen des Immunsystems. Aus hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark entwickelt sich eine Vielzahl von Zelltypen.
Wahrend unter anderem Granulozyten, Makrophagen und naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) zur angeborenen Immunabwehr gehoren, sind Lymphozyten
Bestandteil des erworbenen Immunsystems. Letztere lassen sich weiter
unterteilen in B- und T-Lymphozyten. B-Lymphozyten reifen vollstandig im
Knochenmark. Werden sie aktiviert, differenzieren sie zu Plasmazellen. Als
solche produzieren sie Antikérper, diese zirkulieren frei im Blut, um weitere
Erreger zu neutralisieren oder fur andere Immunzellen zu markieren. Im
Folgenden wird naher auf die T-Zellen eingegangen, da sie fir die vorliegende

Arbeit von besonderer Bedeutung sind.

1.2.1 T-Lymphozyten und ihre Subpopulationen

T-Lymphozyten tragen ihren Namen, weil sie noch als Vorgangerzellen vom
Knochenmark in den Thymus einwandern. Dort entwickelt jeder Thymozyt
seinen T-Zell-Rezeptor. Dieser membranstandige Rezeptor besteht aus zwei
Ketten, bei 95% der T-Zellen mit je einer a- und einer B-Kette, bei allen
Weiteren mit y- und &-Ketten. Die variablen Doménen beider Ketten bilden
gemeinsam eine Antigenbindungsstelle. Durch genetische Rekombination ist
letztere fur jede Zelle einzigartig. Nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip bilden
sie nur zu ihrem spezifischen Antigen eine stabile Bindung. Bei der T-Zell-
Reifung erfolgt eine zweifache Selektion, um sicherzustellen, dass
ausschlie3lich Zellen ausreifen, die zwischen korpereigen und korperfremd
unterscheiden kdnnen. Im ersten Schritt, der positiven Selektion, Gberleben nur
T-Zellen, die ihnen angebotene Antigene mit niedriger Affinitdt erkennen. Im
zweiten Schritt, der negativen Selektion, werden koérpereigene Peptide, sog.
Autoantigene, prasentiert. Nur Zellen mit ausbleibender Affinitat gehen nicht in
die Apoptose und wandern als reife, naive T-Zellen in periphere lymphatische

Organe.
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Anhand ihrer Morphologie lassen sich Lymphozyten nicht unterscheiden. Aus
diesem Grund nutzt man die charakteristische Expression
zellmembranstandiger oder intrazellularer Proteine zur Einteilung. Sie
bestimmen das jeweilige Potential fur Stimulation, Zirkulation in lymphatisches
Gewebe und Effektorfunktionen (Appay et al., 2008). Die Einteilung der
Oberflachenmolekiile, anhand derer die Zellen identifiziert werden, erfolgt fir
die meisten Molekile in fortlaufender Nummerierung nach dem ,Cluster of
Differentiation” (CD). Deren Nachweis geschieht durch spezifische Antikorper,
die jeweils nur ein CD-Antigen binden. Die Anwendung fluoreszierender
Antikorper ermdglicht die Differenzierung der Zellen mittels

Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS).

Alle T-Lymphozyten tragen CD3 auf der Oberflache. Sie werden unterteilt in
CD4* T-Helferzellen (Tw-Zellen) und CD8* zytotoxischen T-Zellen. Tu-Zellen
stimulieren die Immunantwort. Hierfliir schitten sie Zytokine aus, welche die
Migration weiterer Immunzellen in das Gewebe verstarken. Zuséatzlich aktivieren
Tu-Zellen B-Lymphozyten und Makrophagen. Zytotoxische T-Zellen toten
antigenspezifisch, virusinfizierte oder entartete Zellen direkt ab. Die Freisetzung
von Perforinen und Granzymen oder die Bindung an den Fas-Rezeptor (CD95)

fuhrt Gber Apoptose zum Zelltod.

Der sog. Haupthistokompatibilititskomplex (engl. Major-Histocompatibility-
Complex, MHC) besteht aus mehreren Genen, welche fir Proteine codieren,
die membrangebundene Molekile bilden. Das MHC-System des Menschen
wird als Humanes Leukozyten-Antigen-System (HLA) bezeichnet. T-Zellen
kénnen ein Pathogen nur dann erkennen, wenn es ihnen als kurzes Peptid im
Komplex mit einem MHC-Molekul prasentiert wird. CD4* T-Zellen binden nur an
MHC-Klasse-lI-Moleklle. Diese werden vorrangig auf antigenprasentierenden
Zellen, wie z.B. dendritischen Zellen, exprimiert und tragen phagozytierte
Erregerbestandteile. CD8* T-Zellen hingegen erkennen nur Antigene, die ihnen
Uber MHC-Klasse-I-Molekiile angeboten werden. Diese befinden sich auf allen
kernhaltigen Zellen. Die Molekule dieser Klasse binden endogene Proteine, die

in der Zelle selbst produziert werden. Ist eine Zelle von einem Virus infiziert,
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nutzt dieser die zellularen Strukturen zur eigenen Vermehrung. In der Zelle
werden virusspezifische Proteine synthetisiert und als virale Antigene Uber
MHC-I-Molekule auf der Zelle reprasentiert. Werden sie von der T-Zelle als
Fremdantigen erkannt, wird die Apoptose der entsprechenden Zelle induziert.
Fur die MHC-Klasse-| stellen im HLA-System des Menschen unter anderem
HLA-A, -B und-C die Hauptgene dar.

Die Gruppe der CD8" T-Lymphozyten lasst sich weiter unterteilen in naive
Zellen, Effektorzellen, zentrale Gedachtniszellen und Effektor-Gedachtniszellen
(Sallusto et al., 1999). Naive Zellen hatten noch keinen Antigenkontakt, sie
zirkulieren zwischen Blut und lymphatischem Gewebe. Treffen sie auf ihr
spezifisches Antigen, kommt es zur klonalen Vermehrung und die Tochterzellen
differenzieren zu Effektorzellen (Mazzoccoli et al., 2011b). Diese haben die
Fahigkeit zum Ort der Infektion zu migrieren und mit inrem hohen zytotoxischen
Potential ihre Zielzellen zu eliminieren. Nach Abklingen der akuten Infektion
sterben die meisten Effektorzellen ab (Romero et al., 2007). Gedachtniszellen
hingegen kdnnen Jahre ohne Antigenstimulation tUberleben, um bei erneutem
Kontakt mit ihnrem Antigen rasch reaktiviert zu werden. Dies kann eine erneute
Infektion ganz verhindern oder ihre Schwere abmildern (Hamann et al., 1997,
Kaech et al., 2002). Gedachtniszellen kénnen anhand der Expression des
Chemokinrezeptors 7 (CCR7) weiter unterteilt werden. Zentrale
Gedéachtniszellen besitzen, wie naive Zellen, CCR7 auf ihrer Zelloberflache.
Dieser ermoglicht es ihnen aus dem Blut Giber hochendotheliale Venolen (HEV)
in sekundarlymphatische Organe einzuwandern. Diese Fahigkeit wird auch als
,Homing“ bezeichnet. Zur Aktivierung bendtigen zentrale Gedachtniszellen,
wieder analog zu naiven Zellen, die Prasentation ihres Antigens durch
antigenprasentierende Zellen (Masopust and Schenkel, 2013; Sallusto et al.,
2004). Daraufhin stimulieren sie einerseits Twu-Zellen und dendritische Zellen,
andererseits  produzieren sie Effektorzellen. Effektor-Gedachtniszellen
exprimieren, wie Effektorzellen, kein CCR7 und kdnnen somit nicht durch
sekundare lymphatische Organe rezirkulieren. Sie befinden sich im peripheren
Gewebe, wo sie bei Antigenkontakt Zytokine bilden und eine sofortige
Effektorfunktion ausiben (Sallusto et al., 1999).
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Die Zuordnung der CD8* T-Zellen zu ihren Subpopulationen erfolgte in der
vorliegenden Arbeit anhand der Expression von CD45RA und CCR7. Tabelle 1
zeigt die in dieser Studie verwendeten Marker zur Diskriminierung der
verschiedenen  Subpopulationen. CD45 ist eine membranstandige
Tyrosinphosphatase, die auf den meisten hamatopoetischen Zellen exprimiert
wird. Auf T-Zellen beeinflusst sie das Aktivierungspotential des T-Zell-
Rezeptors. Durch alternatives Splei3en entstehen mehrere Isoformen, deren
Expression  spezifisch  fur  unterschiedliche  Zellpopulationen  und
Differenzierungsstadien ist. Die Isoform CD45RA enthalt das Exon A und wird
unter anderem auf naiven Zellen und terminal differenzierten Effektorzellen
exprimiert. Eine T-Zellaktivierung induziert eine reversible Verschiebung zu
CD45RO0. Dies ist eine weitere Isoform, die keines der Exons A, B oder C
aufweist. CD45RO befindet sich unter anderem auf der Oberfliche von
zentralen Gedachtniszellen und Effektor-Gedachtniszellen (van Lier et al.,
2003). Zellen, die beide Oberflachenmarker CD45RA und CCR7 exprimieren,
werden in dieser Studie aufgrund ihres Phanotyps als naive Zellen bezeichnet,
obwohl sie im engeren Sinne nicht naiv sind, weil sie aufgrund der verwendeten
Messmethodik zur Detektion antigenspezifischer CD8* T-Zellen bereits Kontakt
zu ihrem Antigen hatten.

Tabelle 1: Einteilung der Subpopulationen CD8* T-Zellen anhand von
Oberflachenmarkern

antigenspezifische CD8* T-Zellen

naive zentrale Effektor-

Zellen Gedachtniszellen Gedachtniszellen Effektorzellen
CD45RA + - - +
CCRY7 + + 5 =

1.2.2. Viren

Um zu untersuchen, welchen Einfluss das circadiane System auf
antigenspezifische T-Zellen, die Viren mit verschiedenen Eigenschaften
erkennen, ausibt, wurden in dieser Studie virusspezifische CD8* T-Zellen fir

das CMV und das Influenzavirus gemessen. CMV ist ein Paradebeispiel fur ein



1 Einleitung

Virus, das eine latente Infektion auslost. Da das Immunsystem viele CMV-
spezifische Zellen entwickelt, sind diese optimal flir eine sensitive Messung von
antigenspezifischen T-Zellen im Rahmen einer latenten Infektion geeignet.
Influenza hingegen ist eine akute Infektion. Die Anzahl antigenspezifischer
Zellen, die nach der akuten Phase ubrig bleiben, ist in den meisten Fallen
wesentlich geringer. Allerdings ist die Verbreitung einer Influenzainfektion relativ
grol3, weshalb die Wahrscheinlichkeit recht hoch ist, dass eine CMV-positive
Versuchsperson gleichzeitig positiv fur das Influenzavirus ist. Aus diesen
Grinden haben wir uns in der vorliegenden Arbeit auf diese beiden Viren

fokussiert.

Das Influenzavirus gehort zur Gruppe der Orthomyxoviren. Anhand von
Antigenen konnen die drei Gattungen Influenza A, B und C unterschieden
werden. Influenza A hat das grof3te Potential zur Auslésung von Epidemien und
ist aufgrund verschiedener Mechanismen hochvariabel. Es wird mittels zweier
membranstandiger Glykoproteine, von denen verschiedene Isotypen bekannt
sind, in weitere Subtypen unterteilt. Das Genom, bestehend aus
einzelstrangiger Ribonukleinsdure (RNA), liegt segmentiert vor. Die
Glykoproteine Hamagglutinin und Neuramidase sind auf verschiedenen RNA-
Segmenten codiert. Wird ein Wirt gleichzeitig von zwei Virustypen befallen,
kann es zum Austausch von RNA-Segmenten kommen. Entsteht hierbei eine
neue Kombination der Isotypen, bezeichnet man dies als einen ,Antigen-Shift".
Des Weiteren kann durch Punktmutation das Antigenmuster verandert werden,
dies wird als ,Antigen-Drift* bezeichnet. Anders als CMV verlauft die
Grippeerkrankung akut, das Virus wird vom Immunsystem vollstandig eliminiert.
Die erworbene Immunitat bezieht sich nur auf den spezifischen Subtyp, deshalb
kann sich eine Person mehrfach infizieren. Zur Ubertragung kommt es durch
Tropfchen- oder Schmierinfektion. Nach Infektion der zilientragenden
Epithelzellen kommt es zur lokalen Infektion des Respirationstraktes. Die
Erkrankung ist gekennzeichnet durch einen plotzlichen Beginn mit
respiratorischen Krankheitssymptomen, begleitet von Kopfschmerz, Fieber,

Gliederschmerzen, Schwachegefiihl und Appetitlosigkeit. Schwerwiegende
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Verlaufe mit insbesondere pulmonalen Komplikationen treten bei Patienten mit

herabgesetzter Funktion des Immunsystems auf.

Das CMV, auch bezeichnet als humanes Herpesvirus 5 (HHV5), gehort zur
Gruppe der B-Herpesviren. Das Genom besteht aus doppelstrangiger DNA. Als
Wirtszellen nutzt das Virus unter anderem Fibroblasten, Endothelzellen,
Epithelzellen, glatte Muskelzellen und Leukozyten (Sinzger et al., 1995; Gerna
et al.,, 2019). Die befallenen Zellen haben intranukleare Einschliisse und ein
massiv  vergroBertes  Zytoplasma. Bei der Infektion  gesunder,
immunkompetenter Personen zeigt das Virus nur eine geringe Virulenz. Der
Verlauf ist meistens asymptomatisch, in wenigen Fallen treten leichte,
grippeéhnliche Symptome auf. Die Verbreitung findet ausschlielich von
Mensch zu Mensch statt. Zur Ubertragung kommt es bei Kontakt zwischen
Schleimhaut und infiziertem Sekret (Speichel, Samenflissigkeit, Vaginalsekret,
Muttermilch), der Transfusion zellhaltiger Blutkomponenten oder der
Transplantation von infiziertem Gewebe (Organe, Stammzellen). Die Pravalenz
fur virusspezifische Antikoérper ist populationsabhédngig und nimmt mit
steigendem Lebensalter zu. In Deutschland liegt sie bei jungen Menschen (15-
45 Jahre) ungefahr zwischen 30 und 40% (Enders et al., 2012). Wie alle
Herpesviren besitzt CMV die Fahigkeit lebenslang zu persistieren. Das virale
Genom verbleibt unter anderem in Endothelzellen und Monozyten (Jarvis and
Nelson, 2002). Im Latenzstadium lauft nur eine minimale virale Genexpression
ab, wahrend die Virusvermehrung weitestgehend eingestellt ist (Sinclair, 2008).
Intermittierend findet eine molekular nachweisbare Reaktivierung statt. Der Wirt
scheidet infektiose Viren aus, erkrankt allerdings bei intaktem Immunsystem
selbst nicht. Das Immunsystem kontrolliert den Erreger insbesondere mit einer
grofRen Anzahl virusspezifischer T-Zellen (Dimitrov et al., 2019; Gillespie et al.,
2000; Griffiths et al., 2015). Kritisch ist die Primarinfektion von Frauen wahrend
der Schwangerschaft, die das Virus intrauterin auf das Kind Ubertragen kdnnen.
Eine kongenitale Infektion kann schwerwiegende Erkrankungen des
Neugeborenen mit Spatfolgen, meistens Hoérschadigungen, verursachen. Eine
weitere Risikogruppe sind Patienten mit einer Schwache des Immunsystems

oder unter immunsuppressiver Therapie. Bei ihnen kann es durch
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Primarinfektion oder Reaktivierung zu lebensgefahrlichen Erkrankungsverlaufen
kommen (Baron, 1996).

1.3 Circadiane Rhythmen im Immunsystem

Rhythmen im Immunsystem, die einem circadianen Verlauf folgen, ermdoglichen
maoglicherweise  eine  antizipatorische  zeitliche  Organisation  von
Abwehrmechanismen, die das physiologische Gleichgewicht erhalten
(Cermakian et al., 2013; Haus and Smolensky, 1999). Die Immunabwehr hat
einen hohen Energiebedarf. Dass sie nicht permanent in gleichem Ausmaf}
bereitsteht, spart Ressourcen ein. Eine konstant hohe Aktivitat
immunkompetenter Zellen konnte auch negative Folgen in Form von
autoimmunen und allergischen Reaktionen haben (Labrecque and Cermakian,
2015). Die circadiane Rhythmik vieler Immunparameter stellt demnach
wahrscheinlich eine Optimierung dar (Martinez-Bakker and Helm, 2015;
Scheiermann et al., 2013). Der Organismus passt sich vermutlich daran an,
dass wahrend der aktiven Phase mehr Erreger eindringen (Cermakian et al.,
2013).

Im Tierexperiment zeigte Edgar et al. (2016), dass die Schwere einer Infektion
abhangig vom Zeitpunkt der Ansteckung ist. Bei Mausen, die zu Beginn ihrer
aktiven Tageszeit mit dem murinen Herpesvirus 4 infiziert wurden, war die
Virusvermehrung wesentlich geringer als am Anfang der Ruhephase. Bei einer
naturlichen Infektion ist der genaue Anfangszeitpunkt meist nicht bekannt und
im Nachhinein nicht feststellbar. Aus diesem Grund wurden in mehreren
Studien Impfungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten gegeben, um
herauszufinden, ob das Immunsystem je nach Tageszeit auf einen Erreger
unterschiedlich reagiert. Langlois et al. (1995) konnten nach abendlicher
Influenzaimpfung eine starkere systemische Immunantwort sowie mehr
Lokalreaktionen nachweisen. In zwei weiteren Experimenten wurde eine
verstarkte Antikdrperproduktion nach morgendlicher Impfung gegen Hepatitis A
und Influenza nachgewiesen, allerdings nur bei Mannern (Phillips et al., 2008).

Long et al. (2016) zeigten, dass die Antikérperantwort gegen einzelne Subtypen
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bei Alteren nach morgendlicher Influenzaimpfung verstarkt ist. Auch wenn die
bisherigen Studien kein voéllig einheitliches Bild ergeben, konnte belegt werden,
dass der Zeitpunkt des Antigenkontakts, neben zahlreichen anderen Faktoren,

einen Einfluss auf die Immunantwort hat.

Circadiane Veranderungen in der Plasmakonzentration lassen sich fur einige
Immunparameter nachweisen, wie beispielsweise Immunzellen und Zytokine.
Gleiches gilt fur bestimmte Hormone (Haus and Smolensky, 1999). Leukozyten
prasentieren unter regularen Schlaf-Wach-Bedingungen einen stabilen
circadianen Rhythmus, der sich je nach Zelltyp unterscheidet. Beispielsweise
sind NK-Zellen und Granulozyten am Tag in maximaler Konzentration im Blut
vorhanden (Ackermann et al., 2012; Born et al., 1997; Dimitrov et al., 2007,
Kirsch et al., 2012; Suzuki et al, 1997). Misst man hingegen die
Gesamtpopulation der Lymphozyten, zeigt sich ein Tiefpunkt morgens und ein
abendliches oder nachtliches Maximum (Ackermann et al., 2012; Born et al.,
1997; Haus and Smolensky, 1999; Kirsch et al., 2012; Ritchie et al., 1983;
Suzuki et al., 1997).

Dimitrov et al. (2009) belegten einen A&hnlichen Verlauf fur die
Gesamtpopulation CD8" T-Zellen mit maximalen Werten um 2:00 Uhr nachts
und minimalen Werten tagstiber um 14:00 Uhr. In einem weiteren Schritt
wurden die Subpopulationen getrennt voneinander gemessen. Naive Zellen,
zentrale Gedachtniszellen und Effektor-Gedéachtniszellen folgten der gleichen
Rhythmik wie die Gesamtpopulation. Effektorzellen hingegen hatten einen
entgegengesetzten Verlauf, mit minimalen Werten nachts und einem Anstieg
tagstber. Die Anzahl zirkulierender naiver CD8* T-Zellen schwankte im

Tagesverlauf um circa 40% (Dimitrov et al., 2009; Haus and Smolensky, 1999).

Die in bisherigen Studien gemessenen circadianen Verlaufe CD8* T-Zellen
zeigten teilweise widerspruchliche Ergebnisse. Mazzoccoli et al. (2011a)
beschreiben fir die Gesamtpopulation CD8* T-Zellen einen morgendlichen
Anstieg mit maximalen Konzentrationen um die Mittagszeit. Dies entspricht in
der Studie von Dimitrov et al. (2009) dem circadianen Rhythmus der

Effektorzellen, allerdings nicht der Gesamtpopulation. Beide Studien
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unterscheiden sich hinsichtlich des Alters der Versuchspersonen. Diese waren
bei Dimitrov et al. (2009) im Mittel 25 Jahre alt, bei Mazzoccoli et al. (2011a)
hingegen 44 Jahre. Ein zweiter Unterschied findet sich in der Prasentation der
Daten. Diese werden von Dimitrov et al. (2009) als absolute Zellzahlen
dargestellt. Mazzoccoli et al. (2011a) prasentieren die Ergebnisse hingegen als
Prozentwert aller gemessenen Lymphozyten, was die unterschiedlichen

Ergebnisse mdglicherweise erklaren konnte.

1.3.1 Rolle von Cortisol

Cortisol ist ein bedeutsames Steuerelement des SCN. Die Regulation erfolgt
durch mehrere gekoppelte hormonelle Regelkreise Uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (Cuninkova and Brown, 2008). Der
SCN initiiert im Hypothalamus die Freisetzung von Corticotropin-Releasing-
Hormon (CRH), welches im Hypophysenvorderlappen die Produktion des
adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) stimuliert. ACTH beeinflusst die
Hormonsynthese und Freisetzung aus der Nebennierenrinde, unter anderem
dem zur Gruppe der Glucocorticoide gehérenden Cortisol aus der Zona
fasciculata. In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Zellen der
Nebennierenrinde eigene molekulare Uhren besitzen, die ebenfalls Einfluss auf

die Hormonausschittung haben (Oster et al., 2006).

Die Cortisolfreisetzung erfolgt, wie die der Gbergeordneten Hormone, pulsatil.
Stress in psychischer oder korperlicher Variante induziert einen akuten Anstieg.
Gleichzeitig zeigt die Plasmakonzentration einen stabilen circadianen Rhythmus
mit minimalen nachtlichen Werten und einem Maximum zu Tagesbeginn
(Besedovsky et al., 2012, 2014a; Born et al., 1997; Dimitrov et al., 2009; Dodt et
al., 1997; Haus, 2007; Mazzoccoli et al., 2011b; Ritchie et al., 1983; Thomson
et al., 1980). Das morgendliche Maximum dient zur Vorbereitung auf die aktive
Tagesphase (Dickmeis, 2009). Cortisol interagiert Uber intrazellulare
Glukokortikoidrezeptoren und Mineralokortikoidrezeptoren mit einer Vielzahl
von Regelkreisen des Organismus. Als Hormon, das in Stresssituationen

ausgeschuttet wird, wirkt es katabol und bewirkt, unter anderem mit einer
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Erhdhung des Glukosespiegels im Plasma, sowie vermehrter Lipolyse, eine

schnelle Energiebereitstellung.

Auf das Immunsystem hat Cortisol eine Gberwiegend suppressive Wirkung. Aus
diesem Grund nutzt man Glucocorticoide therapeutisch, um eine
UberschieRende Immunantwort beispielsweise bei allergischen Reaktionen
einzudadmmen. Gleichzeitig spielt Cortisol allerdings auch eine zentrale Rolle in
der taglichen Modulation des Immunsystems. Der circadiane Rhythmus von
Leukozyten wird stark durch Cortisol beeinflusst (Lange et al., 2010). Zwischen
Glukokortikoidkonzentration und zirkulierender Lymphozytenanzahl im Blut
zeigt sich eine negative Korrelation (Dimitrov et al., 2009; Fauci, 1975; Ritchie
et al., 1983). Gleiches qilt fir die Gesamtpopulation CD8* T-Zellen (Dimitrov et
al., 2009). Nach externer Gabe reduzierte Cortisol die Zellzahlen und erreichte
die maximale Wirkung mit einer Verzégerung von drei Stunden (Besedovsky et
al., 2014b; Dimitrov et al., 2009). Nach Normalisierung des Cortisolspiegels
kommt es zu einem raschen Wiederanstieg der zirkulierenden T-Zellen. Dies
spricht mehr fur eine Umverteilung als fur Einflussname auf Zellproliferation und
Apoptose (Dimitrov et al., 2009). Die starkste Wirkung hat Cortisol auf naive T-
Zellen und zentrale Gedachtniszellen (Besedovsky et al., 2014b; Dimitrov et al.,
2009). Ausgereifte Effektorzellen bleiben hingegen scheinbar unbeeinflusst
(Dimitrov et al., 2009). Eine Ursache scheint die unterschiedliche Ausstattung
der Subpopulationen mit dem CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) zu
sein. Cortisol verstarkt dessen Expression und ermdglicht die Migration der
Zellen ins Knochenmark (Besedovsky et al.,, 2014b; Dimitrov et al., 2009;
Okutsu et al, 2005). Unter der Gabe von Mifepriston, einem
Glukokortikoidrezeptorantagonisten, zeigte sich der morgendliche Anstieg der
CXCR4-Expression auf naiven T-Zellen vermindert, bei gleichzeitig
ausbleibendem Abfall der zirkulierenden naiven T-Zellen im Blut (Besedovsky et
al., 2014a). Es gibt Hinweise darauf, dass Cortisol in seiner Funktion als
Stresshormon eine sofortige Immunabwehr durch Effektorzellen unterstitzt
(Atanackovic et al., 2006). Die Fahigkeit des erworbenen Immunsystems eine
spezifische Immunantwort zu entwickeln, ist hingegen unter seinem Einfluss
reduziert (Dimitrov et al., 2009).
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1.4 Hypothesen

In vorausgehenden Studien konnte gezeigt werden, dass die Gesamtpopulation
CD8* T-Zellen einen stabilen circadianen Rhythmus mit néchtlichen
Hochstwerten und einem morgendlichen Abfall aufweist. Bei den
Subpopulationen folgten naive Zellen, zentrale Gedachtniszellen und Effektor-
Gedéachtniszellen diesem Verhalten. Die terminal differenzierten Effektorzellen
verhielten sich gegensatzlich und stiegen im Verlauf des Tages an (Ackermann
et al., 2012; Besedovsky et al., 2012, 2014a; Dimitrov et al., 2009).

Die antigenspezifische Immunantwort CD8" T-Zellen ist speziell an ihr
spezifisches Pathogen angepasst. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
verschiedene antigenspezifische T-Zellen maoglicherweise einen
unterschiedlichen circadianen Rhythmus aufweisen. Ein zentraler Unterschied
zwischen der Infektion durch das Influenzavirus und das CMV besteht darin,
dass erstere akut verlauft, wahrend letztere latent persistiert mit gelegentlicher
Reaktivierung. Wir haben vermutet, dass bei latenten Infektionen wie CMV die
circadiane Rhythmik der antigenspezifischen T-Zellen eine untergeordnete
Rolle spielt, wahrend die Bekampfung einer akut verlaufenden
Influenzainfektion, fur die im Laufe des Tages ein unterschiedlich hohes Risiko

besteht, eine deutliche Rhythmik aufweist.

Bei den virusspezifischen Zellen gibt es Unterschiede im Anteil der
Subpopulationen. Die influenzaspezifischen CD8* Zellen enthalten einen
grol3en Anteil weniger differenzierter Zellen. Unter den CMV-spezifischen Zellen
konnte dagegen ein groRerer Anteil hochdifferenzierter T-Zellen nachgewiesen
werden (Appay et al., 2008; He et al., 2003; Khan et al., 2004). Aufgrund
dessen haben wir vermutet, dass influenzaspezifische Zellen in ihrem
circadianen Verhalten mit dem der Gesamtpopulation an CD8" T-Zellen
Ubereinstimmen (das dem nicht terminal-differenzierter CD8* T-Zellen

entspricht), wahrend CMV-spezifische Zellen davon abweichen.
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Dimitrov et al. (2009) stellten fest, dass die einzelnen Subpopulationen aller
CD8* T-Zellen unterschiedlich von Cortisol beeinflusst werden. Naive Zellen,
zentrale Gedachtniszellen und Effektor-Gedéachtniszellen korrelieren negativ mit
Cortisol, Effektorzellen hingegen positiv. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es
daher zu untersuchen, inwiefern der circadiane Rhythmus der verschiedenen
Subpopulationen antigenspezifischer CD8* T-Zellen durch Cortisol gesteuert
wird. Hier haben wir vermutet, dass die Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen,
sollte diese entsprechend unserer Hypothese keinen circadianen Rhythmus
aufweisen, auch nicht mit Cortisol korreliert, wéahrend der Rhythmus
influenzaspezifischer T-Zellen mit dem circadianen Verlauf von Cortisol
zusammenhéngt. Dies wirde eine zeitliche Trennung der Immunantwort auf
latent persistierende und akut auftretende Infektionen ermoglichen und den

Energieverbrauch tGber den Tag besser verteilen.
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2.1 Versuchspersonen

An der Studie nahmen insgesamt 11 Versuchspersonen teil (5 Frauen und 6
Méanner). Das Durchschnittsalter betrug 25,09 Jahre bei einer
Standardabweichung von 4,1 und der durchschnittliche Body-Mass-Index (BMI)
22,36 kg/m? bei einer Standardabweichung von 1,6. Die Rekrutierung erfolgte
Uber ein Rundschreiben an Studierende und Beschéftigte der Universitat
Tldbingen. Ausschlusskriterien fur eine Studienteilnahme waren akute und
chronische  Erkrankungen, bekannte Schlafstérungen, Rauchen und
regelmalige Medikamenteneinnahme mit Ausnahme der marktiblichen
kombinierten oralen Kontrazeptiva. Im Zeitraum von sechs Wochen vor Beginn
des Experiments wurden Schichtarbeit und Reisen mit mehr als sechs Stunden
Zeitverschiebung ausgeschlossen. Der Ausschluss akuter und chronischer
Erkrankungen erfolgte mittels medizinischer Fragebdgen, Anamnese und
korperlicher Untersuchung durch medizinische Doktoranden unter arztlicher
Anleitung, sowie Bestimmung relevanter Blutparameter. Es wurden
verschiedene MaRRnahmen ergriffen, um von einem physiologischen taglichen
Rhythmus ausgehen zu kdnnen. Die Versuchspersonen wurden angewiesen
einen regelmalligen Schlaf-Wach-Rhythmus einzuhalten und in den sechs
Nachten vor dem Experiment ein Schlaftagebuch zu fuhren. Des Weiteren
sollten sie am Versuchstag nicht tagstber schlafen, keinen exzessiven Sport
betreiben, keinen Alkohol und keine Drogen konsumieren, sowie nach 12:00
Uhr keine koffeinhaltigen Produkte zu sich nehmen. Um einen moglichen
Einfluss des sich im weiblichen Zyklus verdndernden Hormonspiegels
auszuschlieBen, wurde bei Frauen das Experiment nur zwischen den
Zyklustagen drei bis sechs durchgefiihrt. Die Versuchspersonen nahmen an der
Studie freiwillig teil und unterzeichneten eine schriftliche
Einverstandniserklarung. Fur  die  Teilnahme  erhielten sie eine

Aufwandsentschadigung von 270 €. Die Durchfihrung der Studie wurde durch
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die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitat
Tubingen genehmigt (Projektnummer: 642/2013B0O2).

2.2 Auswahl der Versuchspersonen

In die Studie konnten nur Versuchspersonen aufgenommen werden, die Trager
von HLA-A2 waren und bei denen eine ausreichende Anzahl CMV-spezifischer
Antikorper nachgewiesen werden konnte. Insgesamt wurden 99 Personen
getestet. Bei 47 konnten Antikdrper in Form von Immunglobulin der Klasse G
(IgG) gegen CMV nachgewiesen werden. Der Nachweis von CMV-IgG mittels
guantitativen Chemilumineszenz-Mikroimmunoessay (CMIA) wurde vom Institut
fur medizinische Virologie in Tubingen (Dr. Jurgens) durchgefuhrt. Darunter
waren 28 Personen Tréager von HLA-A2 (Bestimmung siehe 2.2.1). Bei diesen
wurde die Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen im Durchflusszytometer
gemessen, nach Markierung mit pHLA-A*0201 Multimeren (Herstellung siehe
2.4.2). Bei 16 Personen lag der Anteil dieser Zellen bei tber 0,23% aller CD8*
T-Zellen und sie konnten in die Studie eingeschlossen werden. Funf Personen
war eine Studienteilnahme aus personlichen Grinden nicht méglich. Das

Experiment konnte daher mit 11 Versuchspersonen durchgefihrt werden.

2.2.1 HLA-Typisierung

Den Versuchspersonen wurde Blut abgenommen, das in eine 2,6 ml-Natrium-
Heparin-Monovette tberfuhrt wurde. In zwei FACS-Réhrchen wurden jeweils 50
ul heparinisiertes Blut pipettiert. Beiden Rohrchen wurde 1 pl anti-human CD3-
PE Antikérper zugegeben, dem zweiten zusatzlich 1 pl Allophycocyanin (APC)
anti-human HLA-A2 (beide BioLegend, San Diego, USA). Nach drei Sekunden
Vortexen wurden die Proben fur zehn Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Lyse der Erythrozyten mit je 450 pl im Verhaltnis 1:10
verdinnter FACS Lysing Solution (BD Bioscience, San Jose, USA) folgte eine
weitere zehnminutige Inkubation im Dunkeln. Im Anschluss wurden die Proben
fur funf Minuten bei Raumtemperatur und 500 g zentrifugiert. Der Uberstand

wurde durch kurzes Umkippen der Rohrchen verworfen. Im né&chsten Schritt
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wurden die Proben zehn Sekunden gevortext und mit jeweils 2 ml FACS Flow
(BD Bioscience, San Jose, USA) gewaschen. Die Proben wurden nochmals
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und der Uberstand wiederum
verworfen. Im Anschluss wurde den Proben 200 pul Fixierlésung zugegeben und
sie wurden vorlaufig bei 4°C gelagert. Gemessen wurden die Proben am
Durchflusszytometer. Hierbei wurden die mit CD3-Antikorpern markierten Zellen
dargestellt. Sofern die Versuchsperson HLA-A2 Trager war, konnten die in der
zweiten Probe zugegebenen HLA-A2-Antikdrper binden und wurden ebenfalls

von der Messung erfasst.

2.3 Studiendesign und -ablauf

Die Durchfihrung der Studie fand im Schlaflabor des Instituts fir Medizinische
Psychologie und Verhaltensneurobiologie in Tubingen statt. Zur Eingewdhnung
schliefen die Versuchspersonen eine Nacht im Labor unter kontrollierten

Versuchsbedingungen.

Abbildung 1: Schema uber Ablauf des Experiments

Der grau hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem die Versuchspersonen im Bett
lagen und schlafen durften. Die Spritzen markieren die Zeitpunkte der Blutabnahmen.

Waéhrend des Experiments wurde zu sechs Zeitpunkten im Abstand von vier
Stunden Blut abgenommen (siehe Abbildung 1). Hierfir wurde der
Versuchsperson eine periphere Venenverweilkanile (Vasofix Safety 18G,
B.Braun, Melsungen, Deutschland) vorwiegend im Bereich der Ellenbeuge
gelegt. Die Blutabnahmen an wachen Versuchspersonen erfolgten nach
mindestens funfminttigem, ruhigem Liegen direkt Uber die Venenverweilkantile.

Fur die beiden nachtlichen Blutabnahmen um 2:00 Uhr und 6:00 Uhr wurde ein
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Infusionssystem an die Verweilkanile angeschlossen. Um Blutgerinnung zu
vermeiden, wurden durchschnittlich 500 ml 0,9%iger Kochsalzlésung infundiert.
Das Blut konnte somit Uber den Infusionsschlauch aus dem Vorraum
abgenommen werden, ohne den Schlaf der Versuchsperson zu beeintrachtigen.
Die ersten 7,5 ml Blut wurden jeweils verworfen, um Verdinnungseffekte

auszuschlielRen.

Nach dem Eintreffen im Schlaflabor um circa 20:00 Uhr erhielt die
Versuchsperson Instruktionen fur das Experiment. Im Anschluss folgte das
Legen der Venenverweilkanile und das Anbringen von Elektroden fur das
Elektroenzephalogramm (EEG), Elektrookulogramm (EOG), Elektromyogramm
(EMG) und Elektrokardiogramm (EKG) zur Schlafableitung. Um 22:00 Uhr fand
die erste Blutabnahme statt. Nachdem die Versuchsperson Zeit fur personliche
Vorbereitungen hatte, wurde das Infusionssystem angeschlossen und die EEG-
Aufzeichnung gestartet. Zur Uberprifung der Elektrodenfunktion wurde ein Test
durchgefuhrt. Um 23:00 Uhr wurde das Licht geldéscht. Um 2:00 Uhr und 6:00
Uhr wurde jeweils Blut abgenommen. Geweckt wurde die Versuchsperson um
7:00 Uhr. Nach dem Wecken wurden die Messelektroden und das
Infusionssystem entfernt, die periphere Venenverweilkantle jedoch fir die
weiteren Blutentnahmen belassen. Um 8:00 Uhr erhielt die Versuchsperson ein
standardisiertes Fruhstiick. Das Mittagessen um 12:30 Uhr bestand aus einem
wechselnden vegetarischen Mendi. In den Zeiten zwischen den Blutabnahmen
um 10:00 Uhr und 14:00 Uhr hielt sich die Versuchsperson im Schlaflabor auf.
Aulerdem war es moglich in Begleitung aulRerhalb des Labors spazieren zu
gehen. Jegliche sportliche oder erschopfende Tatigkeit wurde vermieden.
Mindestens eine halbe Stunde vor der nachsten Blutabnahme ging die
Versuchsperson einer sitzenden Tatigkeit nach. Nach der letzten Blutabnahme
um 18:00 Uhr wurde die Verweilkanlile entfernt und die Versuchsperson

entlassen.
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2.4 Datenerhebung

In den folgenden Abschnitten werden die bei der Datenerhebung verwendeten
Materialien und Hilfsmittel aufgefiihrt und ihre Anwendung beschrieben.

2.4.2 pHLA Multimere

Um antigenspezifische T-Zellen mittels Durchflusszytometrie (siehe 2.4.5)
detektieren zu kdnnen, mussen diese markiert werden. Hierfur wurden Molekule
vom Typ HLA-A2 verwendet, die in ihrer Antigenbindungsstelle virusspezifische
Peptide prasentieren. Die methodische Begrenzung auf Trager von HLA-A2
machte eine vorausgehende HLA-Typisierung der Versuchspersonen
notwendig (siehe 2.2.1). Die geringe Affinitdt zwischen einem einzelnen T-Zell-
Rezeptor und einem HLA-Molekil erméglicht keine stabile Bindung. Aus
diesem Grund wurden HLA-Multimere verwendet, die durch das gleichzeitige
Binden an mehreren T-Zell-Rezeptoren eine stabile Interaktion ermdglichen
(Altman et al., 1996).

2.4.2.1 Herstellung biotinylierter pHLA-A*0201 Monomeren

Zur antigenspezifischen Zellstimulation wurden bekannte immundominante
CD8" Epitope verwendet: das NLVPMVATYV Peptides-503) aus dem pp65 Protein
des CMV und das GILGFVFTL Peptidss-ss) aus dem Matrixprotein M1 des
Influenzavirus. Diese wurden aus viralen Antigenen extrahiert und binden
spezifisch an HLA-A2 Rezeptoren. Beide wurden nach bekannten Methoden
(Peper and Stevanovi¢, 2015) erzeugt und freundlicherweise von S. Stevanovi¢
zur Verfigung gestellt. Die Herstellung der biotinylierten pHLA-A*0201
Monomere erfolgte durch konventionelle Proteinfaltung, wie von Chandran et al.
(2016) beschrieben. Die Monomere wurden in Form von Aliquots mit einer

Konzentration von 2 mg/ml bei -80°C aufbewabhrt.
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2.4.2.2 Herstellung und Einfrieren der pHLA-A*0201 Multimeren

Zur Herstellung von fluoreszierenden pHLA-A*0201 Multimeren wurden
zunachst die gefrorenen Monomere auf 4°C aufgetaut. Im n&chsten Schritt
erfolgte die Inkubation mit floreszenzmarkiertem Streptavidin-PE fiur CMV und
PerCP-Cy5.5 fur Influenza (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), in einem
molaren Verhéltnis von 4 (Streptavidin): 1 (Monomer). Die Zugabe des
Konjugates erfolgte im Dunkeln bei 4°C unter stdndigem Schwenken.
Fortlaufend wurden alle 30 Sekunden Teilportionen von jeweils 10%
hinzugegeben, bis die berechnete Gesamtmenge an Streptavidin-PE erreicht
war. Im nachsten Schritt wurde 1 mM Biotin (B4501, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) zugegeben bis zu einer Endkonzentration von 25 pM, um noch freie
Bindungsstellen zu blockieren (Chandran et al., 2016). Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten im Dunkeln und auf Eis erfolgte nach kurzem
Vortexen die Lagerung weiterhin im Dunkeln bei 4°C. Die Monomer
Stammlésung hatte eine Konzentration von 2000 pg/ml. Die verwendeten

Mengen der einzelnen Substanzen werden in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 2: Herstellung von pHLA-A*0201 Multimeren

Volumen
. Volumen | Volumen o Endkonzentration
Konjugate o Biotin Endvolumen ]
Monomer | Streptavidin des Multimers
1mM
Strep-PE 125 pl 400 pl 13,1 pl 538,1 ul 465 pl/ml
H H L H L H Hi/m
(CMV)
PerCP-Cy5.5
125l 385 pl 12,8 pl 522,9 ul 478 pliml
(Influenza)

Zum Einfrieren der pHLA-A*0201 Multimere wurde 1ml 3X-Glycerinldsung
vorbereitet, bestehend aus humanem Serumalbumin (HSA, Albiomin®, Biotest,
Dreieich, Deutschland), Natriumazid (NaNs), Glycerin (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) und Trishydroxymethylaminomethan-gepufferter Salzlésung (engl.
Tris-buffered saline, TBS) mit einem pH=8,0 und einer Temperatur von 4°C. Die

Herstellung erfolgte wie beschrieben in Hadrup et al. (2015). Fir die genaue
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Zusammensetzung siehe Tabelle 3. Die Verarbeitung wurde

Sicherheitswerkbank durchgefinhrt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der 3X-Glycerinlésung

auf Eis in einer

Konzentration ) Konzentration in )
Hinzugefligtes Endkonzentration
Substanzen der 3X- )
Volumen ] im Tetramer
Stammlésung Glycerinlésung
HSA 20% 75 pl 1,5% 0,5%
NaNs 10% 6 ul 0,06% 0,02%
Glycerin 100% 480 mg 48% 16%
TBS 20 mM 439 ul

Die vorbereitete Losung wurde in einem molaren Verhaltnis von 2 (Multimer): 1

(3X-Glycerinlosung), wie in Tabelle 4 dargestellt, aliquotiert und bei -80°C

gelagert.

Tabelle 4: Mischung von Multimer und 3X-Glycerinlésung

Tetramer-
Parameter Tetramer-PE
PerCP-Cy5.5

Volumen Multimer 538 ul 523 ul
Volumen

_ 269 pl 262 pl
3X-Glycerin
Endvolmen 807 ul 785 ul
Endkonzentration

310 pl/ml 319 pl/ml

Tetramer
Anzahl/Volumen
des Aliquots 67/12 pl 65/12 pl

Vor der Anwendung wurden die Proben mit jeweils 140 ul Losung bestehend

aus Phosphat-gepufferter Salzlésung (engl. Phosphate-buffered saline, PBS)
und 0,5% Albumin verdinnt und far 5 Minuten bei 4°C und 13.000 g

zentrifugiert, um Aggregate zu entfernen.
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2.4.3 Farbung mit fluoreszierenden Antikorpern

Von jeder Blutabnahme wurden 400 ul heparinisiertes Blut in ein 5 ml FACS-
Rohrchen pipettiert und mit jeweils 10 pl der vorbereiteten HLA-A*0201
Multimere CMV/PE und FLU(Influenza)/PerCP-Cy5.5 versetzt. Nach
vorsichtigem Schitteln erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 20
Minuten im Dunklen. Im Anschluss wurden 20 pl der vorbereiteten Mischung
aus folgenden fluoreszenzmarkierten Antikérpern CD3-BV510, CD8-BV605,
CD45RA-AF700, CCR7-Bv421, CD27-PECy7 wund CD28-FITC, (alle
BioLegend, San Diego, USA) und Brilliant Stain Buffer (BSB) (BD Horizon™,
BD Bioscience, San Jose, USA) hinzugefigt (fiir Mengenangaben siehe Tabelle
5). CD27-PECy7 und CD28-FITC wurden in der Datenauswertung nicht
bertucksichtigt. Es folgte eine weitere Inkubation unter gleichen Bedingungen fur
15 Minuten. Nach Lyse mit je 4 ml im Verhaltnis 1:10 verdinnter FACS Lysing
Solution (BD Bioscience, San Jose, USA) folgte eine weitere zehnminttige
Inkubation. Im Anschluss wurden die Proben fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
und 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch kurzes Umkippen der
Rohrchen verworfen. Im nachsten Schritt wurden die Proben zehn Sekunden
gevortext und mit jeweils 2 ml PBS/0,5% Albumin und 0,1% Natriumazid
gewaschen. Die Proben wurden nochmals unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert und der Uberstand wiederum verworfen. Im Anschluss wurde den
Proben 300 ul Fixierlosung zugegeben. Die vorlaufige Lagerung bis zur

Messung am Durchflusszytometer erfolgte bei 4°C.

Tabelle 5: Antikdrper und BSB zur Farbung der Oberflachenmolekiile

Antikorper Menge
CD3-BV510 8,75 pl
CD8-BV605 2,1875 pl
CD45RA-AF700 3,5 ul
CCR7-BV421 17,5 ul
CD27-PECy7 8,75 pl
CD28-FITC 8,75 pul
BSB 90,5625
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2.4.4 Bestimmung der absoluten Zellzahlen mittels Trucount Tubes

Die absolute Anzahl antigenspezifischer Zellen wurde durch sog. Trucount
Tubes bestimmt. Diese enthalten eine bekannte Anzahl fluoreszierender
Mikropartikel (Beads), die in der Durchflusszytometrie neben der Anzahl
markierter Zellen erfasst werden. Mittels dieser Methode wurde zunéachst die
Anzahl aller CD8* T-Zellen bestimmt, um dann die gemessenen prozentualen
Anteile der antigenspezifischen Subpopulationen in absolute Werte umrechnen

zu konnen.

Parallel zur Farbung mit fluoreszierenden Antikérpern im FACS-Rohrchen
(siehe 2.4.3) wurden je 100 pl heparinisiertes Blut in ein Trucount Tube (BD
Trucount™, BD Bioscience, San Jose, USA) pipettiert und mit je 20 pl der
Antikdrpermischung (siehe Tabelle 5) versetzt, vorsichtig geschittelt und
ebenfalls fir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Im
Anschluss wurden 900 pl der 1:10 verdinnten FACS Lysing Solution
hinzugegeben und nochmals vorsichtig geschuttelt. Bis zur Messung am
Durchflusszytometer wurden die Proben bei 4°C gelagert. Auf das Waschen
wurde verzichtet, um einen Verlust von Zellen zu vermeiden und eine mdglichst

exakte Messung der absoluten Zellzahl zu gewahrleisten.

2.4.5 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer ermdglicht die quantitative Messung von spezifischen
Zellmerkmalen, wie Grol3e, Struktur und mittels Fluoreszenzfarbstoffen
markierte Zellbestandteile. Jede Zelle wird einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigefuhrt. Das monochromatische Licht des Lasers wird gestreut und das
dabei entstehende Streulicht und die entstehenden Floreszenzen detektiert. Um
die Zellen einzeln messen zu koénnen, wird die Zellsuspension langsam in einen
schnelleren Hullstrom suspendiert. Die laminare Stromung sorgt fur eine
hydrodynamische Fokussierung der Zellen, die sich hintereinander aufreihen.
Die Zellen werden einzeln von einem Laserstrahl erfasst. Dabei entsteht

Streulicht in alle Richtungen. Das Ausmall des Vorwartsstreulichts (engl.
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Forwardscatter, FSC) ist annédhernd proportional zur Zellgréf3e. Ein einstellbarer
,verdunkelungsbalken“ sorgt daflr, dass nur das Streulicht vom Detektor
erfasst wird. Das Seitwartsstreulicht (engl. Sidescatter, SSC) strahlt im rechten
Winkel von der Zelle ab und wird beeinflusst von der Granularitat, der Anzahl
intrazellularer Vesikel und der Beschaffenheit des Zellkerns. Die
antikorpergekoppelten Fluoreszenzmolekile erméglichen die zellspezifische
Charakterisierung. Sie werden durch den monochromen Laserstrahl angeregt
und emittieren Licht einer hoheren Wellenlange. Die Verwendung von
Fluoreszenzmolekilen mit gleicher Anregungswellenléange, deren maximales
Emissionsspektrum bei unterschiedlichen Wellenlangen liegt, ermdglicht die

simultane Messung verschiedener Zellmolekule (Luttmann et al., 2014).

Zur Erfassung der Emissionswellen werden Photodetektoren verwendet, hierbei
handelt es sich um Photodioden und Photoelektronenvervielfacher (engl.
Photomultiplier Tubes, PMTs). Jedes optische Signal, das von den Detektoren
registriert wird, wird in einen Spannungsimpuls umgewandelt. Die analogen
Impulse werden digitalisiert und Uber eine Software registriert. Fur die
Messungen wurde das Gerat LSRFortessa (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) verwendet. Die erhobenen Daten wurden mit der Software BD
FACSDIVA Version 8.0 ausgewertet.

Zur graphischen Darstellung der Messergebnisse werden Diagramme
verwendet, in Form von Histogrammen oder zweidimensionalen Dot-Plots. Das
sog. ,Gating“ entspricht der Definition einer bestimmten Region im Diagramm
und ermdglicht den Ausschluss unerwinschter Ereignisse, sowie die isolierte
Betrachtung von Teilpopulationen (z.B. von Zellen, die CD8 exprimieren). Die
Zielpopulation kann anhand typischer Charakteristika, wie Grol3e oder
Fluoreszenz, ausgewahlt werden. Mehrere hintereinandergeschaltete Gates
ermdglichen die Darstellung einer Subpopulation. Die Gating-Strategie, mit der
die Populationen der CMV- und influenzaspezifischen CD8* T-Zellen identifiziert
wurden, ist in Abbildung 2 dargestellt. Die weitere Differenzierung der T-Zellen
in ihre Subpopulationen erfolgte mittels spezifischer immunologischer Marker

wie unter 1.2.1 beschrieben.
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Abbildung 2: Gating-Strategie zur Identifizierung antigenspezifischer cD8" T-Zellen
mittels Durchflusszytometrie

Mittels sog. Kontur-Diagrammen (engl. Contour plots) wird die dreidimensionale Verteilung der
Zellen angezeigt. Hier ist eine exemplarische Darstellung der Gating-Strategie anhand der
Daten einer Versuchsperson dargestellt.

A: Im ersten Schritt wurden die Lymphozyten anhand ihrer Streulichteigenschaften grob
selektiert.

B: Im n&chsten Schritt wurden Zelldubletten und Zelltrimmer anhand des Verhéltnisses von
Hohe (FSC-H) zu Flache (FSC-A) ausgeschlossen.

C: Im darauffolgenden Schritt wurden die Fluoreszenzintensitaten der mit CD3-BV510

markierten CD3" Zellen gegen die mit CD8-BV605 gefarbten CD8" Zellen dargestellt. Die cD3’
Zellen wurden selektiert.
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D: Anschliel3end erfolgte das Gating derjenigen Zellen, die Marker fur CD3 und CD8 auf der
Zelloberflache hatten.
E/F: Im letzten Schritt wurden die mit den HLA-A*0201 Multimeren CMV/PE und

FLU(Influenza)/Per-CPCy5.5 gefarbten cD3" und CD8"-Zellen differenziert.

2.4.6 Bestimmung von Cortisol

Cortisol wurde fur jeden der sechs Blutabnahmezeitpunkte wéahrend eines
Experiments im Plasma bestimmt. Die Messung erfolgte aus 2,7 ml Lithium-
Heparin Monovetten (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) im Zentrallabor der
Universitdt Tdbingen mittels eines Immunoassays (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Tarrytown, USA). Die Intra-Assay- und Inter-Assay-Variabilitat
betrugen 5,5 nmol/l bzw. < 5,5%.

2.5 Statistische Auswertung

Die absoluten Zahlen fir die Anzahl gemessener Zellen, die relativen Anteile an
der Gesamtzahl zirkulierender CD8* T-Zellen und die Cortisolkonzentration sind
fur jeden Messzeitpunkt als Mittelwert plus oder minus Standardfehler (engl.

Standard error of the mean, SEM) dargestellt.

Es wurden Varianzanalysen (engl. Analysis of variance, ANOVA) fur die
absolute Anzahl zirkulierender T-Zellen der einzelnen antigenspezifischen
Subpopulationen fur den Faktor ,Zeit* berechnet. Dieser Faktor bezog sich auf

die sechs Zeitpunkte der Messungen.

Zur ldentifikation von signifikanten circadianen Rhythmen wurden mit dem
Programm  Chronolab® Cosinor-Analysen  durchgefihrt.  Hierfir  wird
schrittweise mit der Methode der kleinsten Quadrate eine Cosinusfunktion mit
einer Periode von 24 Stunden an die gemessenen Daten der Zeitreihen

angepasst.

Mittels hierarchischer linearer Regressionsanalysen wurde die Korrelation
zwischen dem circadianen Rhythmus der T-Zellen und den zeitlichen

Veranderungen der Cortisolkonzentration berechnet. Die verschiedenen T-
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Zellpopulationen wurden jeweils als abhéngige Variable betrachtet, wahrend die
Cortisolkonzentration als Pradiktorvariable diente. Zudem wurde fur den Faktor
,versuchsperson® kontrolliert, um daftir zu korrigieren, dass mehrere Werte pro

Versuchsperson in die Analyse eingebracht wurden.

Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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3.1 Gesamtpopulation CD8" T-Zellen

Fur die Gesamtpopulation CD8* T-Zellen zeigte sich ein deutlich signifikanter
circadianer Rhythmus, sowohl in der ANOVA als auch in der Cosinor-Analyse
(jeweils p < 0,001, Tabelle 6). Die hochste Anzahl zirkulierender T-Zellen wurde
um 22:00 Uhr und 2:00 Uhr gemessen. Nach einem starken morgendlichen
Abfall um 28% wurden um 10:00 Uhr die niedrigsten Werte erreicht. Bei den
folgenden beiden Messungen stieg die Zellzahl wieder an (siehe Abbildung 3).

Tabelle 6: Ergebnisse der ANOVA und der Cosinor-Analysen fir die absolute Anzahl
zirkulierender antigenspezifischer CD8* T-Zellen und ihre Subpopulationen

ANOVA: Analysis of Variance (Varianzanalyse)

Mesor: Durchschnittswert Gber 24 Stunden (Zellen/pul)

Amplitude: Abweichung der minimalen und maximalen Werte vom Mesor

Acrophase: Uhrzeit des Uber die Cosinor-Analyse berechneten circadianen Maximums
n.s. steht fur nicht signifikant

ANOVA Cosinor-Analyse
p-Wert Mesor Amplitude  Acrophase p-Wert
CD8* T-Zellen/ul < 0,001 | 560,16 + 64,18 98,18 00:35 Uhr < 0,001
influenzaspezifische
. < 0,001 1,10 £ 0,32 0,27 00:58 Uhr 0,042
naive Zellen 0,020 0,08 £ 0,02 0,02 22:56 Uhr 0,005
zentrale Gedachtniszellen 0,028 0,08 + 0,02 0,03 00:13 Uhr 0,053
Effektor-Gedachtniszellen < 0,001 0,64 + 0,24 0,15 01:05 Uhr 0,086
Effektorzellen 0,001 0,29 + 0,08 0,08 01:31 Uhr 0,098
CMV-spezifische
CD8* T-Zellen 0183 ) ) ) 0282
naive Zellen 0,569 - - = 0,550
zentrale Gedachtniszellen 0,234 - - - 0,116
Effektor-Gedachtniszellen 0,227 - - - 0,054
Effektorzellen 0,263 - - - 0,569
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Abbildung 3: Circadianer Verlauf der Gesamtpopulation zirkulierender CD8* T-Zellen

Die Abbildung zeigt die absolute Anzahl zirkulierender CD8* T-Zellen, dargestellt als Mittelwert
+ Standardfehler. Unter Schlaflaborbedingungen wurde 11 Versuchspersonen alle vier Stunden
periphervendses Blut entnommen. Die Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgte nach
Farbung mit fluoreszierenden Antikorpern. Die graue Linie zeigt die angepasste Cosinorkurve.
Der grau hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem die Versuchspersonen im Bett
lagen und schlafen durften. *** p < 0,001 fir ANOVA; ## p < 0,001 fiir Cosinor-Analyse.

3.2 Antigenspezifische CD8" T-Zellen

Die beiden untersuchten Gruppen antigenspezifischer CD8* T-Zellen
unterschieden sich stark in der absoluten Anzahl zirkulierender Zellen. Diese
war fur influenzaspezifische CD8" T-Zellen wesentlich geringer als fur CMV-
spezifische T-Zellen. GleichermalRen war der prozentuale Anteil an der
Gesamtpopulation geringer. Abbildung 4 zeigt reprasentativ das Ergebnis der

Durchflusszytometrie einer Versuchsperson.
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Abbildung 4: Représentatives Beispiel fur den circadianen Rhythmus der
virusspezifischen CD3' CD8' T-Zellen

Die Abbildung zeigt exemplarisch die in der Durchflusszytometrie gemessenen Werte einer
Versuchsperson fur CMV- und influenzaspezifische CD3* CD8* T-Zellen um 2:00 Uhr und 10:00
Uhr. Gegeneinander aufgetragen sind die Fluoreszenzparameter aller Zellen, die mit CD8-
BV605 und mit HLA-A*0201 Multimeren CMV/PE oder FLU(Influenza)/Per-CPCy5.5 markiert
wurden. Des Weiteren sind die gemessenen Zellzahlen (events) und der prozentuale Anteil an
der Gesamtpopulation CD3* CD8* T-Zellen angegeben. Influenzaspezifische T-Zellen fielen
zwischen 2:00 Uhr und 10:00 Uhr sowohl in ihrer absoluten Zellzahl als auch als Anteil an der
Gesamtpopulation ab. Die absolute Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen zeigte zwischen 2:00 Uhr
und 10:00 Uhr deskriptiv einen leichten Rlckgang. Im prozentualen Anteil an der
Gesamtpopulation CD3* CD8* T-Zellen stiegen CMV-spezifische Zellen deutlich an.
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Influenzaspezifische CD8* T-Zellen prasentierten einen signifikanten
circadianen Rhythmus (ANOVA: p < 0,001, Cosinor-Analyse: p = 0,042, siehe
Tabelle 6 und Abbildung 5). Dieser folgte dem Rhythmus der Gesamtpopulation
CD8* T-Zellen mit hohen néachtlichen Werten und einem Maximum um 2:00 Uhr.
Zum Morgen hin fiel die Anzahl deutlich um 38% ab und erreichte um 10:00 Uhr
ihr Minimum, bevor sie im weiteren Verlauf wieder anstieg. Bei Betrachtung des
relativen Anteils influenzaspezifischer CD8* T-Zellen an der Gesamtpopulation
CD8* T-Zellen zeigte sich gleichfalls ein signifikanter circadianer Rhythmus
(ANOVA: p < 0,001, Cosinor-Analyse: p = 0,010). Um 2:00 Uhr wurde mit einem
Mittelwert von 0,23% + 0,05% der hochste Anteil gemessen. Dieser fiel zum
nachsten Messzeitpunkt ab und erreichte in den beiden folgenden Messungen
um 10:00 Uhr (0,17% % 0,04%) und 14:00 Uhr (0,17% + 0,05%) minimale
Werte.

Im Gegensatz dazu folgte die absolute Anzahl zirkulierender CMV-spezifischer
CD8* T-Zellen keinem signifikanten Rhythmus im Tagesverlauf (ANOVA: p =
0,183, Cosinor-Analyse: p = 0,282, siehe Tabelle 6 und Abbildung 6). Fir den
prozentualen Anteil der CMV-spezifischen CD8* T-Zellen liel3 sich Utber die
ANOVA kein signifikanter Zeiteffekt nachweisen (p = 0,137), allerdings zeigte
die Cosinor-Analyse einen signifikanten circadianen Rhythmus an (p = 0,017).
Dieser wies im Vergleich zur Gesamtpopulation einen umgekehrten Verlauf auf
mit dem niedrigsten Anteil von 1,07% + 0,35% um 2:00 Uhr. Im Verlauf stieg der
Anteil an und erreichte um 10:00 Uhr und 14:00 Uhr ein Maximum von jeweils
1,41% + 0,40%.
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Abbildung 5: Circadianer Verlauf der absoluten Zellzahlen und prozentuale Anteile an der
Gesamtpopulation zirkulierender influenzaspezifischer CD8* T-Zellen

Mittelwert £ SEM fur Gesamtzahl (oben) und prozentualen Anteil (unten) influenzaspezifischer
CD8* T-Zellen (n = 8). Die grauen Linien zeigen die angepassten Cosinorkurven. Der grau
hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem die Versuchspersonen im Bett lagen und
schlafen durften. *** p < 0,001 fiir ANOVA; # p < 0,05 fiir Cosinor-Analysen.
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Abbildung 6: Circadianer Verlauf der absoluten Zellzahlen und prozentuale Anteile an der
Gesamtpopulation zirkulierender CMV-spezifischer CD8" T-Zellen

Mittelwert + SEM fir Gesamtzahl (oben) und prozentualen Anteil (unten) CMV-spezifischer
CD8* T-Zellen (n = 11). Die grauen Linien zeigen die angepassten Cosinorkurven. Der grau
hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem die Versuchspersonen im Bett lagen und
schlafen durften. # p < 0,05 fir Cosinor-Analysen; n.s.: nicht signifikant.
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3.3 Subpopulationen antigenspezifischer CD8" T-Zellen

3.3.1 Prozentuale Verteilung

CD8* T-Zellen wurden anhand von Oberflachenmarkern (siehe Tabelle 1)
weiter unterteilt in naive Zellen (CD45RA*, CCR7"), zentrale Gedachtniszellen
(CD45RA°, CCRT7"), Effektor-Gedachtniszellen (CD45RA, CCR7) und
Effektorzellen (CD45RA*, CCR7). Fur die beiden untersuchten Gruppen
virusspezifischer CD8* T-Zellen fanden sich Unterschiede im Anteil der
einzelnen Subpopulationen. Die anteilsmaRige Verteilung blieb in beiden
virusspezifischen Zellgruppen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
nahezu konstant, weshalb hier exemplarisch die Werte fiir 14:00 Uhr présentiert
werden (siehe Abbildung 7).

antigenspezifische CD8* T-Zellen

A Influenza B CMV
e N
y 4 \
m naive Zellen

/ \ / A\

} \
/ \ B zentrale Gedachtniszellen

| | |
= T ; ‘ | | 1 Effektor-Gedachtniszellen
"-\.\ /f' |‘ / M Effektorzellen
S /
o _d = \
= . e - o 4L_-4' >

Abbildung 7: Anteilsmalfige Verteilung der Subpopulationen antigenspezifischer CD8* T-
Zellen

Die Kreisdiagramme zeigen den durchschnittichen Anteil von naiven Zellen (CD45RA*,
CCR7%), zentralen Gedachtniszellen (CD45RA-, CCR7*), Effektor-Gedachtniszellen (CD45RA",
CCR7-) und Effektorzellen (CD45RA*, CCRY") fur influenzaspezifische (A, n = 8) und CMV-
spezifische (B, n = 11) CD8* T-Zellen. Die Messung der Anzahl virusspezifischer CD8* T-Zellen
erfolgte mittels Tetramer-Farbung. Prasentiert werden hier exemplarisch die Werte fur 14:00
Uhr (im Tagesverlauf traten keine starken Variationen in der anteilsmafigen Verteilung auf).

Unter den influenzaspezifischen CD8* T-Zellen bildeten Effektor-

Gedachtniszellen mit 59% den grofdten Anteil. Mit 25% waren ein Viertel der
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Zellen Effektorzellen. Jeweils 8% entfielen auf zentrale Gedachtniszellen und

naive Zellen.

Eine andere Verteilung ergab sich fur die CMV-spezifischen CD8* T-Zellen.
Hier hatten Effektorzellen mit 50% und Effektor-Gedachtniszellen mit 47% die
grofdten Anteile. Zentrale Gedéachtniszellen waren mit 2%, genauso wie naive

Zellen mit 1%, nur in geringem Mal3e vorhanden.

3.3.2 Circadianer Verlauf

Naive influenzaspezifische CD8" T-Zellen zeigten einen deutlich signifikanten
Rhythmus, sowohl in der ANOVA als auch mittels Cosinor-Analyse (siehe
Tabelle 6 und Abbildung 8). Fur die drei weiteren Subpopulationen konnten
mittels ANOVA ebenfalls signifikante Rhythmen Uber die Zeit nachgewiesen
werden, wahrend in den Cosinor-Analysen ein statistischer Trend erkennbar
war (Tabelle 6, Abbildung, 8).

Alle influenzaspezifischen Subpopulationen wiesen dabei einen &hnlichen
Verlauf auf, mit den héchsten gemessenen Werten abends beziehungsweise
nachts. Maximale Werte wurden fir naive Zellen und zentrale Gedéachtniszellen
um 22:00 Uhr gemessen, fur Effektor-Gedéachtniszellen und Effektorzellen um
2:00 Uhr. Im weiteren Verlauf fielen die Zellzahlen ab und erreichten bei allen
vier Subpopulationen um 10:00 Uhr und 14:00 Uhr die niedrigsten Werte.
Tabelle 7 zeigt den prozentualen Abfall der Anzahl zirkulierender Zellen. Den
starksten Abfall zeigten zentrale Gedachtniszellen mit 55%, etwas geringer fur
Effektorzellen mit 44% und naiven Zellen mit 40%. Die geringste Abnahme in
der Anzahl zirkulierender CD8* T-Zellen demonstrierten Effektor-
Gedachtniszellen mit 34%. Flr naive Zellen und zentrale Gedéachtniszellen stieg
die Anzahl bereits bei der darauffolgenden Messung wieder an, wahrend sie fir
Effektor-Gedéachtniszellen und Effektorzellen noch konstant auf dem niedrigsten
Wert blieb und erst ab 18:00 Uhr wieder anstieg (Abbildung 8).

Fur alle vier Subpopulationen CMV-spezifischer CD8* T-Zellen lief3en sich

mittels ANOVA keine signifikanten Veranderungen Uber die Zeit nachweisen.
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Damit folgen sie dem bereits berichteten Ergebnis aller CMV-spezifischer CD8*
T-Zellen. Die Ergebnisse der Cosinor-Analysen zeigten fur die einzelnen
Subpopulationen ebenfalls keine signifikanten circadianen Veranderungen. Fur
Effektor-Gedéachtniszellen wurde allerdings ein statistischer Trend (p = 0,054,

siehe Tabelle 6) gefunden.

Bezogen auf die relativen Anteile konnte mittels Cosinor-Analysen fir keine
Subpopulation der CMV- und influenzaspezifischen CD8* T-Zellen ein

signifikanter circadianer Rhythmus nachgewiesen werden.

Tabelle 7: Charakteristika der Subpopulationen

n.s. steht fur nicht signifikant; fir die Regressionen (Korrelation mit Cortisol) ist der
standardisierte Betakoeffizient angegeben; *** p < 0,001, ** p < 0,01.

antigenspezifische CD8* T-Zellen

naive zentrale Effektor- Effektor-
Zellen Gedachtniszellen Gedachtniszellen zellen
Abfall von
maximaler zu Influenza 40% 55% 35% 44%
minimaler
Zellzahl CMV n.s. n.s. n.s. n.s.
Korrelation Influenza -0,249** -0,334** -0,174%** -0,248***
mit Cortisol CMV n.s n.s. n.s. n.s.
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Abbildung 8: Circadianer Verlauf der absoluten Zellzahlen fur die Subpopulationen
zirkulierender virusspezifischer CD8* T-Zellen

Mittelwert + SEM von naiven Zellen (CD45RA*, CCR7%), zentralen Gedachtniszellen (CD45RA",
CCRT7"), Effektor-Gedéachtniszellen (CD45RA-, CCR7") und Effektorzellen (CD45RA*, CCR7")
fur influenzaspezifische (A, n = 8) und CMV-spezifische (B, h = 11) CD8* T-Zellen. Der grau
hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem die Versuchspersonen im Bett lagen und
schlafen durften. *** p < 0,001, * p < 0,05 fur ANOVA; ## p < 0,001, ¥ p < 0,1 fur Cosinor-
Analysen; n.s.: nicht signifikant.
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3.4 Korrelation mit Cortisol

Die im Plasma gemessenen Cortisolwerte zeigten den typischen circadianen
Verlauf. Der niedrigste Wert von durchschnittlich 71,0 nmol/l £ 14,28 nmol/l
wurde um 2:00 Uhr gemessen. Nach einem morgendlichen Anstieg, mit
maximalem Wert von 417,45 nmol/l £ 40,88 nmol/l gemessen um 10:00 Uhr,

fielen die Werte im weiteren Tagesverlauf kontinuierlich ab (siehe Abbildung 9).
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350 -
300 -
250 -
200 -
150 +
100 -
50 -

0

Cortisol [nmol/l]

Abbildung 9: Circadiane Veranderung der Cortisolkonzentration

Mittelwert £ SEM der Cortisolkonzentration im Plasma. Diese wurde alle vier Stunden im
periphervendsen Blut gemessen. Der grau hinterlegte Bereich entspricht dem Zeitraum, in dem
die Versuchspersonen im Bett lagen und schlafen durften.

Zwischen Cortisol und der Gesamtpopulation an CD8* T-Zellen zeigte sich eine
ausgepragte negative Korrelation (3 = -0,314, p < 0,001). Je hoher die
Hormonkonzentration, desto niedriger war die Zahl im Blut zirkulierender CD8*
T-Zellen. Ein signifikanter, wenngleich geringer ausfallender Zusammenhang
zeigte sich zwischen Cortisol und der Gesamtpopulation influenzaspezifischer
CD8* T-Zellen (B = -0,227, p < 0,001). Diese negative Korrelation konnte fur alle
influenzaspezifischen Subpopulationen bestétigt werden (siehe Tabelle 7). Am
starksten war diese bei zentralen Gedachtniszellen (B = -0,334, p = 0,002)
ausgepréagt, etwas geringer bei naiven Zellen (B = -0,249, p = 0,001) und
Effektorzellen (B = -0,248, p < 0,001). Den geringsten Einfluss hatte Cortisol auf
die Anzahl der Effektor-Gedachtniszellen (B = -0,174, p < 0,001). Zwischen der

Hormonkonzentration und CMV-spezifischen CD8* T-Zellen konnte keine
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signifikante Korrelation nachgewiesen werden, weder fir die Gesamtpopulation,

noch fur die Subpopulationen.
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Die von uns erhobenen Daten bestatigen circadiane Veranderungen in der
Anzahl zirkulierender CD8* T-Zellen, die fur Zellgruppen, welche
unterschiedliche Viren erkennen, unterschiedlich ausfallen. W&ahrend
influenzaspezifische  T-Zellen  weitestgehend dem  Rhythmus  der
Gesamtpopulation an CD8* T-Zellen folgten, prasentierte die absolute Anzahl
CMV-spezifischer T-Zellen keine klare Rhythmik. Deren relativer Anteil
beschrieb sogar einen entgegengesetzten Verlauf mit maximalen Werten am
Tag. Je nach Antigenspezifitat unterschieden sich zudem die Aufteilungen der
CD8* T-Zellen auf die einzelnen Subpopulationen. Alle influenzaspezifischen
Subpopulationen zeigten signifikante Anderungen uber die Zeit. Unter den
Subpopulationen CMV-spezifischer T-Zellen wiesen hingegen nur Effektor-
Gedéachtniszellen einen Trend zu einem circadianen Rhythmus auf. Die Daten
belegen zwischen Cortisol und der Gesamtpopulation CD8* T-Zellen eine
negative Korrelation. Gleiches gilt fur influenzaspezifische T-Zellen. Kein
Zusammenhang bestand hingegen zwischen der Hormonkonzentration und

CMV-spezifischen T-Zellen.

4.1 Unterschiede der antigenspezifischen Gesamtpopulationen
4.1.1 Absolute Anzahl

Die beiden Gesamtpopulationen antigenspezifischer CD8" T-Zellen wiesen den
erwarteten Unterschied in der absoluten Anzahl an Zellen auf. Die Anzahl
influenzaspezifischer T-Zellen war geringer als die der CMV-spezifischen T-
Zellen und ihr Anteil an allen CD8* T-Zellen betrug im Mittel 0,23% (maximaler
Wert Uber den Tagesverlauf). Dies stimmt in der Grol3enordnung mit He et al.
(2003) Uberein. Die Menge CMV-spezifischer T-Zellen war um ein Vielfaches
groRer. Deren Anteil an der Gesamtpopulation betrug im Mittel bis zu 1,41%.
Gamadia et al. (2001) und Tussey et al. (2003) beschreiben vergleichbare
Werte. Andere Studien hingegen fanden bis zu 10% CMV-spezifische T-Zellen
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ohne Hinweise auf eine klinische Erkrankung (Lachmann et al., 2012; Sylwester
et al.,, 2005). Die Unterschiede beruhen wahrscheinlich auf dem hdheren
Altersspektrum der Versuchspersonen. In Einzelfallen wurden bei Alteren sogar
bis zu 23%, meist oligoklonale CMV-spezifische T-Zellen gemessen (Khan et
al.,, 2002). Es liegt nahe, dass sich diese groRe antigenspezifische
Zellpopulation Gber die Jahre durch die periodisch auftretenden
Reaktivierungen der latenten Infektion und die damit einhergehenden
wiederholten Antigenexpositionen entwickelt (Gillespie et al., 2000; Khan et al.,
2002). Des Weiteren wurde bei CMV-Tragern eine insgesamt erhdhte Anzahl
an CD8* T-Zellen festgestellt (Gratama et al., 1987; van Leeuwen et al., 2006;
Waller et al., 2008).

Im Latenzstadium besteht eine Balance zwischen Virus und Immunantwort.
Durch Immunsuppression, Entzindung, Infektion oder wahrend der
Reaktivierung anderer Herpesviren kénnte diese gestort werden (Gillespie et
al., 2000). Kommt es zum Verlust der Immunkontrolle durch T-Zellen, besteht
das erhohte Risiko einer Reaktivierung, weil die virale Replikation nicht mehr
ausreichend limitiert werden kann (Goodrum et al., 2012; Griffiths et al., 2015).
Eine isolierte Reaktivierung tritt intermittierend auch bei Gesunden auf, wird
allerdings durch die T-Zellantwort eingeschrankt und verursacht keine
klinischen Symptome (Goodrum et al., 2012). Stress gilt als ein mdglicher
Ausloser (Toro and Ossa, 1996). Um der vollstéandigen Eliminierung durch das
Immunsystem zu entgehen, hat CMV zahlreiche Strategien entwickelt. Unter
anderem schmalert das Virus die Fahigkeit dendritischer Zellen stimulierend auf
andere Zellen des Immunsystems einzuwirken und verringert Uber eine
reduzierte Expression von MHC-I die Prasentation viraler Peptide gegeniber T-
Zellen (Barnes and Grundy, 1992; Benz et al., 2001; Griffiths et al., 2015;
Grigoleit et al., 2002).

4.1.2 Circadianer Verlauf

Die Rezirkulation ist ein komplexer Prozess. Er erméglicht Lymphozyten auf der
Suche nach ihrem spezifischen Antigen Uber den Blutkreislauf in lymphatische
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Organe oder peripheres Gewebe zu wandern und dort mit anderen Zellen in
Kontakt zu treten (Mazzoccoli et al., 2011b). T-Zellen benétigen diese Fahigkeit
unter anderem, um ihre Effektorfunktion ausiben zu kénnen und damit einen
zentralen Beitrag in der Erregerabwehr zu leisten (Baaten et al., 2013). Das
Wanderungsverhalten steht unter dem Einfluss des circadianen Systems
(Scheiermann et al.,, 2013). Dies manifestiert sich in einer signifikanten
Veranderung der Gesamtpopulation zirkulierender CD8" T-Zellen Gber den Tag,
die bereits in mehreren Studien nachgewiesen wurde (Ackermann et al., 2012;
Besedovsky et al., 2016; Born et al., 1997; Dimitrov et al., 2009; Kirsch et al.,
2012). Unsere Daten belegen den erwarteten circadianen Rhythmus mit einem
nachtlichen Maximum und bis zu einem Viertel niedrigeren Werten tagsuber.
Welchem Zweck diese circadiane Dynamik dient, ist bisher weitestgehend
unbekannt. Es bestehen Anhaltspunkte dafir, dass sich die adaptive
Immunantwort mit Ausbildung des immunologischen Gedachtnisses
vorzugsweise nachts entwickelt. Dies wird vermutlich durch die spezielle
Hormonkonstellation zu dieser Tageszeit, die notwendige proinflammatorische
Prozesse ermdglicht, begunstigt (Dimitrov et al., 2007, 2009; Geiger et al.,
2015; Lange et al., 2010).

Die Ergebnisse der Cosinor-Analyse belegen erstmals ein unterschiedliches
Verhalten antigenspezifischer Zellpopulationen. Wahrend influenzaspezifische
T-Zellen sowohl in der absoluten Anzahl als auch gemessen als Anteil an der
Gesamtpopulation CD8* T-Zellen einen signifikanten circadianen Rhythmus
aufwiesen, zeigte nur der relative Anteill CMV-spezifischer T-Zellen eine
signifikante Periodik. Dessen Verlauf war jedoch entgegengesetzt mit den
hdchsten Werten tagstber und den niedrigsten Werten nachts. Vergleicht man
die einzelnen Rhythmen, folgten die influenzaspezifischen T-Zellen dem
Verhalten aller CD8* T-Zellen. Die T-Zellen, die sich auf CMV spezialisiert
haben, wichen deutlich davon ab. Uber die Mechanismen, die zur Entstehung
dieses abweichenden Verhaltens fuhren, kann bislang nur spekuliert werden.
Einen Erklarungsansatz bietet der unterschiedliche Infektionsverlauf der beiden

untersuchten viralen Erreger.
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Moglicherweise sind gewebsstéandige T-Zellen bei der akuten Abwehr des
Influenzavirus von groRerer Bedeutung als zirkulierende T-Zellen. Der
Organismus kommt vermutlich in der aktiven Tagesphase vermehrt in Kontakt
mit dem Erreger. Gleichzeitig ist tagsuber die Anzahl influenzaspezifischer T-
Zellen im Blut am niedrigsten. Ursachlich hierfir kénnte die Einwanderung der
Zellen in die Lunge sein. In diesem Organ konnten residierende
influenzaspezifische T-Zellen bisher vorwiegend nachgewiesen werden (Bree et
al., 2005; Hogan et al., 2001). Damit befinden sich die virusspezifischen T-
Zellen direkt am Infektionsort, an dem die unmittelbare Immunabwehr der
Influenzaviren stattfindet. Inwiefern die Anzahl der in dieser Studie gemessenen
zirkulierenden T-Zellen das lokale Geschehen am Infektionsort wiederspiegeln,
ist nicht bekannt. Die Abwanderung aus dem Blut ins Gewebe kdnnte eine
Erklarung fur den circadianen Rhythmus der Gesamtpopulation zirkulierender

influenzaspezifischer T-Zellen sein.

CMV verursacht nach der Primarinfektion eine latent persistierende Infektion,
mit der sich der Organismus ein Leben lang auseinandersetzen muss. Man
konnte demzufolge annehmen, dass CMV-spezifische T-Zellen, die eine
zentrale Rolle in der Immunabwehr gegen das Virus spielen (Gillespie et al.,
2000), bei einer permanent moglichen Konfrontation keinen circadianen
Rhythmus entwickeln. In Messungen, die Uber ein halbes Jahr alle zwei
Wochen in Urin, Speichel und Blut gesunder CMV Trager durchgefiuhrt wurden,
konnte das Virus in einer Mehrheit der Proben festgestellt werden. Die
Ergebnisse der Studie belegen eine intermittierende Reaktivierung von CMV,
da sich das Virus bei allen Versuchspersonen nachweisen liel3, aber keine
Versuchsperson Uber den gesamten Zeitraum ausschlie3lich positive
Virusnachweise hatte (Toro and Ossa, 1996). Allerdings wurden hier nicht
mehrere Proben innerhalb eines Tages gewonnen, weshalb diese Studie keine
Antwort darauf liefert, ob den Reaktivierungen des Virus ein tageszeitlicher
Rhythmus zugrunde liegt. Shadan (2007) vermutet einen circadianen Rhythmus
in der Replikation persistierender DNA-Viren. Er begriindet dies mit der starken
Abh&ngigkeit von der Wirtszelle, deren Zellzyklus vom circadianen System

reguliert wird. Im Mausexperiment konnte nachgewiesen werden, dass die
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Expression von CMV-Genen nachts, also wéhrend der aktiven Tageszeit der
Mause, am hochsten war (Collaco et al.,, 2005; Sigworth et al., 2003).
Demzufolge konnte man spekulieren, dass diese Genexpression beim
Menschen vor allem tagsuber stattfindet. Unsere Daten belegen, dass in der
Altersgruppe unserer Versuchspersonen (Durchschnittsalter 25,09 Jahre) kein
ausgepragter Rhythmus der absoluten Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen
vorhanden ist. Allerdings zeigte die relative Zellzahl (gemessen an der
Gesamtpopulation CD8* T-Zellen) htchste Werte am Tag. Ob dieser relative
Anstieg tagsiber mit der bislang nur im Tierexperiment gefundenen
tageszeitlichen Rhythmik der CMV-Genexpression zusammenhangt, bleibt zu

untersuchen.

4.2 Unterschiede der antigenspezifischen Subpopulationen

4.2.1 Prozentuale Verteilung

T-Zellen, die auf verschiedene Viren spezialisiert sind, weisen eine
unterschiedliche Dominanz der Phanotypen auf (Appay et al., 2002; Tussey et
al.,, 2003). Die Ursachen, die zur Auspragung eines bestimmten
Erscheinungsbildes fuhren, sind noch nicht bekannt. Es ist davon auszugehen,
dass die ungleichen biologischen Eigenschaften der viralen Erreger
ausschlaggebend sind, weil sie eine spezifische Anpassung der Immunantwort
notwendig machen, um eine ausreichende Pathogenkontrolle gewahrleisten zu
kénnen (Gratama et al., 2008; van Lier et al., 2003). Vermutet wird ein Einfluss
der Antigenlast, des Infektionsverlaufs und wiederkehrende Infektionen mit dem
gleichen Virus (Gamadia et al., 2004). Konsequenzen konnten auch das
Ausmal3 der Kostimulation und beteiligte Zytokine haben (Gamadia et al.,
2004). Des Weiteren wird eine Bedeutung des Zelltyps, den ein Virus infiziert,

angenommen (van Lier et al., 2003).

Die uneinheitiche Nomenklatur und die Verwendung verschiedener
charakteristischer Oberflachenmarker zur Einteilung der Subpopulationen
erschweren den Vergleich der Studienergebnisse. Neben den in dieser Arbeit
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verwendeten Oberflachenmolekilen CD45RA und CCR7 werden in zahlreichen
Studien CD27 und CD28 zur Klassifikation der Subpopulationen verwendet.
Diese beiden Proteine auf der Zelloberfliche von Lymphozyten dienen der
Kostimulation und ermoglichen Aussagen Uber das Differenzierungsstadium,
weil sie auf spatdifferenzierten Zellen nicht vorkommen (Appay et al., 2002;
Hamann et al., 1997; van Leeuwen et al., 2006). CD62L ermdglicht die
Migration in sekundarlymphatisches Gewebe und wird gemeinsam mit CCR7
auf der Zelloberflache exprimiert (Mahnke et al., 2013), weshalb Resultate aus
Arbeiten, in denen nur einer der beiden Marker verwendet wurde, im Grof3en

und Ganzen vergleichbar sind.

Betrachtet man die Gesamtpopulation CD8* T-Zellen ist die Anzahl der
gemessenen Zellen fur die vier Subpopulationen unterschiedlich grof3. Die
Mehrheit der CD8* T-Zellen sind naive Zellen. Die Zellzahlen fir Effektor-
Gedéachtniszellen, zentrale Gedéachtniszellen und Effektorzellen nehmen in der
genannten Reihenfolge ab (Besedovsky et al., 2012, 2014a, 2016; Dimitrov et
al., 2009).

Die gewonnenen Daten zeigen fur influenzaspezifische T-Zellen eine andere
prozentuale Verteilung. Effektor-Gedachtniszellen (59%) stellten den grof3ten
Anteil. Effektorzellen (25%) kamen h&ufiger vor als bei der Gesamtheit CD8* T-
Zellen. Naive Zellen (8%) und zentrale Gedachtniszellen (8%) bildeten die
kleinsten  Anteile. Einhergehend mit der Annahme, die meisten
virusspezifischen T-Zellen persistieren als CD45RO* (van Lier et al., 2003),
reprasentierten beide Formen der Gedachtniszellen gemeinsam 67% der
influenzaspezifischen T-Zellen. Deren Anteil wurde mit 79% bereits hoher
berichtet, was in der anderen Gating-Strategie begriindet sein kénnte (Tussey
et al., 2003). Da Influenza eine weit verbreitete Infektion ist, kommen viele
Menschen damit mehrfach in Kontakt. Dies kénnte die ausgepragte Population
an Effektor-Gedéachtniszellen erklaren. Im Vergleich zu CMV tritt eine
Antigenexposition jedoch seltener auf, die Antigenlast ist niedriger, womit die
geringere Anzahl von Effektorzellen vereinbar ware (Tussey et al., 2003). Der

ahnlich groR3e Anteil zentraler Gedachtniszellen wie in der Gesamtpopulation
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entspricht der Erwartung, dass influenzaspezifische T-Zellen einen eher
frhdifferenzierten Phanotyp aufweisen (Appay et al., 2008; Romero et al.,
2007). Der deutlich geringere Anteil naiver Zellen und die grol3e Gruppe der
Effektor-Gedachtniszellen widerspricht dieser Annahme hingegen. Daraus lasst
sich schlieBen, dass Zellen, die das Influenzavirus als ihr spezifisches
Pathogen erkennen, vermutlich weiter differenziert sind als bisher
angenommen. Ein groRer Anteil influenzaspezifischer T-Zellen exprimiert CD27
(Gillespie et al., 2000; He et al., 2003). Der Oberflachenmarker lasst sich auf
allen Subpopulationen nachweisen, auf3er auf terminal differenzierten Zellen
(Appay et al., 2008). Dieser Aspekt bekraftigt die Annahme,
influenzaspezifische T-Zellen seien weniger differenziert als CMV-spezifische T-
Zellen. Die vergleichsweise geringe Differenzierung konnte wiederum
begriinden, dass die Gesamtheit aller influenzaspezifischen T-Zellen einem
circadianen Rhythmus folgt, der sich ahnlich verhalt, wie der Rhythmus der

Gesamtpopulation CD8* T-Zellen.

Die prozentualen Anteile der Subpopulationen CMV-spezifischer T-Zellen
wichen sowohl von denen der Gesamtpopulation CD8* T-Zellen als auch von
denen der influenzaspezifischen T-Zellen ab. Im Gegensatz zu den beiden
anderen untersuchten Zellgruppen bildeten Effektorzellen (50%) den grof3ten
Anteil. Den zweitgro3ten Anteil stellten Effektor-Gedachtniszellen (47%). Die
beiden Subpopulationen der zentralen Gedachtniszellen (2%) und naiven Zellen
(1%) waren in noch geringerem Anteil vorhanden, als in der Gruppe
influenzaspezifischer T-Zellen. Die Aufteilung stimmt weitestgehend tberein mit
Champagne et al. (2001), wenngleich die Anteile der zentralen
Gedéachtniszellen (5%) und der naiven Zellen (5%) in deren Arbeit hoher
ausfielen, der Anteil der Effektor-Gedéachtniszellen (40%) hingegen etwas
geringer. Obwohl die verschiedenen Gating-Strategien bertcksichtigt werden
mussen, zeigen bisherige Arbeiten mehrheitlich einen spatdifferenzierten
Phanotyp der CMV-spezifischen T-Zellen (Appay et al., 2002; Khan et al., 2002;
van Lier et al., 2003; Waller et al., 2008). Gamadia et al. (2001) beschreibt das
hauptsachliche Auftreten von Effektorzellen und Gedachtniszellen. In weiteren

Studien dominieren unter den Subpopulationen entweder Effektorzellen
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(Gillespie et al., 2000; Tussey et al., 2003; van Lier et al., 2003) oder Effektor-
Gedachtniszellen (Khan et al., 2002; Waller et al., 2008). Bedenkt man die
geringe Differenz im prozentualen Anteil beider Subpopulationen in der
vorliegenden Arbeit, scheint dies erklarbar. Deren héaufiges Vorkommen legt
nahe, dass die adaptive Immunantwort eine rasche Effektorfunktion zur
Kontrolle des Virus benétigt. Jede Reaktivierung verursacht eine weitere
Antigenstimulation und eine sekundare Immunantwort mit der Freisetzung
entzindlicher Mediatoren (Tussey et al., 2003). Die wiederkehrende
Antigenexposition wéahrend der Latenz konnte antigenspezifische T-Zellen
beeinflussen (van Lier et al., 2003). Es wird angenommen, dass dies bei CMV
haufiger geschieht als bei anderen latent persistierenden Viren und neben der
groBen Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen auch eine Erklarung fir deren
ausgepragte Differenzierung ist (Khan et al., 2004; Tussey et al., 2003; O'Hara
et al.,, 2012). Effektorzellen sterben nach einer akuten Infektion meistens ab
(Romero et al., 2007). Die Groél3e dieser Subpopulation ist ein weiterer Aspekt,
der eine haufige Konfrontation des Immunsystems mit dem Virus vermuten
lasst. Erganzend sei erwahnt, dass sich die Verteilung der Subpopulationen bei
der Gesamtpopulation CD8* T-Zellen im Laufe des Lebens verandert.
Beispielsweise nimmt die Anzahl naiver Zellen ab (Li et al., 2019). Eine latente
CMV-Infektion scheint diese Veranderungen zu beeinflussen und einen Anstieg
der Effektorzellen und Effektor-Gedachtniszellen im hoheren Alter zu bewirken
(Wertheimer et al., 2014).

4.2.2 Circadianer Verlauf

Bisherige Studien, die CD8* T-Zellen in Subpopulationen einteilten,
konstatierten eine héhere Anzahl naiver Zellen, zentraler Gedéachtniszellen und
Effektor-Gedachtniszellen in den Nachtstunden, die morgens abfiel.
Effektorzellen waren hingegen nachts weniger zahlreich und stiegen am
Tagesbeginn an (Ackermann et al., 2012; Besedovsky et al., 2012, 2014a,
2016; Dimitrov et al., 2009). Die Subpopulationen der beiden Gruppen
antigenspezifischer CD8* T-Zellen, die in dieser Arbeit gemessen wurden,

zeigten unterschiedliche circadiane Verlaufe.
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Die influenzaspezifischen Subpopulationen prasentierten nachts circa zwischen
22:00 Uhr und 2:00 Uhr maximale Werte. Die Ergebnisse der Varianzanalyse
bestatigten fur alle Subpopulationen signifikante Veranderungen Uber die Zeit.
In der Cosinor-Analyse zeigte sich hingegen nur fir naive Zellen ein
signifikanter circadianer Rhythmus. Dies bekraftigt andere Studien, die fur alle
CD8* T-Zellen bei den naiven Zellen morgens den starksten Abfall sahen
(Besedovsky et al., 2012, 2014a, 2016; Dimitrov et al., 2009). Fur die drei
weiteren  Subpopulationen bestand ein Trend zur Signifikanz. Die
unterschiedlichen  Ergebnisse  der beiden  statistischen  Methoden
(Varianzanalyse versus Cosinor-Analyse) konnten damit zusammenhangen,
dass die Anzahl der T-Zellen sich zwar uber die Zeit verandert, aber nicht exakt
in einem 24-stindigen Rhythmus. AufR3erdem l&asst sich kritisch anmerken, dass
die fehlende statistische Signifikanz der Trendwerte teils der geringen
Studiengrof3e geschuldet sein mag. Eine Erweiterung der Ergebnisse auf
grol3ere Studienpopulationen ware winschenswert. Die Differenzierung von T-
Zellen anhand antigenspezifischer HLA-A2-Multimere ist ein etabliertes
Vorgehen. Aufgrund der methodenspezifischen Einschrankung auf HLA-A2
Trager ware jedoch das Screening einer sehr groRen Personenzahl notwendig.
Fur die vorliegende Studie wurden 99 Personen gescreent, von denen lediglich
16% HLA-A2 Trager mit einer ausreichenden Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen
waren, was die geringe Versuchspersonenzahl der vorliegenden Studie erklart.

In dieser Studie folgten die influenzaspezifischen Effektorzellen dem gleichen
Rhythmus wie die anderen Subpopulationen. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen zur Gesamtpopulation an CD8* Effektor-T-Zellen, die eine
maximale Anzahl am Tag aufweisen (Besedovsky et al., 2012, 2014a; Dimitrov
et al., 2009). Als urséchlich fur den selektiven Anstieg der Effektorzellen gilt
Adrenalin (Dimitrov et al., 2009, 2010). Es besteht die Vermutung, dass Zellen
mit einer zytotoxischen Effektorfunktion hauptséchlich tagstber mobilisiert
werden, wenn die Antigenexposition hoher ist (Besedovsky et al., 2016; Geiger
et al., 2015). Dies wurde einer evolutionar bedingten Anpassung der adaptiven
Immunantwort entsprechen, um wahrend des vorwiegenden Eindringens von

Erregern in der aktiven Phase einen sofortigen Schutz zu gewahrleisten
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(Cermakian et al., 2013; Scheiermann et al., 2013). Uber die
zugrundeliegenden Ursachen far das andersartige Verhalten
influenzaspezifischer Effektorzellen kann nur spekuliert werden. Moéglicherweise
entspricht der morgendliche Abfall dieser Zellgruppe im Blut einer vermehrten
Einwanderung in die Lunge, womit sie im Falle eines verstarkten

Antigenkontakts tagsuiber vermehrt am Hauptinfektionsort verfigbar waren.

Fir das circadiane Verhalten von naiven Zellen und zentralen Gedachtniszellen
bestehen theoretische Erklarungsansatze. Moglicherweise migrieren die T-
Zellen dieser beiden Gruppen tagsuber ins Knochenmark, um dort
Uberlebenssignale zu erhalten und in einem Ruhezustand gehalten zu werden,
wie es bereits fur hamatopoetische Stammzellen beschrieben wurde
(Benvenuto et al.,, 2007). Dies kénnte als voribergehende Eindammung der
wenig differenzierten Anteile der erworbenen Immunabwehr interpretiert werden
(Lange et al., 2010). Moglich ware auch eine regulatorische Beteiligung an der
Hamatopoese (Mazo et al., 2005). Mehrere Aspekte sprechen daflr, dass die
Migration in lymphatisches Gewebe und die Aktivierung von T-Zellen durch
antigenprasentierende Zellen nachts im Schlaf stattfinden (Besedovsky et al.,
2019; Cermakian et al., 2013; Haus and Smolensky, 1999; Lange et al., 2010).
Die néchtliche Freisetzung naiver T-Zellen aus dem Knochenmark mag daher
das Einwandern der Zellen in sekundarlymphatische Gewebe erleichtern, um
dort die Entstehung der adaptiven Immunantwort zu initiieren (Dimitrov et al.,
2009; Mazzoccoli et al., 2011b).

Keine Subpopulation CMV-spezifischer T-Zellen hatte einen nachweisbaren
signifikanten Rhythmus. Dies bestarkt die Hypothese, dass fir CMV der
circadiane Rhythmus der Immunabwehr eine untergeordnete Rolle spielt, weil
die latente Infektion tGber den gesamten Tag im Organismus vorhanden ist und
sich somit mdglicherweise evolutiondr bedingt kein spezieller Rhythmus
ausgebildet hat. Nicht zu vernachlassigen ist jedoch, dass die Cosinor-Analyse
fur Effektor-Gedachtniszellen einen Trend zur Signifikanz ergab. Davon
ausgehend, dass CMV insbesondere Endothelzellen und Leukozyten infiziert

(Sinzger et al.,, 1995; Gerna et al., 2019), konnte die Anzahl zirkulierender
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CMV-spezifischer Effektor-Gedachtniszellen in der Virusbekampfung besonders
relevant sein, weil die Zellen direkt im Blut ihre Effektorfunktionen austiben
konnen. Sollte also eine Reaktivierung des Virus tatsadchlich gehauft wahrend
der Aktivitatsphase auftreten, wie unter Punkt 4.1.2 diskutiert (Collaco et al.,
2005; Shadan, 2007; Sigworth et al., 2003), ware dies eine mdgliche Erklarung
fur eine tagsuber erhdhte Anzahl CMV-spezifischer Effektor-Gedachtniszellen

im Blut.

4.3 Einflussnahme von Cortisol

Bei allen Versuchspersonen konnte der charakteristische circadiane Verlauf von
Cortisol mit einem starken morgendlichen Anstieg gefunden werden
(Besedovsky et al., 2012, 2014a; Born et al., 1997; Dimitrov et al., 2007; Dodt et
al., 1997; Haus and Smolensky, 1999; Mazzoccoli et al., 2011b; Ritchie et al.,
1983; Thomson et al.,, 1980). Die Regressionsanalyse bestétigte eine
ausgepréagte negative Korrelation zwischen Cortisol und der Gesamtpopulation
CD8*" T-Zellen, die auch in einer vorherigen Studie gefunden worden war
(Dimitrov et al., 2009).

Die Gesamtpopulation influenzaspezifischer T-Zellen korrelierte negativ mit
Cortisol, allerdings in schwacherem Ausmald als die Gesamtheit der CD8* T-
Zellen. In bisherigen Studien beeinflusste Cortisol mit einer Verzégerung von
drei Stunden den Abfall naiver T-Zellen am starksten (Besedovsky et al., 2014b;
Dimitrov et al., 2009). Bei influenzaspezifischen T-Zellen zeigte sich der grofite
Zusammenhang hingegen fur zentrale Gedachtniszellen. Dies ist analog zum
circadianen Rhythmus, der bei den influenzaspezifischen T-Zellen fur zentrale
Gedachtniszellen am starksten ausgepragt war, bei der Gesamtpopulation
CD8*" T-Zellen hingegen fur naive Zellen (Dimitrov et al., 2009). Fur die
Gesamtpopulation der CD8* T-Zellen demonstrierten Effektor-Gedéachtniszellen
einen schwacheren Zusammenhang als zentrale Gedachtniszellen (Dimitrov et
al., 2009). In dieser Arbeit fiel die Korrelation zwischen Cortisol und
influenzaspezifischen Effektor-Gedachtniszellen am geringsten aus, was im

Einklang damit ist, dass diese Subpopulation auch die geringste circadiane
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Variation zeigte. Effektorzellen blieben bei Dimitrov et al. (2009) unbeeinflusst
von der Cortisolkonzentration im Blut, stattdessen liel3 sich eine positive
Korrelation zu Adrenalin nachweisen. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz
zu den Befunden dieser Arbeit, in der influenzaspezifische Effektor-T-Zellen
eine negative Korrelation mit Cortisol zeigen. Dies spricht daflr, dass Cortisol
den Rhythmus dieser influenzaspezifischen Effektor-T-Zellen (mit)bewirkt, die,
wie weiter oben diskutiert, ein Maximum in der Nacht und nicht am Tag zeigt,
wie es fur die Gesamtpopulation CD8* Effektorzellen beschrieben wurde
(Dimitrov et al., 2009).

Es gibt Hinweise darauf, dass Cortisol tber eine Erhéhung der Expression von
CXCR4-Rezeptoren eine Umverteilung von T-Zellen ins Knochenmark fordert
(Besedovsky et al., 2014b; Dimitrov et al., 2009; Okutsu et al., 2005). Naive
Zellen und zentrale Gedachtniszellen weisen die hoéchste Expression von
CXCR4 auf (Besedovsky et al.,, 2014a; Dimitrov et al., 2009; Sallusto et al.,
1999) und fallen unter Einfluss von Cortisol am starksten ab (Besedovsky et al.,
2014b; Dimitrov et al., 2009). Die Korrelation zwischen dem circadianen
Rhythmus der influenzaspezifischen T-Zellen und der Cortisolkonzentration
spricht dafur, dass diese Zellen tatsachlich tagsuber ins Knochenmark
umverteilt werden, wobei auch andere Verteilungsorte, wie z.B. die Lunge,

denkbar sind.

Weder fur die Gesamtpopulation CMV-spezifischer T-Zellen noch fir die
Subpopulationen liel3 sich ein Zusammenhang zur Konzentration von Cortisol
nachweisen. Der fehlende Einfluss dieses bedeutsamen Steuerelementes des
circadianen Systems mag ein Grund fur den nicht vorhandenen circadianen

Rhythmus dieser antigenspezifischen T-Zellen sein.
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4.4 Klinische Relevanz und Ausblick

Die Aussagen dieser Studie beschranken sich auf zirkulierende Zellen im Blut,
die nur einem Teil aller CD8* T-Zellen im Organismus entsprechen. ES muss
berticksichtigt werden, dass die Verteilung antigenspezifischer Zellen in
lymphatischen Organen oder am Infektionsort anders sein kann (van Leeuwen
et al.,, 2006; van Lier et al.,, 2003). Im Gegensatz zu zirkulierenden T-Zellen,
zeigen influenzaspezifische T-Zellen in der Lunge eine andersgeartete
Zusammensetzung der Subpopulationen mit einer weitergehenden
Differenzierung (Bree et al., 2005; Hogan et al., 2001). CMV-spezifische T-
Zellen hingegen haben in der Lunge die gleiche Verteilung wie im Blut (Bree et
al., 2005). Die Bestimmung fluoreszenzmarkierter Zellen in der
Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode, allerdings bedarf es einer
Blut- oder Gewebeentnahme. Letztere schrankt die Forschung am Menschen
ein. Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nicht-invasives
Bildgebungsverfahren, mit dem bereits antigenspezifische T-Zellen in Geweben
auch auRerhalb des Bluts detektiert werden kéonnen (Wei et al., 2018). In
zuklnftigen Studien kénnte somit beispielsweise die Verteilung der T-Zellen
nach akuter Infektion verfolgt werden, um eventuelle Verdnderungen in
Lokalisation oder Rhythmus im Zuge der Latenz- bzw. Ged&achtnisbildung
festzustellen. Auf diese Weise kénnte man mdglicherweise in Zukunft auch

beim Menschen das Wissen Uber T-Zellen erweitern.

Inwiefern die Symptome viraler Erkrankungen tageszeitliche Veranderungen
aufweisen, wurde bislang nur in wenigen Studien untersucht. Fir die
Hustenfrequenz bei Erkaltungen konnten circadiane Veranderungen belegt
werden (Kuhn et al.,, 1982). Smith et al. (1988) konstatierte eine erhghte
Kdrpertemperatur nach Infektion mit Influenza B, mit der starksten Auspragung
in den frihen Morgenstunden. In der gleichen Studie zeigte sich ein erhdhter
Taschentuchverbrauch bei viralen Erkrankungen am Morgen. Dies kdnnte allein
auf &uRere Einflisse, beispielsweise néachtliche Sekretansammlung und
Schlafen in Bauchlage, zurtickgefiihrt werden. Dennoch sollte ein mdglicher

Beitrag durch das circadiane System in Betracht gezogen werden (Smolensky
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et al, 1995). Man konnte vermuten, dass durch die Anderungen in
Manifestation und Erkrankungsschwere der Medikationsbedarf im Laufe eines
Tages unterschiedlich ausgepragt ist (Smolensky et al., 1995). In der
vorliegenden Studie konnten erstmals Unterschiede im circadianen Rhythmus
fur antigenspezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Es liegt nahe, dass
diese einer Anpassung des Immunsystems an die spezifischen Eigenschaften
eines Virus entsprechen. Ausschlaggebend kdénnten beispielsweise Zeitraume
sein, in denen das Infektionsrisiko bei akuten Infektionen am héchsten ist oder
die Reaktivierung latenter Viren bevorzugt stattfindet. Ein grél3eres Wissen tber
die circadianen Veranderungen konnte sich vorteilhaft in die bestehende
antivirale Therapie integrieren lassen oder zur Entwicklung neuer Medikamente
beitragen. Oseltamivir ist ein Neuraminidaseinhibitor, der zur Prophylaxe von
Influenza einmal taglich, zur Therapie zweimal taglich eingenommen wird.
Moglicherweise konnte ein Einnahmezeitpunkt, der an den virusspezifischen
circadianen Rhythmus angepasst ist, eine verbesserte Wirksamkeit erreichen.
Es ist vorstellbar, dass eine einmalige Einnahme am Tag zum optimalen
circadianen Zeitpunkt die gleiche Effektivitdt zeigt wie eine wiederholte
Einnahme ohne den individuellen Rhythmus des Virus zu bertcksichtigen. Die
Reduktion der Dosis wirde unerwinschte Arzneimittelnebenwirkungen und
Resistenzen verringern. Des Weiteren konnte womoglich durch eine zeitlich
optimal angepasste, antivirale Therapie die Reaktivierung latent persistierender
Infektionen verringert oder vollstandig vermieden werden. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt einer Impfung die adaptive
Immunantwort beeinflusst (Langlois et al., 1995; Long et al., 2016; Phillips et al.,
2008) und mdglicherweise den Impferfolg verbessert. Dies konnte darauf
hinweisen, dass auch der Einnahmezeitpunkt antiviraler Medikamente eine
wichtige Rolle bei der Therapie von Viruserkrankungen spielen kénnte. Um
konkrete Zeitraume fir Pravention und Therapie bestimmen zu kdnnen, sind
weitere Studien beziglich virusspezifischer circadianer Rhythmen notwendig.
Die vorliegende Arbeit stellt mit dem Befund, dass es virusspezifische T-

Zellrhythmen gibt, einen ersten Schritt in diese Richtung dar.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob antigenspezifische T-
Zellen unterschiedlich durch das circadiane System beeinflusst werden, je
nachdem, ob sie als Pathogen das akut verlaufende Influenzavirus oder das
latent persistierende Cytomegalievirus (CMV) erkennen. Hierfur wurde 11
gesunden Versuchspersonen mit positivem serologischem Nachweis gegen
CMV unter Beibehaltung des physiologischen Schlaf-Wach-Rhythmus im
Zeitraum eines Tages alle vier Stunden Blut abgenommen. Mittels
Durchflusszytometrie erfolgte nach der Anfarbung mit fluoreszierenden
antigenspezifischen HLA-A2-Multimeren die Differenzierung CMV- und
influenzaspezifischer CD8* T-Zellen. Durch Antikdrper gegen CD45RA und
CCR7 wurden die Subpopulationen (naive Zellen, zentrale Gedéachtniszellen,

Effektor-Gedéachtniszellen und Effektorzellen) bestimmt.

Die Gesamtpopulation CD8* T-Zellen prasentierte die bekannte circadiane
Periodik mit néachtlichem Maximum. Influenzaspezifische T-Zellen, in der
Mehrzahl Effektor-Gedéachtniszellen, folgten diesem Rhythmus. Alle
Subpopulationen der influenzaspezifischen T-Zellen wiesen signifikante
Veranderungen Uber den Tag auf. CMV-spezifische T-Zellen, bei denen
Effektorzellen und Effektor-Gedachtniszellen dominierten, zeigten hingegen nur
fur den relativen Anteil einen signifikanten circadianen Rhythmus, allerdings mit
entgegengesetztem Verlauf und maximalen Werten am Tag. Wahrend die
Gesamtpopulation und influenzaspezifische T-Zellen negativ mit Cortisol

korrelierten, ergab sich fur CMV-spezifische T-Zellen kein Zusammenhang.

Die neuen Erkenntnisse Uber das unterschiedliche circadiane Verhalten von T-
Zellen, die Viren mit verschiedenen Eigenschaften erkennen, tragt zum
besseren Verstandnis fur die hochspezifische Anpassung der adaptiven
Immunabwehr bei. Damit bieten sich Ansatzpunkte, um nach weiterer
Forschung eine effektivere Pravention und Therapie viraler Erkrankungen unter

Beriicksichtigung erregerspezifischer Rhythmen zu entwickeln.
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