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Einleitung

1. Einleitung

Geschatzte 120-170 Millionen Menschen sind mit dem Hepatitis C Virus (HCV) infiziert, was
in etwa 2-3% der Weltbevolkerung entspricht. Somit ist die HCV Infektion ein grofes,
weltweites Gesundheitsproblem. Bei bis zu 80% der Infizierten entwickelt sich ein
chronischer Verlauf, was zu Leberzirrhose fiihren und in einem hepatozellularen Karzinom
enden kann. Aufgrund dieser Entwicklung stellt die Infektion eine der Hauptursachen fir
Lebertransplantationen dar.

Obwohl das Virus vor fast 20 Jahren identifiziert wurde, ist das Wissen immer noch sehr
lickenhaft. Die Tatsache, dass noch kein geeignetes Tiermodell aulRer dem Schimpansen
entwickelt wurde, erschwert die Gewinnung wichtiger Erkenntnisse. Auch trotz wichtiger
Fortschritte bei den Zellkultursystemen in den letzten Jahren sind diese noch fir viele
Fragestellungen unzureichend. Das verdeutlicht auch, warum die Entwicklung neuer und
effizienter Arzneistoffe langsam von statten geht. Schon vor der Identifizierung des Virus
wurde die Therapie mit Interferon alpha (IFNa) durchgefihrt, die spater mit dem
Nukleosidanalogon Ribavirin kombiniert wurde. Allerdings wird eine dauerhafte Ausheilung
durch diese Kombinationstherapie abhangig von Genotyp nur bei 50-80% der Patienten
erreicht.

Das macht deutlich, dass weitere Anstrengungen unternommen werden missen, um
prophylaktische und/oder therapeutische Wege zur Pravention oder Heilung dieser Krankheit
zu finden. Ein Ansatz liegt dabei in der zellularen Immunantwort. Sie ist ein Merkmal, in dem
sich spontan ausgeheilte und chronisch infizierte Patienten gravierend unterscheiden.
Wahrend sich bei ausgeheilten Individuen starke HCV spezifische Immunantworten
detektieren lassen, kdnnen bei vielen chronischen Patienten spezifische T Zellen entweder
gar nicht oder nur sehr schwer nachgewiesen werden. Sollte es gelingen, den Grund fir
diese T Zell Anergie nachzuweisen, wirde es neue Moglichkeiten im Bereich der
Entwicklung neuer Therapeutika oder Vakzine ertffnen. Dadurch kénnte man in den
physiologischen Prozess der Anergienentwicklung unterstiitzend eingreifen, wodurch das
Immunsystem das Virus selbststandig eliminieren kann und eine andauernde Ausheilung
gewahrleistet ist.

Die folgende Einleitung soll einen kurzen Uberblick (iber den momentanen Wissensstand

bezlglich des Virus, der Infektion und der Therapie geben.
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1.1. Das Hepatitis C Virus

1.1.1. Die Morphologie des HCV

Das HCV ist ein umhiilltes, ikosaedrisches Virus mit einem Durchmesser von etwa 40 bis 70
nm (Kaito et al., 1994; Li et al., 1995; Shimizu et al., 1996) und gehodrt zu Gattung
Hepacivirus der Familie der Flaviviridae. Aufgrund der Ahnlichkeit zu anderen bekannten
Flaviviren geht man davon aus, dass die Hille des Virus die Glykoproteine E1 und E2
enthalt. Dabei bilden E2 Proteine Homodimere, die langliche, flache Struktur haben und von
dem E1 Protein flankiert werden. Davon umschlossen wird das spharische Nukleokapsid,

das durch die Core Proteine gebildet wird und wiederum die RNA enthalt (Penin et al., 2003).

A B

\ ss(+)RNA

E1 / Nucleocapsid (core)
Lipidmembrane

Abb. 1.1 Das Hepatitis C Virus. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines rekombinanten Viruspartikels. Die
GroRenskala entspricht 50 nm (Wakita et al.,, 2005). B) Schematische Abbildung eines HCV Partikels
(Bartenschlager et al., 2004).

1.1.2. Das HCV Genom

HCV besitzt ein RNA Genom mit positiver Polaritat und einer ungefahren Lange von 9600
bp. Es kodiert einen einzigen offenen Leserahmen (ORF) von etwa 3000 Aminosauren, der
von zwei untranslatierten Regionen (UTR) flankiert wird. Die 5-UTR besteht aus etwa 342
Nukleotiden und sowohl die Sequenz als auch die Sekundarstruktur sind hoch konserviert.
Innerhalb dieser UTR befindet sich eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), wodurch
die Translation des Polyproteins vermittelt wird (Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al.,
1993). Die etwa 200 bp lange 3-UTR kann in drei Regionen unterteilt werden: Einen
variablen Teil von etwa 40 Nukleotiden, einen Poly-Uracil-Trakt von variabler Lange und eine
hoch konservierte Region (Kolykhalov et al., 1996; Tanaka et al., 1995, 1996; Yamada et al.,
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1996). Wahrend die Funktion des variablen Abschnitts nicht bekannt ist, sind die beiden
anderen wichtig fur die virale Replikation (Cheng et al., 1999; Yanagi et al, 1999).

Aufgrund der hohen genetischen Variabilitdt kann das Virus in mindestens sechs Genotypen
unterteilt werden, die sich aktuell in 76 bestatigte und vorgeschlagene Suptypen weiter
einteilen lassen (Simmonds et al.,, 2005). Zusatzlich zirkuliet HCV in vivo als ein
heterogener, Schwarm von eng verwandten Varianten, den so genannten Quasispezies. Die
Ursache dafur liegt in der geringen Transkriptionsgenauigkeit und dem Fehlen eines
Korrekturlesemechanismus der RNA abhangigen RNA Polymerase, wodurch es zu einer
Mutationsrate von 10 Nukleotiden pro Generation kommt. Die Selektion der einzelnen

Spezies hangt von Replikationskompetenz und der Immunselektion ab.

1.1.3. Das Polyprotein

Das Genom kodiert ein Polyprotein mit einer Lange von etwa 3000 Aminosauren (Abb. 1.2).
Dieses Protein wird sowohl wahrend als auch nach der Translation durch zelluldre und virale
Proteinasen in mindestens 10 individuelle Proteine prozessiert. Dabei befinden sich die
strukturellen Proteine in dem N-terminalen Drittel des Polyproteins, wahrend der restliche
Teil die nicht strukturellen (NS) Proteine enthalt.

Direkt am N-Terminus befindet sich Core als erstes Strukturprotein. Die Hauptfunktion des
RNA bindenden Proteins liegt in dem Einschluss der synthetisierten viralen RNA und somit in
der Bildung des Nukleokapsids. Dem Core folgen die Hillproteine E1 und E2. Dabei handelt
es sich um Glykoproteine, die in Form von Heterodimeren (Deleersnyder et al., 1997)
transmembran in die Doppellipidschicht integriert werden, die das Kapsid umhiuillt, und die fiir
die Rezeptorbindung an die Zielzelle und die folgende Fusion entscheidend sind (Grakoui et
al., 1993; Bartosch et al., 2003). Direkt dahinter folgt das Membranprotein p7, das sich
genau zwischen den Struktur- und den Nichtstrukturproteinen befindet. Es wurde der Gruppe
der Viroporine zugeordnet, die liber die Bildung von lonenkanalen fiir die letzten Schritte der
Virusreplikation wichtig sind (Carrere-Kremer et al., 2002; Griffin et al., 2003; Pavlovic et al.,
2003).

Die folgenden Nichtstrukturproteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B koordinieren
den intrazellularen Prozess der Virusreplikation. Im Gegensatz zu den Strukturproteinen
werden sie nicht durch die Proteasen der Wirtszelle, sondern durch virale Enzyme
prozessiert. Bei NS2 handelt es sich um ein Membranprotein, das selber nicht essentiell fur
die Replikation ist (Lohmann et al., 1999; Blight et al., 2000). Allerdings ist es entscheidend
fur die proteolytische Spaltung des Polyproteins zwischen NS2 und NS3. Zusatzlich wurde
gezeigt, dass NS2 modglicherweise eine wichtige Rolle in der Produktion infektidser

Viruspartikel spielt (Yi et al., 2007). NS3 ist ein multifunktionales Protein, das zum einen eine
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N-terminale Serin Protease und zum anderen eine C-terminale RNA Helikase/NTPase
Domane besitzt. Durch die Bildung eines Heterodimers mit NS4A als Kofaktor wird die
Proteaseaktivitat weiter gesteigert (Bartenschlager et al., 1994; Failla et al., 1994). Der so
gebildete NS3-4A Proteasekomplex ist fur alle Spaltungen der C-terminal zu NS3
lokalisierten Proteine verantwortlich. Die Helikase- und NTPase-Aktivitat ist dagegen fur die
Translation und RNA-Replikation essentiell (Bartenschlager et al., 1993; Eckart et al., 1993).
Bei NS4B handelt es sich um ein Memranprotein, das vermutlich Membranstrukturen bildet,
die die RNA Replikation unterstiitzen (Egger et al., 2002). Auflerdem wurde eine Nukleotid
bindende Eigenschaft nachgewiesen (Einav et al., 2004). NS5A ist ein Membran assoziiertes
Protein, das essentiell fiir die Genomreplikation ist (Appel et al., 2006; Seeger et al., 2005).
Zusatzlich wurde in vitro gezeigt, dass eine Interaktion von NS5A mit NS5B entscheidend fur
die Aufrechterhaltung des subgenomischen Replikons ist (Shimakami et al., 2004; Shirota et
al., 2002). Bei NS5B handelt es sich um die RNA-abhangige RNA Polymerase fir die
Transkription der HCV RNA. Das ebenfalls Membran assoziierte Protein kann die de novo
Synthese von RNA in vitro und vermutlich auch in vivo einleiten (Bartenschlager et al., 2004),
wobei die Aktivitat offensichtlich durch Interaktion mit anderen viralen Proteinen wie NS3 und
NS5A moduliert werden kann.

Zusatzlich zu diesem ORF besitzt HCV noch einen Uberlappenden +1 Leserahmen, dessen
Sequenz sich im Core Protein Uberschneidet (Branch et al., 2005) und somit einen
alternativen Leserahmen bildet (ARF). Allerdings ist die Funktion des daraus resultierenden
ARF Proteins fir den Lebenszyklus und/oder die Pathogenese noch nicht bekannt. Fir die
HCV RNA Replikation spielt es aber keine Rolle.

strukturelle Proteine nicht-strukturelle Proteine

1 W i 10 { J

-

Hullproteine Protease Kofaktor Phosphoprotein
Nukleokapsid lonenkanal Serinprotease Membranprotein RNA-abhangige
RNA Helikase RNA Polymerase
NTPase

Abb. 1.2 Die Proteinorganisation des offenen Leserahmens mit den strukturellen und nicht-strukturellen
Proteinen. Die jeweils bekannten Funktionen der einzelnen Proteine sind angegeben. AulRerdem zeigt die Grafik
die Schnittstellen der zelluldren Proteasen (schwarze Pfeile), die NS2 Protease (gestrichelter Pfeil) und der
NS3/4A Proteasekomplex (weile Pfeile).
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1.1.4. Der Replikationszyklus

Der erste Schritt des Replikationszyklus besteht in dem Eindringen des Virus in die
Wirtszelle. Der genaue Ablauf dieses Prozesses ist allerdings unbekannt. Es wurde gezeigt,
dass CD81 ein potentieller Rezeptor fur E2 ist (Pileri et al., 1998). Aber die Tatsache, dass
dieser Rezeptor auf vielen weiteren Zellen neben Hepatozyten exprimiert wird, lasst
vermuten, dass es noch weitere Korezeptoren geben muss. Ein weiterer Rezeptor fir E2 —
der human scavenger receptor class B type | (SR-BI) - wird sehr stark auf Hepatozyten
exprimiert und konnte den Hepatotropismus erklaren (Scarselli et al., 2002). Des Weiteren
wurde postuliert, dass das Virus durch Bindung mit Lipoproteinen tber den LDL Rezeptor in
die Zelle gelangt (Molina et al., 2007). Kirzlich wurde zusatzlich die Rolle von Claudin-1 als
Korezeptor flr das Eindringen von HCV in Hepatozyten beschrieben (Evans et al., 2007).
Somit scheint ein Zusammenspiel dieser Rezeptoren entscheidend fiir die Infektion der
Zellen zu sein. Nach dem Eindringen des Virus in die Wirtszelle wird die RNA in das
Zytoplasma freigesetzt und dient direkt als mRNA fir die Synthese von viralen Proteinen.
Nach der Prozessierung des Polyproteins wird ein Replikationskomplex gebildet, der an die
Membran des endoplasmatischen Retikulums gebunden ist. Bei der Replikation durch die
virale RNA abhangige RNA Polymerase dient die RNA mit positiver Polaritat als Matrize fur
die Synthese der RNA negativer Polaritat. Uber die daraus resultierende doppelstrangige
RNA wird einzelstrangige RNA positiver Polaritat vervielfaltigt und in neue Viruspartikel
verpackt (Abb. 1.3). Wahrscheinlich verlassen diese Partikel die Zellen wieder Uber
Exozytose (Bartenschlager et al., 2000). Durch diesen Zyklus produziert HCV beim

Menschen etwa 10" Virionen pro Tag (Neumann et al., 1998).

e

wy

Receptor binding
and endocytosis

(+) RNA

Tranzlation and polyprotein |
processing f\'-j
oogg?g..»’
. SV 0 RNA replication
A
-J\.W
-u/'\/-\f\/

Abb. 1.3 Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HCV (Lindenbach et al., 2005). Nach der
Infektion der Zellen wird die virale RNA in das Zytoplasma gegeben und translatiert. Nach der Prozessierung der
Proteine wird im Replikationskomplex, der an die Membran des endoplasmatischen Retikulums gebunden ist, die
RNA repliziert und diese in neue Virionen verpackt.
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1.2. Die Pathogenese der HCV Infektion

1.2.1. Der klinische Verlauf

Das HCV wird parenteral Ubertragen. Daher war vor der Entdeckung des Virus die
Transfusion kontaminierten Blutes beziehungsweise Blutprodukte der wichtigste
Transmissionsfaktor. Seit der Entdeckung des Virus im Jahr 1989 wurden sensitive
diagnostische Tests entwickelt und so die Gefahr der Ansteckung Uber Blutprodukte in den
Industrielandern minimiert. Seitdem sind vor allem intravends Drogenabhangige durch das
Teilen von Spritzbesteck die wichtigste Risikogruppe fir Neuinfektionen. Obwohl weniger
effizient, kann das Virus auch sexuell, iatrogen oder perinatal ibertragen werden (Alter et al.,
2002). In 50-80% der infizierten Patienten entwickelt sich eine chronische Infektion, die bei
etwa 20% nach 20-30 Jahren eine Zirrhose induziert. Diese Patienten haben ein hohes
Risiko, als Folge ein Leberkarzinom zu entwickeln (jahrliche Rate 1-5%).

Die akute Hepatitis C ist haufig eine milde Erkrankung, die bei den meisten Patienten
asymptomatisch oder mit unspezischen Symptomen verlauft. Nur gelegentlich zeigt sich das
typische Bild einer Hepatitis mit deutlich erhéhten Transaminasen und lkterus.

Wenn nach einer akuten Infektion die virale RNA langer als sechs Monate im Blut
nachweisbar ist, spricht man von einer chronischen Infektion. Auch in der folgenden Phase
bleibt die Erkrankung weitgehend asymptomatisch, wobei die Patienten haufig Uber
Mudigkeit klagen. Die Transaminasen sind in dieser Phase allenfalls diskret erhéht wobei
auch unaufféllige Leberwerte bei einer progressiven Lebererkrankung beobachtet werden.
Mit fortschreitender Erkrankung und Leberfibrose nehmen dann Symptome wie abdominale

Schmerzen, Anorexie, Gewichtsverlust und lkterus zu.

1.2.2. Die Diagnostik

Der erste Schritt der HCV Diagnostik beruht auf dem Nachweis HCV spezifischer Antikorper.
Diese Antikorper sind in der Regel sieben bis acht Wochen nach der Infektion im Serum
nachweisbar (Pawlotsky et al., 1999). Mit Hilfe des Suchtests, einem Enzym Immuno Assay
(EIA) der dritten Generation, kénnen die Antikdrper gegen Core, NS3, NS4 und NS5 mit
einer Nachweisrate von mehr als 90% nachgewiesen. Mittlerweile wird der Test nicht mehr
als klassischer ELISA sondern maschinell, zum Beispiel mit dem Architect System (Abbott)
durchgefiihrt. Dabei handelt es ich um einen Chemilumineszenztest (CMIA), der als eine
Abwandlung des klassischen EIA am Ende acridinylierte Konjugate bindet und dadurch ein
Chemilumineszenzsignal abgibt. Durch dieses verbesserte System kdénnen Antikérper gegen
Core, NS3 und NS4 bei mehr als 99% aller chronisch infizierten HCV Patienten
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nachgewiesen werden. Weil trotz der neuen Immunoassays vor allem in Kollektiven mit
niedriger HCV Pravalenz eine erhebliche Rate an falsch reaktiven Ergebnissen zu finden ist,
wird nach internationalen Konsensus Empfehlungen des National Institutes of Health (USA)
im Anschluss zu einem reaktiven CMIA ein Bestatigungsblot durchgefiuhrt. Dabei handelt es
sich um einen Immunoblot, auf dessen Membran die elektrophoretisch aufgetrennten viralen
Proteine aufgetragen sind. Durch diese Auftrennung wird eine hohere Spezifitat des Tests
erreicht. Je nach Hersteller muss im Immunoblot eine Mindestreaktivitat bestimmt werden,
um eine Probe wirklich als anti-HCV positiv beurteilen zu kénnen. Liegt sie unterhalb dieser
Grenze, wird der Status der Probe bezlglich anti-HCV als fraglich eingestuft. Wie eine
Studie mit Blutspendern belegte, kommt dieser Befund bei etwa 0,04% der Bevdlkerung vor
(LeMaire et al., 2000).

Wahrend sowohl chronische als auch ausgeheilte Patienten Antikérper gegen HCV besitzen
koénnen, stellt der Nachweis von viraler RNA einen eindeutigen Beweis flir eine chronische
sowie auch fir eine akute Infektion dar, weil RNA schon innerhalb der ersten Woche nach
der Infektion im Blut nachweisbar ist (Farci et al., 1991; Shindo et al., 1992). Dabei wird
zwischen qualitativen und quantitativen Nachweismethoden unterschieden, die beide auf
dem Prinzip der RT-PCR beruhen. Durch die Einfihrung von standardisierten und
teilautomatischen Systemen kann die Virdmie qualitativ bis zu einer Grenze von 10 1U/ml
(TMA, Bayer) nachgewiesen werden. Die Detektionsgrenze der quantitativen Tests liegt
mittlerweile bei 12 IU/ml (RealTime HCV Assay, Abbott). Produkte aus einer RT-PCR
kénnen auch sequenziert und somit der HCV Genotyp bestimmt werden, was eine wichtige
Information fir die Prognose und die Strategie einer antiviralen Therapie ist.

2004 wurde zum ersten Mal das Phanomen der okkulten HCV Infektion beschrieben (Castillo
et al., 2004). Diese Art der Infektion auRert sich in zwei moglichen klinischen Bildern.
Entweder sind die Patienten anti-HCV negativ und nicht virdmisch, zeigen aber abnormale
Leberfunktionstests. Oder sie besitzen HCV spezifische Antikorper, sind aber im Serum HCV
RNA negativ und weisen keine Erhéhung der Leberenzyme auf (Carreno et al., 2006). In
Anbetracht des zweiten klinischen Bildes entsprechen sie serologisch etwa den Spendern
mit fraglichem HCV Befund. Die einzige Mdglichkeit einer Differenzierung liegt in dem
Nachweis viraler RNA in mononuklaren Zellen des peripheren Bluts (PBMC). Denn bei 50%
der Patienten mit okkulter HCV kann virale RNA in den Zellen nachgewiesen werden
(Carreno et al., 2006).

1.2.3. Die antivirale Therapie

Schon vor der Identifikation des HCV wurde die nicht-A nicht-B Hepatitis mit IFNa behandelt.
Allerdings lag die Erfolgsrate nur bei 6-20%, abhangig von der Dauer der Behandlung (Di
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Bisceglie et al., 2002). Durch die Pegylierung des IFNa und der Kombination mit dem
Guanosinanalogon Ribavirin konnte die Rate der erfolgreichen Behandlungen auf 54-56%
erhoéht werden (Fried et al., 2002; Hadziyannis et al., 2004). Bezogen auf den Ausgang der
Therapie kann man die Patienten in drei Gruppen einteilen. Neben den erfolgreich
Therapierten gibt es Patienten (10-25%), bei denen zwar wahrend der Behandlung keine
RNA nachgewiesen werden kann, es aber nach Abschluss der Therapie zu einem Ruckfall
kommt. Die letzte Gruppe wird von den Patienten gebildet, bei denen keine Wirkung der
Therapie zu beobachten ist. Bei diesen Individuen wird meistens die Therapie nach der
zwolften Woche abgebrochen, da keine Aussicht auf ein spateres Ansprechen besteht.
Entscheidend fir den Erfolg einer Therapie ist der Genotyp des Virus. Nur etwas 40% der
Patienten, die mit dem Genotyp 1 infiziert sind, zeigen eine dauerhafte Eradikation des HCV.
Die Erfolgsrate steigt allerdings auf etwa 80% an, wenn der Patient mit dem Genotyp 2 oder
3 infiziert ist (Manns et al., 2007).

Bei einer erfolgreichen Therapie kann der Verlauf in zwei Phasen eingeteilt werden. In der
ersten nimmt die Viruslast innerhalb von 1-2 Tagen um 90-99% ab. Diese starke Reduktion
wird der Suppression der Virusreplikation zugeschrieben. In der zweiten Phase nimmt die
Menge an RNA deutlich langsamer ab. In diesem Zeitraum kommt es wahrscheinlich zur
Eradikation infizierter Zellen.

Zusatzlich zu den direkten antiviralen Wirkungen der Therapie hat IFN auch einen wichtigen
Effekt auf die adaptive angeborene Immunantwort. So konnte zum Beispiel gezeigt werden,
dass Typ | IFN die Proliferation von Gedachtnis T Zellen fordert, die Apoptose von T Zellen
verhindert und die Entwicklung von dendritischen Zellen (DC) stimuliert (Tilg et al., 1997).
Die Analyse der Immunantwort unter Therapie lieferte allerdings widersprichliche
Ergebnisse. Wahrend einige eine Erhdhung der HCV spezifischen CD4+ T Zellantwort bei
erfolgreicher Therapie nachweisen konnten (Kamal et al., 2002), zeigten andere Gruppen,
dass es zu einer Abnahme der T Zellantwort unter erfolgreicher Therapie kam, wahrend bei
einem Misserfolg eine starke Immunantwort aufrechterhalten blieb (Rahman et al., 2004).
Auch ein Effekt von Ribavirin auf die zelluldre Immunantwort wird diskutiert. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass das Nukleosidanalogon das Verhaltnis von Th1 und Th2
Zellen in Richtung der Th1 Zellen verschieben kann, die fir die Ausheilung der viralen
Infektion wichtig sind (Rehermann et al., 2005). Inwieweit diese Modulation fir den

Therapieerfolg wichtig ist, muss allerdings erst noch gezeigt werden.
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1.3. Die Immunantwort bei einer HCV Infektion

1.3.1. Die angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort wird sowohl durch infizierte Zellen selbst als auch durch
patrouillierende Immunzellen nach der Infektion eingeleitet. Eine Gruppe von Rezeptoren,
die fir Pathogene typische molekulare Muster (PAMPs) erkennt, ist fliir Koordinierung der
angeborenen Immunantwort verantwortlich. In der HCV-Infektion wird virale doppelstrangige
RNA (dsRNA) in infizierten Zellen wird liber die Rezeptoren TLR-3 und RIG-I gebunden und
ein Signaltransduktionsweg induziert, wodurch die Bildung von Typ | Interferonen induziert
wird. Durch IFN wiederum wird die Transkription IFN-stimulierter Gene eingeleitet, was durch
eine positive Riickkopplung zu einer weiter gesteigerten IFN Bildung flhrt. Zusatzlich werden
Effektorproteine gebildet, die zum Beispiel die Translation inhibieren (PKR) oder die
Degradierung sowohl von zellularer als auch viraler mRNA einleiten (OAS) (Bode et al.,
2007). Somit wird ein Schutz der infizierten und auch der angrenzenden Zellen aufgebaut.
Es konnte gezeigt werden, dass diese Signalwege schon innerhalb der ersten zwei Tage
nach der Infektion nachweisbar sind (Bigger et al., 2001).

Allerdings kann das Virus trotz zellularer IFN Produktion und auch IFN Therapie in der Leber
persistieren. Daher liegt die Vermutung nahe, dass das Virus Strategien entwickelt hat, um
der Wirkung des IFN zu entgehen. Es konnte nachgewiesen werden, dass virale Proteine
hemmend in die Signaltransduktionswege eingreifen konnen. Zum Beispiel kann NS3/4A
wichtige Adapterproteine in der Signalkaskade (TRIF, CARDIF) enzymatisch spalten, die
beide ein Teil des TLR-3- und RIG-I Signalweges darstellen. HCV Core dagegen kann
erfolgreich den IFN induzierten JAK-STAT Weg unterbrechen, und NS5A inhibiert die
Aktivitat der PKR und OAS. Aber trotz dieser Mechanismen kdnnen Replikon tragende Huh7
Hepatomazelllinien durch IFN Behandlung ,geheilt’ werden, was nahe legt, dass eine
Wirkung der Zytokine nicht vollkommen verhindert wird.

Neben diesen Mechanismen Uber Typ | IFN spielen auch Zellen der angeborenen
Immunantwort eine entscheidende Rolle bei Infektionen in der Leber, wie zum Beispiel die
naturlichen Killerzellen (NK), die naturlichen Killer-T-Zellen (NKT) und myeloide Zellen wie
Kupffer-Zellen (Crispe et al., 2003; Racanelli et al., 2006).

Dabei handelt es sich bei den Kupffer-Zellen um Makrophagen, die apoptotische Zellen und
Mikroorganismen phagozytieren kdnnen. Zusatzlich kdnnen sie Uber die Sekretion von IL-12
und IL-18 die NK Zelldifferenzierung beeinflussen und die Ausbildung der Subpopulation der
zytotoxischen NK Zellen induzieren, die groRe Mengen an IFNy bilden (Lauwerys et al.,
2000). Die NK Zellen selber werden durch Typ | IFN und Typ | IFN-induziertes CCL3 aktiviert

und lysieren infizierte Zellen oder produzieren IFNy. Das wiederum regt Hepatozyten und

15



Einleitung

LSEC dazu an, das Chemokin CXCL9 zu bilden, was eine Rekrutierung von T Zellen zur
Folge hat. NKT Zellen erkennen Epitope, bei denen es sich nicht um Peptide handelt und die
Uber das Glykoprotein CD1 prasentiert werden. CD1 wird unter anderem auf Hepatozyten
und APC exprimiert. Aktiviert werden die NKT Zellen durch IL-12, das von den Kupffer- oder

dendritischen Zellen sezerniert wird, und induzieren Fas-vermittelte Zelllyse.

1.3.2. Die adaptive Immunantwort

1.3.2.1. Die humorale Immunantwort

Die Rolle der humoralen Immunantwort bei HCV Infektionen ist immer noch relativ unklar.
Antikérper treten erst recht spat im Verlauf der Infektion auf (Rehermann et al., 2005;
Thimme et al.,, 2001; Major et al., 2004), scheinen fiir die Eliminierung des Virus in der
akuten Phase nicht relevant zu sein (Thimme et al., 2002; Cooper et al., 1999; Logvinoff et
al., 2004) und kénnen nach einer ausgeheilten Infektion wieder abnehmen (Takaki et al.,
2000). Eine Studie mit Schimpansen zeigte, dass ein Auftreten von Antikérpern gegen die
hypervariable Region von E2 wahrend der akuten Infektion wahrscheinlich auf einen
chronischen Krankheitsverlauf hinweist (Major et al. 2004).

Bei chronisch erkrankten Patienten konnte mit Hilfe von HCV Pseudopartikeln gezeigt
werden, dass neutralisierende Antikérper (nAk) vor allem gegen die viralen Proteine E1 und
E2 im Serum nachweisbar sind (Logvinoff et al., 2004; Bartosch et al., 2003). Aber die
Tatsache, dass HCV trotzdem persistiert, zeigt, dass das Virus zum Beispiel durch die
Selektion von Mutationen, die eine Neutralisation durch Antikérper verhindert, der
Immunantwort entgehen kann. Es wurde beobachtet, dass sowohl die Aminosauresequenz
des Hillproteins als auch die Spezifitat der nAk sich im Verlauf der Infektion dndert, was
vermuten lasst, dass durch die Antikdrper ein Selektionsdruck auf das Virus ausgeibt wird.
Aber aufgrund der mangelnden Effizienz der humoralen Immunantwort scheint das Virus der
durch die nAK vermittelten Immunantwort immer einen Schritt voraus zu sein.

Trotzdem kann durch Vakzinierung mit einem nAk gegen E2 ein partieller Schutz induziert
werden, denn bei entsprechenden Versuchen mit Schimpansen konnte nach der
Immunisierung eine verminderte Viruslast festgestellt werden (Youn et al., 2005; Choo et al.,
1994; Farci et al., 1996). Genauso wurde in Menschen gezeigt, dass spontan ausgeheilte

Patienten bei einer zweiten Infektion eine geringere Viruslast aufweisen (Mehta et al., 2002).

16



Einleitung

1.3.2.2. Die zellulare Immunantwort

Obwohl die angeborene Immunantwort schon sehr friih wahrend der Infektion beobachtet
werden kann, entscheidet die erworbene und vor allem die zellulare Immunantwort Gber die
Ausheilung der Krankheit.

Als akute Phase der Erkrankung gelten die ersten sechs Monate nach der Infektion.
Wahrend sich die Viruslast im Serum innerhalb der ersten Wochen exponentiell vermehrt,
kénnen die ersten T Zellen erst nach vier bis acht Wochen in der Peripherie detektiert
werden (Thimme et al., 2001; Woollard et al., 2003; Cox et al., 2005). Die Bedeutung der T
Zellimmunantwort fir die Kontrolle der akuten HCV-Infektion konnte Uberzeugend im
Schimpansenmodell gezeigt werden. Nach Depletion von CD4+ oder CD8+ Zellen waren die
Tiere nicht in der Lage, die Virusreplikation zu kontrollieren (Shoukry et al., 2003; Grakoui et
al., 2003). Die spontane Ausheilung in der akuten Phase der Infektion ist dabei mit einer
starken und anhaltenden T Zellantwort verbunden, die gegen viele HCV Epitope gerichtet ist
und mit einer intrahepatischen Produktion von Zytokinen einhergeht (Cooper et al., 1999;
Lechner et al., 2000). Dabei sind es gerade die CD8+ T Zellen, die sowohl im Blut wie auch
in der Leber nach Antigenkontakt IFNy und TNFa produzieren und eine zytolytische Aktivitat
entwickeln, bei der mittels Perforin und Granzym die Fas-vermittelte Apoptose induziert wird.
Durch die CTL Aktivitdt werden die infizierten Zellen lysiert, was die Erhéhung der
Transaminasen erklaren konnte. Durch das IFNy wird dagegen eine nicht-zytolytische
Kontrolle der Infektion erreicht, wie zum Beispiel ein Proliferationsstop, Aktivierung von
Makrophagen und Hochregulierung der MHC Expression. Parallel zu einer starken CD8+ T
Zellantwort erscheint bei der spontanen Ausheilung auch eine starke CD4+ T Zellantwort
notwendig zu sein. Die Rolle dieser Zellen liegt in der Einleitung und Aufrechterhaltung der
CD8+ T Zellantwort.

Im Menschen konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass in der chronischen
Phase die CD4+ und CD8+ T Zellantwort generell schwach oder nicht nachweisbar ist und
sich nur gegen wenige Epitope richtet. Falls Zellen detektierbar sind, besitzen sie
eingeschrankte Funktionen wie verminderte Zytotoxizitat, Zytokinsekretion und Proliferation
(Ulsenheimer et al., 2003; Semmo et al., 2005). Allerdings ist nicht klar, ob die T Zellantwort
bereits in der friihen Phase der Infektion fehlt beziehungsweise dysfunktionell ist oder ob
eine zunehmende Hemmung oder Erschépfung der HCV spezifischen T Zellen in
Anwesenheit einer hohen Viruslast eintritt. Wahrend einige Gruppen eine signifikant
schwéachere Antwort bei chronischen Verlaufen bereits in der akuten Infektion beschrieben
haben, die nur gegen wenige Epitope gerichtet ist (Gruner et al., 2000; Thimme et al., 2001),
konnte dieser Zusammenhang bei spateren Studien nicht bestatigt werden (Cox et al., 2005;
Urbani et al., 2006a).
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Verschiedene Mechanismen sind untersucht worden, die das Versagen der T Zellantwort
verursachen kénnten.

1. Immune escape durch Selektion von Mutationen

Aufgrund der hohen Replikationsrate von HCV und der RNA Polymerase, die keine
Korrekturmechanismen besitzt, kommt es zu vielen verschiedenen Quasiespezies. Dadurch
kann es unter dem Selektionsdruck von CD8+ T Zellen zu einer Selektion von
Sequenzvarianten kommen, die von spezifschen T Zellen nicht mehr erkannt werden. Bei
chronischen Patienten konnte schon friih die daraus resultierende Umgehung der
funktionierenden CD8+ T Zellantwort nachgewiesen werden (Chang et al., 1997). Bei
longitudinalen Untersuchungen zeigte sich, dass die Selektion von Mutationen in wichtigen
Zielepitopen der CD8+ T Zellantwort mit einem chronischen Verlauf der HCV Infektion
assoziiert ist (Timm et al., 2004; Cox et al., 2005b; Tester et al., 2005; Erickson et al., 2001).
Dabei sind diese Mutationen haufig auf den Ankerpositionen im Epitop zu finden, die die
Bindung zum HLA Molekil vermitteln, wodurch die Prasentation verhindert wird. Sind sie an
anderen Stellen des Peptids zu finden, ist die Bindung zum T Zellrezeptor beeinflusst
(Soderholm et al., 2006). Zusatzlich kénnen auch Veranderungen auf3erhalb des Epitops zu
veranderten Prozessierungsmustern durch Proteasomen flihren, die eine HLA Prasentation
unmdglich machen (Seifert et al., 2004; Timm et al., 2004; Kimura et al., 2005).

Die Tatsache, dass es bei Abwesenheit dieser HLA Molekile zu einer Reversion kommt,
zeigt, dass dabei einige Fluchtmutationen auf Kosten der viralen Fitness entstanden sind
(Ray et al., 2005; Timm et al., 2004). Ob diese Fluchtmechanismen durch eine mangelnde
Unterstitzung durch CD4+ T Helferzellen oder ein zu stark fokussiertes T
Zellrezeptorrepertoir - wie im Schimpansenmodell beschrieben (Grakoui et al., 2003) -
unterstitzt werden, wird weiterhin untersucht.

2. Regulatorische T Zellen

Eine weitere diskutierte Mdglichkeit fir das Versagen der zellularen Immunantwort sind die
regulatorischen T Zellen. Einige Studien konnten zeigen, dass die Frequenz an CD4+CD25+
regulatorischen T Zellen bei chronischen Patienten im Vergleich zu spontan ausgeheilten
Patienten erhdht ist (Sugimoto et al., 2003; Boettler et al., 2005). Diese Zellen unterdriicken
die Proliferation und die IFNy Produktion der Virus spezifischen CD8+ T Zellen in vitro.
Zusatzlich wurden Virus spezifische CD8+ T Zellen beschrieben, die eine regulatorischen
Funktion durch die Sekretion von IL-10 ausibten (Accapezzato et al., 2004) oder die
Induktion von regulatorischen CD8+ T Zellen, die FoxP3 und CD25 exprimieren (Billerbeck et
al., 2007). Da allerdings viele diese Ergebnisse auf in vitro Experimenten beruhen, missen
die Effekte erst in vivo bestatigt werden, um daraus einen konkreten Nutzen fir eine

mogliche Reaktivierung der T Zellen zu ziehen.
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3. Programmed Death 1

Viel Aufmerksamkeit hat in der letzten Zeit auch die Rolle von Korezeptoren auf den T Zellen
fur die Chronifizierung der HCV Infektion bekommen. Es wurde gezeigt, dass bei
chronischen HCV Infektionen der inhibitorische Rezeptor PD-1 vermehrt auf den HCV
spezifischen Zellen exprimiert wird. Die Rolle von PD-1 wird im folgenden Kapitel ndher

erlautert.

1.3.3. Die Korezeptoren der CD28 Familie

Die Rolle der Korezeptoren fiir die Aktivierung von T Zellen wird vereinfacht durch die Zwei-
Signal-Hypothese beschrieben. Bei diesem Modell wird das erste Signal durch die Bindung
des TCR mit dem Epitop vermittelt, welches lGber das MHC Molekil prasentiert wird. Das
zweite Signal wird dagegen durch den Korezeptor lbertragen und erst dadurch kommt es
zur optimalen Aktivierung der T Zelle. In Abwesenheit des kostimulatorischen Signals kommt
es zur verminderten Immunantwort und es kann zur Toleranz und T Zellanergie fihren.

Die Kostimulation wird tber die Ligation von CD28 auf der T Zelle mit B7-1 (CD80) oder B7-2
(CD86) auf der Antigen prasentierenden Zellen vermittelt. Dabei wird CD28 standig auf T
Zellen exprimiert, wahrend seine Liganden hauptsachlich nach Aktivierung auf den APC
gebildet werden. Durch die Interaktion wird die durch die TCR induzierte Antwort der T Zellen
erhoht und aufrechterhalten. Aul3erdem regt sie die Bildung von IL-2 an.

Ein weiterer Korezeptor aus dieser Familie ist der Inducible T cell co-stimulator (ICOS), der
entsprechende Ligand ist ICOSL (B7h, B7-H2). Im Gegensatz zu CD28 wird ICOS auf T
Zellen erst nach Interaktion des TCR exprimiert. Zusatzlich kann die Expression durch ein
CD28-Signal erhoht werden. Somit scheint tUber ICOS ein kostimulatorisches Signal auf
bereits aktivierte T Zellen vermittelt zu werden. ICOSL wird dagegen nicht nur auf
hamatopoetischen sondern auch auf anderen Zellen gebildet, wobei die Regulation noch
nicht geklart werden konnte. Sie unterscheidet sich auf jeden Fall zu der Regulierung von
B7-1 und B7-2. Aber die Tatsache, dass je nach Zelltyp die Expression durch IFNy, GM-CSF
oder TNFa induziert werden kann, legt eine Regulation durch Entzindungssignale in der
Peripherie nahe. Der Effekt der Ligation mit ICOS auf T Zellen liegt nicht in der Aktivierung
naiver T Zellen sondern eher in der Differenzierung der T Helferzellen und der
Effektorfunktion.

Neben diesen stimulierenden Signalen gibt es aber auch Korezeptoren, die ein
inhibitorisches Signal vermitteln. Schon kurz nach der Aktivierung von T Zellen bilden sie den
Rezeptor Cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4, CD152), der ebenfalls zur Familie der
CD28 Rezeptoren gehort (Linsley et al., 1996). CTLA-4 bindet an die gleichen Liganden wie
CD28, allerdings ist die Bindungsaffinitdt hoher (Linsley et al., 1994). Die Konsequenz ist
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eine Inhibition der IL-2 Produktion und der Proliferation, wodurch es zu einer Anergie der T
Zellen kommt. Somit ist CTLA-4 ein regulierender Faktor der zelluldare Immunantwort, bei
dessen Abwesenheit es zu schweren Autoimmunerkrankungen kommt (Tivol et al., 1995;
Waterhouse et al., 1995).

Der Rezeptor B and T cell attenuator (BTLA) wird ebenfalls nur auf aktivierten T Zellen
exprimiert (Watanabe et al., 2003). Der am stérksten auf Th1 Zellen gebildete Rezeptor weist
eindeutig eine ahnlich inhibierende Funktion wie CTLA-4 auf. Dabei ist die Frage, mit
welchem Liganden diese Signale zu Stande kommen, noch nicht eindeutig geklart. Erste
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem Liganden um B7-H4 handelt, was
allerdings erst noch bestatigt werden muss. Die Expression dieses Liganden konnte in vitro
auf induzierten T und B Zellen, Monozyten und DC gezeigt werden.

Ein kirzlich popular gewordener Rezeptor ist Programmed Death 1 (PD-1). Dieser Rezeptor
wurde urspringlich auf T Hybridomazellen identifiziert, die einen programmierten Zelltod
durchliefen. Im spateren Verlauf konnte die Expression von PD-1 auf aktivierten T-, B- und
NKT Zellen und auf Monozyten nachgewiesen werden. Die beiden bekannten Liganden von
PD-1 sind PD-L1 (B7-H1) und PD-L2 (B7-DC). PD-L1 wird zum einen auf T und B Zellen, DC
und Makrophagen exprimiert und durch Aktivierung kann die Expression noch weiter
hochreguliert werden. Zum anderen wird er auch auf vielen nicht-hdmatopoetischen Zellen in
verschiedenen Geweben gebildet, wie zum Beispiel auf Endothelienzellen, Pankreasinseln
oder auch in der Plazenta und im Auge. Dem gegentber wird PD-L2 ausschliellich auf
professionellen APC nach Induktion exprimiert.

Uber die Ligation mit PD-1 wird nur bei gleichzeitiger Bindung des TCR ein inhibitorisches

Signal an die T Zelle vermittelt, was in einer T Zell Anergie resultiert (Latchman et al., 2001).
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Abb. 1.4 Strukturen der Mitglieder aus der B7-1/B7-2-CD28/CTLA-4 Familie (Sharpe et al., 2002). Das Schema
zeigt die bisher bekannten Interaktionen zwischen den Rezeptoren und Liganden. Bei PD-L1 und PD-L2 ist noch
nicht klar, ob es noch einen weiteren Rezeptor gibt, da sie sowohl mit stimulatorischen wie auch inhibitorischen
Funktionen assoziiert sind.

20



Einleitung

Allerdings wurde auch gezeigt, dass die Ligation die Apoptose der T Zellen einleiten kann
(Dong et al., 1999/2002; Muhlbauer et al., 2006; Petrovas et al., 2007). Wahrend somit die
inhibitorische Funktion von PD-1 dargestellt werden konnte, ist die Rolle der beiden
Liganden noch nicht eindeutig geklart. Neben der Vermittlung des inhibitorischen Signals
Uber PD-1 haben einige Arbeiten gezeigt, dass es auch zu einer Stimulation von T Zellen
kommen kann. Wegen dieser kontroversen Beobachtungen wird diskutiert, ob es
mdglicherweise noch einen zweiten Rezeptor gibt, der bis jetzt noch nicht identifiziert werden
konnte (Wang et al., 2003).

Der inhibitorische Mechanismus ist allerdings entscheidend flir immunologische Prozesse.
Zum einen ist seine Bedeutung im Bereich der Toleranz und Autoimmunitat beschrieben
worden, indem eine Anergie der T Zellen in der Peripherie erzeugt wird. Zum anderen
steuert die Ligation von PD-1 und PD-L den immuninduzierten Gewebeschaden bei viralen
Infektionen (Isogawa et al., 2005). Allerdings wirft es auch die Frage auf, inwieweit diese
Regulation der T Zellantwort eine mdogliche Ursache fiir die Chronifizierung viraler

Infektionen sein kann.

1.4. Modelsysteme der HCV Infektion

1.4.1. In vivo Modelle

Das einzige Tier, das eine HCV Replikation unterstiitzt und einen ahnlichen
Krankheitsverlauf wie der Mensch aufzeigt, ist der Schimpanse. Daher ist dieses Tiermodell
ideal, um neue Erkenntnisse Uber den Verlauf von Infektionen, die akute Phase, die
Entwicklung der Immunantwort und die Spatfolgen der Erkrankung zu gewinnen. Aufgrund
der Ahnlichkeit zwischen Menschen und Schimpansen gibt es auch praktische Vorteile, da
die Methoden und Reagenzien bei beiden Spezies gleich angewendet werden kdnnen.
Allerdings hat die Arbeit mit den Primaten auch Nachteile. Sie sind kosten- und
arbeitsintensiv und die raumlichen Gegebenheiten miissen vorhanden sein.

Daher kamen die Bestrebungen auf, ein geeignetes Kleintiermodell zu finden. Besondere
Beachtung fanden dabei die Tupajas (T. belangeri chinensis) (Xie et al., 1998), da vorher
schon gezeigt wurde, dass diese Tiere als Modell fir HBV Infektionen eingesetzt werden
kénnen (Walter et al., 1996; Yan et al., 1996). Allerdings zeigten die Versuche, dass nur ein
viertel der Tiere mit HCV infiziert werden kann, und auch dann entwickeln sie nur eine
transiente Viramie mit relativ geringen Titern.

In einem weiteren Ansatz wurde transgenen SCID Mausen humane Hepatozyten
eingepflanzt (Mercer et al., 2001). Dadurch konnten die Mause mit HCV infiziert werden und

es entwickelte sich ein geeignetes Kleintiermodell, um besonders Fragen des
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Infektionszyklus zu untersuchen. Der Nachteil dieses Modells ist, dass es besondere
Erfahrung erfordert, die Transplantation durchzufiihren und die Mortalitdt der Mause ist

relativ hoch.

1.4.2. In vitro Modelle

Fir die Erforschung des HCV war ein geeignetes in vitro Modell unabdingbar. Zu Beginn
standen den Forschern aber nur Systeme zur Verfiigung, bei denen mit Hilfe von Plasmiden
bestimmte HCV Proteine in der Zelle Gberexprimiert wurden (MacDonald et al., 2004). Das
spater entwickelte subgenomische Replikonmodell war ein grof3er Fortschritt, um das Virus
unter physiologischen und intrazelluldaren Bedingungen zu untersuchen (Lohmann et al.,
1999). Dabei handelte es sich um eine Konsensussequenz des Genotyps 1b, die die
strukturellen Gene des Virus enthielt. Um eine Selektion mdglich zu machen, wurde an der
Stelle der Strukturproteine das Gen fiir die Neomycin Phosphotransferase eingefiigt. Durch

den zusatzlichen Einbau einer internen Ribosomeneintrittsstelle und einem T7 RNA
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Abb. 1.5 Schematische Darstellung der Transfektion von Huh7 Zellen mit einem HCV Replikon (Bartenschlager
et al., 2000). Sie zeigt den Aufbau des Replikons verglichen mit dem viralen Genom. Nach der Transfektion der
Huh7 Zellen kénnen nur replizierende HCV RNA das neo-Gen amplifizieren und somit eine Resistenz gegen
G418 aufbauen. Daher kdnnen nur diese Zellen Kolonien bilden, wahrend nicht transfizierte Zellen absterben.

22



Einleitung

Polymerasepromoter wurde die Replikation ermdglicht. Nach der Transfektion der Huh7
Zellen wurden die Zellen mit Hilfe von Neomycin (G418) selektiert, in denen das Konstrukt
translatiert wurde. Nur Zellen, die eine groRe Menge an replizierender RNA enthielten,
konnten sowohl die virale RNA als auch das Neomycin Gen entsprechend amplifizieren und
somit Uberleben (Abb. 1.5). Im weiteren Verlauf war es mdglich, die Replikation durch
adaptive Mutationen wesentlich zu verbessern (Blight et al., 2002; Lohmann et al., 2003). Es
wurde auch moglich, Replikons auf Basis des Genotyps 1a (Blight et al., 2003; Liang et al.,
2005) und 2a (Kato et al., 2005) herzustellen. Aber aufgrund der Tatsache, dass keine
Strukturproteine in dem Replikon vorhanden waren, konnte das Virus keine Partikel bilden
und somit konnten einige Aspekte in diesem Modell nicht adressiert werden. Auch durch die
Herstellung von Komplettgenomen konnte keine Partikelbildung beobachtet werden (Blight et
al., 2002; Pietschmann et al., 2002; Ikeda et al., 2005).

Erst ein kirzlich entwickeltes Genotyp 2a Replikon, das aus einem Patienten mit einer
fulminanten HCV Infektion gewonnen wurde, kann in Huh7 Zellen replizieren. Durch weitere
Beobachtungen konnte gezeigt werden, dass dieses Konstrukt mit dem Namen JFH-1
(Japanese fulminant hepatitis-1) Viruspartikel produzieren und naive Huh7 Zellen infizieren
kann (Wakita et al., 2005). AulRerdem konnten mit diesen Partikeln Schimpansen infiziert
werden. Somit erdffnet dieses Model ein Zellkultursystem, das eher den physiologischen
Bedingungen entspricht.
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1.5. Die Zielsetzung dieser Arbeit

Die akute Infektion mit HCV nimmt in bis zu 80% aller Falle einen chronischen Verlauf. Ein
entscheidender Faktor fir die Elimination des Virus ist eine adaquate, zellulare
Immunantwort. Im Gegensatz zu chronisch infizierten Patienten ist bei ausgeheilten
Individuen eine starke und multi-spezifische T Zellantwort nachweisbar. Ob ein Patient
chronisch infiziert ist oder die Infektion ausgeheilt ist, kann mit Hilfe des Nachweises viraler
RNA in den meisten Fallen eindeutig identifiziert werden. Allerdings ist bei einigen Patienten
eine eindeutige Diagnosestellung nicht moglich ist. Das ist der Fall, wenn im Rahmen von
serologischen Testungen ein reaktives Ergebnis im EIA und eine schwache
Antikérperreaktion im Bestatigungsblot nachgewiesen wird und keine Virdmie im Serum
vorliegt. Die Ursache fir diese Konstellation kann entweder eine unspezifische
Antikorperreaktion oder eine ausgeheilte Infektion sein, die schon Jahre zurlickliegt. Da eine
abgelaufene Infektion durch eine starke T Zellantwort charakterisiert ist, besteht die
Mdglichkeit, Gber den Nachweis von HCV spezifischen T Zellen zwischen Personen mit
unspezifischen Antikorperreaktionen und Patienten mit ausgeheilten Infektionen
differenzieren zu kénnen.

Beim chronischen Verlauf der HCV Infektion ist die zelluldre Immunantwort sehr schwach
ausgepragt. Die Ursachen dafir sind immer noch nicht geklart. In den letzten Jahren ist die
hohe Expression des Rezeptor PD-1 auf T Zellen mit der Anergie in Verbindung gebracht
worden. Zusatzlich scheint eine Infektion von Hepatozyten Einfluss auf die Expression des
Liganden PD-L1 zu nehmen. Daher besteht die Méglichkeit, dass dieses Rezeptor-Liganden-
System eine entscheidende Rolle bei dem chronischen Verlauf der HCV Infektion spielt. Es
ist moglich, dass die antivirale Interferontherapie Einfluss auf das Expressionsmuster dieser
beiden Oberflachenproteine nimmt und somit regulierend in die zellulare Immunantwort

eingreift.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, eine ausgeheilte HCV Infektion von einer unspezifischen
Reaktivitat der HCV Serologie mit Hilfe der zellularen Immunantwort zu unterscheiden.

1. Im ersten Schritt sollen aktuelle Plasmaproben von Blutspendern, die aufgrund eines
fraglichen Befundes in der Vergangenheit von der Blutspende ausgeschlossen
wurden, wiederholt auf Antikérper gegen das Virus getestet werden.

2. Im Anschluss wird die zellulare Immunantwort der Spender analysiert. Dazu soll
sowohl die Proliferation als auch die IFNy Sekretion der T Zellen nach Stimulation mit

viralen Proteinen untersucht werden.
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Als weiteres Ziel soll die Rolle des Rezeptors PD-1 und des Liganden PD-L1 bei der

chronischen HCV Infektion und im Verlauf einer Interferontherapie analysiert werden.

1.

Zunachst soll die Expression des Rezeptors auf den gesamten T Zellen chronisch
infizierter Patienten untersucht werden und inwieweit sie sich unter antiviraler
Therapie verandert

Des Weiteren sollen HCV spezifische CD8+ T Zellen in die Analyse der PD-1
Expression einbezogen werden und ob die Therapie das Expressionsmuster
moduliert

Im weiteren Verlauf soll Expression des Liganden PD-L1 auf infizierten Hepatozyten
analysiert werden und eine Behandlung mit Interferonen modulierend eingreift.

Im letzten Schritt soll die Interaktion von PD-1 und PD-L1 in zellularen Systemen

charakterisiert werden und welchen Einfluss sie auf die T Zellen hat.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Humane Proben

2.1.1.1. Blutproben von Spendern mit fraglichem HCV Befund

Blutproben von insgesamt 72 Blutspendern wurden in dieser Studie einbezogen, die
aufgrund eines fraglichen HCV Befundes zwischen 1998 und 2007 von einer Blutspende
ausgeschlossen wurden. Sie waren also alle reaktiv im EIA, HCV RNA negativ und zeigten
mindestens eine Bande im rekombinanten Immunoblot Test. Die fur die erste Diagnose
benutzten Testsysteme unterschieden sich je nach den teilnehmenden Institutionen und den
Zeitpunkten der Untersuchungen. Der Grofteil der Spender war initial mit dem anti-HCV
Suchtest Abbott Prism/Architect (Abbott Diagnostics) getestet und die Ergebnisse mit dem
Inno-Lia HCV (Innogenetics) bestatigt worden. EIf Spender waren mit der Kombination aus
Ortho HCV (Ortho Clinical Diagnostics) und Inno-Lia, funf mit Ortho HCV und Ortho RIBA
und ein weiterer mit Architect und recomBlot (Mikrogen) getestet worden.

Als Negativkontrollen dienten die Blutproben von 16 anti-HCV negativen freiwilligen
Teilnehmern. Um die Mdglichkeit eines friiheren Kontaktes mit HCV auszuschlieen, wurden

nur junge Individuen flr die Studie rekrutiert.

2.1.1.2. Blutproben chronisch infizierter HCV Patienten

Fur die Analyse der PD-1 Expression wurden die Blutproben von chronisch mit HCV
infizierten Patienten von der Abteilung fiir Gastroenterologie und Hepatologie des
Universitatsklinikums Essen zur Verfigung gestellt. Fir longitudinale Untersuchungen
wurden bei insgesamt 32 Patienten, die im Rahmen einer HCV Studie therapiert wurden, in
regelmaliigen Zeitabstdnden Blutproben entnommen und entsprechende Analysen
durchgefiihrt oder die aufgereinigten PBMC eingefroren. Die klinischen Daten der Patienten
sind in Tab. 2.1 angegeben.

Als Negativkontrollen fir diese Untersuchungen wurden die Proben von 19 Freiwilligen

unterschiedlichen Alters und Geschlechts einbezogen.
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Tab. 2.1 Die klinischen Daten von 32 chronisch infizierten HCV Patienten, bei denen die Expression von PD-1 auf
T Zellen im Verlauf der Therapie analysiert wurde. Bei Patienten, deren Laborwerte aus der Woche 12 nicht zur
Verfigung standen, wurden die Werte aus anderen Wochen angegeben und die entsprechende Woche in
Klammern dahinter vermerkt. Wenn gar keine Informationen verfligbar waren, ist es in der Tabelle mit ,keine
Angaben’ (k.A.) gekennzeichnet. (n.n.: nicht nachweisbar)

Geschlecht Alter  HLA-A2 GT Quelle Viruslast ALT AST Viruslast Wo 12 ALT Wo 12 AST Wo 12
[IU/mi] fn] [l [IU/mi] fni [u/n]

Pt01 m 51 positiv 3a Drogenabusus 9820000 162 83 k.A. 32 23
Pt02 w 40 positiv 1b K.A. 210000 81 64 <43 36 (16) 43 (16)
Pt03 w 17 positiv 1a KA. 46000 39 31 1055 21 22
Pto4 w 37 positiv 1a KA. 797000 k.A. 28 n.n. 11 18
Pt05 m 39 positiv 3a Drogenabusus 27530 17 14 3043 17 12
Pt06 w 68 positiv 1b Bluttransfusion 105000 k.A. 36 <43 51 46
Pt07 m 59 positiv 1b  Bluttransfusion 1230000 129 124 <43 36 53
Pt08 m 35 positiv 3a Drogenabusus 324700 57 38 n.n. 35 24
Pt09 m 41 positiv 3a k.A. 1067000 145 91 <615 (4) 25 24
Pt10 m 48 positiv 1a Drogenabusus 180600 91 86 <615 80 90
Pt11 m 47 positiv 1a OoP 1122000 36 24 <615 k.A. k.A.
P12 m 49 positiv 3a Drogenabusus 1342000 91 62 <615 (2) k.A. k.A.
P13 w 37 positiv 3a Drogenabusus 7810000 99 71 n.n. 19 32
Pt14 w 32 positiv 3a k.A. 231100 58 42 n.n. 29 25
Pt15 m 36 positiv 3a k.A. 3580000 147 65 n.n. (16) 25 32
Pt16 m 39 positiv 4 Drogenabusus 711700 58 33 n.n. 18 (8) 15 (8)
P17 w 50 positiv 2a Bluttransfusion 5650000 122 121 n.n. 17 20
Pt18 m 39 positiv 1b k.A. 1287000 144 87 nn 17 23
Pt19 m 41 positiv 1a k.A. 1068000 49 50 nn 35 44
Pt20 m 39 positiv 3a Drogenabusus 1320000 150 98 <615 (4) 57 42
Pt21 \ 60 positiv 1b  Bluttransfusion 1100000 64 82 kA 51(6) 52 (6)
Pt22 m 29 positiv 1b Drogenabusus 83420 105 47 n.n. 56 (4) 30 (4)
Pt23 m 46 negativ 1b Drogenabusus 25100000 75 70 n.n 29 42
Pt24 w 67 negativ 1b  Bluttransfusion 9210000 25 26 188 15 23
Pt25 \ 50 negativ 1b k.A. 717000 98 76 n.n. 27 28
Pt26 m 51 negativ 3a Drogenabusus 1590000 122 74 n.n. 24 29
Pt27 w 32 negativ 3a k.A. 660000 66 52 n.n. 17 29
Pt28 w 66 negativ 1b k.A. 4380000 62 55 n.n. 18 30
Pt29 w 32 negativ 1a Sexualkontakt 125700 34 20 n.n. 37 28
Pt30 w 32 negativ 3a Drogenabusus 43500 26 24 n.n. 22 32
Pt31 m 59 negativ 1b k.A. 52050 118 142 <615 67 107
P32 m 28 negativ 1a Drogenabusus 3258000 44 36 <615 19 19

2.1.1.3. RNA aus Lebermaterial transplantierter Patienten

Die RNA aus Lebergewebe transplantierter Patienten wurde von Frau PD Dr. Beckebaum
(Institut fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie, Universitatsklinikum Essen)
zur Verfligung gestellt. Dabei handelte es sich um Material von vier chronischen Hepatitis C
Patienten und von zwei weiteren Patienten, die nicht wegen einer viralen Hepatitis

transplantiert worden waren.

2.1.2. Chemikalien

[*H]-Thymidin Amersham
7-AAD Becton Dickenson
AEC Sigma-Aldrich
Agarose Eurogentec
Annexin V Becton Dickenson
Annexin V Bindungspuffer Becton Dickenson
Aqua-Roti-Phenol Roth
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Ficoll

Blasticidin

Brefeldin A
Chloroform

D-PBS
Dimethylsulfoxid
DMEM

DEPC

EDTA Lésung pH8,0
Erythrozyten Lyse Puffer
Essigsaure
Ethidiumbromid
Ethanol

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FBS Gibco
Formaldehylésung
Geneticin (G418)
HEPES

Interferon Alpha (Roferon)

Interferon Gamma
Interleukin-2
Isopropanol
L-Glutamin

Microscint 20

Natrium Acetat
Natrium Acetat 3M pH5,5
Natrium Chlorid

OPD

Orange G
Penicillin/Streptomycin
PHA-P

Rapid-hyb Puffer
RPMI 1640
Saccharose

Salzsaure

Biochrom

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
J.T. Baker
Invitrogen

Roth

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Applichem
Qiagen
Applichem

Roth
Sigma-Aldirch
Becton Dickenson
Becton Dickenson
Becton Dickenson
Invitrogen

Merck

Biochrom

PAA Laboratories
Roche

Roche

Roche

Roth

PAA Laboratories
Perkin Elmer
Merck

Ambion

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Amersham

PAA Laboratories
Applichem

Merck
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Streptavidin-poly-HRP
Schwefelsaure (0,5N)
SSC ultrapure 20x
SSPE ultrapure 20x
TBE ultrapure 10x
Tetanustoxoid

Trizol

Trypanblau Gibco
Trypsin-EDTA Gibco
Tween 20

Wasserstoffperoxid

2.1.3. Gerite

Architect i2000SR

Auto-LiPa

Bioimaging System (Gene genius)
Bioreader 2000

Captair Filtersystem

Cyclone Storage Phosphor Screen
Elektrophoresekammern
Elektrophorese-Netzgerat
ELISA Reader Asys Expert Plus
FACS Calibur

GeneAmp PCRSys 2400

Gene Pulser I

Hera Safe Sterilbank

Heraeus CO, Inkubator
Heraeus Megafuge 1.0 R
Heraeus Multifuge 3 LR
Hybridisierungsofen
Inversionsmikrosop Nikon TMS
Light Cycler PCR System
Luminometer

Mikroskop Carl Zeiss
Mikrowellenherd

Mr. Frosty

Immunotools
Dade Behring
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Merieux
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Applichem
Merck

Abbott
Innogenetics
Syngene

Biosys

Captair

Packard
Medizintechnik, Uniklinkium Essen
Biometra

Asys Hiteck

Becton Dickenson
Applied Biosystems
BioRad Laboratories
Kendro GmbH
Kendro GmbH
Kendro GmbH
Kendro GmbH
Amersham

Nikon

Roche Diagnostics
Siemens

Zeiss

Panasonic

Nalgene
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pH-Meter MP 220
Photometer Gene Quant Pro
Pipettierhilfe Easypet
Pipetten

Thermocycler

Thoma Zahlkammer
Topcount NXT

UV Transluminator FLX-20M
Vakuum Blotter

Vibra AJ-2200CE Waage
Vortex Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge 5804

2.1.4. Kommerzielle Kits

Cytofix/Cytoperm

DNase Set

HCV RNA Qualitativer Assay
Inno-Lia HCV Score

Interleukin-10 ELISA Set

PCR Purification Kit

Qiamp Viral RNA Kit

Qiashredder

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit
recomBlot HCV IgG 2.0

Rediprime 1l DNA Labelling System
RNeasy Mini Kit

Vectastatin Elite ABC-Kit

2.1.5. Verbrauchsmaterialien

EDTA Monovetten
Elektroporationskivette
Filterplatten
FACS-Rdhrchen

Toledo

Amersham
Eppendorf
Eppendorf, Gilson
Eppendorf
Hecht-Assistent
Packard

MWG-Bio Tech
BioRad Laboratories
Shinko Denshi
Scientific Industries
Julabo

Eppendorf
Eppendorf

Becton Dickenson
Qiagen
Gen-Probe
Innogenetics
Immunotools
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Mikrogen
Amersham
Qiagen
Linaris Alexis

Sarstedt
BioRad Laboratories
Millipore

Falcon/Becton Dickenson
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Hybond N+ Membran Amersham

Leucosep Separationsréhrchen Greiner Bio-One

Light Cycler Kapillaren Roche

Petrischalen Greiner Bio-One

Pipetten Greiner Bio-One
Reaktionsgefalie Eppendorf
Spitzbodenréhrchen Falcon/Becton Dickenson
Zellkulturflaschen Greiner Bio-One
Zellkulturplatten Greiner Bio-One

2.1.6. Antikorper

Abgesehen von den Isotypenkontrollen sind nur monoklonale Antikérper von dem Typ Maus
anti-Human eingesetzt worden. Die Antikérper fur die Durchflusszytometrie sind mit den
unterschiedlichen Fluorochromen konjugiert, wodurch sie Uber die Absorption von Licht
bestimmter Wellenlangen und folgender Emission im Durchflusszytometer detektiert werden
kdénnen. Die Antikdrper mit den entsprechenden Konjugaten sind in Tab. 2.2 dargestellt.

Die aufgereinigten und biotinylierten Antikérper wurden fur Zellkulturen oder beim ELISpot

eingesetzt.

Tab. 2.2 Verwendete Antikdrper mit den konjugierten Fluorochromen, dem jeweilgen Klon und den Herstellen

Antikorper Fluorochrom Klon Hersteller
a-CD3 gereinigt UCHTA1 Becton Dickenson
a-CD4 PerCP SK3 Becton Dickenson
a-CD4 APC RPA-T4 Becton Dickenson
a-CD8 FITC MEM-31 Immunotools
a-CD8 PE MEM-31 Immunotools
a-CD8 APC MEM-31 Immunotools
a-CD28 gereinigt CD28.2 Becton Dickenson

a-CD28/49 gereinigt L293/L25 Becton Dickenson
a-CD95 gereinigt UT-1 Immunotools
a-PD-1 PE MIH4 Becton Dickenson
a-PD-L1 PE MIHA1 Becton Dickenson
a-PD-L2 APC MIH18 Becton Dickenson

a-HLA-A2 FITC BB7.2 Acris
a-IFNy FITC 4S.B3 Becton Dickenson
a-IFNy gereinigt 1-D1K Mabtech
a-IFNy biotinyliert 7-B6-1 Mabtech
Isotypenkontrolle PE MOPC-21 Becton Dickenson
Isotypenkontrolle APC TU145 Becton Dickenson
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2.1.7. Losungen und Puffer

AEC Substratlésung (sterilfiltriert)

Annexin V Bindungspuffer 10x
(sterilfiltriert)

Blockierungspuffer

Carbonatpuffer

Cytomix (sterilfiltriert)

Denaturierungslésung

DNA-Ladepuffer

Neutralisierungslésung

AEC (1 Tablette)
50 ml PBS
25 }Jl H202

0,1 M HEPES
1,4 M NaCl
25 mM CaCl,
pH 7,4

PBS
1% (m/v) BSA

30 mM Na,CO;
70 mM NaHCO;
pH 9,6

120 mM KClI

0,15 mM CacCl,

10 mM K;HPO4/KH,PO,
25 mM HEPES

2 mM EGTA

5 mM MgCl,

2 mM ATP

5 mM Glutathion

pH 7,6

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

5,5 mM Orange G

1,2 M Saccharose

0,5 M Tris-HCI
1,5 M NaCl
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OPD-Substratldsung

PBS

SSC Puffer (20x)

SSPE Puffer (20x)

Stoplésung

TBE-Puffer (1x)

Waschpuffer (ELISA)

Waschpuffer (ELISpot)

Waschpuffer (FACS)

Waschpuffer 1 (Southern Blot)

OPD (1 Tablette)
10 ml PBS
10 }Jl H202

155 mM NaCl
3 mM Na,HPO,
1 mM KH,PO4
pH 7,4

3 M NaCl
0,3 M Natrium Citrat
pH 7,0

3 M NaCl

0,2 M NaH,PO,4
0,02 M EDTA
pH 7,4

0,5 N H,SO,
100 mM Tris
90 mM Borsaure
1 mM EDTA

pH 8,4

PBS
0,5% (v/v) Tween20

PBS
0,05% (v/v) Tween 20

PBS
10% (v/v) FCS

1x SSC
0,1% SDS
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Waschpuffer 2 (Southern Blot) 0,1x SSC

0,1% SDS

2.1.8. Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden kommerziell bezogen. Die Namen, Sequenzen

und Herstellerfirmen sind in der Tabelle 2.3 angegeben.

Tab. 2.3 Verwendete Primer mit den Sequenzen in 5 —3'Richtung und den Herstellerfirmen.
A: Adenosin, C: Cytosin, G: Guanosin, T: Thymidin, B: Cytosin + Guanosin + Thymidin, K: Guanosin + Thymidin,
N: Adenosin + Cytosin + Guanosin + Thymidin, R: Adenosin + Guanosin, W: Adenosin + Thymidin, Y: Cytosin +
Thymidin

_Oligonukleotid Sequenz (5 —3) Hersteller
HCV Core
p1AS ATRTACCCCATGAGRTCGGC Biomers
p417S GGYGGYGGNCAGATCGTTGG Biomers
p439S GAGTWTACBTGYTGCCGCGCA Biomers
p874A ARGAAGATAGARAARGAGCAACC Biomers
HCV NS3
HCV GT1a
HCV1a 3b-F TGGRTTCCCCCCCTCAACG Invitrogen
HCV1a 3c-F TCCRAATGGAGACCAAGC Invitrogen
HCV1a 3c-R AATGACATCGGCRTGCCTCG Invitrogen
HCV1a 4a-F AGTGCCCCAGAGCTTCCAGG Invitrogen
HCV1a 4a-R TCTCCGGTGGTGGACAGAGC Invitrogen
HCV1a 4b-F GTAARAGCACCAAGGTYCC Invitrogen
HCV1a 4b-R GCAGTCTATCACCGAGTCG Invitrogen
HCV1a 4c-F CGAGGAGGTTGCTCTGTCC Invitrogen
HCV1a 4d-R ACCCAGGTGCTCGTGACG Invitrogen
HCV1a 4e-R GGGCCCTTCTGCTTGAACTGC Invitrogen
HCV GT1b
HCV1b 3c-R CCAARTAAAGGTCCGAGCTGCC Invitrogen
HCV1b 4c-F CTATGGCAAAGCCATCCC Invitrogen
HCV1b 913-F ACRGTCCTGGACCAAGCR Invitrogen
HCV1b 1058-R GCYTTRCCATAGAAGGGRA Invitrogen
HCV1b 1113-R CTTGGAGTGRCAGAAAATGAG Invitrogen
HCV1b 1598-R TCCCAGAACTCCARAYGGTC Invitrogen
HCV1b 1622-R TGRGTGAGGCCTGTRAAGAC Invitrogen
HCV1b 3404S-neu AGGGTGGCGACTCCTYGCK Invitrogen
HCV1b SV693S-neu CTACCCGTCTCCGCCCGVAGR Biomers
HCV1b SV694AS-neu ATCCTRCCCACAATGACCACR Biomers
HCV1b SV696AS GCCCACAATGACCACGCTGCC Biomers
HCV1b SV697S TGCCACTCAACTGACTCGACC Biomers
HCV GT3a
HCV3a 3256-F CTAGCAGTGGCCACTGAACC Invitrogen
HCV3a 3341-F ATATTCTTTGCGGGCTGC Invitrogen
HCV3a 4294-F ATTATCTGTGATGARTGYCATGC Invitrogen

34



Material und Methoden

HCV3a 4328-F CTAGCATAYTGGGYATAGGCAC Invitrogen
HCV3a 4460-R GGGATCTCACCTTCRGARC Invitrogen
HCV3a 4577-R GTTGAGCCCCATRCCTCTRA Invitrogen
HCV3a 4768-R AGTGCGGGTCTCGATGGA Invitrogen
HCV3a 4885-R ACAACYGAGTCAAACATBCC Invitrogen
HCV3a 5439-R CACCTCYTTRTCTGGAACG Invitrogen
HCV3a 5452-R TATTGTTGRTACARCACCTC Invitrogen
Weitere

B-Actin-F TCCCTGGAGAAGAGCTACGA Biomers
B-Actin-R AGCACTGTGTTGGCGTACAG Biomers
QuantiTect Primer Assay IP10 nicht angegeben Qiagen
QuantiTect Primer Assay MxA nicht angegeben Qiagen
QuantiTect Primer Assay PD-L1  nicht angegeben Qiagen
QuantiTect Primer Assay PD-L2 nicht angegeben Qiagen

2.1.9. Proteine, Peptide und Tetramere

Die HCV Proteine Core (aa 1 bis 115), NS3 (aa 1007 bis 1534) und NS4 (aa 1617-1864)
wurden kommerziell von der Firma Mikrogen erworben. Dabei handelte es sich um
rekombinante Proteine, die aus einem Patientenisolat (GT 1b) gewonnen wurden.
Desweiteren wurden in der Studie HCV Peptide eingesetzt. Dabei handelte es sich um
Peptide mit der Lange von 20 Aminosauren, die jeweils 10 Aminosauren uberlappend das
komplette Core Protein (GT1a) abdeckten. Diese Peptide wurden in drei Pools mit jeweils
funf Peptiden und in einen Pool mit drei Peptiden vereinigt. In einem finften Pool wurden
sechs weitere Peptide (20 aa) eingesetzt (NS3: 1241-1260, 1531-1550, 1581-1600; NS4b:
1771-1790; NS5b: 2571-2590, 2941-2960; GT1a), die eine starke Immunantwort von CD4+ T
Zellen bei ausgeheilten HCV Patienten gezeigt hatten (Schulze zur Wiesch et al., 2005). Alle
verwendeten Peptide wurden von der Firma emc microcollections synthetisiert.

Zusatzlich wurden fir die Analyse HCV spezifischer CD8+ T Zellen Tetramere verwendet.
Die dafur verwendeten HLA-A2 Peptide sind in der Tabelle (Tab. 2.4) dargestellt, hergestellt
wurden die Tetramere von der NIH Tetramer Core Facility. Als Kontrolle fiir die Analyse
spezifischer Zellen wurde ein Influenza Pentamer von der Firma Prolmmune eingesetzt (Tab.
2.4).

Tab. 2.4 HLA-A2 Peptide fir die Analyse spezifischer CD8+ T Zellen. Die HCV Peptide wurden von der Firma
emc mircocollections und die Tetramere von der NIH Tetramer Core Facility synthetisiert. Das Influenza
Pentamer wurde von der Firma Prolmmune bezogen.

Virus Genotyp AA Position AA Sequenz
HCV 1a NS3 1073 CINGVCWTV
HCV 1a NS3 1406 KLVALGINAV
HCV 1a NS5b 2594  ALYDVVTKL
Influenza A - MP 58 GILGFVFTL
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Eine rekombinante PD-L1/Fc Chimare wurde von der Firma R&D Systems bezogen. Dabei
waren die Aminosauren 1-239 der extrazellularen Domane mit der Fc Region des humanen
IgG+ Uber einen Polypeptid Linker verbunden.

Die Sequenzen der Proteine und Peptide sind in dem Anhang aufgelistet.

2.1.10. Humane Hepatomazelllinie Huh7

Die humane Hepatomzelllinie Huh7 stammt urspringlich aus einem Patienten mit einem
hepatozellularen Karzinom und wachst adharent (Nakabayashi et al., 1982). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Huh7 Con1 und die Huh7 Lunet Zelllinie verwendet. Bei der
Linie Con1 handelt es sich um Zellen, die mit subgenomischer HCV Replikon-RNA stabil
transfiziert wurden. Uber das neo-Gen und der damit verbundenen G418 Resistenz kénnen
Zellen selektiert werden, in denen sich die RNA autonom repliziert und die nicht-strukturellen
HCV Proteine nachweisbar sind.

Lunet Zellen dagegen sind Con1 Zellen, die erfolgreich mit Interferonen behandelt wurden
und somit kein subgenomisches HCV Replikon mehr enthalten. Diese Zellen wurden bei
Analysen als Negativkontrollen eingesetzt. Zusatzlich wurden in dieser Arbeit noch Lunet
Zellen verwendet, die nach stabiler Transfektion HLA-A2 bilden und auf der Zelloberflache
exprimieren. Diese Zellen wurden von Volker Lohmann (Hygiene Insitut, Abteilung

Molekulare Virologie, Universitatsklinikum Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

2.1.11. Jurkat Zelllinie

Die humane T Zelllinie wurde urspringlich aus dem Blut eines Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukemie gewonnen (Schneider et al., 1977). Die Zelllinie wurde vom

Intitut fir Tumorbiologie des Universitatsklinikums Essen zur Verfligung gestellt.

2.1.12. Reagenzien fiir die Molekularbiologie

123 Ladder Invitrogen
dNTP (10 mM) Promega
Go-Taq Polymerase Promega
Reaktionspuffer 5x (Go-Taq) Promega
Reaktionspuffer 5x (RT-Taq) Invitrogen
RT-Taq Polymerase Invitrogen
SmartLadder Eurogentec
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2.1.13. Computerprogramme und Internetseiten

CellQuest Pro Becton Dickenson
GraphPad Prism 4.03 GraphPad Software
FlowJo 7.2 Treestar

HCV Sequence Data Base http://hcv.lanl.gov

Light Cycler Software 3.5 Roche

Microsoft Office Microsoft

NCBI Homepage http://www.ncbi.nlm.nih.gov
VectorNTI 9.0 Informax

2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung der PBMC aus peripherem Vollblut

15 ml Ficoll wurde auf die Membran eines Leucosep RoOhrchens gegeben und kurz
zentrifugiert. Das vendse Blut wurde anschlieBend aus der EDTA Monovette direkt auf die
Membran gebracht und 10 min bei 1000 g zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde 2 ml
Plasma entnommen und bei -20°C eingefroren, der Rest wurde in ein 50 ml Rdohrchen
umgeschiittet, bis auf 50 ml mit PBS aufgefillt und fir 10 min mit 1500 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen zweimal mit je 50 ml PBS gewaschen (10 min,
1500 rpm). Nach dem Waschen wurden die Zellen entweder eingefroren oder die

Lebendzellzahl bestimmt und die entsprechenden Analysen durchgefiihrt.

2.2.2. Zellkulturtechniken

2.2.2.1. Kryokonservierung von Zellen

Das Zellpellet wurde im Einfriermedium (10% DMSO in 90% FCS) resuspendiert und je nach
Zellzahl in Kryoréhrchen aliquotiert. Mittels eines Mr. Frosty Einfrierbehalters wurden die
Zellen Uber Nacht bei -80°C eingefroren und am folgenden Tag in flissigem Stickstoff
eingelagert.

Zum Auftauen der Proben wurde der Inhalt eines Kryorohrchen in 5 ml kaltes FCS gegeben,
resuspendiert und bis auf 13 ml mit kaltem Medium aufgefiillt. Danach wurde fir 10 min bei

1200 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet ein weiteres Mal
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gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 1 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl

bestimmt.

2.2.2.2. Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Lebendzellzahl zu bestimmen, wurden 10yl der Zellsuspension mit 90ul PBS
verdinnt. Im nachsten Schritt wurden 20 pl davon mit 20 ul Trypanblau gemischt, um eine
Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen zu gewahrleisten. 10 yl wurden auf
Thoma-Zahlkammer gebracht und unter dem Mikroskop die Anzahl der lebenden Zellen

bestimmt.

2.2.2.3. Kultivierung von PBMC

PBMC wurden immer in RPMI 1640 Medium mit den Zusatzen 100 IU Penicillin, 100 ug
Streptomycin und 10% FCS kultiviert.

Bei den Assays der fraglichen HCV Spender war das Medium statt mit FCS mit humanem
Serum versetzt, da dadurch der Hintergrund bei dem Proliferationstest reduziert werden

konnte.

2.2.2.4. Kultivierung von Jurkat Zellen

Jurkat Zellen wurden mit dem gleichen Medium wie die PBMC kultiviert. Die Zellen wurden

alle drei Tage in dem Verhaltnis 1:2 gesplittet.

2.2.2.5. Kultivierung von Huh7 Zellen

Die adharenten Huh7 Zellen wuchsen in Dulbecco’s modified minimal essential medium
(DMEM), das zusatzlich mit 2 mM L-Glutamin, nicht-essentiellen Aminosauren, 100 [U/mi
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10% FCS versetzt war. Bei den Zellen, die das HCV
Replikon enthielten, wurde noch 500 ug/ml G418 hinzugegeben. Huh7 Zellen, die dagegen
das Gen fir das HLA-A2 Molekul beinhalteten, wurden mit DMEM kultiviert, das das
Selektionsantibiotikum Blasticidin (3 pg/ml) beinhaltete.

Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:3 passagiert,
jeweils abhangig von der Konfluenz. Dazu wurden das Medium abgegossen, die Zellen mit
20 ml PBS gewaschen und dann 2 ml Trypsin-EDTA zu den Zellen gegeben. Der Zellrasen
wurde komplett benetzt, anschlieRend das Trypsin-EDTA abgegossen und das Ablésen der
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Zellen unter dem Mikroskop verfolgt. Dann wurden 10 ml frisches Medium zu den Zellen

gegeben und das Volumen auf neuen Flaschen verteilt.

2.2.2.6. Transfektion von Huh7 Zellen durch Elektroporation

Im ersten Schritt wurden Zelllysate von HCV Replikon RNA enthaltenden Huh7 Zellen
hergestellt und die gesamt RNA daraus gewonnen. Im nachsten Schritt wurden Huh7 Zellen,
die ca. 70-90% konfluent waren, mit Trypsin-EDTA abgel6st und in kompletten DMEM
aufgenommen. Die Zellen wurden bei 1200 rpm fiir 8 min abzentrifugiert und das Pellet mit
20 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und die
Zellzahl bestimmt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 400 pl
Cytomix mit einer Konzentration von 1x10” Zellen/ml aufgenommen, mit 5 yl RNA gemischt
und in eine Elektorporationskivette gegeben. Die Elektroporation wurde durch einen
elektrischen Impuls von 270 mV und 975 yF mit der Gene Pulsar Il Apparatur durchgefiihrt.
Nach der Prozedur wurden die Zellen direkt in DMEM aufgenommen und auf einer 6-well
Platte ausplattiert. Nach 48 Stunden wurde frisches DMEM mit dem Selektionsmarker G418
auf die Zellen gegeben und dann das Medium zweimal pro Woche gewechselt. Drei bis vier
Wochen nach der Transfektion wurden resistente Kolonien sichtbar und Zelllinien mit
replizierender subgenomischer HCV RNA flr weitere Analysen etabliert.

2.2.2.7. Behandlung von Huh7 Zellen mit IFNaly

Um die Expression von PD-L1 auf Huh7 Zellen nach Behandlung mit IFNa/y zu untersuchen,
wurden 5x10° Zellen auf einer 6-well Platte ausplattiert. Am folgenden Tag wurde bei einer
Konfluenz der Zellen von 60-80% 3 ml frisches Medium auf die Zellen gegeben und IFNa/y in
den Konzentrationen 0; 10; 100; 1000 1U/ml zugefligt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden

die Zellen geerntet und die Expression bestimmt.

2.2.2.8. Aktivierung von Jurkat Zellen

Fir die Aktivierung von Jurkat Zellen wurde der Inhalt einer Kulturflasche zentrifugiert (1500
rom, 5 min), einmal mit PBS gewaschen, in 1 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl
bestimmt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 5x10° Zellen / ml auf eine 6-well
Platte ausplattiert und mit 100 ng/ml anti-CD3 und mit 5 pg/ml anti-CD28 stimuliert. Als
Negativkontrollen wurden zusatzlich nicht-stimulierte Zellen mitgefiihrt. Zu entsprechenden
Zeitpunkten wurden Zellen entnommen und die PD-1 Expression im Durchflusszytometer

bestimmt.
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2.2.2.9. Kultur von Jurkat Zellen mit I6slicher PD-L1/Fc Chiméare

Um den Effekt von PD-L1 auf PD-1 exprimierende Jurkat Zellen zu untersuchen, wurden die
Jurkat Zellen wie oben beschrieben aktiviert. Nach vier Stunden wurden die Kostimulatoren
anti-CD28 (5 pg/ml), PD-L1/Fc (10 pg/ml) und als Kontrolle anti-CD95 (0,5 pg/ml)
hinzugegeben und die Apoptose in regelmafigen Abstdanden im Durchflusszytometer

analysiert.

2.2.2.10. Kokultur von Jurkat und Huh7 Zellen

Fir die Kokultur beider Zelllinien wurden zuerst 0,5x10° Huh7 Zellen auf 6-well Platten
ausplattiert und teilweise mit IFNy (1000 IU/ml) stimuliert. Nach 24 Stunden wurden Jurkat
Zellen, die bis zu dem Zeitpunkt flr vier Stunden mit und ohne anti-CD3 (100 ng/ml)
behandelt worden waren, zu den Huh7 Zellen gegeben (Abb. 2.1). Je nach Ansatz wurde
noch anti-CD28 (5 pg/ml) in die Kultur gegeben und die Apoptose in regelmaligen

Abstanden im Durchflusszytometer analysiert.

24h Oh 3h 6h 9h 24h
IFNy
Lunet :1 ‘ ‘ ‘ ‘
Jurkat ——»
4h
a-CD3

Abb. 2.1 Versuchsablauf zur Analyse der Apoptoseinduktion durch die Kokultur von Huh7 und Jurkat Zellen.
Durch die Behandlung der Lunet Zellen mit IFNy fir 24h wurde die Expression von PD-L1 induziert. In den letzten
vier Stunden wurden Jurkat Zellen mit anti-CD3 behandelt, was in der Bildung von PD-1 resultiert. Zu dem
Zeitpunkt Oh wurden die Zellen zusammengegeben und in regelmafiigen Zeitintervallen die Apoptose analysiert.

2.2.2.11. Beladen von HLA-A2 Molekiilen auf Huh7 Zellen mit Peptiden

Zum Beladen von HLA-A2 Molekilen auf Huh7 Zellen wurden die Zellen auf einer 24-well
Platte ausplattiert (0,2x106 / well). Zusatzlich wurde das entsprechende Peptid in die Kultur
gegeben (10 pg/ml) und 12 Stunden kultiviert. Dann wurde der Uberstand abgeschiittet und
die Zellen fiinfmal mit PBS gewaschen, um nicht gebundenes Peptid zu entfernen. Dann

wurden die Kokulturen angesetzt.
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2.2.2.12. Kokultur von PBMC und Huh7 Zellen

Die Kokultur von beladenen HLA-A2+ Huh7 Zellen mit expandierten PBMC wurde wie die
Restimulation bei der intrazellularen Zytokinfarbung durchgefthrt.

2.2.3. Immunologische Analysen

2.2.3.1. Proliferationsassay

Fir die Analyse der Proliferation HCV spezifischer CD4+ T Zellen wurden 2,5 x 10° PBMC in
200 pl Medium auf eine 96-well Rundbodenplatte gegeben und flr sechs Tage in
Anwesenheit von den HCV Antigenen Core, NS3 und NS4 (1 pg/ml) inkubiert. Zusatzlich
wurden als Kontrollen unstimulierte sowie mit dem Mitogen Phytohamagglutinin (PHA) (5
ug/ml) oder Tetanustoxoid (40 x 10 I.E./ml) stimulierte Zellen mitgefiihrt. Dabei wurden alle
Analysen in Tripletts angesetzt.

Wahrend der letzten 16 Stunden der Inkubation wurde radiomarkiertes [*H]-Thymidin (2 pCi)
in die Kultur gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen auf einer Membran gesammelt und
die Menge an eingebautem Thymidin analysiert. Dazu wurden 50 pl flissiger Szintillator
zugegeben und Uber den Zerfall des Tritiums mit einem Flussigszintillationsz&hler die Menge
an eingebautem [*H]-Thymidin bestimmt. Die Ergebnisse wurden als durchschnittlicher
Zerfall pro Minute (CPM) angegeben. Der Stimulationsindex (SI) wird wiederum aus dem
Verhaltnis des CPM der stimulierten Probe und der unstimulierten Kontrolle berechnet. Die
Grenze fir eine positive Proliferation wurde durch Stimulation von PBMC einer anti-HCV
negativen Kontrollgruppe ermittelt. Dabei wurde ein S| gréRer als der durchschnittliche Sl der

Kontrollgruppe plus drei Standardabweichungen als signifikant gewertet.

2.2.3.2. ELISpot Assay

Die Funktionalitat HCV spezifischer CD4 T Zellen wurde Uber die IFNy Produktion und
Sekretion mittels ELISpot analysiert. Dazu wurden 4x10° PBMC in 200 pl Medium auf eine
96-well Rundbodenplatte gegeben und zum einen mit HCV Proteinen (1 ug/ml) und zum
anderen mit HCV Peptidgemischen (10 pg/ml) stimuliert. Als Kontrollen dienten - wie bei dem
Proliferationstest - unstimulierte und mit PHA (5 pg/ml) und TT (40 x 10 I.E./ml) stimulierte
Zellen. Jeder Ansatz wurde in Dupletts durchgefiihrt.

Nach 24 Stunden wurden Filterplatten mit primaren Antikbrpern gegen humanes IFNy (1:100
verdunnt in PBS) Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Im Anschluss wurden die Platten dreimal
mit PBS gewaschen und fir 1 Stunde bei 37°C mit FCS-haltigem Medium (10%) geblockt.
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Nach einer Vorinkubation der Zellen fir 48 Stunden wurden die Suspensionen auf die
Filterplatten ibertragen und fir weitere 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden
die kompletten Zellsuspensionen verworfen, die Platte dreimal mit PBS, dann dreimal mit
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend uber Nacht bei 4°C mit 60 pl biotinylierten
Zweitantikérper (1:500 verdinnt in PBS/BSA 0,5%) inkubiert.

Nach ausgiebigem Waschen der Platte mit Waschpuffer wurde der Boden der Platte entfernt
und 1 Stunde bei 37°C in Anwesenheit von ABC-Komplex-Losung gelagert. Anschlieflend
wurden die Platten noch dreimal mit Waschpuffer und dann mit PBS gewaschen und das
IFNy durch eine 10 mintige Inkubation mit AEC-Substratidsung bei RT in Form von Punkten
sichtbar gemacht. Nach abschlieRendem Waschen mit Leitungswasser und Trocknen bei
Raumtemperatur wurde die Menge an IFNy mit dem Bioreader 2000 bestimmt.

Eine zellulare Immunantwort wurde als positiv gewertet, wenn die Anzahl an Punkten gréRer
war als die durchschnittliche Antwort der Kontrollgruppe plus drei Standardabweichungen.
Drei Blutspender und eine Kontrollperson mussten von der Analyse ausgeschlossen werden,
da der Hintergrund der unstimulierten Kontrolle zu gro® und somit eine Auswertung nicht

moglich war.

2.2.3.3. Durchflusszytometrie

2.2.3.3.1. Bestimmung von HLA-A2 auf Zellen

Das in den EDTA Roéhrchen verbliebene Blut wurde in 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer
aufgenommen und zwei Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt. Das Volumen wurde auf
zwei FACS Réhrchen aufgeteilt, mit PBS aufgefillt und zentrifugiert (1500 rpm, 5 min).
AnschlieBend wurde der Antikdrper anti-HLA-A2 mit PBS verdiinnt, zu einer Probe gegeben
und die Suspension bei 4°C fir 15 min inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal

gewaschen, in 200 yl PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.

Die Analyse der HLA-A2 Expression von Huh7 Zellen wurde wie bei den PBMC
durchgefiihrt. Nach dem Abldsen der Zellen wurden sie einmal mit Medium gewaschen, um
das Trypsin zu inaktivieren, und anschliefend - wie oben beschrieben - die Farbung
durchgefuhrt und ausgewertet.

2.2.3.3.2. Phanotypisierung von Zellen

Soweit nicht anders beschrieben wurden fir phanotypische Analysen die Zellen mit PBS

gewaschen (1500 rpm, 5min), der Uberstand abgekippt und die in Tab. 2.5 angegebenen
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Verdinnungen der Antikdrper eingesetzt. Der Lebend-Tod-Farbstoff 7AAD wurde immer im
Verhaltnis 1:10 verdinnt. Die Inkubation lief bei 4°C fir 30 Minuten ab, danach wurden die

Zellen gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert.

Tab. 2.5 Die eingesetzten Verdinnungen der Antikorper fur die Phanotypisierung von Zellen. Soweit nicht anders
angegeben wurden bei allen Analysen diese Verdiinnungen eingesetzt.

Antikorper Verdiinnung _ Antikdrper Verdiinnung
a-CD4-PerCP 1:20 a-PD-L1-PE 1:5
a-CD4-APC 1:25 a-PD-L2-APC 1:5
a-CD8-FITC 1:25 o-HLA-A2-FITC 1:50
a-CD8-PE 1:50 o-IFNy-FITC 1:100
a-CD8-APC 1:25 Isotypenkontrolle-PE 1.5
a-PD-1-PE 1:5 Isotypenkontrolle-APC 1.5

2.2.3.3.3. Intrazellulare Zytokinfarbung

Im ersten Schritt wurden 4x10° PBMC in 1 ml Medium auf einer 24-well Platte ausplattiert
und in Anwesenheit von HCV Peptiden (1 pg/ml), IL-2 (50 IU/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml)
beziehungsweise anti-CD28/49 (2,5ul) fir acht bis zwdlf Tage expandiert.

Im zweiten Schritt wurden etwa 0,4x10° Zellen in 100 pl Medium auf eine 96-well
Rundbodenplatte gebracht und mit Antigen (10 pg/ml) in Anwesenheit von Brefeldin A (5
pg/ml) far sechs Stunden restimuliert. Als Positivkontrolle wurden Zellen parallel mit
Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) stimuliert.

Im Anschluss wurde zentrifugiert (1700 rpm, 7 min), der Uberstand verworfen und die Zellen
mit kaltem PBS gewaschen. Die Oberflachenmarker in PBS wurden hinzugegeben und die
Zellen fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach einmaligem Waschen wurden 100 ul Fix/Perm
Lésung hinzugegeben und wiederum fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 100
pl Wash/Perm Losung wurden die Zellen zentrifugiert (1700 rpm, 7 min) und wiederholt mit
der gleichen Lésung gewaschen. Fur die intrazellulare Farbung wurde der verdinnte anti-
IFNy in die Suspension gegeben und fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden
danach einmal mit der Wash/Perm Losung gewaschen, in PBS aufgenommen und im

Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.3.4. Detektion HCV spezifischer CD8+ T Zellen

Auf einer 96-well Rundbodenplatte wurden 2x10° PBMC pro well ausplattiert und einmal mit
Waschpuffer gewaschen (1500 rpm, 5 min). Die Tetramere wurden in 50 yl Waschpuffer
verdiinnt (1073: 1:100; 1406: 1:1000; 2594: 1:200 pl; Inlfuenza: 1:20) und das Zellpellet mit

dem Puffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von zehn Minuten bei 37°C wurden 100 pl
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Waschpuffer in jedes well gegeben, zentrifugiert (1500 rpm, 5 min), der Uberstand verworfen
und die Zellen noch zwei weitere Male mit Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten
Waschen wurde der Uberstand abgesaugt, die restlichen Antikérper wurden wie in Tabelle

2.6 angegeben in 50 pyl Waschpuffer verdiinnt und die Zellen in der Losung resuspendiert.

Tab. 2.6 Verdiinnung der Antikorper zur Bestimmung der Oberflachenmarker Virus spezifischer Zellen

Antikérper Verdiinnung
a-CD8-FITC 1:500
a-PD-1-PE / Isotypenkontrolle-PE 1:5

7AAD 1:10

Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei 4°C wurden die Zellen zentrifugiert (1500 rpm, 5
min) und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Fir die Messung wurden die Zellen in 200 pl

PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.
2.2.3.3.5. Analyse der Apoptose

Etwa 0,2x10° Zellen wurden in FACS-R&hrchen einmal mit PBS gewaschen (1700 rpm, 7
min), die Antikérper anti-PD-1-PE und anti-CD4-APC in 50 pyl PBS zu den Zellen gegeben
und fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und in 100 pl Annexin V - Bindungspuffer aufgenommen. Durch Zugabe von 7AAD und
Annexin V-FITC (1:50) wurden die Zellen fiir 15 Minuten bei RT im Dunkeln weiter gefarbt.
Danach wurden das Volumen durch 200 pl Annexin V - Bindungspuffer vergréRert und die

Zellen im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.4.1L-10 ELISA

Der ELISA gegen das Zytokin IL-10 wurde nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur
Kontrolle wurde ein Standard in verschiedenen Verdinnungen (300; 100; 50; 10; 2; 0,1
pg/ml) eingesetzt. Dadurch war es maoglich, die Konzentration an IL-10 zu bestimmen.

2.2.4. Molekularbiologische Techniken

2.2.4.1. DNA Agarosegelelektrophorese

Die DNA Agarosegelelektorphorese wurde mit 1,2%igen Agarosegelen in TBE-Puffer bei 100

V fir 45-60 Minuten durchgefiuhrt. Die Gele enthielten den interkalierenden Farbstoff

Ethidiumbromid, um eine anschliefienden Auswertung unter UV-Licht zu ermoglichen. Fir
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eine Einschatzung der GrélRe von Fragmenten wurden unterschiedliche DNA-Leitern in den

Gelen eingesetzt.

2.2.4.2. Isolation von RNA

2.2.4.21.PBMC

Fir die Isolation der RNA aus PBMC wurde zuerst die Zellstruktur mit dem Qiashredder nach
Herstellerangaben zerstort und die RNA mit dem RNeasy Kit isoliert. Die Proben wurden bis

zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren.

2.2.4.2.2. Plasma

Virale RNA aus humanem Plasma wurde mit dem Qiamp Viral RNA Kit nach

Herstellerangaben isoliert und bei -80°C eingefroren.

2.2.4.2.3. Huh7 Zellen

Zuerst wurden die Zellen in 1 ml Trizol lysiert. Dann wurden 200 pl Chloroform zugegeben,
fur 15 Sekunden geschiittelt und fir funf Minuten bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation
von 15 Minuten bei 12.000 g und 4°C wurde die wassrige Phase in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfihrt und die RNA durch Zugabe von 500 ul Isopropanol und einer
Inkubation von zehn Minuten bei RT ausgefallt. Nach weiterem Zentrifugieren (12.000 g, 10
min, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 1 ml Ethanol 75%
gewaschen. Das Pellet wurde geschiittelt, ein weiteres Mal zentrifugiert (12.000 g, 5 min),
der Uberstand abgeschiittet und das Pellet fiir zehn Minuten getrocknet.

AnschlieRend wurde das Pellet mit dem DNase Set nach Herstellerangaben behandelt, die

RNA mit dem RNeasy Clean Up weiter aufgereinigt und zum Schluss bei -80°C eingefroren.
2.2.4.3. Qualitative RT-PCR

2.2.4.3.1. Analyse von NS3 Fragmenten

Die RT-PCR war zum einen essentiell, um NS3 Fragmente aus Patientenserum gewinnen
und mittels Sequenzierung analysieren zu kénnen. Zum anderen konnte mit Hilfe der RT-

PCR kontrolliert werden, ob Zelllinien erfolgreich mit dem subgenomischem RNA Replikon

transfiziert worden waren.
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Dazu wurde eine Kombination aus RT und nested PCR durchgeflhrt. In dem ersten Schritt
wurde die RNA in cDNA transkribiert und gleichzeitig amplifiziert. Im zweiten Schritt wurde
durch eine PCR mit anderen Primern die cDNA weiter amplifziert, wodurch genug Material
fur die Sequenzierung zur Verfigung stand.

Die entsprechenden Gemische und Programme sind in Tabelle 2.7 aufgefihrt.

Tab. 2.7 Die Mischverhaltnisse und Programme der Reversen Transkription und der PCR.

Reverse Transkription und 1. PCR

Mix Programm
Temperatur Zeit

Wasser 9l Reverse Transkription 50°C 30 min
5x Puffer 5ul Denaturierung 95°C 15 min
dNTPs 1l
Primer 1 (10 pmol/pl) 2 pl Denaturierung 94°C 1 min
Primer 2 (10 pmol/pl) 2 pl Annealing 56°C 1 min 35 Zyklen
RT-Taq Tul Elongation 72°C 2 min
RNA-Probe Sul

finale Elongation 72°C 10 min
2.PCR
Mix Programm

Temperatur Zeit

Wasser 32 i Denaturierung 94°C 2 min
5x Puffer 10ul
dNTPs 2yl Denaturierung 94°C 1 min
Primer 1 (10 pmol/ul) 2 pl Annealing 55°C 1 min 30 Zyklen
Primer 2 (10 pmol/pl) 2 pl Elongation 72°C 2 min
Go-Taq 1ul
cDNA 1l finale Elongation 72°C 15 min

Somit kamen fir die Analyse jedes Fragmentes mindestens zwei Primerpaare zum Einsatz
(Tab. 2.8)

Tab. 2.8 Die Primerkombinationen fiir die reverse Transkription und Amplifikation viraler RNA. Die Paare sind
nach den Genotypen aufgeteilt und zusatzlich ist das jeweils zu untersuchende Fragment angegeben.

Primer 1. PCR Primer 2. PCR Fragment
GT1a

3b-F/4a-R 3c-F/3c-R NS3 1073
4a-F/4e-R 4b-F/4d-R NS3 1406
GT1b

SV693S-neu/1113R 3404S-neu/1058-R NS3 1073
SV967S/SV694AS-neu 913-F/696AS NS3 1406
913-F/1622-R 4c-F/1598-R NS3 Replikon
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GT3a

3256-F/4577-R 3341-F/4460-R NS3 1073
4294-F/4885-R 4328-F/4768-R NS3 1406
4294-F/5452-R 4328-F/5439-R NS3 1406

2.2.4.3.2. Diagnostischer Nachweis von HCV Core RNA

Der diagnostische Nachweis von HCV Core RNA mittels RT-PCR wurde fir die Analyse von
RNA aus PBMC eingesetzt. Dafir wurde die RNA im ersten Schritt in cDNA revers
transkribiert. Um eine hohe Sensitivitdt zu erreichen, wurde bei diesem Ansatz eine recht
hohe RNA- und RT-Konzentration eingesetzt. Im Anschluss wurde das Produkt fir eine
halbe Stunde bei -20°C eingefroren, dann wieder bei 4°C aufgetaut. In zwei folgenden PCR
wurde nach dem Prinzip der nested PCR die DNA amplifiziert. In der ersten PCR wurden 10
pl des Produktes mit den Primern p417S/p874A eingesetzt, in der zweiten PCR nur 5 pl mit
den Primern p439S/p1AS. Die Programme waren identisch (Tab. 2.9).

Tab. 2.9 Nachweis von HCV Core RNA in PBMC. Die RNA wurde erst durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben und anschlieRend durch eine nested PCR amplifiziert.

Reverse Transkription

Mix Programm
5x Puffer 4 ul 1h, 37°C
dNTPs 0,5 ul
874A (50 pmol/pl) 0,2 ul
DTT 1,8 ul
RT 7,5l
RNA-Probe 12,5 pl
PCR
Mix Programm

Temperatur Zeit
Wasser 23,75 ul Denaturierung 94°C 2 min
5x Puffer 10 ul
dNTPs 1ul Denaturierung 94°C 1 min
Primer 1 (10 pmol/pl) 5 pl Annealing 55°C 1 min 35 Zyklen
Primer 2 (10 pmol/ul) 5 pl Elongation 72°C 2 min
Go-Taq 0,25 ul
cDNA 10ul /5 pl finale Elongation 72°C 7 min
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2.2.4.3.3. TMA

Die qualitative Analyse viraler RNA in Plasma wurde mit Hilfe des Kits HCV RNA Qualitativer
Assay nach Herstellerangaben durchgefiihrt und mit einem Luminometer ausgewertet.

2.2.4.4. Quantitative RT-PCR

Zum quantitativen Nachweis von mRNA verschiedener Proteine wurden genspezifische
Primerpaare in Kombination mit dem QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit verwendet. Der
im Reaktionsmix des Kits enthaltene Farbstoff SYBR Green | bindet an doppelstranigige
DNA und emittiert dabei Fluoreszenz. Die gemessene Intensitat ist proportional zu der
Menge der amplifizierten DNA und zu der Zahl der mRNA Molekiile in der Probe. Die
relativen mRNA Kopien wurden Uber eine Standardkurve mit verschiedenen Verdiinnungen
korrespondierender PCR Fragmente ermittelt. Die Expression von B-Actin diente dabei als
externe Kontrolle.

Bei der PCR wurden verschieden Arten von Mischungen und Programmen je nach der Art
der eingesetzten Primer genutzt. Die kommerziell erworbenen Primer fir PD-L1, PD-L2, MxA
und IP10 wurden - wie im oberen Teil der Tab. 2.10 dargestellt - eingesetzt. Die RT-PCR fir
B-Actin dagegen ist im unteren Teil beschrieben.

Tab. 2.10 Mischverhdltnisse und Programme der quantitativen RT-PCR. Im oberen Teil sind die Beschreibungen
fur die Nutzung der kommerziellen Primer von Qiagen angegeben, im unteren Teil die fur selber hergestellte
Primer.

Quantitative RT-PCR (QuantiTect Primer Assay)

Mix Programm
Temperatur Zeit
2x QuantiFast Master Mix 10 pl reverse Transkription 50°C 10 min
QuantiFast RT Mix 0,2 ul Aktivierung 95°C 5 min
Quantitect Primer 2 ul
Wasser 7 ul Denatu.rierung . 95°C 10s 45 Zyklen
RNA (100 ng/ul) 1 ul Annealing/Elongation 60°C 30s
Quantitative RT-PCR (B-Actin)
Mix Programm
Temperatur Zeit
2x QuantiFast Master Mix 10 pl reverse Transkription 50°C 10 min
QuantiFast RT Mix 0,2 yl Aktivierung 95°C 5 min
B-Actin-F (5 uM) 4 pl
B-Actin-R (5 uM) 4 ul Denaturierung 95°C 10s
Wasser 1ul Annealing/Elongation 60°C 30s 45 Zyklen
RNA (100 ng/ul) 1 ul Ent-Dimerisierung 80°C 5s
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2.2.4.5. Southern Blot

Zur Analyse der DNA im Southern Blot wurden zunachst die Proben auf ein Agarosegel
(1,2%) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde fir 30 Minuten in 0,25
M HCI gegeben und bewegt, anschlieBend wurde die DNA durch eine 30-minltige
Inkubation in  Denaturierungslésung denaturiet und dann 30 Minuten in
Neutralisierungslosung neutralisiert. Nach einer weiteren 30-minltigen Behandlung des Gels
mit SSPE Puffer wurde die DNA in Anwesenheit von 20x SSC Puffer in einem Vakuumblotter
2 Stunden lang auf die Hybond Nylonmembran geblottet. Mittels cross-linking, einer
Bestrahlung mit UV-Licht, wurde die DNA kovalent an die Membran gebunden.

Durch eine anschlielende Prahybridisierung wurde die Membran zuerst geblockt, indem sie
fur 30 Minuten bei 65° C in Anwesenheit des Hybridisierungspuffers Rapid-hyb inkubiert
wurde. Fir die eigentliche Hybridisierung wurde der Puffer verworfen, frischer Puffer mit der
entsprechenden Sonde zu der Membran gegeben und Uber Nacht bei 65°C im
Hybridiesierungsofen inkubiert. Diese Sonde war zuvor mit dem Rediprime 1l DNA labelling
System und 2 yl des PCR Produktes der Positivkontrolle nach Herstellerangaben hergestellt
worden. Im Anschluss wurde die Membran zweimal fir 15 Minuten mit dem Waschpuffer 1
bei Raumtemperatur, dann fur 20 Minuten mit dem Waschpuffer 2 bei 65° C gewaschen, in

Klarsichtfolie eingeschlagen und im Phosphoimager ausgewertet.

2.2.4.6. Sequenzierungen

DNA Sequenzierungen wurden von der Firma AGOWA durchgefiihrt. Die mittels PCR
gewonnene DNA wurde zuerst mit Hilfe des PCR Purification Kits aufgereinigt und
anschlielend nach den von dem Labor geforderten Vorgaben eingesendet. Die Primer, die
fur die Sequenzierung der jeweiligen Abschnitte zum Einsatz kamen, sind in Tab. 2.11

aufgelistet.

Tab. 2.11 Die flr die Sequenzierung eingesetzten Primer mit den jeweiligen zu analysierenden Fragmenten.

Primer NS3 Fragment Primer NS3 Fragment Primer NS3 Fragment

GT1a GT1b GT3a

3c-R 1073 3c-R 1073 3341-F 1073
3c-F 1073 3404S-neu 1073 4460-R 1073
4c-F 1406 4c-F 1406 4328-F 1406
4b-R 1406 913-F 1406

4b-F 1406
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2.2.5. Serologische Untersuchungen

2.2.5.1. Anti-HCV Suchtest

Mit Hilfe des Architects i2000SR wurde die anti-HCV Reaktivitat bestimmt. Dabei handelt es
sich um einen Chemilumineszenzassay, der auf dem Prinzip des Enzymimmunoassays
beruht. Als Antigene werden Proteine verwendet, die einem Teil des HCV Core-, NS3-
Proteins und dem NS3/4-Polyprotein entsprechen. Das Ergebnis der zu untersuchenden
Probe wird ins Verhaltnis zu dem Grenzwert der Kontrollen gesetzt und in Form des S/CO
(sample/cutoff) wiedergegeben. Dabei wird eine S/CO von eins oder grof3er als reaktiv
gewertet.

Zur Analyse wurden die Plasmaproben aufgetaut und in entsprechenden Probenrdhrchen

direkt in den Automaten gegeben.

2.2.5.2. Anti-HCV Bestitigungstest

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Immunoblots als Bestatigungstests eingesetzt,
der recomBlot HCV IgG 2.0 (Mikrogen) und der Inno-Lia HCV Score (Innogenetics). Bei dem
recomBlot HCV sind die gereinigten, rekombinanten HCV Proteine Core, NS3, Helikase,
NS4 und NS5 aufgetrennt auf einer Membran aufgetragen, wodurch eine hdohere Spezifitat
als bei dem Suchtest erreicht wird (Abb. 2.2 A). Bei entsprechender Reaktion sind die
Antikdrper in Form von Banden sichtbar.

Fur die Auswertung besitzen die Antikorperreaktionen gegen unterschiedliche Antigene
verschiedene Wertigkeiten. Je nach der Intensitat der Core-Bande besitzt sie einen Wert von
finf oder acht. Die NS4-Bande hat einen Wert von vier, NS3- und Helikase- einen Wert von
drei und NS5- von zwei. Bei einer Summe von finf oder kleiner ist das Ergebnis negativ, bei
sechs bis neun fraglich und bei zehn oder gréRer positiv. Die Analyse der Plasmaproben
wurde nach Vorschrift des Herstellers mit Hilfe des Automaten Auto-LiPA durchgefiihrt.

Wie bei dem recomBlot sind bei dem Inno-Lia die HCV-Antigene in Form von Banden auf
einen Nylonstreifen aufgetragen (Abb. 2.2 B). Allerdings werden bei diesem Test zwei
Antigene aus der Core-Region verwendet. Zusatzlich ist ein Antigen aus der hypervariablen
Region E2, eins aus der Helikase-Region NS3 sowie aus NS4a, NS4b und NS5a vorhanden.
Als weiteres gibt es drei Positivkontrollen verschiedener Intensitat, die zur Quantifizierung
und als untere Grenze der Antikorperreaktion genutzt werden. Zusatzlich liegt eine
Streptavidin-Kontrolle vor, die bei dem Test negativ sein muss, um eine fehlerfreie
Interpretation des Blots zu gewahrleisten. In diesem Test besitzt die NS3-Bande eine hdhere

Wertigkeit als andere Proteine. Ist ihre Intensitat aquivalent zu der schwachsten
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Positivkontrolle, liegt ein fraglicher Befund vor. Der gleiche Befund liegt vor, wenn eine
Reaktion gegen ein anderes Antigen mit hoherer Intensitat vorliegt. Wenn zwei HCV-
Antigenbanden eine Reaktivitat von mindestens der schwachsten Positivkontrolle aufweisen,
ist die Probe positiv.

Die Plasmaproben wurden nach dem Herstellerprotokoll fir eine Inkubationszeit von drei
Stunden mit Hilfe des Auto-LiPA durchgefiihrt.

A B
06
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Streptavidin
e Level 3+ -
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core l NS4
NS5

Abb. 2.2 Bandenverteilung auf den eingesetzten rekombinanten Immunoblots: (A) recomBlott HCV 1gG 2.0 von
Mikrogen und (B) Inno-Lia HCV Score von Innogenetics
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der zellularen Immunantwort bei Blutspendern mit fraglichen HCV

Infektionen

3.1.1. Serologische Untersuchungen der Blutproben

Fir diese Studie wurden Blutproben von 72 Blutspendern akquiriert, die innerhalb der letzten
neun Jahre aufgrund eines fraglichen anti-HCV Befundes von der Blutspende
ausgeschlossen wurden. Diese Personen waren also zum Zeitpunkt der Blutspende im
Suchtest reaktiv getestet worden, wahrend im Immunblot eine schwache Reaktion detektiert
worden war.

Die Analyse der aktuellen Plasmen mit dem CMIA als Suchtest zeigte, dass bei insgesamt
40 der 72 Spender (56%) Antikérper nachweisbar waren (durchschnittliche Intensitat: 2,6
S/CO), wahrend bei 32 Spendern die Reaktivitat unterhalb der Grenze von 1 S/CO lag und
somit nach Herstellerangaben als nicht reaktiv einzustufen war (Abb. 3.2).

Aufgrund dieser abweichenden Ergebnisse von den initialen Befunden der
Blutspendedienste stellte sich die Frage, ob die Ursache in der Abnahme der
Antikdrperkonzentration oder an den eingesetzten Tests liegt. Natirlich bestand die
Maoglichkeit, dass die verschiedenen Messverfahren unterschiedliche Antikdrpermengen
detektieren. Allerdings kann nach einer ausgeheilten HCV Infektion die Konzentration Uber
die Zeit abnehmen, was sowohl die fraglichen Befunde beim Blutspendedienst als auch die
durchschnittlich noch geringeren Antikdrperkonzentrationen in der vorliegende Studie
erklaren konnte. Um einen solchen Verlauf nachverfolgen zu kénnen, wurden die ermittelten
Reaktivitaten in Relation zum Zeitpunkt gesetzt, an dem der erste Befund bei dem
Blutspendedienst gemacht wurde. Fir einen direkten Vergleich wurden EIA Ergebnisse der

Spender, die innerhalb der letzten zwei Jahre anti-HCV reaktiv (Gruppe 1) befundet wurden,

HCV Polyprotein

Strukturproteine Nicht-Strukturproteine

| Core

S
E1 | E2 |p7| NS2 | NS3 | §| NS4b | NS5a | NS5b
z

recomBlot

cMiA = =1 |
=

= = =
wos B = 8 | E

Proliferationassay/ ‘ | ‘ ‘
ELISpot

Abb. 3.1 Die Organisation des HCV Polyproteins. Darunter sind die rekombinanten Proteine angegeben, die in
den verschiedenen diagnostischen Testsystemen und Analysen dieser Studie eingesetzt wurden.
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| 72 Blutspender mit initialem HCV fraglichem Befund |

EIA
Ergebnis

anti-HCV anti-HCV
nicht-reaktiv: 32 reaktiv: 40
(44%) (56%)
Blot |
Ergebnis l l l l l l
keine Bande: 13 1 Bande: 12 > 1 Bande: 7 keine Bande: 7 1 Bande: 15 > 1 Bande: 18
(41%) (38%) (22%) (18%) (38%) (45%)
Core: 8 Core/NS4: 1 Core: 13 Core/NS3: 2
NS3: 1 NS3/Helic.: 4 NS3: 1 NS3/Helic.: 8
NS4: 2 NS3/Helic./NS5-12: 1 Helic.: 1 NS4/Helic.: 1
Helic.: 1 Core/NS3/Helic./NS4: 1 NS3/Helic./NS5-12: 4
NS3/NS4/NS5-12: 1
Core/NS3/Helic./
NS5-12: 1
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o NS5-12; 1
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6/13 5/12 5/7 0/7 8/15 9/18
16 /32 (50%) 17 / 40 (43%)

Abb. 3.2 Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen und der Analyse der zellularen Immunantwort der 72
Spender, die urspriinglich anti-HCV fraglich diagnostiziert worden waren. Die Proben wurden zunachst mittels
EIA auf anti-HCV Reaktivitat getestet. Reaktive und nicht-reaktive Spender wurden im Anschluss im Immunoblot
auf Antikdrper gegen bestimmte virale Proteine (recomBlot: Core, NS3, NS4) und in Abh&ngigkeit von der Anzahl
der detektierten Banden weiter unterteilt. Die Anzahl der Spender, die gegen ein Protein beziehungsweise gegen
Proteinkombinationen reagierten, ist in den Kéasten angegeben. Jeweils darunter ist die Anzahl der Spender
angefiihrt, bei denen eine Proliferation der PBMC nach Stimulation mit mindestens einem Protein detektiert
wurde.

mit denen verglichen, deren Befund schon mehr als fiinf Jahre zuriick lag (Gruppe 2; Abb.
3.3). Wahrend in Gruppe 1 noch 65% der Spender reaktiv waren (durchschnittlicher S/CO:
2,5), konnte bei Gruppe 2 nur noch bei 48% der Spender Antikérper gegen HCV
nachgewiesen werden (durchschnittlicher S/CO: 1). Diese signifikante Verminderung der
anti-HCV Reaktivitat (p < 0,05) bestatigte, dass mdglicherweise die Menge der Antikorper
abnimmt, je langer der urspriingliche Befund zurickliegt.

Neben dem EIA wurden die Proben im Anschluss mit dem Immunoblot (recomBlot) auf
Antikdrper gegen einzelne HCV Proteine untersucht. Durch die Auftrennung der viralen
Proteine besitzt dieser Test im Vergleich zu dem CMIA eine héhere Spezifitdt. Daher wird
nach einem reaktiven Befund im sensitiveren CMIA mit Hilfe des Blots unterschieden, ob es
sich um Antikdrper gegen spezifische Proteine oder um unspezifische Reaktionen handelt.
Mittels Immunoblot konnten bei 52 Spendern (72%) Antikdrper gegen mindestens ein
Antigen detektiert werden.

Aulerdem kann durch die aufgetrennten Proteine der Umfang der humoralen Immunantwort
dargestellt werden. In der Gruppe der EIA nicht reaktiven Spender zeigten 13 (41%) im Blot
keine Reaktion, zwdlf (38%) reagierten mit einem und sieben (22%) mit mehr als einem

Antigen. In der Gruppe der EIA reaktiven Spender zeigte sich eher ein entgegengesetztes
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Abb. 3.3 Die anti-HCV Reaktivitdt von Blutspendern ermittelt durch den CMIA bezogen auf die vergangene Zeit
seit dem ersten fraglichen Befund. Der cut-off des Assays liegt bei einer S/CO von eins. Spender, die innerhalb
der letzten zwei Jahre als fraglich getestet worden waren, zeigten eine Antikérperreaktivitdt in 65% der
Individuen. Im Gegensatz dazu konnte nur in 48% der Spender, deren Befund mehr als fiinf Jahre zurticklag, eine
Reaktivitat detektiert werden (p = 0,041). Die Anzahl an Spendern mit zellularer Immunantwort war in beiden
Gruppen ahnlich. Der statistische Vergleich wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests durchgefihrt.

Verhaltnis. Wahrend sieben (18%) im Blot negativ waren, wurden bei 15 (38%) Spendern
Reaktionen mit einem und bei 18 (45%) Spendern mit mehr als einem Antigen festgestellt.
Zusatzlich zeigte die Auswertung der detektierten Antigene, dass die HCV Proteine nicht alle
in gleichen MaRen von den Antikérpern erkannt wurden. Bezogen auf alle Spender (72) in
dieser Studie wurden Antikorper gegen das Core-Protein (27) am haufigsten detektiert,
gefolgt von NS3 (25) und der Helikase (23). Bei weitem seltener konnten Reaktionen mit
NS4 (6) und NS5-12 (8) beobachtet werden.

Die Proben wurden zusatzlich mit einem zweiten Immunoblot (Inno-Lia) getestet. Da sich die
Blots in den Antigenen unterscheiden, sollte somit eine maximale Sensitivitdt erreicht
werden. Ein Vergleich der Ergebnisse beider Blots zeigte, dass Antikérper gegen Core und
NS3 in beiden Tests am haufigsten nachgewiesen wurden (Abb. 3.4). AulRerdem konnte

gezeigt werden, dass es keinen signifikanten Unterschied in der Detektion von Antikdrpern
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Abb. 3.4 Der Vergleich der serologischen Ergebnisse, die mit den verschiedenen Immunoblots gewonnen
wurden. Die Tabellen zeigen die Anzahl der Proben, die entweder in beiden Tests (+/+) oder nur in einem Test
(+/-) reaktiv waren oder keine Reaktion zeigten (-/-). NS3 und Helikase wurden zusammengefasst, weil die
Helikase innerhalb des NS3 Proteins liegt. Wahrend kein signifikanter Unterschied in der Detektion von
Antikérpern gegen Core, NS3 und NS4 zwischen den beiden Tests beobachtet werden konnte, war die Detektion
von Antikérpern gegen NS5 mit dem recomBlot erhoht.

Sieben Proben wurden nicht in dem Vergleich berticksichtigt, da sie aufgrund einer positiven Reaktion gegen
Streptavidin im Inno-Lia nicht auswertbar waren. Der statistische Vergleich wurde mit Hilfe des Chiquadrat-Tests
durchgefiihrt.

gegen Core, NS3 oder NS4 zwischen den beiden Tests gab. Im Gegensatz dazu war die
Detektion von NS5 spezifischen Antikdrpern im recomBlot hoher als im Inno-Lia.
Zusammengenommen zeigt die Analyse der humoralen Immunantwort von Blutspendern in
vielen Individuen einen Unterschied zu dem urspringlichen Befund. Wahrend alle Spender
beim DRK als anti-HCV fraglich diagnostiziert worden waren, wurde im Rahmen dieser

Studie nur bei 56% (EIA) beziehungsweise 72% (Immunoblot) Antikérper detektiert.
3.1.2. Analyse der zellularen Immunantwort
3.1.2.1. Proliferation der PBMC

Zum Nachweis der zellularen Immunantwort wurde die Proliferation von PBMC analysiert.
Bei 33 Spendern (46%) konnte eine Proliferation der Zellen nach Stimulation mit einem oder
mehreren Proteinen detektiert werden. Dabei zeigten zwolf Spender (17%) eine
Immunantwort nach Stimulation mit dem Core-Protein, die Zellen von 27 Spendern (38%)
proliferierten nach Stimulation mit dem NS3- und die von 26 Spendern (36%) nach der Kultur
mit dem NS4-Protein. Die starkste Proliferation war nach Stimulation mit NS3 zu beobachten
(Abb. 3.5 A).

Insgesamt reagierten von den 33 positiven Spendern elf nach der Stimulation mit einem
Protein, 13 mit zwei und neun mit drei Antigenen.

Wie auch schon bei der Analyse der humoralen Immunantwort wurde untersucht, inwieweit
die zellulare Immunreaktion von dem Zeitpunkt des ersten fraglichen Befundes abhangig ist.
Die Ergebnisse des Proliferationstests wurden wieder in die vorher beschriebenen zwei
Gruppen eingeteilt, je nachdem, ob der initiale Befund weniger als zwei oder mehr als finf
Jahre zurticklag (Abb. 3.3). Der Vergleich zeigte, dass kein signifikanter Unterschied
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Abb. 3.5 Die Analyse der zelluldren Immunantwort der anti-HCV fraglichen Spender. (A) Bestimmung der T Zell
Proliferation nach Stimulation der PBMC mit HCV Antigenen. Die Proliferation ist in Form des Stimulationsindex
(Sl) angegeben. (B) Detektion der IFNy produzierenden T Zellen nach Stimulation im ELISpot Assay. Die
Ergebnisse zeigen die Spot Forming Cells (SFC) pro 10° PBMC. Der statistische Vergleich wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests durchgefihrt.

zwischen diesen beiden Gruppen vorlag, da in 50% der ersten Gruppe und in 45% der
zweiten Gruppe Proliferation nachgewiesen werden konnte.
Somit konnte die Proliferation in fast der Halfte der Spender nachgewiesen werden; eine

Abhangigkeit vom Zeitpunkt des initialen Befundes konnte nicht nachgewiesen werden.

3.1.2.2. IFNy Produktion der PBMC

Neben der Proliferation ist die Sekretion von IFNy ein wichtiger Marker fir die antivirale
Funktionalitat spezifischer T Zellen. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Zellen in fast
der Halfte der Spender proliferierten, allerdings ergab das nur bedingt Aufschluss Uber die
Funktionalitat. Daher wurde die Produktion des Zytokins nach Stimulation der PBMC mit
HCV Proteinen im ELISpot analysiert (Abb. 3.5 B). In insgesamt sieben Spendern konnte
IFNy nachgewiesen werden, wobei die Stimulation mit NS3 bei finf Individuen zu einer
Immunantwort fihrte. Drei Patienten reagierten zusatzlich noch mit Core und/oder NS4. Zwei
Spender reagierten nur schwach nach Stimulation mit dem Core Protein.

Ubereinstimmend war bei diesen Spendern auch eine Proliferation der PBMC nach
Stimulation mit HCV Proteinen nachgewiesen worden. Die ELISpot Analyse bestatigte somit

die vorausgegangen Ergebnisse bei diesen Spendern.
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Zusatzlich wurden die Zellen mit vier Peptidgemischen bestehend aus Uberlappenden
Peptiden der Core-Region und einem Gemisch aus sechs immundominanten Peptiden des
nicht-strukturellen Bereichs stimuliert. Bei der Analyse der Negativkontrollgruppe induzierten
diese Peptide allerdings so starke zelluldare Immunantworten, so dass eine weitere Analyse

der Proben fraglicher Spender nicht mdglich war und die Untersuchungen eingestellt wurden.

3.1.3. Analyse viraler RNA in PBMC

Da sich Patienten mit einer okkulten HCV Infektion und Spender mit fraglichen anti-HCV
Befunden serologisch sehr dhneln, sollte untersucht werden, ob die Spender moglicherweise
immer noch okkult mit dem Virus infiziert sind. Denn auch bei diesen Patienten konnte eine T
Zellantworten nachgewiesen werden. Im Unterschied zu ausgeheilten Patienten kann
allerdings bei 70% der Patienten virale RNA in den PBMC detektiert werden.

Daher wurde die RNA der PBMC von 22 Spendern, bei denen eine Immunantwort im
Proliferationstest nachweisbar war, und von zwei Spendern, deren Nachweis spezifischer T
Zellen negativ ausgefallen war, extrahiert und mittels PCR auf HCV Core getestet. Nur bei
einem Spender war eine deutliche Bande der theoretischen GréRe von etwa 312 bp zu
erkennen, die der Positivkontrolle entsprach. Bei drei weiteren Proben waren schwéachere
Banden entsprechender GroRe auf dem Gel sichtbar (Abb. 3.6 A).

Vorhergegangene Analysen mit Proben chronischer HCV Patienten hatten gezeigt, dass
durch virale RNA im Plasma das Ergebnis dieses Tests falsch positiv beeinflusst werden
kann. Daher wurde die Viramie entsprechender Spender qualitativ mit dem hoch sensitiven
TMA wiederholt getestet und fiel bei allen vier Proben negativ aus. Viramie im Plasma

konnte somit als Ursache fiir dieses Ergebnis ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.6 Analyse viraler RNA in PBMC von anti-HCV fraglichen Blutspendern. (A) Das Ergebnis der RT-PCR
zeigte bei vier Spendern Banden auf dem Niveau der Positivkontrolle, einer Serumprobe eines chronischen HCV
Patienten. (B) Die Analyse im Southern Blot bestatigte das Vorhandensein viraler RNA in einem Spender.

(P: Positivkontrolle; M: Grolenmarker; 1-4: Spendermaterial)
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Da die Banden im Gel zum Teil schwach waren, wurde eine weitere Analyse mittels
Southern Blot durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte, dass effektiv nur bei einem Spender virale
RNA in den PBMC vorhanden war (Abb. 3.6 B).

Um eine Kontamination mit der Positivkontrolle auszuschlielen, wurden die beiden Proben
sequenziert und mit bekannten Sequenzen verglichen. Wahrend die Positivkontrolle dem
Genotyp 2b entsprach, lag bei dem fraglichen Spender der Genotyp 1b vor. Durch den
Nachweis der verschiedenen Genotypen konnte eine Verunreinigung ausgeschlossen
werden.

Dieser Spender war auch schon in den zellularen Analysen positiv getestet worden. Daher
bestatigt das Ergebnis die Vermutung einer ausgeheilten HCV Infektion. Interessanterweise

war dieser Spender in beiden serologischen Tests nicht reaktiv.

3.2. PD-1 Expression bei chronisch infizierten HCV Patienten

3.2.1. Die Expression auf T Zellen

Der Rezeptor PD-1 wird auf aktivierten T Zellen exprimiert und kann unter anderem mit einer
Anergie der T Zellen assoziiert werden. Es wurde gezeigt, dass bei dem chronischen Verlauf
einer Virusinfektion die Expression auf Virus spezifischen T Zellen permanent erhoht bleibt
und diese Zellen verminderte Effektorfunktionen aufweisen.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde zuerst die Expression des Rezeptors bei chronisch
infizierten HCV Patienten untersucht, die sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht in
Therapie befanden. Dabei wurden alle CD4+ und CD8+ T Zellen in die Analyse mit
einbezogen und mit der Expression von PD-1 bei gesunden Kontrollindividuen verglichen.
Die Ergebnisse zeigten, dass der Anteil an PD-1 positiven Zellen auf CD4+ T Zellen héher

war als auf CD8+ T Zellen.
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Abb. 3.7 Der Anteil von PD-1 positiven Zellen der A) CD4+ und der B) CD8+ Populationen. Verglichen wurden
die Zellen von gesunden Freiwilligen als Kontrolle und chronischen HCV Patienten, die sich nicht in Therapie
befanden. Die statistischen Vergleiche wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests durchgefihrt.
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Bei dem Vergleich der Patienten mit der Kontrollgruppe wurde deutlich, dass sowohl in der
CD4+ als auch in der CD8+ Population die Expression von PD-1 signifikant erhéht war
(CD4+: p = 0,02; CD8+: p = 0,0004) (Abb. 3.7).

Eine chronische HCV Infektion resultierte also in einer erhéhten PD-1 Expression. Allerdings
konnte keine Korrelation zwischen der Expression und der Viruslast nachgewiesen werden
(Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 Die Expression von PD-1 auf CD4+ (A) und CD8+ (B) Zellen in Abhangigkeit von der Viruslast. Fur die
Berechnung der Statistik wurde die Spearman-Korrelation eingesetzt.

3.2.2. Die Expression von PD-1 auf CD4+ und CD8+ T Zellen unter Therapie

Da eine chronische HCV Infektion als Ursache fiir eine erhohte PD-1 Expression
nachgewiesen werden konnte, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, wie sich eine
erfolgreiche Therapie auf die Expression auswirkt. Auch wenn eine direkte Korrelation von
PD-1 und der Viruslast nicht gezeigt werden konnte, bestand die Moglichkeit, dass die
Therapie einen Einfluss auf die Aktivierung von T Zellen nehmen kann. Daher wurde bei
zehn Patienten die ersten zwdlf Wochen der Therapie mitverfolgt und zu verschiedenen
Zeitpunkten die PD-1 Expression bestimmt (Tab. 2.1, S. 27).

Die longitudinale Analyse zeigte allerdings, dass die Therapie keinen Einfluss auf die
Expression von PD-1 auf T Zellen hat (Abb. 3.9). Wahrend bei sieben Individuen nach zwolf
Wochen keine virale RNA nachweisbar war, nahm - bezogen auf CD4+ Zellen - der Anteil an
PD-1 positiven Zellen im Verlauf der zwolf Wochen nur bei vier Patienten ab (Pt25, Pt28,
Pt29, PT31), wahrend bei den restlichen die Menge an CD4+PD-1+ Zellen relativ konstant
blieb oder sogar anstieg.

Ahnlich verhielt es sich bei den CD8+ T Zellen. Nur bei finf Patienten konnte eine
kontinuierliche Abnahme beobachtet werden (Pt23, Pt24, Pt25, Pt28, Pt29).
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Zusammengenommen wurde also bei drei Patienten (Pt25, Pt28, Pt29) im Verlauf der
Therapie eine Abnahme von PD-1 Expression sowohl auf CD4+ als auch CD8+ T Zellen

nachgewiesen.
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Abb. 3.9 Der longitudinale Verlauf der CD4+PD-1+ (A) und der CD8+PD-1+ (B) T Zellen im Verlauf der ersten
zwOIlf Wochen der HCV Therapie. Das Blut wurde den Patienten zu den entsprechenden Zeitpunkten
entnommen, aufgereinigt und eingefroren. Zur Analyse wurden die Proben von allen Zeitpunkten aufgetaut und
die durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt.

3.2.3. Analyse der PD-1 Expression auf HCV spezifischen CD8+ T Zellen vor und

wahrend der antiviralen Therapie

Eine Reduktion der PD-1 Expression auf allen CD4+ und CD8+ T Zellen wurde wahrend der
ersten zwoIf Wochen einer HCV Therapie nur bei vier Patienten beobachtet. Es war jedoch
gezeigt worden, dass gerade auf Virus spezifischen CD8+ T Zellen die PD-1 Expression
erhoht ist. Daher bestand die Moglichkeit, dass speziell auf diesen Zellen das
Expressionsmuster durch die Therapie moduliert wird. Aufgrund dieser Annahme wurde der
longitudinale Verlauf der Proteinexpression auf den CTL analysiert.

Zur Detektion HCV spezifischer CD8+ T Zellen wurden drei verschiedene Tetramere
eingesetzt. Da es sich bei den Peptiden um HLA-A2 restringierte Epitope handelte (1073,
1406, 2594), wurden im ersten Schritt die Studienteilnehmer ermittelt, die den
entsprechenden HLA-A Typ aufwiesen. Insgesamt konnten somit 22 Patienten in die Analyse
einbezogen werden (Tab. 2.1, S. 27).

Die fiur die Herstellung der Tetramere genutzten Peptide entsprachen den Sequenzen des
HCV Genotypen 1a. Laut der Diagnostik waren die Patienten aber mit verschiedenen
Genotypen des Virus infiziert. Daher wurde die virale RNA aus dem Plasma zum Zeitpunkt
vor der Therapie extrahiert und die entsprechenden Bereiche aus NS3 sequenziert. Fir die
Sequenzen der Genotypen 2a und 4 beziehungsweise des NS5 Bereiches wurden die

Konsensussequenzen aus HCV Datenbanken ermittelt und angegeben (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 Die fur die Tetramerherstellung eingesetzten Peptidsequenzen im Vergleich zu den viralen Sequenzen
aus den jeweiligen Patienten. Die virale RNA wurde aus dem Plasma isoliert, Teile des NS3 Bereichs durch RT-
PCR revers transkribiert, amplifiziert und sequenziert. Sowohl die Sequenzen fir GT2a und 4 als auch die
Sequenzen fir den NS5 Bereich wurden durch das Erstellen von Konsensussequenzen mit Hilfe von HCV
Datenbanken erstellt. Die Patienten sind nach den jeweiligen Genotypen geordnet.

Obwohl sich die autologen Sequenzen von denen der Tetramere unterschieden, wurde
untersucht, inwieweit bei den Patienten spezifische Zellen nachweisbar waren. Von 18
Individuen (Pt 01-03, 05, 07, 09, 11-22) wurden die Proben von dem Zeitpunkt vor der
Therapie aufgetaut und die ex vivo Bestimmung durchgefiihrt. Von drei weiteren Patienten
(Pt 04, 06, 10) stand kein Material zum Zeitpunkt vor der Therapie zur Verfligung. Daher
wurden Proben, die unter Therapie entnommen wurden, in die Analyse einbezogen. Ein
weiterer Patient konnte aufgrund von zu wenig Probenmaterial nicht initial getestet werden
(Pt 08).

Insgesamt wurden in elf Patienten spezifische Zellen gegen das Epitop 1073 (Pt 02, 03, 05,
06, 13-19) und in zehn Patienten gegen das Epitop 1406 (Pt 02-06, 13-17) detektiert. Gegen
das Epitop 2594 waren ex vivo in keinem Patienten spezifische Zellen nachweisbar (Abb.
3.11).

Da die Menge an spezifischen Zellen bei chronischen HCV Patienten sehr gering ist, wurde
zur Bestéatigung der Ergebnisse ein Teil der Zellen in vitro durch Stimulation mit den
entsprechenden GT1a Peptiden expandiert und wiederum die spezifischen Zellen bestimmt.
Nach einer Kultur von acht Tagen konnten spezifische Zellen gegen 1073 in zehn Patienten
(Pt 02, 03, 05, 13-19) und gegen 1406 in acht Patienten (Pt 02-05, 14-17) bestatigt werden.
Zusatzlich konnte bei einigen Patienten, bei denen ex vivo keine spezifischen Zellen
nachgewiesen wurden, nach der Expansion Zellen gegen 1073 (Pt 04, 07, 09, 11, 21) und
1406 (Pt 06, 09, 11, 18-20, 22) detektiert werden (Abb. 3.11).

Als Kontrolle wurden Influenza spezifische T Zellen mit Ausnahme von zwei Patienten bei

allen Teilnehmern mit Hilfe des Influenza Pentamers nachgewiesen.
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Abb. 3.11 Die Analyse HCV spezifischer Zellen von chronischen Hepatitis C Patienten. Die Proben wurden
aufgetaut und die spezifischen Zellen mittels drei verschiedener Tetramere ex vivo bestimmt. Zusatzlich wurden
Zellen in vitro durch Stimulation mit entsprechenden Peptiden expandiert und die spezifischen Zellen nach acht
Tagen bestimmt. Die Patienten wurden nach Genotyp sortiert aufgelistet.

Um mdglicherweise das Kollektiv an Spendern mit HCV spezifischen Zellen zu vergréfRern,
wurden - soweit vorhanden - Proben von Patienten unter Therapie aufgetaut, um sie
wiederholt mit Tetrameren zu analysieren. Diesem Vorgehen lag die diskutierte Hypothese
zu Grunde, dass die zelluldre Immunantwort unter Therapie zunimmt. Also wurden von
insgesamt sechs Patienten (Pt 01, 07, 18-21) PBMC aus den Therapiewochen 2 bis 24
aufgetaut und mit den Tetrameren 1073 und 1406 untersucht. Allerdings war kein
Unterschied zu der initialen Analyse feststellbar. Somit standen zuzlglich von Pt08, der
aufgrund von zu wenig Probenmaterial nicht initial auf spezifische Zellen getestet werden
konnte, fir die longitudinale Analyse 13 Patienten zur Verfligung.

Alle Proben eines Patienten wurden gleichzeitig aufgetaut und analysiert. Obwohl bei zwolf
Patienten in den Vortestungen HCV spezifische CTL nachgewiesen worden waren, war bei

funf Patienten die Anzahl an gemessenen Tetramer positiven Zellen zu anderen Zeitpunkten
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so gering, dass eine Analyse nicht moglich war. Ebenso konnten bei Pt08 keine
entsprechenden Zellen nachgewiesen werden, so dass insgesamt sieben Patienten (Pt02-
05, 13, 17, 19) in die eigentlich Analyse einbezogen werden konnten.

Zunachst wurde untersucht, ob PD-1 auf Virus spezifischen Zellen starker exprimiert wird.
Dafur wurde die Expression auf diesen Zellen mit der auf allen CD8+ T Zellen dieser sieben
Individuen und der vorher beschriebenen gesunden Kontrollgruppe verglichen (Abb. 3.12 A).
Es wurde deutlich, dass der durchschnittliche Anteil PD-1+ Zellen hoéher war als bei den
beiden anderen Gruppen. Eine direkte Abhangigkeit der Expression von der Viruslast konnte

allerdings auch nicht bei den spezifischen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.12 B).

A B
P =0,0002 r=0,16
p=002 p=0,0006 p=071
60+ ° ]
Tm- * §' -
S . x -
—~ a0 — e
- LY E ] | ]
g £
ézo— . e
0,® 0ea® b
[ ] _’.._
10| _ a0, oo §1
@
o .:?..

2I5 5I.O 75
Viruslast [10° IW/mi]

o?
(=)

Kontrolle  cHCVtotal cHCVTetr+

Abb. 3.12 A) Der Vergleich der PD-1 Expression auf CD8+ T Zellen von der gesunden Kontrollgruppe, auf CD8+
T Zellen der chronischen HCV Patienten, bei denen Tetramere nachgewiesen werden konnten, und auf den
CD8+ HCV spezifischen T Zellen. B) Die Expression von PD-1 auf HCV spezifischen CD8+ T Zellen in
Abhangigkeit von der Viruslast. Die statistischen Vergleiche wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests und die
Abhangigkeit mit der Spearmen-Korrelation berechnet.

Die Auswertung der longitudinalen Analyse ergab, dass die Expression von PD-1 im Verlauf
der Therapie relativ konstant bleibt (Abb. 3.13). Nur in zwei Patienten (Pt02, 05) war eine
Abnahme zu erkennen. Generell war auch kein starker Unterschied zwischen den
verschiedenen Genotypen zu erkennen. Nur bei GT1a Patienten schien die durchschnittliche
Expression von PD-1 auf 1073 spezifischen Zellen bei Uber 50% zu liegen, wahrend bei
nicht-GT1 infizierten die Expression geringer war.

Somit scheint die antivirale Therapie im untersuchten Zeitraum keinen Einfluss auf die PD-1

Expression zu haben.
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Abb. 3.13 Die longitudinale Expression von PD-1 auf HCV spezifischen CD8+ T Zellen. (A) Exemplarisch (Pt13)
ist die Bestimmung von spezifischen Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten und die anschlielende Analyse im
Histogramm dargestellt (rot: PD-1; gruin: Isotypenkontrolle). (B) Der Verlauf der Expression in den sieben
Patienten mit detektierbaren spezifischen Zellen. Die entsprechenden Genotypen sind Uber den einzelnen
Graphen angegeben.

3.3. Expression von PD-L1 auf Hepatozyten

3.3.1. Expression auf Huh7 Zellen

Die Bindung von PD-L1 und PD-L2 mit PD-1 auf T Zellen ist mit einer verminderten
zelluldren Immunantwort assoziiert. Daher sollte untersucht werden, inwieweit eine Infektion
mit HCV die Expression von PD-L1 auf Hepatozyten modulieren kann.

Die Expression von PD-L1 wurde zunachst auf der Zelloberflache analysiert (Abb. 3.14 A).
Da die Replikation von dem Zellzyklus abhangig ist, wurden die Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach dem Ausplattieren geerntet und im Durchflusszytometer analysiert.

Es wurde gezeigt, dass zu dem Zeitpunkt Oh keine Unterschiede in der Expression des
Proteins zwischen den beiden Zelllinien vorhanden waren. Auch zu den spateren
Zeitpunkten (24h, 48h) war die Bildung des Oberflachenproteins bei beiden Linien gleich.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde zusatzlich die PD-L1 mRNA mittels quantitativer RT-PCR
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die durchschnittliche Expression von PD-L1
mRNA bei Con1 im Vergleich zu Lunet Zellen erhéht war. Allerdings lagen keine
signifikanten Unterschiede vor (Abb. 3.14 B). Somit bestatigte dieses Experiment die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse.

Im longitudinalen Verlauf nahm die durchschnittliche Expression bei beiden Zelllinien zu,
obwohl auch bezogen auf den jeweiligen Oh-Wert der entsprechenden Zelllinie ein
signifikanter Unterschied nicht nachzuweisen war.

Somit zeigten die Analysen, dass die viralen Proteine NS3, NS4 und NS5 keinen

stimulierenden Einfluss auf die PD-L1 Expression der Huh7 Zellen haben.
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Abb. 3.14 Die Expression von A) PD-L1 Protein auf der Zelloberflache und B) der PD-L1 mRNA in Lunet (grau)
und Con1 (blau) Zellen. Die Zellen wurden ausplattiert, nach den angegebenen Zeitintervallen geerntet und die
entsprechenden Analysen durchgefiihrt. Die statistischen Vergleiche wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests
durchgefiihrt.
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3.3.2. Effekt von IFNa auf die PD-L1 Expression

Es war also gezeigt worden, dass Zelllinien, die die HCV Proteine NS3, NS4 und NS5
produzieren, keine erhdhte PD-L1 Expression aufweisen. Im nachsten Schritt wurde
untersucht, inwieweit IFNa einen Einfluss auf die Expression des Oberflachenproteins hat.
Das Zytokin wird als Standardtherapeutikum in Kombination mit Ribavirin bei chronischen
HCV Infektionen eingesetzt und kdnnte somit einen Einfluss auf die Immunantwort haben.
Fir diese Analyse wurden wiederum Con1 und Lunet Zellen eingesetzt, um einen moglichen
Unterschied zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen beobachten zu kénnen. Die
Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von IFNa (10-1000 1U/ml) behandelt
und die Expression des PD-L1 Proteins durchflusszytometrisch und der mRNA quantitativ
mittels RT-PCR zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

Beide Analysen zeigten, dass nur recht hohe IFNa Konzentrationen einen Einfluss hatten.
Auf Lunet Zellen konnte eine Expression an der Zelloberflache nur nach einer Behandlung
mit 1000 IU/ml induziert werden. Dabei stieg die Expression nach sechs Stunden an,
erreichte den Hohepunkt nach zwolf Stunden und nach 48 Stunden war kein Protein mehr

nachzuweisen (Abb. 3.15 A). Der Verlauf bei den Con1 Zellen verlief ahnlich, wobei lediglich
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Abb. 3.15 Einfluss von IFNa Behandlung auf die Expression von PD-L1 auf Huh7 Zellen. Die
Oberflachenexpression des Liganden ist in Form des AMFI auf A) Lunet und B) Con1 Zellen im longitudinalen
Verlauf angegeben. C) Die Expression der PD-L1 mRNA ist im direkten Vergleich der Zelllinien zu den
verschiedenen Zeitpunkten dargestellt.
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der Anstieg der Expression in den ersten 12 Stunden schneller verlief. Im Gegensatz zu
Lunet Zellen konnte bei Con1 Zellen auch bei der Behandlung mit 100 IU/ml eine wenn auch
geringe Steigerung der PD-L1 Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.15 B).

Die Analyse der mRNA lieferte ahnliche Ergebnisse wie die Durchflusszytometrie. Es war
deutlich zu erkennen, dass bei beiden Zelllinien die Behandlung mit 1000 1U/ml IFNa den
starksten Effekt auf die Bildung der mRNA hatte (Abb. 3.15 C). Der Verlauf entsprach dem
der Proteinexpression; nach 24 Stunden war die Produktion von mRNA am hdéchsten. Im
Gegensatz zu der Proteinanalyse konnte mittels RT-PCR auch ein ahnlicher Effekt von 100
IU/ml IFNa auf beide Zelllinien nachgewiesen werden. Die im Vergleich zu 1000 1U/ml relativ
geringe Menge an mRNA stieg sowohl bei Lunet als auch bei Con1 Zellen bis zum Zeitpunkt
von 48h an. Beide Analysen zeigten also, dass durch IFNa eine Induktion von PD-L1

Expression mdglich ist.

3.3.3. Effekt von IFNy auf die PD-L1 Expression

IFNa zeigte einen stimulierenden Effekt auf die Expression von PD-L1. Konsequenterweise
ergab sich die Frage, ob Interferon vom Typ 2, also IFNy, einen dhnlichen Effekt auf Zellen
hat. Im Gegensatz zu IFNa wird es nicht als Therapeutikum eingesetzt, es spielt aber bei der
Vermittlung zelluldrer Immunreaktionen eine entscheidende Rolle. Daher wurden die
Analysen mit IFNy als Stimulans wiederholt.

Die Ergebnisse zeigten, dass IFNy im Vergleich zu IFNa um ein Vielfaches potenter war, die
Expression von PD-L1 zu stimulieren (Abb. 3.16). Schon bei Behandlungen ab einer
Konzentration von 10 IU/ml konnte PD-L1 auf den Zellen detektiert werden. Je nach
Konzentration wurde PD-L1 nach drei oder sechs Stunden auf der Oberflache exprimiert und
die maximale Expression war nach 24 Stunden erreicht, gefolgt von einer leichten Abnahme
bis zum Zeitpunkt von 48 Stunden. Der Vergleich der beiden Zelllinien ergab, dass die
durchschnittliche Expression bei ahnlicher Kinetik auf Lunet Zellen héher war als auf den
Con1 Zellen.

Die Analyse der PD-L1 mRNA bestatigte die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Die
maximale Expression war nach 24 Stunden erreicht und nahm danach wieder ab.
Konzentrationen ab 10 IU/ml induzierten die Bildung der mRNA, allerdings konnte ein

Unterschied zwischen den Zelllinien in der mRNA Expression nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.16 Einfluss von IFNy Behandlung auf die Expression von PD-L1 auf Huh7 Zellen. Die
Oberflachenexpression des Liganden ist in Form des AMFI auf A) Lunet und B) Con1 Zellen im longitudinalen
Verlauf angegeben. C) Die Expression der PD-L1 mRNA ist im direkten Vergleich der Zelllinien zu den
verschiedenen Zeitpunkten dargestellt.

3.3.4. Expression von PD-L1 mRNA im Lebergewebe

Im Zellkultursystem konnte eine erhohte Bildung von PD-L1 in infizierten Zellen nicht
nachgewiesen werden. Um dieses Ergebnis ex vivo bestatigen zu kénnen, wurden RNA
Extrakte aus Lebern von vier HCV Patienten auf PD-L1 mRNA untersucht und mit Material
von zwei nicht mit HCV infizierten Patienten verglichen. Zusatzlich wurde die mRNA von PD-

L2 und der Interferon-stimulierten Gene (ISG) IP10 und MxA bestimmt.
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Abb. 3.17 Die Expression der mRNA von PD-L1, PD-L2 und der ISG IP10 und MxA in RNA Extrakten aus
Lebergeweben HCV infizierter und nicht-infizierter Patienten.
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Die Analyse zeigte, dass weder im gesunden noch im HCV infiziertem Lebermaterial PD-L1
mRNA nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.17). Im Gegensatz dazu war bei beiden
Gruppen PD-L2 mRNA in gleicher Konzentration nachweisbar. Unterschiede waren
dagegen bei der Analyse der ISG feststellbar. Sowohl IP10 als auch MxA wurde in

infiziertem Gewebe in hdherem Malie exprimiert.

3.4. Effekt der PD-1/PD-L1 Interaktion auf T Zellen

3.4.1. Induktion der PD-1 Expression auf Jurkat Zellen

In den letzten Teilen der Arbeit wurde der Effekt der Ligation von PD-1 auf T Zellen und PD-
L1 der Hepatozyten untersucht. Durch die vorausgegangenen Versuche war bekannt, dass
die Expression von PD-L1 auf den Huh7 Zellen durch Behandlung mit IFNy gesteuert
werden kann. In dem nachsten Schritt wurde getestet, inwieweit PD-1 auf T Zellen exprimiert
wird und somit durch Stimulation reguliert werden kann. Aufgrund der einfacheren
Handhabung von Zelllinien wurden die ersten Analysen nicht mit primaren T Zellen, sondern
mit der Jurkat T Zelllinie durchgefiihrt.

Da es sich bei PD-1 auch um einen Aktivierungsmarker handelt, wurden die Zellen mit der
Kombination aus anti-CD3 und anti-CD28 stimuliert und PD-1 nach bestimmten
Zeitintervallen durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 3.18).

Die maximale Expression des Proteins war bereits nach 24 Stunden erreicht. Um diesen
schnellen Anstieg besser charakterisieren zu kdnnen, wurde der Versuch wiederholt und die
Expression alle drei Stunden analysiert.

Dadurch wurde deutlich, dass bereits nach drei Stunden das Protein auf der Zelloberflache
nachweisbar ist. Der Hohepunkt der Expression war nach neun Stunden erreicht, danach
reduzierte sich die Expression bis zwoIf Stunden und darauf folgte ein weiter leichter Anstieg

bis 24 Stunden nach Stimulationsbeginn.
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Abb. 3.18 Die Expression von PD-1 auf Jurkat Zellen innerhalb von A) 98 Stunden und B) 24 Stunden mit und
ohne Aktivierung durch Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28.
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Da fur spatere Versuche die initiale Stimulation ohne Kostimulatoren durchgefiihrt werden
sollte, wurden Zellen zusatzlich nur mit anti-CD3 behandelt. Die dadurch induzierte
Expression von PD-1 verlief genauso wie in Anwesenheit von anti-CD28. Da durch diese
Ergebnisse die maximale Expression von PD-1 nach Stimulation bekannt war, konnte in den
folgenden Versuchen der Effekt von PD-L1 auf diese T Zellen analysiert werden.

3.4.2. Kultur PD-1 exprimierender Jurkat Zellen mit rekombinanter PD-L1/Fc Chimare

Es wurde beschrieben, dass die Ligation von PD-1 und seinem Liganden einerseits in einer
Anergie, aber andererseits auch in der Apoptose der T Zelle resultieren kann. Daher wurde
untersucht, ob I6sliches rekombinantes PD-L1 bei aktivierten Jurkat Zellen den Zelltod
auslost. Dazu wurden die Zellen mit anti-CD3 aktiviert und im Anschluss mit den
Kostimulatoren anti-CD28 oder PD-L1 und zur Kontrolle mit anti-CD95 kokultiviert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellen entnommen und der Anteil an apoptotischen
Zellen analysiert. Dazu wurde die Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin analysiert,
das auf sterbenden Zellen exprimiert wird. Um Zellen im friihen Stadium des Zelltods von
toten Zellen differenzieren zu kénnen, wurde 7AAD hinzugegeben, das bei bereits zerstorter
Zellstruktur in die DNA interkalieren kann.

Wahrend mit der Positivkontrolle anti-CD95, einem Antikdrper, der Uber den Fas-Rezeptor
Apoptose induziert, schon innerhalb der ersten drei Stunden kontrollierter Zelltod

nachzuweisen war, blieb bei den restlichen Kulturen die Rate an apoptotischen Zellen relativ
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Abb. 3.19 Die Bindung von Annexin V an aktivierte Jurkat Zellen nach Kultivierung mit anti-CD95, anti-CD28 und
PD-L1. Der Dot-blot zeigt die im Graphen wiedergegebene Population.

72



Ergebnisse

konstant (Abb. 3.19). Nach neun Stunden war mit anti-CD95 die maximale Apoptoserate
erreicht, gefolgt von einer kontinuierlichen Abnahme. Bei den restlichen Proben nahm der
Anteil an sterbenden Zellen ab diesem Zeitpunkt langsam zu und nach 48 Stunden wieder
ab. Wahrend des ganzen Verlaufs war nur ein marginaler Unterschied zwischen den
verschiedenen Kostimulatoren und der Negativkontrolle festzustellen. Die Behandlung von

Jurkat Zellen mit I6slichem PD-L1 resultierte also nicht in der erhéhten Apoptose der Zellen.

3.4.3. Kokultur von Jurkat Zellen und PD-L1 exprimierenden Huh7 Zellen

Da eine Bindung des rekombinanten PD-L1 keine Apoptose in den Jurkat Zellen induzierte,
wurde das Experiment mit PD-L1 exprimierenden Zellen wiederholt. Nach Induktion der PD-
L1 Expression auf den Huh7 Zellen durch IFNy Behandlung wurden mit anti-CD3 aktivierte
und nicht aktivierte Jurkat Zellen zu den Hepatomazellen gegeben und die Apoptose in An-
und Abwesenheit von anti-CD28 analysiert.

Die Ergebnisse des Versuches lieferten ahnliche Ergebnisse wie die Behandlung von PD-1
positiven Zellen mit rekombinantem PD-L1 (Abb. 3.20). Abgesehen von der Positivkontrolle
mit anti-CD95 blieb die Menge an apoptotischen Zellen relativ konstant auf einem geringen
Niveau, unabhangig von der Behandlung der beiden Zelllinien. Eine Ausnahme bildeten
dabei die Jurkat Zellen, die ohne Aktivierung mit PD-L1 negativen Lunet Zellen kultiviert
wurden. Bei diesen Zellen war nach drei Stunden eine geringe Abnahme, nach 24 Stunden
allerdings der héchste prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen nachweisbar. Eine weitere
Ausnahme bildeten die Jurkat Zellen, deren Behandlung mit anti-CD3 und anti-CD28 in einer
leicht erhdhten Apoptoserate resultierte, obwohl in diesem Fall keine Behandlung der Lunet

Zellen mit IFNy erfolgt worden war und sie somit kein PD-L1 exprimierten.
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Abb. 3.20 Die Expression von Annexin V auf aktivierten Jurkat Zellen nach Kokultivierung mit Huh7 Zellen. Auf
den Hepatomazellen war die PD-L1 Expression durch Behandlung mit IFNy gesteuert worden, zusatzlich wurde
in einige Kulturen anti-CD28 zugegeben.
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Neben der Theorie der Apoptoseinduktion durch die Ligation von PD-1 und PD-L1 ist auch
die Mdglichkeit beschrieben worden, dass eine generelle Anergie der T Zellen daraus
resultieren kann. Eine dafiir entscheidende Rolle ist dem Zytokin IL-10 zugeschrieben
worden. Daher wurde der Uberstand der Zellkultur nach 24 Stunden gesammelt und mittels
ELISA die Menge des Zytokins bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten auch in dieser Analyse keinen Unterschied zwischen den
verschieden behandelten Zellen (Abb. 3.21). Die Menge an detektiertem IL-10 lag zwischen
140 und 160 pg/ml. Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimulationsarten waren
nicht zu beobachten. Eine erhdhte IL-10 Sekretion nach Ligation von PD-1 und PD-L1

konnte somit in diesem in vitro Modell ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.21 Die IL-10 Produktion von Jurkat Zellen nach der 24 stiindigen Kokultur mit Huh7 Zellen. Die PD-1
Expression auf Jurkat Zellen wurde durch Aktivierung mit anti-CD3 gesteuert, die PD-L1 Expression auf Huh7
Zellen mit IFNy. Zusatzlich wurde der Kostimulator anti-CD28 zu einigen Kulturen gegeben und die IL-10
Konzentration mittels ELISA im Uberstand bestimmt.

3.4.4. Kokultur von HCV spezifischen T Zellen und PD-L1 exprimierenden HLA-A2+

Con1 Zellen

In dem oben beschriebenen in vitro Modell konnte weder Apoptose noch IL-10 Sekretion als
Modulator der Immunantwort nach PD-1/PD-L1-Ligation nachgewiesen werden. Allerdings
wurde auch die Reaktion auf einer CD4+ T Zelllinie untersucht, die PD-1 Expression bei
chronischen Virusinfektionen ist dagegen auf Virus spezifischen CTL beschrieben worden.
Daher sollte der Effekt der Ligation auf CD8 T Zellen analysiert werden.

Fir dieses Modell eigneten sich Huh7 Zellen, die ein entsprechendes HCV Epitop

prasentieren. Daher wurden HLA-A2 exprimierende Hepatomazellen mit Con1 RNA stabil
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Abb. 3.22 Die Expression von HLA-A2 auf Huh7 Zellen (A). Die Zellen wurden geerntet und HLA-A2 im
Durchflusszytometer bestimmt. Diese Zellen wurden stabil mit Con1 transfiziert und in insgesamt flnf
verschiedenen Ansatzen NS3 mittels RT-PCR nachgewiesen (B).

transfiziert. In flinf verschiedenen Ansatzen konnte HCV NS3 mittels RT-PCR nachgewiesen
werden (Abb. 3.22).

Somit lag ein Modell fiir eine mit HCV infizierte Zelle vor, die HLA-A2 auf der Oberflache
exprimierte. Im nachsten Schritt wurde analysiert, ob die Huh7 Zellen auch immundominante
Antigene auf den HLA-A2 Molekilen prasentierten. Dazu wurden mit dem HCV Peptid 1073
expandierte CD8+ T Zellen mit den transfizierten Huh7 Zellen kokultiviert und die IFNy
Produktion in den CTL analysiert. Um auszuschlieBen, dass das HLA-A2 Molekil keine
Peptide prasentieren kann, wurden zusatzlich nicht transfizierte HLA-A2+ Huh7 Zellen mit
1073 beladen und ebenfalls mit T Zellen kultiviert. Als Kontrolle wurden CTL mit Peptid

Negativkontrolle mit Peptid restimuliert
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Abb. 3.23 Die IFNy Produktion spezifischer CD8+ T Zellen. Mit dem Peptid 1073 expandierte CTL wurden zur
Kontrolle mit 1073 restimuliert und die IFNy Produktion gemessen. Zuséatzlich wurden HLA-A2+ Huh7 Zellen mit
dem Peptid beladen und wie die mit Con1 transfizierten Zellen mit den CTL koinkubiert. Das Zytokin wurde im
Durchflusszytometer nachgewiesen.
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restimuliert. Diese Kontrolle zeigte, dass durch das Peptid die IFNy Produktion in 5,64% der
CD8+ T Zellen stimuliert wurde (Abb. 3.23). Die Prasentation von 1073 durch Beladen des
HLA-A2 Molekdls resultierte in einer Zytokinproduktion bei 7,26% der CD8+ T Zellen. In der
Kokultur mit Con1 transfizieten Huh7 konnte allerdings keine Immunreaktion beobachtet
werden. Daher zeigte die Analyse, dass mit Con1 transfizierte Huh7 Zellen das Peptid 1073

nicht Gber HLA-A2 auf der Oberflache prasentieren.
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4. Diskussion

4.1. Fraglicher HCV Befund

4.1.1. Analyse der humoralen Immunantwort bei Blutspendern mit fraglichem HCV
Befund

Durch die Entdeckung des HCV 1989 bestand die Mdglichkeit, geeignete diagnostische
Methoden zu entwickeln und stetig zu verbessern. Heute beruht die HCV Diagnostik auf drei
Testsystemen, die Gber den Nachweis von spezifischen Antikdrpern und viraler RNA den
Status eines jeweiligen Patienten meistens gut definieren kénnen.

Die vorliegende Studie befasste sich dem gegeniiber mit Blutspendern, die durch diese
Testsystem nicht eindeutig einzuordnen waren, da die HCV Diagnostik weder positiv noch
negativ und somit einen fraglichen Befund ergab. Bei diesen Spendern, die durchweg
negativ auf HCV RNA getestet worden waren, konnten Antikdrper gegen das Virus im
Suchtest nachgewiesen werden. Die Bestatigung mittels Immunoblot fiel dagegen so
schwach aus, dass die Kriterien der Hersteller keine eindeutig positive Aussage zulielen.
Weil die Spender im Verlauf der letzten neun Jahre als fraglich diagnostiziert und dabei
verschiedene Testsysteme eingesetzt worden waren, wurden im ersten Schritt dieser Studie
die serologische Analyse der von den Spendern zu Verfligung gestellten Blutproben
wiederholt.

Dabei wurde das Plasma im allgemeinen Suchtest auf Antikérper gegen HCV gestestet. Es
konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu der initialen Testung nur noch bei 56% der
Spender Antikorper detektierbar waren. Somit war bei fast der Halfte keine Reaktion mehr zu
beobachten. Fur diese Beobachtung kénnen zwei Grinde verantwortlich sein. Zum einen ist
es mdoglich, dass der Wiederholungstest in der neueren Generation eine hohere Spezifitat
hat, wodurch die Anzahl an falsch positiven reaktiven Spendern kleiner ausfallt. Allerdings
muss gerade der Suchtest statt einer hohen Spezifitat in erster Linie eine hohe Sensitivitat
aufweisen, um die Rate an falsch negativen Ergebnissen zu minimieren. Und gerade eine
hohere Sensitivitat ist es, was die neuen Testsysteme gegeniber den alteren auszeichnet.
Die Differenzierung, ob die aufgrund der hohen Sensitivitdt erlangten Ergebnisse falsch
positiv sind oder tatsdchlich spezifische Antikérper reprasentieren, wird mit dem
spezifischeren Immunoblot durchgefihrt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die
moderneren Testsysteme fiir die seltenere Detektion von Antikérpern verantwortlich sind.
Der zweite mdgliche Grund fir diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte in der humoralen
Immunantwort der Spender begrindet gewesen sein. Es wurde in mehreren Arbeiten

beschrieben, dass nach einer ausgeheilten Infektion mit HCV die Konzentration spezifischer
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Antikdrper Uber die Zeit abnimmt (Zibert et al., 1997; Takaki et al., 2000). Diese Ursache wird
auch durch die Beobachtung in der vorliegenden Studie bestatigt, dass in Individuen, deren
initialer reaktiver Befund innerhalb der letzten zwei Jahre durchgefiihrt wurde, haufiger
spezifische Antikorper detektiert werden konnten als in Spendern, deren reaktiver Befund
mehr als funf Jahre zurtcklag.

Diese Ergebnisse des Suchtests deuten darauf hin, dass bei einigen Spendern eine
abgelaufene Infektion gefolgt von einer Abnahme des Antikorpertiters die schwache

Antikérperraktion verursacht hat.

Als Bestatigungstest ist in dieser Studie der recomBIlot von Mikrogen eingesetzt worden. Bei
diesem Test befinden sich funf virale Proteine aufgetrennt auf Membranstreifen, die mit dem
Serum von Spendern inkubiert. Antikdrperreaktionen mit diesen Proteinen besitzen eine
unterschiedliche Wertigkeiten und die Summe aus einem Punktesystem entscheidet Gber ein
negatives, positives oder fragliches Ergebnis. Durch dieses Verfahren ist die Spezifitdt des
Tests gegeniuber dem Suchtest deutlich erhoht.

In 72% aller teilnehmenden Spender konnten AntikOrperreaktionen ermittelt werden,
unabhangig von den Ergebnissen des Suchtests, der nur bei 56% der Spender reaktiv
ausfiel. Diese Diskrepanz war allerdings unerwartet, da der Immunoblot eigentlich eine
geringere Sensitivitat als der Suchtest aufweist. Die Tatsache, dass in 59% der Spender, die
im Suchtest nicht reaktiv gewesen waren, im Immunoblot eine Antikérperreaktion detektiert
werden konnte, eroffnet weitere Fragen zur Diagnostik. Denn in der Routine wird ein
nichtreaktives Ergebnis des Suchtests ohne weitere Folgetests als anti-HCV negativ
eingestuft. Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass durch den Immunoblot Antikdrper
detektiert werden, die dem allgemeinen Suchtest entgehen und unterstreichen somit die
Bedeutung des Immunoblot fiir den Nachweis einer abgelaufenen Infektion ist.

Da die meisten Spender initial mit dem Immunoblot von Innogenetics (Inno-Lia) getestet
worden waren, bestand die Moglichkeit, dass es Unterschiede zwischen diesem Testsystem
und dem eingesetzten recomBlot gibt. Um solche Unterschied ausschlieBen zu kdnnen,
wurden die Plasmen zusatzlich mit dem Inno-Lia getestet.

Der Vergleich der beiden Immunoblots zeigte keinen signifikanten Unterschied in der
Detektion der Antikdrper gegen Core, NS3 und NS4. Nur bei der Detektion von NS5
spezifischer Antikérper gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Tests.
Allerdings wurden AntikGrper gegen NS5 relativ selten detektiert (8/72) und immer in
Kombination mit Antikdrpern gegen weitere Proteine. Daher wurde dieser Unterschied als

vernachlassigbar angesehen.
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4.1.2. Analyse der zellularen Immunantwort bei Blutspendern mit fraglichem HCV
Befund

Ein Ziel der vorliegenden Studie war es, die Ursache fir die schwach reaktiven
serologischen Ergebnisse zu analysieren. Mogliche Ursachen koénnten zum einen
unspezifische Antikdrperreaktionen in der Diagnostik sein, zum anderen aber auch
zurtckliegende, ausgeheilte Infektionen. Wahrend die Analyse der humoralen Immunantwort
auf ausgeheilte Infektionen hinwiesen, sollte Uber den Nachweis der zellularen
Immunantwort diese Beobachtung bestatigt werden, weil spezifische T Zellen langer
nachweisbar sind als Antikorper.

Es konnte gezeigt werden, dass bei 47% der Spender eine Proliferation der T Zellen nach
Stimulation mit HCV Antigenen nachweisbar war. Dieses Ergebnis stimmt ungefahr mit den
Resultaten einer Gruppe aus England Uberein, die gleichfalls die zellulare Immunantwort bei
entsprechenden Spendern in Form der IFNy Produktion im ELISpot analysiert hat (Semmo et
al., 2005). Allerdings lag ein entscheidender Unterschied vor. Die Gruppe konnte zeigen,
dass die Zellen durch die Kultur mit Gberlappenden Peptidpools des Core Proteins stimuliert
wurden. Dabei war vor allem die Region 50-100 aa immunogen, wahrend die Stimulation mit
den Proteinen NS3-NS5 nur geringe Immunantworten hervorriefen. Allerdings war aber in
friheren Studien gezeigt worden, dass gerade diese Immunantworten mit einer Ausheilung
einer akuten Infektion in Verbindung gebracht werden kénnen (Diepolder et al., 1995;
Gerlach et al.,, 1999). Im Gegensatz dazu konnten in der vorliegenden Studie
Immunantworten gegen die Proteine NS3, NS4 und - im geringeren Umfang - gegen Core
nachgewiesen werden. Somit lag es naher, diese Antworten mit dem Status einer
ausgeheilten Infektion in Verbindung zu bringen.

IFNy Sekretion nach Proteinstimulation konnte nur bei sieben Spendern beobachtet werden.
Diese relative geringe Anzahl korreliert wiederum mit den von Semmo et al. beschriebenen
Beobachtungen. Allerdings zeigten alle sieben Spender auch eine starke Antwort im
Proliferationstest. Daher scheint der ELISpot nicht die geeignete Methode zu sein, die
zelluldare Immunantwort nach Stimulation mit HCV Proteinen zu analysieren. Zuséatzlich
wurde gezeigt, dass der Proliferationstest gegentiber dem ELISpot Vorteile bei der Analyse
schwacher T Zell Antworten besitzt (Goodell et al., 2007).

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass die Analyse der
IFNy Sekretion im ELISpot nach HCV Proteinstimulation als zusatzliches Messverfahren zum
Nachweis starker Immunantworten beitragt, allerdings zur Analyse schwacher Antworten
nicht iberzeugende Ergebnisse liefert.

Der Vergleich der Ergebnisse, die aus den Analysen der zellularen und humoralen

Immunantworten hervorgegangen waren, zeigte keine Korrelation der beiden Bereiche des
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adaptiven Immunsystems. Unabhangig davon, wie die Konstellation der serologischen
Testungen ausfiel (EIA/Immunoblot), lag der Anteil an Spendern mit detektierbarer
Proliferation zwischen 42% und 71%. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass die Analyse der
humoralen Immunantwort keinen sicheren Aufschluss iber eine abgelaufene Infektion geben
kann. Nur in einer Gruppe (EIA reakt./Immunoblot nichtreakt.) war bei keinem Spender eine
zellulare Immunantwort nachzuweisen. Daher ist es mdglich, dass gerade diese
Konstellation der serologischen Ergebnisse eine pradiktive Aussage besitzt und der fragliche
Befund tatsachlich nur durch unspezifische Antikérperbindungen im EIA zu Stande
gekommen ist. Allerdings zeigten nur sieben Individuen dieses Ergebnis und somit bleibt die
Aussagekraft aufgrund der geringen Grof3e kontrovers.

Noch deutlicher zeigte die zeitabhdangige Untersuchung der Immunantworten, dass keine
Abhangigkeit bestand. Wahrend der Nachweis reaktiver Antikorper Uber die Zeit abnahm,
blieb der Anteil an Spendern mit nachweisbarer Proliferation relativ konstant. Eine
tatsachliche Korrelation konnte nur bei Spendern beobachtet werden, die im EIA ein S/CO
grolRer als vier hatten, denn bei diesen Personen war immer eine Proliferation von PBMC
nachzuweisen.

Generell zeigt diese Studie, dass fragliche Befunde haufig auf eine abgelaufene Infektion mit
HCV hinweisen. Zuséatzlich zeigt sie die Uberlegenheit der Analyse der zelluldren
Immunantwort gegenlber der Serologie fir den Nachweis einer abgelaufenen HCV Infektion.

4.1.3. Die Moglichkeit einer okkulten HCV Infektion

Das Phanomen der okkulten HCV Infektion beschreibt den Nachweis von HCV RNA in
Geweben oder Zellen, in Abwesenheit einer nachweisbaren Viramie im Serum. Es wurde
gezeigt, dass bei dieser Art der Infektion sowohl in der Leber (Castillo et al., 2004) als auch
in PBMC (Castillo et al., 2004; Carreno et al., 2006) virale RNA vorhanden ist. Da bei 52%
der Patienten mit einer okkulten HCV Infektion ebenfalls nur eine schwache humorale
Immunantwort und gleichzeitig HCV spezifische T Zellen nachweisbar waren (Quiroga et al.,
2006), erschien es moglich, dass auch in der vorliegenden Studie nicht eine abgelaufene
und komplett ausgeheilte Infektion sondern eine persistierende okkulte Hepatitis C die
Ursache fir den Nachweis der zellularen Immunantwort ist.

Wie oben erwahnt, kann eine okkulte Infektion Gber den Nachweis von HCV RNA in der
Leber (83%) oder in PBMC (50%) identifiziert werden. Da fur diese Studie kein Lebermaterial
zur Verfugung stand, wurde die RNA aus PBMC von 22 Spendern isoliert, bei denen eine
zelluldare Immunantwort nachweisbar gewesen war. Zusatzlich wurden Zellen von zwei
Spendern in die Analyse mit einbezogen, deren Proliferationstests negativ ausgefallen

waren.
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Durch diese Methode konnte bei einem Spender entsprechende RNA in den PBMC
nachgewiesen werden, was mdoglicherweise fiir eine okkulte Infektion spricht. Da allerdings
bei allen anderen Spendern HCV RNA nicht nachweisbar war, scheint die okkulte HCV
Infektion insgesamt selten zu sein und die Mehrzahl der fraglichen Befunde in dieser Studie
auf eine tatsachlich ausgeheilte Infektion mit HCV hinzuweisen

4.2. PD-1

4.2.1. Expression von PD-1 auf T Zellen bei chronischer HCV Infektion

Der Rezeptor PD-1 aus der Familie der Immunglobuline G wird unter anderem auf aktivierten
T Zellen exprimiert. Im Verlauf der letzten Jahre ist das Interesse an der Rolle dieses
Rezeptors bei viralen Infektionen kontinuierlich gestiegen. Zunachst wurde im Tiermodell
gezeigt, dass bei chronisch verlaufenden Infektionen PD-1 auf CD8+ T Zellen hochreguliert
bleibt, wahrend bei akuten selbst-limitierenden Infektionsverlaufen die Expression wieder
abnimmt (Barber et al., 2006). Aulerdem konnte ein Zusammengang zwischen der T
Zellanergie und der erhdhten Expression des Rezeptors nachgewiesen werden, so dass PD-
1 als moglicher Marker fir die haufig bei chronischen Virusinfektionen beobachtete T
Zellerschopfung galt. Es folgten weitere Arbeiten, die diese Korrelation zwischen PD-1
Expression und T Zelldysfunktion bei anderen Virusinfektionen wie SIV (Velu et al., 2007;
Petrovas et al., 2007), CMV (Sester et al., 2008), HIV (Day et al., 2006; Trautmann et al.,
2006), HBV (Boni et al., 2007; Peng et al., 2008) und HCV (Urbani et al., 2006; Penna et al.,
2007; Golden-Mason et al., 2007) bestatigen konnten. Zusatzlich konnte bei einigen Studien
gezeigt werden, dass die Expression von PD-1 auf Virus spezifischen CD8 T Zellen mit der
Viruslast korreliert (Day et al., 2006; Urbani et a., 2008).

Wahrend einer Therapie mit IFNa und Ribavirin sinkt die Menge an HCV RNA haufig unter
die Nachweisgrenze ab. Aufgrund dieser Tatsache und der vorher beschriebenen Korrelation
aus Viruslast und PD-1 Expression ergab sich die Frage, ob unter Therapie parallel dazu
auch die PD-1 Expression abnimmt. Die Folge ware moglicherweise eine Wiederherstellung
der Funktion spezifischer T Zellen und bietet damit einen Erklarungsansatz fur die
unzureichend verstandene Wirkung von IFNa.

Daher sollte eine moégliche Reduktion der PD-1 Expression im Verlauf der Therapie und
mdgliche Abhangigkeiten zur Viruslast oder Leberschadigung analysiert werden.

Im ersten Schritt wurde die PD-1 Expression auf allen CD4+ und CD8+ T Zellen im Vergleich
zu einer gesunden Kontrollgruppe untersucht. Wahrend bei beiden Gruppen PD-1+ Zellen
nachgewiesen wurden, war die Expression bei den Patienten mit einer chronischen HCV

Infektion signifikant erhoht. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von kirzlich
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veroffentlichten Studien Uberein (Golden-Mason, 2007; Jeong et al., 2008). Es gibt allerdings
auch eine Arbeit, die keine Erhéhung der PD-1 Expression auf CD8+ T Zellen chronisch
infizierter HCV Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe belegen kann
(Radziewicz et al., 2007). Allerdings ist das Patientenkollektiv in dieser Studie sehr klein, was
eine mdgliche Ursache flir dieses abweichende Ergebnis sein kann. Denn gerade die Studie
von Golden-Mason et al. (2007) oder von Day et al. (2006), die bei HIV Infektionen ebenso
signifikante Unterschiede konnten, zeichnen sich durch groRe Patientenkollektive aus.

Die Analyse der HCV spezifischen T Zellen vor der Therapie zeigte, dass in dieser
Population der durchschnittliche Anteil PD-1 exprimierender Zellen bei weitem hoher ist als
bei der Kontrollgruppe und auch bei der kompletten CD8+ T Zellpopulation der chronisch
Infizierten. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen Uberein, die virustibergreifend
auch von anderen Gruppen beschrieben wurden.

Allerdings konnte keine Korrelation zwischen der Menge an PD-1 positiven T Zellen und der
entsprechenden Viruslast im Plasma nachgewiesen werden, weder mit den kompletten T
Zellpopulationen noch mit den Virus spezifischen T Zellen. Also ergibt sich trotz der erhdhten
Expression von PD-1 bei HCV infizierten Individuen kein Hinweis fir eine direkte
Abhangigkeit von der Viruslast im Blut obwohl die Fallzahl in dieser Studie mdglicherweise
fur den Nachweis einer Korrelation nicht ausreicht. Das kann auch der Grund sein, warum
sich diese Ergebnisse von kirzlich verdffentlichten Arbeiten unterscheiden, die eine
Korrelationen zwischen der PD-1 Expression auf HCV spezifische CD8+ T Zellen und der
Viramie zeigen konnten (Urbani et al., 2008). Alternativ kann die fehlende Korrelation auch
durch eine Diskrepanz der Viruslast im Blut im Vergleich zur Leber als Ort der Infektion
verursacht werden.

Zusammenfassend kann man aus den Analysen zu diesem Zeitpunkt nur schliel3en, dass
offensichtlich die PD-1 Expression bei chronischen HCV Patienten erhéht ist, allerdings kein

Zusammenhang mit der Viruslast zu bestehen scheint.

4.2.2. Longitudinale Analyse der PD-1 Expression auf T Zellen unter Therapie

Die longitudinale Analyse der PD-1 Expression auf allen T Zellen ergab, dass bei drei
Patienten eine Abnahme auf CD4+ und CD8+ T Zellen zu beobachten war, wahrend bei den
Ubrigen die Expression konstant war oder sogar zunahm. Ein mdglicher Grund fir die
unterschiedlichen Verlaufe kénnte natdrlich in dem Ansprechen der Patienten auf die
Therapie begriindet sein. Allerdings zeigte ein Vergleich der Virdmien und Transaminasen,
dass innerhalb der ersten zwolf Wochen bei allen Teilnehmern die Therapie erfolgreich
verlief und somit ein Schluss von der erfolgreichen Therapie auf die reduzierte PD-1

Expression nicht moglich war. Ob aber die reduzierte Expression eine Vorhersage zum
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dauerhaften Erfolg der Therapie erméglicht, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklart
werden, da der Therapieerfolg erst sechs Monate nach Beendigung abschlieliend beurteilt
werden kann.

Wie schon erwahnt konnte in jingeren Studien dagegen eine Korrelation der PD-1
Expression auf HCV spezifischen CD8+ T Zellen und der Viruslast im Serum nachgewiesen
werden. Da die Analyse der PD-1 Expression auf der Gesamtpopulation von CD4+ und
CD8+ T Zellen im Verlauf einer Therapie keine klaren Ergebnisse geliefert hatte, wurde
zusatzlich die gleiche Analyse mit HCV spezifischen CD8+ T Zellen durchgefihrt.

Mit Ausnahme eines Patienten war der Anteil an spezifischen PD-1+CD8+ T Zellen Uber den
Zeitraum der Therapie bis Woche 12 relativ konstant. Also liegt der Schluss nahe, dass eine
HCV Therapie zumindest in der frihen Phase bis zum virologischen Therapieansprechen
keinen Einfluss auf die Expression von PD-1 auf HCV spezifischen CD8+ T Zellen hat.
Dieses Ergebnis deckt sich auf den ersten Blick nicht mit den Ergebnissen, die im Tiermodell
bei einer akuten LCMV Infektion gezeigt wurden (Barber et al., 2006). In diesem Fall nimmt
die Expression von PD-1 nach der Eliminierung des Virus wieder ab. Allerdings handelt es
sich dabei um eine spontane Ausheilung und nicht - wie in diesem Fall - um eine Eradikation
des Virus durch antivirale Therapie. Dies scheint von entscheidender Bedeutung fir das
Ausmal der T Zelldysfunktion zu sein. Auch in der HIV Infektion zeigte sich, dass es erst
nach mehr als zwei Jahren antiretroviraler Therapie zu einer graduellen Verbesserung der
Funktion von HIV spezifischen T Zellen zusammen mit einer Abnahme der PD-1 Expression
kam (Rehr et al., 2008). Daher liegt die Vermutung nahe, dass der Zeitraum dieser Studie
mit zwdlf Wochen zu kurz war, um eine signifikante Abnahme der PD-1 Expression
nachweisen zu kénnen. Um diese Frage zu klaren, misste eine Studie die Patienten Uber
den gesamten Zeitraum der Therapie und einer entsprechenden follow-up Zeit begleiten,
was im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich war. Allerdings hat eine aktuelle Studie auch
gezeigt, dass eine spontane Ausheilung der Hepatitis C Infektion nicht unbedingt mit einer
Abnahme von PD-1 auf HCV spezifischen T Zellen in der Peripherie verbunden sein muss
(Kasprowicz et al., 2008). Darum mussen weitere Studien zeigen, wie sich die Expression
von PD-1 sowohl nach selbstlimitierten als auch nach erfolgreich therapierten Infektionen auf
spezifischen T Zellen entwickelt. Die Ergebnisse dieser Studie weisen jedoch darauf hin,
dass moglicherweise eine Reduktion von PD-1 flr eine erfolgreiche Therapie gar nicht
notwendig ist.

Interessant war in der Untersuchung der HCV spezifischen CD8+ T Zellen die Beobachtung,
dass bei Patienten mit einer Infektion mit einem nicht-Genotyp 1 Isolat spezifische T Zellen
gegen eine Genotyp 1 Epitopsequenz detektiert werden konnten. Das Genotyp 1 Peptid in
dem Tetramer 1073 unterscheidet sich in drei Aminos&uren von der Genotyp 2 oder Genotyp

3 Sequenz. Eine Kreuzreaktion von spezifischen T Zellen mit verschiedenen genotyp-
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spezifischen Sequenzvarianten als Ursache kann zumindest fur das Peptid 1073
ausgeschlossen werden, da in einer kiirzlich veroffentlichten Studie gezeigt wurde, dass
GT1a spezifische T Zellen keine GT2 und GT3 Sequenzen dieses Epitops erkennen (Fytili et
al., 2008). Ein ahnliches Phanomen wurde bei der HCV Infektionen fir CD4+ T Zellen schon
friher beschrieben und weiter analysiert (Harcourt et al., 2003; Sugimoto et al., 2005;
Schulze zur Wiesch et al., 2008). Dabei kam man zu der Schlussfolgerung, dass es sich am
ehesten um eine spontan ausgeheilte Genotyp 1 Infektion handelt, an die sich eine chronisch
verlaufende Re-Infektion mit einem nicht-Genotyp 1 angeschlossen hat. Fiir CD8+ T Zellen
wurden ahnliche Beobachtungen in Einzelfdllen beschrieben, aber nicht weiter analysiert
(Lauer et al., 2002, 2004). Die Halfte der nicht-GT1a Patienten in der vorliegenden Studie,
bei denen GT1a spezifische T Zellen nachweisbar waren, sind drogenabhangig. Das
Risikoprofil dieser Patientengruppe macht wiederholte Expositionen fir HCV wahrscheinlich
und kann so zumindest theoretisch multiple Infektionen ermdglichen.

Somit sprechen diese Ergebnisse fir eine vorangegangene HCV Exposition und ausgeheilte
HCYV Infektionen in einigen Patienten. Allerdings bleibt die Frage, warum die Expression von
PD-1 nicht der von T Zellen entspricht, die spezifisch flir andere spontan ausgeheilte
Virusinfektionen wie zum Beispiel Influenza sind. An dem Beispiel von HBV wurde
entsprechend gezeigt, dass nach einer ausgeheilten Infektion die Expression von PD-1 auf
ein Niveau der Influenza Kontrolle abnimmt (Boettler et al., 2006). Aber, wie oben schon
angefiihrt handelt, es sich bei der vorliegenden Studie nicht um spontan ausgeheilte,
sondern um behandelte Individuen, womit Unterschiede in der Immunologie der Patienten
erklart werden kénnen. Die Re-Infektion vermag auch Einfluss auf HCV spezifische T Zellen
haben, die nicht gegen das aktuell zirkulierende Virus gerichtet sind. Ahnlich werden bei der
Analyse der zellularen Immunantwort bei ausgeheilten und erfolgreich behandelten Patienten
werden Unterschiede deutlich. Wahrend bei spontan ausgeheilten immer zellulare
Immunantworten detektiert werden koénnen, bleibt es bei der Therapie immer noch
umstritten, ob sie einen stimulierenden (Kamal et al., 2002) oder inhibierenden (Rahman et
al., 2004) Einfluss auf die T Zellen hat.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Therapie von HCV mit IFNa und Ribavirin
kurzfristig keinen Einfluss auf die PD-1 Expression auf Virus spezifischen CD8+ T Zellen
innerhalb der ersten zwolf Wochen hat. Damit kann die Starke der PD-1 Expression auch
nicht als Pradiktionsmarker fur mdgliche Erfolge oder Misserfolge eingesetzt werden.
Inwieweit der Verlauf der Expression zu spateren Zeitpunkten der Therapie oder sogar im

follow-up einen Vorhersagewert besitzt, bleibt nachzuweisen.
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4.3. PD-L1

4.3.1. Expression von PD-L1 auf Hepatozyten

PD-L1 und PD-L2 sind die beiden einzigen bisher bekannten Liganden von PD-1. Wahrend
PD-L2 nur auf der Oberflache von professionellen antigenprasentierenden Zellen exprimiert
wird, ist die Bildung von PD-L1 sowohl auf aktivierten T und B Zellen und Makrophagen als
auch auf vielen nichthamatopoetischen Zellen beschrieben worden. Unter anderem wurde
auch die Expression des Liganden auf primaren humanen Hepatozyten gezeigt (Mihlbauer
et al., 2006). Zusatzlich konnte in der gleichen Arbeit gezeigt werden, dass HepG2 Zellen,
die mit einem HBV Genom transfiziert wurden, eine erhdhte Expression von PD-L1
aufweisen. Die Autoren zogen daraus die Schlussfolgerung, dass es sich um einen
Fluchtmechanismus des Virus handelt, durch den die T Zellen Uber die PD-1/PD-L1-
Interaktion in eine Anergie getrieben werden.

Daher sollte in diesem Teil der Arbeit untersucht werden, inwieweit eine simulierte Infektion
von Huh7 mit dem nichtstrukurellen Bereich von HCV einen ahnlichen Einfluss auf die
Expression in Hepatomazelllinien hat.

Der Vergleich der PD-L1 Expression auf Lunet und den HCV-Replikon-tragenden Con1
Zellen zeigte, dass kein signifikanter Unterschied in der Expression des Proteins auf der
Zelloberflache zwischen den beiden Linien vorhanden war. Bezlglich der mRNA schien die
Expression in den Con1 Zellen etwas erhoht zu sein, ein signifikanter Unterschied lag aber
ebenfalls nicht vor.

Dieses Ergebnis Uberrascht zunachst, denn es war schon am Beispiel von dendritischen
Zellen gezeigt worden, dass durch dsRNA (ber TLR3 die Expression von PD-L1 erhdht wird
(Groschel et al., 2008). Somit sollte bei den Con1 Zellen mehr PD-L1 nachweisbar sein.
Allerdings sind auch die Moglichkeiten von HCV, in zellulare Signalwege einzugreifen,
umfangreich analysiert worden (Bode et al., 2007). Unter anderem kann NS3/4A durch
spezifische proteolytische Spaltung von TRIF den TLR3 Transduktionsweg blockieren. Diese
Tatsache wirde erklaren, warum die Con1 Zellen keine erhdéhte Expression aufweisen.
Einen Beweis, ob der Umfang der Blockade die Expression wirklich bis auf das Niveau der
nicht infizierten Zellen reduziert, muss erst die die Analyse des Transduktionswegs bei Con1
Zellen liefern.

Es besteht allerdings auch die Moglichkeit, dass der Untersuchungszeitraum zu kurz war.
Wie man bei der Analyse der mRNA erkennen kann, liegt ein Unterschied zwischen den
Linien vor, auch wenn er nicht signifikant ist. Ein langeres Intervall kdnnte vielleicht gréRere
Differenzen aufdecken, denn die Replikation der RNA steigt bis zum vierten Tag nach der

Ausplattierung an (Pietschmann et al., 2001). Vielleicht konnte durch die beschriebene

85



Diskussion

Verlangerung der Analyse auch ein Unterschied auf der Zelloberfliche nachgewiesen
werden.

Die Analyse humaner Leberproben zeigt aber auch, dass kein Unterschied in der Expression
von PD-L1 bei HCV infizierten und nicht infizierten Patienten vorliegt. Einschrankend muss
allerdings erwahnt werden, dass eine Differenzierung der Zelltypen bei dieser Analyse nicht
erfolgte. Das erklart auch, warum PD-L2 nachweisbar war, der nicht auf Hepatozyten
sondern nur auch professionellen APC, in diesem Fall Kupffer- und lebersinusoiden
Endothelienzellen, exprimiert wird (Mihlbauer et al., 2006; Oikawa et al., 2007).

Der Nachweis von IP10 und MxA zeigte, dass tatsachlich eine Entzindung in dem
untersuchten Gewebe vorlag. Dennoch induziert sie nicht eine erhéhte Expression der

Liganden.

4.3.2. Modulation der PD-L1 Expression durch Interferone

Interferone spielen eine wichtige Rolle bei der viralen Infektion. IFNa wird von vielen Zellen
direkt nach dem Kontakt mit dem Virus gebildet. Dadurch wird die Expression von Proteinen
induziert, die unter anderem einer erhdhte Degradierung von viraler RNA und eine Inhibition
der Translation zur Folge haben (Janeway, 6. Auflage). IFNy wird dagegen nur von einigen
Immunzellen, unter anderem auch von T Zellen, gebildet und eine Funktion liegt in der
Koordination der zelluldren Immunantwort (Schroder et al., 2004).

Sowohl wegen dieser physiologischen Eigenschaften als auch wegen der therapeutischen
Bedeutung von IFNa bei HCV Infektionen sollte analysiert werden, welchen Effekt eine
Behandlung mit Interferonen auf die Expression von PD-L1 hat und ob virale Proteine
Einfluss darauf nehmen kdnnen.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung von Huh7 Zellen mit diesen Zytokinen
die Expression von PD-L1 induziert wird. Wahrend IFNa allerdings erst in recht hohen
Konzentrationen eine relativ moderate Expression induzierte, war der Effekt von IFNy um ein
Vielfaches starker. Dieser Effekt war schon friher auf anderen Zellen gezeigt worden
(Eppihimer et al., 2002; Muhlbauer et al., 2006; Wackerle-Men et al., 2007), und auch erste
Versuche zur Klarung des genauen Signaltransduktionswegs wurden bereits verdffentlicht
(Liu et al., 2007). Ein Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen, wie er bei
HBV infizierten HepG2 Zellen nachgewiesen worden war (Muhlbauer et al., 2006), konnte
allerdings fur HCV infizierte Zellen in der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden.

Die Ergebnisse sind zum einen im Hinblick auf die IFNa Therapie interessant, denn es wiirde
bedeuten, dass durch eine Therapie in der Leber eine erhdhte Expression von PD-L1
verursacht wird. In Kombination mit der erhéhten Expression von PD-1 auf HCV spezifischen

T Zellen, die durch eine Therapie nicht moduliert wird, wiirde es zu einer verstarkten
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Inhibition der zellularen Immunantwort kommen. Danach erscheint ein Beitrag der HCV
spezifischen T Zellen zu einer erfolgreichen Therapie sehr unwahrscheinlich. Allerdings ist
die Expression des Liganden im Vergleich zur IFNy induzierten Expression relativ gering und
die notwendigen Konzentrationen so hoch, so dass es fraglich erscheint, ob in der in vivo
eingesetzten Dosierung von IFNa das Ausmal der erhdhten Oberflachenexpression von PD-
L1 einen inhibierenden Effekt auf die T Zellantwort hat.

Die starke Wirkung von IFNy auf die PD-L1 Expression unterstreicht die Rolle des Zytokins
bei der adaptiven Immunantwort. Denn viele Studien haben durch die Blockade der PD-1-
PD-L1 Interaktion eine inhibierende Funktion auf T Zellen nachgewiesen (Nishimura et al.,
1999; Dong et al., 2004; Keir et al., 2006). Somit kdnnte die erhéhte Expression des
Liganden bei Anwesenheit von IFNy eine UberschielRende T Zellantwort unterdriicken und
somit groRere Gewebeschaden vermeiden. Eine solche Situation konnte im Tiermodell
dargestellt werden. PD-1 knock-out Mause, die mit Adenovirus infiziert worden waren, heilten
schneller aus, entwickelten aber schwere hepatozellulare Schaden verglichen mit den
Mausen vom Wildtyp (Iwai et al., 2003).

Allerdings gibt es auch Studien, die einen stimulatorischen Effekt von PD-L1 nachweisen
konnten (Dong et al., 1999; Subudhi et al., 2004). Vor allem eine Arbeit zeigte eine
Stimulation von naiven CD8 T Zellen durch PD-L1 exprimierende Hepatozyten, wahrend
Effektorzellen inhibiert wurden (Wahl et al., 2008). In Anbetracht dieser Ergebnisse wirde
die Modulation der PD-L1 Expression durch Interferone doch zu einer verstarkten und auch
regulierten CD8+ T Zellantwort beitragen. Welche Effekt wirklich in vivo eintritt, muss
sicherlich mit weiteren Studien untersucht werden.

Die Tatsache, dass kein Unterschied zwischen HCV infizierten und naiven Zellen hinsichtlich
der PD-L1 Expression gezeigt werden konnte, lasst vermuten, dass die HCV Proteine
keinen oder nur sehr geringen Einfluss auf die Regulierung der PD-L1 Expression haben. In
frGheren Studien ist vor allem der inhibierende Einfluss von HCV Proteinen auf den IFNa
induzierten JAK-STAT Signaltransduktionsweg nachgewiesen worden (Bode et al., 2007).
Bezlglich der hemmenden Interaktion bei dem IFNy Regulationsweg liegen keine genauen
Daten vor. Aber aufgrund der Tatsache, dass beide Interferone Uber JAK und STAT agieren,
liegt ein hemmender Effekt in beiden Fallen nahe. Allerdings zeigen diese Arbeiten auch,
dass gerade das Core Protein die Aktivierung von STAT1 (Bode et al., 2003; Lin et al., 2006)
oder die Bindung von ISGF3 an die ISRE behindert (de Lucas et al., 2004). Bei dem in der
vorliegenden Studie verwendeten Model handelte es sich allerdings um ein subgenomisches
Replikon, das nur die Nichtstrukturproteine von HCV beinhaltet und nicht das Core Protein
exprimiert. Diese Tatsache kann natiirlich auch begriinden, warum kein inhibierender Effekt

der viralen Proteine zu beobachten war. Als Konsequenz misste diese Analyse mit Huh7
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Zellen wiederholt durchgeflhrt werden, die das komplette HCV Genom enthalten, was

allerdings ein Labor der Sicherheitsstufe drei voraussetzt.

4.3.3. Effekt der PD-1/PD-L1 Interaktion auf T Zellen

Der Effekt der Ligation von PD-1 und PD-L1 ist unterschiedlich beschrieben worden.
Wahrend urspringlich die Apoptose der T Zellen als Konsequenz beschrieben wurde und
einige Studien entsprechende Ergebnisse prasentierten (Dong et al., 1999/2002; Mihlbauer
et al., 2006; Petrovas et al., 2007), deuteten andere Arbeiten eher auf eine generelle Anergie
der T Zellen hin (Latchman et al., 2001).

Um diese Frage genauer zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit in verschiedenen
Ansatzen der Effekt der Ligation auf Jurkat T Zellen analysiert. Es konnte gezeigt werden,
dass keine erhohte Apoptose bei PD-1 exprimierenden T Zellen nachzuweisen war. Somit ist
das Ergebnis konkordant mit der mehrheitlichen Meinung, dass die Ligation von PD-1 und
PD-L1 in einer Anergie der Zelle und nicht in Apoptose resultiert.

Allerdings kann man auch diskutieren, ob man von dem in der Arbeit genutzten Modell
uneingeschrankt Riickschlisse auf physiologische Prozesse ziehen kann. Denn zum einen
handelt es sich um eine T Zelllinie, die im Vergleich zu primaren T Zellen unterschiedlich
reagieren kann. Des Weiteren wurde mit dem Modell die reine Interaktion zwischen PD-1
und PD-L1 simuliert. Die Einflussnahme des TCR auf der einen und der Antigenprasentation
auf der anderen Seite wurden dabei nicht mit einbezogen. Demgegeniber sind die Studien,
die einen apoptotischen Effekt auf CD8+ T Zellen zeigen konnten, mit antigenspezifischen T
Zellen durchgefiihrt worden, die mit dem entsprechenden Epitop auf PD-L1 exprimierenden
Zellen reagierten (Dong et al., 2002). Somit besteht die Moglichkeit, dass dem artifiziellen
System entscheidende Faktoren in Form von Rezeptoren fehlten, um ein entsprechendes
Ergebnis zu reproduzieren.

Um das System zu optimieren, wurden HLA-A2 exprimierende Huh7 Zellen mit Con1
transfiziert, um eine Prasentation von HCV Peptiden zu gewahrleisten. Allerdings konnte
eine Prasentation des Epitops 1073 auf den Zellen nicht nachgewiesen werden. Der Grund
dafiir kann an der Prozessierung von Proteinen in den Huh7 Zellen gelegen haben. Es
wurde gezeigt, dass die Sequenz der Konstruktes entscheidend dafir ist, wie ein Peptid
prozessiert und folglich prasentiert wird (Seifert et al., 2004).

Somit kdnnte eine genaue Analyse der Con1 Sequenz Aufschluss tber moégliche Mutationen
bringen, die die Prozessierung und Antigenprasentation beeinflussen koénnten. Die
Konsequenz ware die Transformation von Huh7 Zellen mit modifizierten Con1 Konstrukten,
die eine effiziente Prozessierung und Prasentation des Peptids zu garantieren. Mit einem

solchen Modell kénnte man durch IFNy die PD-L1 Expression auf den Hepatozyten
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regulieren und mit spezifischen T Zellen kokultivieren. Folglich hatte man ein geeignetes in

vitro System zur Funktionsanalyse des Korezeptoren PD-1.
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5. Zusammenfassung

Hepatitis C ist eins der Viren, die in hohem Male persistierende Infektionen verursachen. In
dieser Arbeit wurden zwei Aspekte der zelluldaren Immunantwort bei HCV Infektionen
bearbeitet. Im ersten Teil wurde die HCV spezifische, zellularen Immunantwort nach
abgelaufener Infektion in Bezug zu der humorale Immunantwort untersucht, um
unspezifischen Reaktionen im diagnostischen Suchtest auszuschlielen. Im zweiten Teil
wurden die Expression und die Funktion des Rezeptors PD-1 auf T Zellen und PD-L1 auf

Hepatozyten bei chronischen HCV Infektionen analysiert.

Obwohl die Diagnostik fur HCV seit der Entdeckung des Virus stetig verbessert wurde,
kommt es bei einigen Individuen immer noch zu serologischen Befunden, aus denen nicht
eindeutig hervorgeht, ob sie in der Vergangenheit mit HCV infiziert waren. Die Tatsache,
dass diese Ergebnisse zum einen personliche und soziale Konsequenzen haben kénnen und
zum anderen bis zum Verlust der Arbeitsstelle bei einigen Berufsgruppen fiihren kann, zeigt,
wie notwendig die Klarung solcher fraglichen HCV Befunde ist. Mit Blutproben von
Blutspendern, die einen fraglichen anti-HCV Befund hatten, wurde sowohl die humorale
Immunantwort in Form von Antikdrpertestungen als auch die zelluldre Immunantwort in Form
von Proliferation und IFNy Produktion getestet. Die Analyse der HCV spezifischen Antikérper
ergab gravierende Unterschiede zu den initialen Befunden. Wahrend urspriinglich alle im
Suchtest als reaktiv getestet wurden und im Immunoblot eine schwache Reaktion zu
detektieren war, waren die Ergebnisse bei den Nachtestungen entweder eindeutig negativ,
fraglich oder eindeutig positiv, wobei generell eine Abnahme der Antikorperkonzentration zu
beobachten war. Die Analyse der zellularen Immunantwort zeigte jedoch, dass bei fast 50%
der Spender HCV spezifische CD4+ T Zellen nachzuweisen sind. Somit kann man bei diesen
Spendern davon ausgehen, dass sie eine selbstlimitierende HCV Infektion durchgemacht
haben und spontan ausgeheilt sind. Im Umkehrschluss kann auch festgehalten werden, dass
bei den anderen Spendern die serologischen Ergebnisse aufgrund einer Kreuzreaktion von
Antikérpern mit HCV Proteinen zu Stande gekommen sind und somit eine abgelaufene HCV
Infektion eher unwahrscheinlich ist. Da keine Korrelation zwischen den Ergebnissen der
zellularen und humoralen Analysen vorliegt, zeigt diese Studie, dass durch serologische
Tests eine lang zurlickliegende ausgeheilte Infektion nicht nachgewiesen werden kann. Die
Analyse der T Zellantwort dagegen ist eine geeignete Alternative, um eventuell friher

abgelaufene Infektionen zu bestatigen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit bei chronischen HCV

Infektion der Korezeptor PD-1 und der Liganden PD-L1 exprimiert werden und wie die
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Interaktion die Funktion der T Zellen beeinflussen. In friheren Studien war gezeigt worden,
dass die Expression des Rezeptors auf Virus spezifischen T Zellen und des Liganden auf
infizierten Wirtszellen bei chronischen viralen Infektionen erhéht ist. Die Bindung des
Liganden an PD-1 ist mit einem Funktionsverlust der Effektorzellen assoziiert. Dadurch kann
das Virus der zellularen Immunantwort entgehen und mdglicherweise den chronischen
Verlauf beglinstigen. Weitere Studien belegten, dass durch antivirale Therapie die PD-1
Expression auf T Zellen reduziert wird.

In dieser Studie wurde die Expression von PD-1 auf T Zellen im Verlauf der antiviralen
Therapie mit IFN bei chronischen Hepatitis C Patienten analysiert. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Expression von PD-1 sowohl auf den gesamten CD4+ als auch auf den gesamten
CD8+ T Zellen bei chronisch infizierten Patienten im Vergleich zu nicht infizierten Personen
erhoht ist. Jedoch nimmt eine antivirale Therapie in dem hier beobachteten Zeitraum keinen
Einfluss auf die PD-1 Expression. In einem weiteren Ansatz wurde die Expression von PD-1
auf HCV spezifischen T Zellen untersucht. Bei sieben von 22 Patienten konnten spezifische
Zellen nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Expression von PD-1 war signifikant
héher als in den anderen Populationen. Dennoch wurde auch der Anteil an PD-1 positiven
HCV spezifischen T Zellen durch die Therapie nicht beeinflusst.

Bei in vitro Versuchen zur PD-L1 Expression auf Huh7 Zellen zeigten naive und HCV
replizierende Zellen keinen groflen Unterschied. Von daher scheinen zumindest die
nichtstrukturellen Proteine des HCV keinen Einfluss auf die Expression von PD-L1 zu
nehmen. Die erhéhte Bildung des Liganden nach der Behandlung mit IFNy spricht fur das
Konzept, dass die Bildung von PD-L1 einem UbermaRigen Gewebeschaden durch

Herunterregulierung der T Zellfunktion vorbeugt.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die ersten zwdlf Wochen einer IFN
Therapie keinen Einfluss auf die Expression von PD-1 auf spezifischen T Zellen haben.
Daher scheint eine unterstiitzende Wirkung des IFNa auf die zellulare Immunantwort Uber
die Modulation von PD-L1 fraglich zu sein. Vor allem auch aufgrund der Tatsache, dass das
IFN die Expression des entsprechenden Liganden auf Hepatozyten noch erhdht.

Daher ist die PD-1 Expression auf T Zellen in den ersten zwoIf Wochen der Therapie kein
pradiktiver Faktor fir eine erfolgreiche Therapie. Inwieweit mdoglicherweise eine Reduktion
des Rezeptors im spateren Verlauf der Behandlung eintritt, muss durch weitere Studien

geklart werden.
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7. Abkiirzungen

Aminosaure

Abbildung
Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex
3-Amino-9-ethylcarbazol
Alanin-Aminotransferase
Allophycocyanin
Aspartat-Aminotransferase
Adenosintriphosphat

Basenpaar
Rinderserumalbumin

Grad Celsius

CARD Adaptor Inducing IFNB
Cluster of Differentiation
chronische HCV Infektion
Curie

Chemilumineszenztest
Replikonkonstrukt

Counts pro Minute
Zytotoxische T Lymphozyten

Dentritische Zellen
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Deutsches Rotes Kreuz
Doppelstrangige RNA

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-
tetraessigsaure

Enzym Immuno Assay

Enyme Linked Immuno Sorbant Assay
Enzyme Linked Immuno Spot Assay

Fluorescence Activated Cell Sorting
Fotales Kalberserum
Fluorescein Isothiocyanat

Gramm
Genotyp

Stunde

Hepatitis B Virus
Hepatozellulares Karzinom
Hepatitis C Virus
N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-
ethansulfonsaure

Humanes Leukozyten Antigen

Immunoblot
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Abkirzungen

[CS e Intrazellulare Zytokinfabung

L S Interferon

GG i Immunglobulin G

I e —————————— Interleukin

IPAO . e IFNy-induzierbares Protein 10

ISG e Interferon stimuliertes Gen

TU e Internationale Einheit

JaK.. Janus Kinase

KD Kilobasenpaar

S 7 Kilodalton

L Liter

LSEC . it Leber Sinosidal Endothelienzellen

M e Mol

VN e Minute

MRNA e messenger RNA

IMIXA L Myxovirus Resistenzprotein A

NAK ..o neutralisierender Antikérper

NS e Nicht-Strukturprotein

L Nukleotid

OAS s Oligoadenylat Synthetase

ORF e Offener Leserahmen

PAGE ... Polyacrylamidgelelektrophorese

PBMC ... Periphere Blut Mononukleare Zellen

PBS e Phosphate Buffered Saline

PCR . Polymerase-Kettenreaktion

PD-T s Programmed Death 1

PD-L e Programmed Death Ligand

N Phycoerythrin

PEICP .. Peridinin Chlorophyll Protein

PHA s Phytohdmoagglutinin

PHH .. Primare Humane Hepatozyten

[ S Protein Kinase R

e Patient

RIGH] e Retinoic Acid Inducible Gene |

RNA Ribonukleinsaure

0] . IR Umdrehungen pro Minute

RPMI Lo Roswell Park Memorial Institut

R e Reverse Transkriptase

SICO e Sample Over Cut-Off

SIS Natriumdodecylsulfanat

SEB .. Staphylokokken Enterotoxin B

SEC e iiiiieee et et e e e e e a e e e e e e aaaaaaaaan Sekunde

S Stimulationsindex

S e Standard Sodium Citrate

ST AT e Signal Transducer and Activator of
Transcription
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TaAD e Tabelle

TCR e T Zell Rezeptor

TLR e Toll-like Receptor

TMA e Transcription Mediated Amplification

TRIF oo TIR Domain Containing Adaptor Inducing
IFNB

TS e Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

T e Tetanus Toxoid

UN oo Uber Nacht

UTR e Untranslatierte Region

Ve Volt

VOl e Volumen
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8. Anhang

8.1. Sequenzen
HCV Core:

MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVRAPRKTSERSQPR
GRRQPIPKARRPEGRTWAQPGYPWPLYGNEGCGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPRRR

HCV NS3:

GREILLGPADGMASKGWRLLAPITAYAQQTRGLLGCIITSLTGRDKNQVEGEVQIVPTAAQTF
LATCINGVCWTVYHGAGTRTIASPKGPVIQMYSNVDKDLVGWPAPQGSRSLAPCTCGSSDL
YLVTKHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPVGHAVGIFRAAVCTRGVAKA
ADFIPVENLETTMRSPVFTDNSSPPVVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLV
LNPSVAATLGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCAGGAYDIIICDE
CHSTDATSILGIGTVLDQGETAGAKLVVFATATPPGSVTVPHPNIEEVALSTTGEIPFYGKAIP
LEVIKGGRHLIFCHSKRKCDELATKLVAMGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTGY
TGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTLPQDAVSRTQRRGRTGRGKPGIYRFVAPGE
RPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAE

HCV NS4:
TLHGPTPLLYRLGAVQNEVTLTHPITKYIMTCMSADLEVVTSTWVLVGGVLAALAAYCLSTG
CVVIVGRIVLSGKPAVIPDREVLYREFDEMEECSQHLPYIEQGMALAEQFKQKALGLLQTAS
RQAEVIAPAVQTNWQKLEAFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTAAVTSPLT
TSQTLLFNILGGWVAAQLAAPGAATAFVGAGLAGAAIGSVGLGKVLVDILAGYGAGVAGALV
PD-L1 Chimare:
MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKN
IIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKR
ITVKVNAPYNKINGRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREE
KLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERT

HCV Peptide:

HCV-1a (H77) Core

C1 (aa 1-20) MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQ
C2 (aa 11-30) TKRNTNRRPQDVKFPGGGAQI
C3 (aa 21-40) DVKFPGGGQIVGGVYLLPRR
C4 (aa 31-50) VGGVYLLPRRGPRLGVRATR
C5 (aa 41-60) GPRLGVRATRKTSERSQPRG
C6 (aa 51-70) KTSERSQPRGRRQPIPKARR
C7 (aa 61-80) RRQPIPKARRPEGRTWAQPG
C8 (aa 71-90) PEGRTWAQPGYPWPLYGNEG
C9 (aa 81-100) YPWPLYGNEGCGWAGWLLSP
C10 (aa 91-110) CGWAGWLLSPRGSRPSWGPT
C11 (aa 101-120) RGSRPSWGPTDPRRRSRNLG
C12 (aa 111-130) DPRRRSRNLGKVIDTLTCGF
C13 (aa 121-140) KVIDTLTCGFADLMGYIPLV
C14 (aa 131-150) ADLMGYIPLVGAPLGGAARA
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C15 (aa 141-160) GAPLGGAARALAHGVRVLED
C16 (aa 151-170) LAHGVRVLEDGVNYATGNLP
C17 (aa 161-180) GVNYATGNLPGCSFSIFLLA
C18 (aa 171-190) GCSFSIFLLALLSCLTVPAS

HCV-1 (GenBank accession number: M62321)

P124 (aa 1241-1260) PAAYAAQGYKVLVLNPSVAA
P153 (aa 1531-1550) TPAETTVRLRAYMNTPGLPV
P158 (aa 1581-1600) ENLPYLVAYQATVCARAQAP
P177 (aa 1771-1790) GIQYLAGLSTLPGNPAIASL

P257 (aa 2571-2590) KGGRKPARLIVFPDLGVRVC
P294 (aa 2941-2960) CGKYLFNWAVRTKLKLTPIA

8.2. Alignments

NS3
NS3
NS3
NS4b
NS5b
NS5b

Die folgenden Alignments dienten dazu, die entsprechenden Epitope fur 1073, 1406 und
2594 bei Genotypen zu ermitteln, die nicht mittels Sequenzierung bestimmt werden konnten.

GT1a GT1b
2594

consensus ALYDVYVSKL consensus
'AF011753 e 'AB016785
'AF271632 T 'AB049087
'AF511948 ...D . . . P . . 'AB049088
'AF511949 .. . . L. .. 'AB049089
'AF511950 .. . . . . R .. 'AB049090
'AJ278830 e 'AB049091
'D10749'" e 'AB049092
'EF032886 e 'AB049093
'EF407411 e 'AB049094
'EF407412 . 'AB049095
'EF407413 e 'AB049096
'EF407414 e, 'AB049097
'EF407415 e 'AB049098
'EF407417 e, 'AB049099
'EF407418 e 'AB049100
'EF407419 e 'AB049101
'EF407421 . 'AB080299
'EF407422 e 'AB191333
'EF407423 e, 'AB426117
'EF407425 e 'AF054250
'EF407426 . 'AF139594
'EF407427 e 'AF145454
'EF407428 . ... T L 'AF165046
'EF407431 e 'AF165048
'EF407432 .. . . . . R .. 'AF165050
'EF407433 . 'AF165052
'EF407434 .. . . L . .. 'AF165054
'EF407435 . 'AF 165056
'EF407436 e 'AF165058
'EF407437 e 'AF165060

ALYDVVSTL
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'EF407438
'EF407439
'EF407440
'EF407441
'EF407442
'EF407443
'EF407444
'EF407445
'EF407446
'EF407447
'EF407449
'EF407450
'EF407451
'EF407452
'EF407453
'EF407454
'EF407455
'EF407456
'EF407457
'EF621489
'EU155213
'EU155214
'EU155215
'EU155216
'EU155233
'EU155236
'EU155237
'EU155238
'EU155239
'EU155240
'EU155241
'EU155242
'EU155243
'EU155244
'EU155245
'EU155246
'EU155247
'EU155248
'EU155249
'EU155250
'EU155251
'EU155252
'EU155265
'EU155266
'EU155267
'EU155268
'EU155269
'EU155270
'EU155271
'EU155272
'EU155273
'EU155274
'EU1565275
'EU155276
'EU155277
'EU155278

'AF165062
'AF165064
'AF176573
'‘AF207752
'‘AF207753
'‘AF207754
'‘AF207755
'‘AF207756
'‘AF207757
'‘AF207758
'‘AF207759
'‘AF207760
'‘AF207761
'AF207762
'AF207763
'‘AF207764
'‘AF207765
'‘AF207766
'‘AF207767
'‘AF207768
'‘AF207769
'‘AF207770
'‘AF207771
'‘AF207772
'‘AF207773
'‘AF207774
'AF208024
'‘AF333324
'AF356827
'‘AF483269
'AJ000009
'AJ132997
'‘AJ238799
'AY045702
'‘AY460204
'AY587016
'AY587844
'AY587845
'‘D10934 '

'‘D11355"

'‘D14484 "'

'‘D16435"

'‘D30613 '

'‘D45172"

'D50480 '

'D50481 "'

'D50484 '

'D63857 '

'D85516 '

'D89815 '

'‘D90208 '

'EF032894
'EF407459
'‘EF407460
'EF407461
'EF407462
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'EU155282
'EU155283
'EU155284
'EU155285
'EU155286
'EU155287
'EU155288
'EU155289
'EU155290
'EU155291
'EU155292
'EU155293
'EU155294
'EU155295
'EU155296
'EU155297
'EU155298
'EU155299
'EU155309
'EU155310
'EU155311
'EU155312
'EU155313
'EU155314
'EU155319
'EU155320
'EU155321
'EU155322
'EU155323
'EU155338
'EU155339
'EU155340
'EU155341
'EU155342
'EU155343
'EU155344
'EU155345
'EU155346
'EU155347
'EU155348
'EU155349
'EU155350
'EU155351
'EU155352
'EU155353
'EU155354
'EU155355
'EU155378
'EU155379
'EU155380
'EU234064
'EU250017
'EU260395
'EU260396
'EU482832
'EU482834

'EF407463
'EF407464
'EF407465
'EF407467
'EF407468
'EF407469
'EF407470
'EF407471

'EF407472
'EF407475
'EF407476
'EF407477
'EF407478
'EF407479
'EF407480
'EF407481

'EF407482
'EF407483
'EF407484
'EF407485
'EF407486
'EF407487
'EF407488
'EF407490
'EF407491

'EF407492
'EF407493
'EF407494
'EF407495
'EF407497
'EF407498
'EF407499
'EF407501

'EF407502
'EF407503
'EF407504
'EU155217
'EU155218
'EU155219
'EU155220
'EU155221
'EU155222
'EU155223
'EU155224
'EU155225
'EU155226
'EU155227
'EU155228
'EU155229
'EU155230
'EU155231
'EU155232
'EU155234
'EU155235
'EU155253
'EU155254
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'EU482835
'EU482838
'EU482842
'EU482846
'EU482848
'EU482850
'EU482853
'EU482855
'EU482856
'EU482857
'EU482858
'EU482867
'EU482870
'EU482871
'EU482872
'EU482876
'EU482882
'EU482887
'EU482889
'EU529676
'EU529679
'EU529681

'EU155255
'EU155256
'EU155257
'EU155258
'EU155259
'EU155260
'EU155261
'EU155262
'EU155263
'EU155264
'EU155279
'EU155280
'EU155281
'EU155300
'EU155301
'EU155302
'EU155303
'EU155304
'EU155305
'EU155306
'EU155307
'EU155308
'EU155315
'EU155316
'EU155317
'EU155318
'EU155324
'EU155325
'EU155326
'EU155327
'EU155328
'EU155329
'EU155330
'EU155331
'EU155332
'EU155333
'EU155334
'EU155335
'EU155336
'EU155337
'EU155356
'EU155357
'EU155358
'EU155359
'EU155360
'EU155361
'EU155362
'EU155363
'EU155364
'EU155365
'EU155366
'EU155367
'EU155368
'EU155369
'EU155370
'EU155371

112



Anhang

GT2a

1073

consensus
'AB047645
'AF169002
'AF169003
'AF169004
'AF169005
'AF238481

'AF238482
'AF238483
'AF238484
'AF238485
'AY746460
'NC_00982

S

SGVLWTV

'EU155372
'EU155373
'EU155374
'EU155375
'EU155376
'EU155377
'EU155381
'EU155382
'EU234061
'EU234062
'EU482833
'EU482839
'EU482849
'EU482859
'EU482860
'EU482874
'EU482875
'EU482877
'EU482879
'EU482880
'EU482881
'EU482883
'EU482885
'EU482886
'EU482888
'EU529682

'L02836'
'‘M58335'
'M84754 '
'M96362 '
'Uo1214"
'U45476"
'U8o019"
'X61596 '

1406

consensus
'AB047645
'‘AF169002
'AF169003
'AF169004
'AF169005
'AF238481

'AF238482
'AF238483
'AF238484
'AF238485
'AY746460
'NC_00982

ALRGMGLNAYV

A
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2594

consensus
'AB047645
'‘AF169002
'AF169003
'AF169004
'AF169005
'AF238481

'AF238482
'AF238483
'AF238484
'AF238485
'AY746460
'NC_00982

GT3a

2594

consensus
'AF046866
'D28917"'
'NC_009824
'X76918

GT4:

1073

consensus
'DQ418782
'DQ418783
'DQ418784
'DQ418785
'DQ418786
'DQ418787
'DQ418788
'DQ418789
'DQ516083
'DQ516084
'DQY880O73
'DQY88074
'DQY880O75
'DQY880O76
'DQY880O77
'DQY88078
'DQY880O79
'EF589160
'EF589161

'Y11604 '

ALYDVTAQKL

ALYDYV

\

QLTSLGLNAYV

N

ww-

> > -

Q KL

1406

consensus
'DQ418782
'DQ418783
'DQ418784
'DQ418785
'DQ418786
'DQ418787
'DQ418788
'DQ418789
'DQ516083
'DQ516084
'DQY88073
'DQY88074
'DQY880O75
'DQY88076
'DQY880O77
'DQY880O78
'DQY880O79
'EF589160
'EF589161

'Y11604 '

AVNGVMWTYV
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2594

consensus ALHDVINAOQL
'DQ418782 . . . . . . D
'DQ418783 e A
'DQ418784 N @)
'DQ418786 . .Y . AVK
'DQ418787

'DQ418788

'DQ418789 e
'Y11604 ' . . . . . . KKT
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8.3. Publikationsverzeichnis

Publikation
Ein Teil der Arbeit befindet sich zur minor revison bei der Fachzeitschrift ,Transfusion’:

Indeterminate anti-HCV reactivity in HCV RNA negative blood donors is frequently
caused by previously resolved infection. Tobias Hitziger, Michael Schmidt, Volkmar
Schottstedt, Holger Hennig, Alexandra Schumann, Stefan Ross, Meng;ji Lu, Erhard Seifried
and Michael Roggendorf

Poster

Analysis of Cellular Inmune Response in Non Viremic Blood Donors with Isolated
anti-HCV Reactivity. T. Hitziger, M. Schmidt, A. Schumann, V. Schottstedt, H. Hennig, E.
Seifried & M. Roggendorf. International Society of Blood Transfusion, 23.-27.06.2007 in
Madrid

Detection of the Nuclear Protein Ki-67: A New Tool to Investigate Antigen Specific
Proliferation of PBMC in the Woodchuck Model. Tobias Hitziger, Alexandra Schumann,
Claudia Budde, Michael Roggendorf. International Meeting on the Molecular Biology of
Hepatitis B Virus, 16.-20.09.2007)
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