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Kapitel 1

Z us ammenfassung (deutsch/englisch)

1.1 Zusammenfassung

Die gemischte Kryoglobulindmie ist eine lymphoproliferative Erkrankung, die
in ca. 95 % der Félle mit einer chronischen Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion
assoziiert ist. Die Evidenz fiir einen Zusammenhang zwischen HCV-Infektion
und der Entwicklung einer Kryoglobulinamie stammt bisher aus epidemiolo-
gischen Studien und klinischen Daten, wobei der zugrundeliegende Mecha-
nismus der Krankheitsentstehung noch grofitenteils unbekannt ist.

Zur Untersuchung der HCV-assoziierten Entwicklung der Kryoglobulin-
amie wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals funktionale, klinisch charak-
terisierte HCV-Pseudotypen hergestellt. Hierbei wurden retrovirale Kapsi-
de mit HCV-E1/E2-Hiillproteinen verschiedener Genotypen pseudotypisiert,
die aus Seren von HCV infizierten Patienten mit nachgewiesener Kryoglobu-
lindmie stammen. Fiir alle in dieser Arbeit generierten Pseudotypen konnte
nach Verbesserung der Produktions- und Infektionsbedingungen eine Infek-
tion der Targetzellen von durchschnittlich 25 % (Genotyp 1), 40 % (Geno-
typ 2) und 2 % (Genotyp 3) erreicht werden. Die Zugabe von humanem
Serum wahrend der Infektionsphase konnte dabei als kritischer Schritt bei
der Steigerung der Infektiositdt der Partikel herausgestellt werden. Mit Hil-
fe des entwickelten Pseudotypensystems wurde die E1/E2-Interaktion mit
primdren Lymphozyten untersucht, um durch Stimulation der Zellen mit
HCV-Hiillproteinen mogliche Kryoglobulindmie-induzierte Effekte zu finden.
Dabei konnte erstmals ein System etabliert werden, welches in der Lage ist,
die durch HCV-Pseudotypen oder native HCV-Partikel induzierte Anderung
der IgM Produktion von B-Lymphozyten zu erfassen. Letztendlich konnte
aber weder die Verwendung von HCV-Pseudotypen noch von nativen Viren
einen eindeutigen Hinweis fiir einen Kryoglobulindmie-spezifischen Effekt lie-
fern.
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Des Weiteren wurde mit Hilfe von klinisch charakterisierten Pseudotypen
die Virusneutralisierung durch Bindung von Antikérpern unter Beriicksich-
tigung von selektionierten HVR1-Mutationen untersucht, die fiir einen mog-
lichen Virus-FEscape verantwortlich gemacht werden konnten. Es wurden die
HCV-E1/E2-Sequenzen zweier Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten un-
ter antiviraler Interferon-Therapie auf die Selektion von HVR1-Mutationen
untersucht. Gefundene HVR1-Mutationen wurden in das HCV-Pseudotypen-
modell eingebaut und zur Analyse der Virusneutralisierung durch Antikérper
aus Patientenseren, welches zu verschiedenen Therapiezeitpunkte gewonnen
wurde, verwendet. Es wurde gezeigt, dass in allen Seren neutralisierende An-
tikdrper vorhanden sind, die die HCV-Pseudotypen Infektion um mindestens
50 % inhibieren. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass Pseudotypen mit HVRI1-
Mutationen auch in Seren neutralisiert werden, welche vor Entstehung der
Mutation entnommen wurden. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich kein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen Viruslast und Virusneutralisierung,
wobei jedoch ein Virus-Escape unter dem Gesichtspunkt eines dynamischen
Prozesses nicht ausgeschlossen werden kann.

1.2 Summary

Mixed cryoglobulinemia, a lymphoproliferative disorder, is in approximately
95 % of all cases associated with a chronic HCV-infection. So far, evidence
for HCV-associated cryoglobulinemia mainly arose from epidemiological and
clinical data but the underlying mechanisms are widely unknown. According
to the author’s knowledge, clinically characterized HCV-pseudotypes were
generated for the first time in order to investigate the development of HCV-
associated cryoglobulinemia. Thereby retroviral capsids were pseudotyped
with HCV-E1/E2 envelope proteins belonging to different genotypes derived
from patients with cryoglobulinemia. After improvement of pseudotype pro-
duction, infection could be detected in 25 % (genotype 1), 40 % (genotype 2)
and 2 % (genotyp 3) of the target cells, respectively. During this work, it could
be determined that the addition of human serum during the infection phase
is a critical step in stimulation of HCV-pseudotype infection. The established
pseudotype system allowed the investigation of HCV-E1/E2 interaction with
primary lymphocytes in order to analyze cryoglobulinemia specific effects.
Thereby, a system for measuring changes in IgM concentration induced by
HCV-pseudotypes and native HCV particles could be established for the first
time. However, the use of neither HCV-pseudotypes nor native HCV resulted
in cryoglobulinemia specific effects.

Furthermore, clinically characterized HCV-pseudotypes were used to stu-
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dy the autologous neutralizing antibody response with respect to selected
HVR1 mutations which could be responsible for virus escape. The HCV
E1/E2 sequences of two patients infected with HCV were analyzed at diffe-
rent times during interferone-based antiviral therapy. Pseudotypes harboring
the identified mutations were successfully constructed and used to analyze
autologous antibody neutralization during therapy. Neutralizing antibodies
could be detected in all sera showing an inhibition of infection of at least
50 %. HCV-pseudotypes harboring HVR1 mutations were also neutralized
in sera that were collected before the mutation occurred. There was no di-
rect correlation between viral load and virus neutralization, however a virus
escape can not be ruled out assuming a highly dynamic system.




Kapitel 2

Einleitung

2.1 Hepatitis C

Hepatitis C ist eine Entziindung der Leber, die durch eine Infektion mit HCV
verursacht wird. Nach Schitzung der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
sind rund drei Prozent der Weltbevolkerung mit HCV infiziert. Bei ca. 30
Prozent der Infizierten verlauft die Infektion mild und heilt nach der akuten
Krankheitsphase ohne bleibende Schiden aus. Siebzig Prozent der Infektio-
nen nehmen allerdings einen chronischen Verlauf und kénnen langfristig zu
Leberschiden, wie Leberzirrhose oder Leberkrebs, fiihren. Im Verlauf einer
chronischen HCV-Infektion kann es neben der Leberentziindung zu extrahe-
patischen, meist Antikorper-vermittelten Erkrankungen kommen. Zu diesen
zahlt die Kryoglobulindmie, das Sjogren-Syndrom, die Panarteriitis nodosa
und die Immunkomplex-Glomerulonephritis.

2.2 Molekularbiologie des Hepatitis C Virus

2.2.1 Genomorganisation

Das Hepatitis C Virus wurde im Jahre 1988 identifiziert und wird seitdem
in die Gattung Hepacivirus und die Familie Flaviviridae eingeordnet. Das
HCYV ist ein ca. 45 nm grofes, einzelstringiges RNA-Virus mit positiver Po-
laritdt ((4+)ssRNA) und einer Linge von ca. 9600 Nukleotiden (Choo et all,
1989). Die virale RNA enthilt einen offenen Leserahmen, der fiir ein ca.
3000 Aminosduren umfassendes Polyprotein kodiert. Nach proteolytischer
Spaltung durch zelluldre Peptidasen und virus-kodierte Proteasen entstehen
die drei strukturbildenden Proteine Core (C), Hiillprotein E1 und E2 so-
wie die Nichtstrukturproteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5HB
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(Abbildung 2.1]). Der Polyproteinbereich, welcher sich zwischen E2 und NS2
befindet, wird proteolytisch zu einem 7 kDa grofen Polypeptid p7 prozes-
siert. Vom p7 Polypeptid, das nicht vollstindig vom E2-Protein abgespalten
wird, ist bislang keine genaue Funktion bekannt. In kiinstlichen Membran-
systemen bildet p7 einen Ionen Kanal (Griffin et all, 2003, 2004). Kiirzlich
wurde ein weiteres Protein namens F-Protein beschrieben, das infolge einer
ribosomalen Leserasterverschiebung im Bereich der mRNA des C-Proteins
translatiert wird (I&JMLL |2JJ1L1|) Am amino- und carboxyterminalen Ende
der HCV-RNA befinden sich jeweils ca. 341 bzw. 230 Nukleotide lange, nicht
translatierte Uberhéinge (5 und 3’ NTR). Im Bereich der hochkonservier-
ten 5’'NTR ist eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) lokalisiert, die
die Expression des HCV-Polyprotein ohne zusétzliche eukaryontische Initiati-
onsfaktoren steuert. Die 3'N'TR, besteht aus einem variablen Bereich, einem
Poly-U/UC-Bereich und einem konservierten Bereich der eine ausgeprigte
Sekundéarstruktur aufweist.

HCV-Genom (ca. 9,6 kb)

strukturell nicht strukturell

5 NTR 3'NTR

NS3-Protease
Kofaktor

Zytosol ‘ \ /
lonenkanal

) Hilllproteine Zystein-
RNA-Bindung E2 Rezeptor-Bindung Pr{)tease

Membran-
verénderungen

Serin- NTPase/ i L
Protease Helikase Phoshoprotein  RNA abhéngige

RNA-Polymerase

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der HCV-Genomorganisation und der
Polyprotein-Prozessierung. Oben: die virale RNA enthilt einen offenen Leserahmen der
flir ein Polyprotein, bestehend aus Struktur- und Nichtstrukturproteinen, kodiert. Die 5’
NTR mit interner IRES und die 3’'NTR weisen Sekundérstrukturen auf. Unten: Prozes-
sierung des Polyproteins und Lage der 10 HCV-Proteine relativ zur ER-Membran. SSP
bezeichnet die Spaltung des Core-Proteins durch eine Signal Peptid-Peptidase. Die Sche-
ren deuten die Schnittstellen der zelluldren Signal-Peptidasen an. Die Pfeile geben die
Schnittstellen der Nichtstrukturproteine durch virus-kodierte Proteasen an. Die Funktion
der einzelnen Proteine ist angegeben. Abbildung modifiziert nach [Dubuisson @M)
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2.2.2 Strukturproteine

Die HCV-Strukturproteine werden, wie in Abschnitt 2.2.1] erwahnt, post-
translational durch zelluldre Signalpeptidasen gespalten. Das Core-Protein
ist ein hoch konserviertes, RNA-bindendes Protein, welches das Nukleokap-
sid bildet (Santolini et all, 1994; Yasui et all, 1998). Am Carboxyterminus
des Core-Proteins befindet sich eine hydrophobe Region, welche als Signalse-
quenz fiir die kotranslationale Translokation des E1-Proteins durch die ER-
Membran dient.

Die HCV-Glykoproteine E1 und E2 sind Typ-I-Transmembranproteine,
die als Heterodimere die virale Hiille bilden (Deleersnyder et al., [1997; Du-
buisson, 2000). Werden beide Proteine rekombinant exprimiert, verbleibt das
Heterodimer hauptséichlich im ER (Bartosch et all, 2003h), wihrend nur ge-
ringe Mengen zur Plasma-Membran transportiert werden (Drummer et al.,
2003; Duvet et al., [1998; [Rouillé et all, [2006). Das Molekulargewicht der gly-
kosylierten Proteine betrigt nach Expression in Sdugetierzellen etwa 31 kDa
(E1) bzw. 70 kDa (E2). Fiir E1 sind sechs und fiir das E2-Protein elf potenti-
elle Glykosylierungsstellen vorhergesagt, wovon die meisten hoch konserviert
sind (Goffard and Dubuisson, 2003; Zhang et all, 2004b). Am Carboxytermi-
nus beider Proteine befinden sich hydrophobe Bereiche, die fiir die Veranke-
rung der Proteine in der Membran essentiell sind. Am aminoterminalen Ende
des E2-Proteins befinden sich die sog. hypervariablen Regionen 1 (HVRI, aa
384 bis 410, Nummerierung erfolgt analog zum HCV-J Genom nach Kato
et al. (1990)) und HVR2 (aa 474 bis 480, Nummerierung nach [Kato et al.
(1990)).

Die HVR1 ist der Bereich innerhalb des E2-Proteins, welcher die grofste
Sequenzheterogenitét aufweist (Kato et al), 1992; Weiner et al), [1991) und
welcher als B-Zellepitop und als Epitop fiir neutralisierende Antikérper iden-
tifiziert wurde (Bartosch et al., 2003b: [Farci et al., 11996; Isaguliants et all,
2002; Keck et all,12004; [Li et al., 2001; Mondelli et al., 2003; Nakamoto et all,
1996; IOwsianka et all, 2005; [Roccasecca._et._al., 2001); [Scarselli et al., [1995;
Schofield et all, 2005; [Sekiya et al), [1994; Zibert et all, 1995). Moglicher-
weise konnte die HVR1 durch die Selektion von resistenten Virusvarianten
bei der Chronifizierung der HCV-Infektion eine Rolle spielen (Higashi et all,
1993; [Kato et al., 1994, 1993; [Kurosaki et al., 11993; | Ogata et all,[1991; Weiner
et al.,[1992). Trotz hoher Sequenzvariabilitit scheinen die physikochemischen
Eigenschaften sowie die Konformation der HVR1 hoch konserviert zu sein
(Penin et al., 2001). Beide Hiillproteine sind essentiell fiir die Infektiositét
des Viruses und fiir die Interaktion mit verschiedenen zelluldren Rezeptoren
(sieche Abschnitt 2.3)).
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2.2.3 Nichtstrukturproteine

Der Bereich NS2 kodiert zusammen mit dem N-terminalen Bereich des NS3
fiir die Expression einer autokatalytischen, Zink-abhingigen Protease, die
das Polyprotein zwischen NS2 und NS3 spaltet (Hijikata et al., [1993a). Die
tibrigen nichtstrukturellen Proteine werden durch die NS3/4A-Protease pro-
zessiert.

Das NS3-Protein enthélt im aminoterminalen Bereich eine Serinprotease,
die an der autokatalytischen NS3/4A-Spaltung beteiligt ist. Fiir die Spal-
tung NS4A/B, NS4B/5A und NS5A /B bildet das NS3-Protein einen Kom-
plex mit dem NS4A-Kofaktor (Bartenschlager et all, 1993; |Grakoui et al.,
1993; Love et al., [1996). Im carboxyterminalen Bereich des NS3-Proteins ist
eine NTPase/Helikase-Domine lokalisiert, welche eine wichtige Rolle bei der
Replikation der viralen RNA spielt (Preugschat et al), [1996; [Suzich et al.,
1993; [Tai et al., [1996).

Das NS4A-Protein ist neben seiner Rolle als wichtiger Kofaktor der
NS3/4A-Protease auch an der Phosphorylierung des NS5A-Proteins betei-
ligt (Koch and Bartenschlager, 1999; [Lin et al., [1997).

Das NS4B-Protein ist ein hydrophobes, integrales Membranprotein mit
multiplen Transmembrandoméinen, dass Membranverinderungen induziert
und an der Bildung des Replikationskomplexes beteiligt ist (Gosert. et all,
2003; Lundin et al., 2003).

NS5A ist ein stark phosphoryliertes Protein (Kaneko et all, [1994; Tanji
et al., 1995), dessen genaue Funktion bislang nicht vollstindig geklart ist,
dem aber eine Interferonresistenz vermittelnde Wirkung zugeschrieben wird
(Hu_et_all, 2001; [Pawlotsky, 2000; [Tan and Katze, 2001). Kiirzlich wurde
gezeigt, dass NSHA ein Zink-bindendes Metalloprotein darstellt und das die
NS5A-vermittelte Zink Koordination essentiell an der HCV-RNA-Replikation
beteiligt ist (Tellinghuisen et al., 2003).

Das NS5B-Protein kodiert fiir die RNA-abhingige RNA-Polymerase
(RARP), die fiir die Replikation von viraler RNA notwendig ist. Da die RNA-
abhiangige RNA-Polymerase des HCV keine 3’—5’ Exonukleaseaktivitit be-
sitzt, kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des HCV-Genoms. Pro Tag
werden ca. 10 x 10*2 Virionen gebildet, wobei ca. ein Aminosiureaustausch
pro Virus entsteht (Pawlotsky, 2003a). Die RARP und das NS3-Protein sind
aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitit direkt an der Virusreplikation be-
teiligt und stellen daher attraktive Angriffspunkte fiir die Entwicklung von
direkt antiviralen Wirkstoffen (Polymerase- und Protease-Inhibitoren) dar
(siche Abschnitt [2.4]).
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2.2.4 HCV-Replikationszyklus

Die Infektion mit HCV erfolgt vor allem iiber kontaminiertes Blut bzw.
Blutprodukte. Die Virusreplikation findet hauptsachlich in Leberzellen statt
(Blight et _al., [1994). Die Bindung des Virus an die Zelloberfliche erfolgt
iiber eine Interaktion seines Hiillproteins E2 mit zelluldren Rezeptoren (siehe
Abschnitt 2.3]). Nach einer Clathrin-vermittelten endozytotischen Aufnah-
me der Virionen in die Zelle wird die Virus-RNA im Zytoplasma freigesetzt.
Dort binden Ribosome an der IRES und translatieren die (+)ssRNA-Sequenz
zum Polyprotein, welches durch zelluldre und virus-kodierte Proteasen (siehe
Abschnitt 22T und Abbildung ) zu den fiir die Replikation notwendigen
Enzymen prozessiert wird. Es wurde gezeigt, dass die prozessierten Nicht-
strukturproteine NS3 bis NS5B einen Replikationskomplex bilden, der eng
mit Membranen des rauhen ER assoziiert ist und innerhalb dessen die Repli-
kation stattfindet (El-Hage and Luo, [2003; |Gosert. et all, 2003). Wahrend der
Genomreplikation wird das Positivstranggenom des HCV mit Hilfe der NS5B-
Polymerase in ein Minusstranggenom umgeschrieben. Dieses steht wiederum
als Matrize fiir die Synthese von genomischer RNA mit positiver Orientierung
zu Verfiigung. Im Verlauf der Virusreplikation werden die neu synthetisierten
RNA-Strénge einerseits direkt in das virale Polyprotein translatiert und ste-
hen andererseits fiir die Bildung neuer Virionen zur Verfiigung (Abbildung
2.2)).

Die korrekte Faltung der Hiillproteine und deren Glykosylierung erfolgt
im rauhen ER. Der Zusammenbau von neu synthetisierter genomischer RNA
und den Strukturproteinen (Morphogenese) erfolgt an der ER-Membran.
Uber die Golgi-Vesikel werden die Virionen zur Plasmamembran transpor-
tiert und durch Exozytose ausgeschleust.

2.2.5 HCV-Genotypen

Da die RNA-abhidngige RNA-Polymerase des HCV keine 3’—5’ Exonuklea-
seaktivitdt besitzt, kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des HCV-
Genoms. Aufgrund von Sequenzunterschieden innerhalb des HCV-Genoms
erfolgt die Klassifizierung der unterschiedlichen Varianten in mindestens 6
Genotypen (Genotyp 1 bis 6), innerhalb derer wiederum unterschiedliche
Subtypen (la, 1b...) unterschieden werden (Simmonds et al), 1993; Smith
et al.,[1997). Kiirzlich wurde ein siebter Genotyp beschrieben (Murphy et all,
2007). Die einzelnen Genotypen unterscheiden sich in der geographischen Ver-
teilung. In Deutschland sind die Genotypen 1b und la am héufigsten (ca. 70
%), gefolgt von den Genotypen 3 und 2, wihrend in Nord- und Zentral-Afrika
z. B. der Genotyp 4, in Stidafrika der Genotyp 5 und in Vietnam sowie Thai-
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der HCV-Infektion und Virusvermehrung. Nach
der Rezeptor-vermittelten Endozytose verschmelzen die Viruspartikel mit Endosomen.
Durch Anséuerung des Endosoms wird die HCV-RNA freigesetzt. Die RNA wird an frei-
en Ribosomen translatiert und HCV-Proteine werden synthetisiert. Die NS3- bis NS5B-
Proteine bilden einen ER-assoziierten Replikationskomplex, der fiir die RNA-Replikation
verantwortlich ist. Der Zusammenbau von neu synthetisierter genomische RNA und den
Strukturproteinen erfolgt an der ER-Membran. Uber Golgi-Vesikel werden die Virionen zur
Plasmamembran transportiert und durch Exozytose ausgeschleust. Abbildung modifiziert

nach [Dubuissonl (2007)

land der Genotyp 6 vorherrschend sind. Die Klassifizierung in Geno- und
Subtypen hat keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf, ist aber bedeutsam

fiir die Wahrscheinlichkeit eines dauerhaften, Interferon-basierten Therapie-
ansprechens (Berg et all, 2003) (sieche Abschnitt ) .

2.3 HCV-Rezeptoren

Mit Hilfe 16slicher E2-Proteine konnte CD81 als der erste HCV-relevante
Zellrezeptor identifiziert werden (Pileri et alJ, ll9_9ﬁ) Mittlerweile wurde sei-
ne essentielle Beteiligung an der zelluldren Virusaufnahme sowohl mit HCV-
Pseudotypen als auch mit einem infektiosen und replikationskompetenten
HCV-Zellkultursystem (HCVee) bestitigt (Bartosch et all, 2003b; Linden-
bach et al., [2005; Zhang et all, lZQOAa') CD8I ist ein 236 Aminosiuren umfas-
sendes Protein mit 4 Transmembrandoménen. Als E2-Bindungsstelle wurde
der large extracellular loop (LEL) des Molekiils identifiziert m
) Da die Virusreplikation hauptsichlich in Hepatozyten stattfindet
(Bhg tet all, @A ), wurde angenommen, dass die HCV-Rezeptoren leberspe-




Kapitel 2. Einleitung

zifisch sein miissten. Allerdings wird CD81 auch auf einer Vielzahl von extra-
hepatischen Zellen exprimiert, die nicht mit HCV infiziert werden. Demnach
lasst sich die Existenz weiterer, moglicherweise leberspezifischer Rezeptoren
nicht ausschliefsen.

Der SR-B1-Rezeptor wurde als Korezeptor fiir die HCV-Virusaufnahme
beschrieben (Scarselli et all, [2002). Hierbei handelt es sich um ein Glykopro-
tein, das vor allem in der Leber vorkommt. SR-B1 ist ein Lipoproteinrezep-
tor, der HDL bindet und ihm Cholesterinester entzieht (reverser Cholesterin-
transport). Da HDL mit Hilfe von HCV-Pseudotypen als infektionssteigernde
Komponente des humanen Serums identifiziert wurde (Bartosch et all, 2005),
wird vermutet, dass der Lipid-Anteil der Zellmembran mit der Virusaufnah-
me in Zusammenhang stehen konnte (Rigotti et all, [2003).

Der Claudinl-Rezeptor wurde kiirzlich ebenfalls als Korezeptor fiir HCV
beschrieben. Claudinl ist ein tight junction-Molekiil, dass vielfach in der Le-
ber vorkommt. Tight junctions werden von Membranproteinen gebildet und
stellen Zellkontakte zwischen Epithelzellen her, welche den Molekiiltransport
durch das Epithel kontrollieren. Aufserdem dienen sie der mechanischen Sta-
bilisierung des Epithelverbandes. Durch Expression von Claudinl auf 2937T-
Zellen, welche trotz CD81- und SR-B1-Expression nicht mit HCV infizierbar
waren, konnte eine Infektion mit HCV-Pseudotypen induziert werden (Evans
et al., [2007). Darauthin wurden auch weitere Claudin-Rezeptoren (Claudin6
und Claudin9) als HCV-Korezeptoren identifiziert (Zheng et al., 2007).

Occludin gehort ebenfalls zu den tigth junction-Molekiilen und ist zur Zeit
der jiingste, fiir HCV identifizierte Rezeptor (Ploss et all, 2009). Occludin ist
ein Polypeptid bestehend aus 4 Transmembrandoménen wovon 2 extrazellu-
lare Schleifen an der Bildung von Zellkontakten beteiligt sind. Neben CD81,
SR-B1 und den Claudin-Rezeptoren stellt Occludin einen weiteren, essen-
tiellen HCV-Rezeptor dar, durch dessen Expression Tierzellen durch HCV
infizierbar werden. Damit besteht die Moglichkeit, ein Kleintiermodell zur
Untersuchung von HCV zu entwickeln, was bisher aufgrund der beschrank-
ten Wirtsspezifitit fiir Menschen und Schimpansen nicht mdéglich war.

Fiir die Typ C-Lektin Rezeptoren L-SIGN und DC-SIGN wurde ebenfalls
eine Bindung von l6slichen E2-Proteinen und aus Plasma isolierten Viren ge-
zeigt (Gardner et al., [2003; [Lozach et al., 2004, [2003; P6hlmann et all, 2003).
Da allerdings keiner dieser Rezeptoren auf Hepatozyten exprimiert wird, sind
sie wahrscheinlich nur indirekt an der Virus Aufnahme in die Zelle beteiligt.
Es wird vermutet, dass sie zirkulierende Viren binden und als sog. Capture-
Molekiile fungieren. Weiterhin wurden als indirekte, am viralen Zelleintritt
beteiligte Faktoren der LDL-Rezeptor (Agnello et all, 11999), Glykoaminogly-
kane (Germi et all, 2002) und die Lipoprotein-Lipase (Andréo et all, 2007)
identifiziert. Durch die Assoziation der Viren mit Lipoproteinen wird die In-
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teraktion des HCV mit den oben genannten Molekiilen erleichtert.

2.4 Antivirale Therapie

Die Standardbehandlung einer HCV-Infektion besteht derzeit aus einer kom-
binierten Therapie mit pegyliertem Interferon o (Peginterferon a-2a bzw.
Peginterferon a-2b) und dem Nukleosidanalogon Ribavirin iiber eine Dauer
von 16 bis 48, selten 72 Wochen (Zeuzem et all, [2004ab). Hierbei kommt
es in 54 % bis 56 % der Falle zum Ausheilen der Infektion, wobei das The-
rapieansprechen von den unterschiedlichen HCV-Genotypen erheblich beein-
flusst wird. Die Heilungsraten bei einer Infektion mit dem in Deutschland
am haufigsten vorkommenden HCV-Genotyp 1 liegen bei nur 42 % bis 52
% (Pawlotsky, 2003b), wohingegen die Heilungschancen bei einer Infektion
mit den HCV-Genotypen 2 und 3 bei 78 % bis 86 % liegen (Mangia et al.,
2005). Neben dem zugrundeliegenden Genotyp spielen auch weitere Faktoren
wie z.B. Alter, Gewicht, Geschlecht, Herkunft und HCV-RNA Konzentration
zu Therapiebeginn eine Rolle fiir die Wirksamkeit der Therapie (Berg et all,
2003; Fried et al., [2002; Hadzivannis et all, 2004; Jeffers et al., [2004; Manns
et al.,2001). Bei fehlendem Ansprechen auf die Interferon/Ribavirin basierte
Therapie oder bei Patienten, die trotz kurzzeitiger Viruseliminierung unter
Therapie riickfillig werden, werden eine Vielzahl von moglichen viralen Re-
sistenzmechanismen, welche mit den viralen Proteinen Core, E2, NS3/4A
und NS5A in Zusammenhang gebracht werden, diskutiert (Wohnsland et all,
2007). Kiirzlich wurden auch Wirts-assoziierte Faktoren in Korrelation mit
dem Therapieansprechen beschrieben (Suppiah et all, 2009).

Aufserdem werden bei derzeitiger Therapie oft erhebliche Nebenwirkun-
gen beschrieben, sodass die Entwicklung von alternativen Therapieformen
dringend notwendig ist. Hierzu zdhlen direkt antiviral wirkenden Substanzen
wie z.B. Protease- oder Polymerase-Inhibitoren, die direkt die Virusvermeh-
rung inhibieren. Zur Zeit liegen Ergebnisse von klinischen Phase I- und II-
Studien von Protease-Inhibitoren wie z. B. Telaprevir und Boceprevir, sowie
von Polymerase-Inhibitoren wie z. B. Valopicitabine, R1626 und HCV796
vor, wobei deren Wirksamkeit durch eine rasche Selektion resistenter Virus-
varianten limitiert ist (Hézode et al., 2009; Kieffer et all, 2007; [Lin et al.,
2005, 2004; IMcHutchison et _al., [2009; Migliaccio et _al., 2003; (Olsen et all,
2004; Reiser et _all, [2005; Sarrazin et all, [2007ab; Sarrazin and Zeuzeml, 2010;
Susser et _all, [2009; [Tong et all, 2006; Welsch et _all, 2008).

11
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2.5 Immunbiologie des HCV

Die Immunantwort infolge einer HCV-Infektion ist sowohl humoraler als
auch zelluldrer Art. Nach einer akuten HCV-Infektion tritt zunichst ei-
ne unspezifischen Immunreaktion ein, die von natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen), neutrophilen Granulocyten und Makrophagen unterstiitzt wird. Par-
allel kommt es durch die Prisentation von HCV-Antigenfragmenten iiber Ma-
jor Histocompatibility Complez (MHC) Klasse II Molekiilen auf der Oberfl&-
che von dentritischischen Zellen (DC) zur Aktivierung einer spezifischen Im-
munreaktion von CD4-positiven T-Lymphozyten (T-Helferzellen, Th). Diese
Zellen verfiigen durch die Sekretion verschiedener Zytokine iiber immunre-
gulatorische Funktionen. Durch die Sekretion von Interleukin-2 (IL-2) und
Interferon-y (IFN-v) werden CD8-positive cytotoxische Killerzellen (CTL)
aktiviert. Man spricht auch von einer Th-1 Immunantwort. Die Sekretion von
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 (IL-10) stimu-
liert hingegen die Proliferation und Antikérperproduktion von B-Lymphozy-
ten, was als Th-2 Immunantwort bezeichnet wird (Abbildung 2.3)).

Fiir den Verlauf und die Pathogenese der HCV-Infektion spielt insbeson-
dere die virusspezifische T-Zellantwort eine entscheidende Rolle. Bei Pati-
enten mit einer akuten, selbstlimitierenden HCV-Infektion wird eine starke,
multispezifische CD4- und CD8-positive T-Zellantwort beobachtet (Cooper
et al., [1999; |Griiner et al., 2000; [Lechner et al., 2000; Thimme et al., 2002,
2001), wahrend bei einer chronischen HCV-Infektion eine schwichere T-
Zellantwort als bei einer selbstlimitierenden Infektion beobachtet wird (Cox
et al., 2005a; [Ulsenheimer et al., 2003; [Wedemeyer et al., [2002). Des Weite-
ren konnten Mutationen innerhalb des CD8-positiven T-Zellepitops mit der
Entstehung einer chronischen Infektion korreliert werden (Cox et all, 2005b;
Erickson et all, 2001; IGerlach et al., 1999; [Tester et all, 2005; Timm et all,
2004). Bei einer HCV Erstinfektion ist die Wahrscheinlichkeit einer Viruseli-
minierung bei Patienten mit einer Th1-Zytokinsekretion (IL-2, IFN-v) grofer
als bei Patienten mit einer Th2-Zvtokinsekretion (IL-4, IL-5, IL-10,) (Cramp
et al.,1999; Diepolder et all, 1995; Takaki et al., 2000; Tsai et al., |[1997; Woi-
tas et al., [1997). Fiir eine nachhaltige Eliminierung des HCV scheint auch
die Dauer der T-Zellantwort entscheidend zu sein. So wurde bei Patienten,
die nach einer initialen, starken CD4-positiven T-Zellantwort das Virus eli-
minierten, bei Verlust der spezifischen T-Zellantwort ein Wiederauftreten der
Infektion beobachtet (Gerlach et all, [1999).

Virusspezifische Antikorper sind gewohnlich 7 bis 8 Wochen nach Infek-
tion detektierbar (Pawlotsky, 1999), wobei ihre Bedeutung fiir die Viruseli-
minierung bislang noch unzureichend verstanden ist. Im Schimpansenmodell
konnte eine Infektion einerseits durch die Behandlung mit neutralisieren-
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Abbildung 2.3: Komponenten der HCV Immunantwort. Die Préisentation von HCV-
Antigenen auf der Zelloberfldsche von dentritischen Zellen (DC) fiihrt zur Aktivierung
von CD4-positiven T-Lymphozyten. Durch Zytokinsekretion werden CD8-positive cytoto-
xische Killerzellen und B-Lymphozyten (B-Zelle) aktiviert, welche infizierte Zellen lysieren
und HCV-spezifische Antikorper produzieren. T-Helferzellen 1 und 2 (Th1, Th2), Interfe-
ron (IFN), Interleukin (IL), cytotoxische Killerzellen (CTL), natiirliche Killerzellen (NK),
T-Zellrezeptor (TCR), Major Histocompatibility Complex (MHC). Abbildung modifiziert
nach [Liang et all (2000)

den Antikorper verhindert werden (Farci et all, 1996), wihrend andererseits
gegen HCV erworbene Antikorper keinen Schutz gegen eine erneute Infek-
tion bei Schimpansen oder Menschen bieten (Farci et all, [1992; [Lai et all,
1994). Aufserdem kann eine Infektion bei Schimpansen und Menschen ohne
die Entstehung von Antikorpern gegen HCV geheilt werden (Cooper et all,
1999; [Post. et _al., 2004). Die HVR1 innerhalb des E2-Proteins, welche als B-
Zellepitop identifiziert wurde (Isaguliants et all, [2002; Nakamoto et al., 1996,
Scarselli et all, [1995; [Sekiya et al., [1994), scheint eine wichtige Rolle bei der
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Virusneutralisierung zu spielen (Bartosch et al., 2003b; [Farci et _all, 1996;
Keck et al., [2004; Li et al., 2001; Mondelli et _al., 2003; [Owsianka et al., 2005}
Roccasecca et all, [2001; Schofield et al., 2005; |Zibert et al.,1995). Mutationen
innerhalb dieser Region fiihren méglicherweise dazu, dass die HVR1-Epitope
nicht mehr erkannt werden, was als ein Grund fiir die Entstehung der chroni-
schen HCV-Infektion diskutiert wird (Higashi et all, 1993; Kato et al., 1994,
1993; [Kurosaki et all, [1993; (Ogata et all, [1991; Weiner et all, 1992).

2.6 HCV-assoziierte Kryoglobulinamie

Das Kryoglobulindmiesyndrom ist eine Form der Gefissentziindung, die in
der Mehrzahl der Fille mit einer chronischen HCV-Infektion assoziiert ist
(Cacoub et al., 11994; Dammacco et all, 1993; [Ferri et all, 1991); Pascual et all,
1990). Kryoglobuline sind Immunglobuline, die bei Temperaturen unter 37
°C prégzipitieren und sich in den Gefafwinden ablagern, was zu massiven Ent-
ziindungen fiihren kann. Neben Gelenkschmerzen konnen weitere Symptome
wie z.B. Muskelschmerzen, Nierenentziindungen, Neuropathien, Lymphkno-
tenerkrankungen und eine Purpura auftreten. In den Kryoprézipitaten las-
sen sich sowohl HCV-RNA als auch HCV-spezifische Antikérper nachweisen.
Aufgrund ihrer immunchemischen Zusammensetzung unterscheidet man drei
verschiedene Typen von Kryoglobulindmien (Brouet et all, 1974):

1. Typ 1 Kryoglobuline: Monoklonale Kryoglobuline, monoklonales Im-
munglobulin G (IgG) oder Immunglobulin M (IgM).

2. Typ 2 Kryoglobuline: Gemischte Kryoglobuline, meist monoklonales
IgM, das dhnlich wie Rheumafaktoren an die konstante Region (Fc)
eines IgG bindet.

3. Typ 3 Kryoglobuline: Gemischte Kryoglobuline, polyklonales IgM, das
mit einem anderen polyklonalen Immunglobulin-Komplexe bildet.

Im Falle der chronischen HCV-Infektion wird eine gemischte Kryoglobu-
lindmie (MC, Typ 2) beobachtet. Die Entstehung der HCV-assoziierten Kryo-
globulindmie tritt mit geographisch unterschiedlicher Haufigkeit auf. So ist
die Pravalenz der HCV-assoziierten Kryoglobulindmie beispielsweise in Siid-
europa hoher als in Nordeuropa oder Nordamerika. Einhergehend mit der
HCV-assoziierten Kryoglobulindmie wird auch ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung eines B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms beschrieben (Zuckerman
et al., 1997).

Eine Hypothese, die die Entwicklung der HCV-assoziierten Kryoglobu-
lindmie zu erkldren versucht, setzt eine direkte Bindung des E2-Proteins an
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den CD81-Rezeptor von B-Lymphozyten voraus (Pileri et all, [1998). Dieser
Rezeptor bildet auf B-Lymphozyten einen Komplex mit CD19 und CD21,
was die Zellen gegeniiber einer Stimulierung sensibilisiert (Fearon and Carter,
1995). Auf T-Lymphozyten fiihrt die Bindung des HCV-E2-Proteins an den
CD81-Rezeptor zu einer Herabsetzung der Aktivierungsschwelle dieser Zellen
und zu deren Proliferation mit Zytokinsekretion (Wack et all, 2001). Mog-
licherweise resultiert eine E2-CD81-Bindung auf B-Lymphozyten, in dhn-
licher Weise wie fiir T-Lymphozyten gezeigt, in einer Zellaktivierung und
Proliferation mit Sekretion von Kryoglobulinen. Des Weiteren konnte bei
HCV-Patienten mit assoziierter Kryoglobulindmie eine erhohte Expression
des CD81-Rezeptors auf B-Lymphozyten im Vergleich zu einer Kontrollgrup-
pe ohne Kryoglobulindmie gezeigt werden (Hofmann et all, 2004), was eine
mogliche Beteiligung des CD81-Rezeptors bei der Entstehung der Kryoglo-
bulindmie unterstiitzt.

Neben der indirekten CD81-vermittelten Aktivierung der B-Lymphozyten
durch das E2-Protein wird auch eine direkte Infektion der Lymphozyten mit
HCV, als Entstehungsgrund der Kryoglobulindmie diskutiert. Sansonno et al.
(1998) konnten zeigen, dass die durch HCV infizierten B-Lymphozyten der
Leber Rheumafaktoren sezernieren, was zu einer persistenten Stimulierung
der Zellen und Sekretion von Kryoglobulinen fiihren kénnte.

Ein weiterer Mechanismus der die Entstehung einer HCV-assoziierten
Kryoglobulindmie erkldren konnte, beruht auf der Beobachtung einer haufig
vorkommenden Translokation t(14;18) in dem anti-apoptotisch wirkenden B-
cell lymphoma/leukemia 2-Gen (Bcl2) bei Patienten mit Kryoglobulindmie
(Zignego et _al., 1997, [1992). Die Uberexpression dieses Onkogens fiihrt zu
einem verlingerten Uberleben und der Expansion von B-Lymphozyten. Die
gleiche Translokation t(14;18) ist gleichzeitig die haufigste genetischen Aber-
ration, die in humanen Lymphomen gefunden wird (Korsmeyer, [1992). Die
Aktivierung des Bel2-Onkogens konnte ein friither Schritt in der HCV abhén-
gigen Entwicklung einer Kryoglobulindmie und der Entstehung eines B-Zell-
Lymphoms darstellen. In Abbildung 2.4l sind mdogliche Faktoren skizziert, die
zur Entstehung der HCV-assoziierten Kryoglobulindmie und anderen lym-
phoproliferativen Erkrankungen beitragen konnten.

2.7 HCV-Pseudotypen: ein Modellsystem zur
Untersuchung der Virus-Zell Interaktion

HCV-Pseudotypen sind rekombinante Viruspartikel bestehend aus retrovira-
len Kapsiden kombiniert mit HCV-Hiillproteinen. Retroviren stellen beson-
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Abbildung 2.4: Mogliche Pathogenese der HCV-assoziierten Kryoglobulindmie. Die HCV-
Infektion fiihrt zu einer chronischen Stimulierung des Immunsystems. Hierbei kdnnte die
HCV- E2-Interaktion mit dem CD81-Rezeptor ein wichtiger Schritt in der Kaskade der Im-
munreaktionen darstellen. Die Translokation t(14;18) wird hiufig in Patienten mit HCV-
assoziierter Kryoglobulindmie gefunden. Die Aktivierung des Onkogens Bcl2 koénnte zu
einer verlingerten Uberlebensdauer der B-Lymphozyten beitragen. Durch virale Antigne
wird die B-Zell Proliferation stimuliert, was fiir die Produktion von diversen Autoim-
munglobulinen, einschliefslich Rheumafaktor und Kryoglobulinen, fiihrt. B-cell lympho-
ma/leukemia 2-Gen (Bcl2), cytotoxische T-Lymphozyten (CTL). Abbildung modifiziert
nach [Ferri et all (2002)

ders gut geeignete Vektoren fiir den Gentransfer in eukaryotischen Zellen dar.
Das Genom replikationskompetenter Retroviren besteht aus zwei identischen,
einzelstrangigen RNA-Molekiilen. Nach Replikation dieser Viren entsteht ein
doppelstrangiges DNA-Intermediat, Provirus genannt, das sich stabil in das
Genom der Wirtszelle integriert. Die Grundbausteine aller Retroviren werden
von den Genen gag (Kapsidproteine), pol (reverse Transkriptase und Inte-
grase) und env (Hiillproteine) kodiert. Die retroviralen Vektoren leiteten sich
urspriinglich von dem relativ einfach gebauten Maus-Leuk&mie Virus (MLV)
ab. In den vergangenen Jahren entstanden aus gentherapeutische Ansétzen
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eine Reihe replikationsinkompetenter, lentiviraler Vektoren (Berkowitz et all,
2001); Demaison et _al., 2002; [Mselli-Lakhal et al., [1998; [Naldini et al., [1996;
Poeschla, 2003; [Poeschla et all, [1998). Vorteil des lentiviralen Vektors gegen-
iiber dem onkoretroviralen Vektor ist seine Fahigkeit auch ausdifferenzierte
Zellen zu transfizieren, da das lentivirale Genom einen sog. Priintegrations-
komplex kodiert, der die intakte Kernmembran passieren kann (Fouchier and
Malim, [1999; Naldini et al), 1996). Im Gegensatz zu den in der Gentherapie
eingesetzten Gentransfer-Retroviren besitzen die HCV pseudotypisierten re-
troviralen Vektoren anstelle eines Transgens die genetische Information des
griin fluoreszierenden Proteins (GFP) als Reportergen. Somit kann die In-
teraktion von HCV-Pseudotypen und Zielzellen anhand des in das Genom
integrierten GFP-Reportergens untersucht werden.

Zur Herstellung von Pseudotypen wird eine Verpackungszelllinie mit dem
retroviralen Transfervektor, einem gag/pol-kodierenden Verpackungsvektor
und dem env-kodierenden Expressionsvektor transfiziert (Abbildung 2.3).
Aus biologischen Sicherheitsgriinden beinhalten die retroviralen Vektoren
keine zur Bildung von replikationskompetenten Viren notwendigen Informa-
tionen sondern lediglich die Information fiir das GFP-Reportergen und die
retroviralen 5’ und 3’ long terminal repeats (LTRs). Die LTRs sind fiir re-
verse Transkription und Provirus-Integration (hier Reportergen) in das Ge-
nom der infizierten Wirtszelle notwendig. Das Vorhandensein der retrovi-
ralen 1-Sequenz im retroviralen Vektor gewahrleistet die Verpackung der
Reportergen-RNA in die HCV-Pseudotypen wihrend der Biosynthese in den
Produktionszellen.

Der gag/pol-kodierende Verpackungsvektor beinhaltet ein deletiertes Ver-
packungssignal (Av) damit die von ihm transkribierte RNA nicht in die
Partikel verpackt werden kann. Gag kodiert die MLV-Kapsid-Proteine und
ist fiir das Ausschleusen der Pseudotypen aus der Zelle und die Erkennung
des y-Verpackungssignals zustdndig, wiahrend pol fiir die MLV-Polymerase
(RT), RNAseH und Integrase kodiert. Die Verteilung der zur Pseudotypen-
produktion bendtigten genetischen Informationen auf drei verschiedene Vek-
toren minimiert zudem die Gefahr von Rekombinationsereignissen wihrend
der Zellproliferation. In Abbildung ist die Produktion der Pseudotypen
schematisch dargestellt.

Die erfolgreiche Produktion von infektiosen HCV-Pseudotypen wurde
erstmals von [Bartosch et all (2003a) beschrieben. Da retro- und lentivirale
Kapsidproteine zur Zelloberflache transportiert werden, stellte sich die Frage,
wie die in der ER-Membran verankerten HCV-Hiillproteine in die Kapside
eingebaut werden. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass wéh-
rend einer HCV-E1/E2-Uberexpresssion die Hiillproteine durch endosoma-
le Kompartimente zur Zelloberfliche transportiert werden (Bartosch et all,
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Abbildung 2.5: HCV-Pseudotypen Produktion in 293T-Zellen. Die entscheidenden gene-
tischen Elemente, die zur Produktion der Pseudotypen bendtigt werden sind angegeben.
Die vom Transfervektor abgelesene RNA wird zusammen mit der vom Verpackungsvektor
kodierten reversen Polymerase in die viralen Kapside verpackt. Durch Inkorporation der
HCV-E1/E2-Proteine in die Zellmembran entstehen infektiése HCV-Pseudotypen.

2003b; Drummer et al), 2003; Hsu et all, [2003). Parallel dazu wurde ge-
zeigt, dass retro- und lentivirale Kapside auch in intrazelliilaren, endosomalen
Kompartimenten zusammengebaut werden (Sherer et all, [2003). Mittlerweile
wurde die Produktion funktionaler HCV-Pseudotypen von mehreren Grup-
pen bestétigt (Bartosch et all, 2003b; Drummer et al., [2003; Hsu et all, 2003;
Sandrin et al., 2005).

2.8 Ziele der Arbeit

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Herstellung von klinisch cha-
rakterisierten Pseudotypen. Klinisch charakterisiert bedeutet, dass die zur
Pseudotypisierung verwendeten Hiillproteinsequenzen aus Patientenseren ge-
wonnen wurden, deren Virus-Infektion und Krankheitsgeschichten nach ver-
schiedensten Parametern analysiert wurde und bei denen zum Teil eine Kryo-
globulindmie nachgewiesen wurde. Mit Hilfe dieser Pseudotypen sollten zum

18



Kapitel 2. Einleitung

Einen, die Entstehung der HCV-assoziierter Kryoglobulindmie, und zum An-
deren, die Virusneutralisierung durch Antikérper aus Patientenseren, unter-
sucht werden. Zur Etablierung funktionaler HCV-Pseudotypen waren folgen-
de Schritte erforderlich

1. Herstellung von E1/E2-Konsensussequenzen aus klinisch charakteri-
sierten Patientenseren

2. Funktionalitdtsnachweis der produzierten Pseudotypen

3. Etablierung und Optimierung der Produktion von Pseudotypen

Mit Hilfe des entwickelten Pseudotypensystems sollte die E1/E2-Interak-
tion mit priméren Lymphozyten imitieren werden, um mogliche Kryoglo-
bulindmie-induzierte Effekte zu finden. Hierbei sollte speziell eine mogliche
Kryoglobulindmie-abhéngige, verstirkte B-Zell Aktivitat als Folge der Vi-
rusinteraktion untersucht werden. Da sich die Kryoglobulindmie durch eine
vermehrte IgM Antikorperproduktion auszeichnet, sollte die [gM Konzentra-
tion nach Stimulation von PBMCs gesunder Probanden als Parameter zur
Untersuchung Kryoglobulindmie-bedingter Effekte benutzt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte mit Hilfe von klinisch charakterisierten
Pseudotypen die Virusneutralisierung durch Bindung von Antikérpern unter
Beriicksichtigung von Veranderungen im Bereich der HVR1 untersucht wer-
den. Es wird vermutet, dass Mutationen innerhalb der HVR1 zur Modulation
des B-Zellepitops fiihren, die das Virus vor einer Neutralisierung durch An-
tikdrper schiitzt, was zu einem sog. Virus-FEscape fiihrt. Zur Klarung dieser
Hypothese sollten Pseudotypen mit HVR1 Mutationen, die bei Patienten im
Laufe der antiviralen Interferontherapie gefunden wurden, produziert wer-
den. Unter Verwendung von Huh?7 als Zielzellen sollte ein moglicher HVR1-
bedingter Virus-Escape als Hemmung der Infektion der Pseudotypen durch
die Bindung von neutralisierenden Antikorpern gemessen werden.
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Héufig verwendete Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert angegeben,
von folgenden Firmen bezogen: Applied Biosystems (ABI) (Weiterstadt), Pe-
gqLab (Erlangen), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (St. Louis),
Stratagene (Amsterdam), Roche (Mannheim), Merck (Darmstadt), Braun
(Melsungen), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe).

3.1.2 Kits

Handelsname Hersteller

BigDye® Terminator Cycle Kit 1.1 Applied Biosystems, Weiterstadt
CalPhos™ Mammalian Transfection Kit BD Biosciences, Heidelberg
DyeEx® 2.0. Spin Kit Qiagen, Hilden

Expand Long Template PCR System Roche, Mannheim
NucleoBond® Xtra Maxipriparations-Kit Macherey-Nagel GmbH, Diiren
QIAamp® Viral RNA Mini Spin Kit Qiagen, Hilden

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Extaction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

QuikChange® Multiple Site-Directed Stratagene, Amsterdam
TOPO® XL PCR Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

3.1.3 Restriktionsendonukleasen

Folgende Enzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Frankfurt/M)
verwendet: BamHI, Bell, EcoRI, EcoRV, Nsil, Pstl, Sall, Xhol
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3.1.4 DNA-Oligonucleotide

DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Operon (Kéln) bezogen und
sind im Methodenteil in folgenden Tabellen aufgefiihrt: Tabelle 3.1, Tabelle

B.2] Tabelld3.3 und Tabelld3.4] .

3.1.5 Antikorper

Spezies Name Spezifitét Konjugat Hersteller

Maus Anti-Histidin monoklonal - Qiagen

Ziege anti-Maus monoklonal HRP BioRad

Maus anti-human CD19 monoklonal APC Invitrogen

Maus anti-human CD69 monoklonal PE Invitrogen

Maus anti-human CD71 monoklonal PE Invitrogen

Maus anti-human CD86 monoklonal PE Invitrogen

Maus anti-CD81 MG81 monoklonal - S. Abrignani, Italien
Maus anti-CD81 N81 monoklonal - S. Abrignani, Italien
Ziege anti-human IgM monoklonal - Bethyl Laboratories
Ziege anti-human IgM monoklonal HRP Bethyl Laboratories
Ziege anti-human IgG monoklonal PE Dianova

3.1.6 Gerate

Gerit Hersteller

Agarose-Gelapparaturen
Analysenwaagen
Bakterienbrutschrank

Brutschrank, COs-begast

Cobas Ampliprep/Cobas TaqgMan 48® Analyzer
Elektrophorese-Sequenzierautomat, 3100
Elektrophorese-Transformator, ST 606
Facs Calibur

Kiihlzentrifuge Micro 22 R
Kiihlzentrifuge Rotanta TRC
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 28 S
Mikrotitterplaten Photometer, Sunrise
pH-Mefigerit

Schiittler, Vortex REAX 2000
Spektralphotometer DU 800
Sterilarbeitsbank

Thermocycler 9700

Thermomixer 5436

Tischzentrifuge, 5415¢/5402
Ultrazentrifuge, L8 60M

UV-Lampe FluoLink

Gibco BRL, Karlsruhe
Sartorius, R 160P-D1, Gé&ttingen
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Roche Diagnostics, Mannheim
Applied Biosystems, Weiterstadt
Gibco BRL, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

DuPont, Dreieich

Tecan, Mannedorf/Zirich

Knick Calimatic 761, Essen
Heidolph, Kehlheim

Beckman Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau

Applied Biosystems, Weiterstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter, Krefeld
Biometra, Gottingen
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA-Préaparation

Zur Gewinnung von HCV-RNA aus Patientenseren, wurde der QIAamp®
Viral RNA Mini Kit der Firma Qiagen, nach Angaben der Hersteller, ver-
wendet. Nach Blutentnahme wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 3000
rpm) oder bei 4 °C gelagert. Das Serum wurde entfernt und bis zur Weiter-
verarbeitung bei -80 °C gelagert, um den Abbau der RNA durch RNAsen
zu verhindern. Das Prinzip der RNA-Praparation beruht auf der selektiven
Bindung der RNA an eine Silicagel-Membran. Um RNAsen zu inaktivieren
und die Isolierung intakter RNA zu gewihrleisten, wird die Probe zunéchst
unter denaturierenden Bedingungen lysiert. Die Probe wird durch die Puf-
ferbehandlung auf die richtigen Bindungsbedingungen eingestellt und auf die
Silicagelsdule aufgetragen. Die RNA bindet selektiv an die Silicagel-Membran
und iibrige nicht bindende Substanzen des Lysats werden verworfen. Nach
Elution der RNA kann diese direkt weiterverwendet werden oder bei -20 °C
gelagert werden.

3.2.2 Plasmid-Praparation

Die in Bakterien vermehrten Plasmide wurden je nach benotigter DNA kon-
zentration mit einem QIAprep® Spin Minipriparations-Kit oder einem Nu-
cleo-Bond® Xtra Mazipriparations-Kit der Firmen Qiagen und Macherey
und Nagel isoliert. Dazu wurden einzelne Transformanden mit einer steri-
len Pipettenspitze von der Agarplatte in ampicillin- oder kanamycinhaltiges
LB-Medium {iberfiihrt, in welchem sie iiber Nacht bei 37 °C unter Schiit-
teln (220 rpm) kultiviert wurden. Fiir eine Plasmid-Minipraperation wur-
den 5 mL Ubernachtkulturen verwendet, wihrend eine Maxipriparation mit
350 mL Bakterienkultur durchgefiihrt wurde. Die Ubernachtkultur wurde
10 Minuten lang mit 5000 g bei 4 °C zentrifugiert. Die daraus resultieren-
den Sedimente wurden entsprechend den Angaben der Hersteller einer al-
kalischen Lyse unterzogen. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte nach
dem Anionen-Austausch Prinzip mittels spezieller Sdulen, deren Silicatma-
trix die DNA der Bakterien bindet. Die Elution erfolgte mit Hochsalzpuffern.
Die Plasmid-DNA wurde durch eine Isopropanol-Prazipitation mit anschlie-
fsender Ethanolfallung isoliert und entsalzt. Die DNA-Konzentrationen einer
Minipriparation liegen durchschnittlich bei 0,2 ug pL=!. Mit einer Plasmid-
Maxi-Priparation kénnen bis zu 2,5 pg uL=! DNA isoliert werden.
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3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von nukleinsdurehaltigen Losungen er-
folgte in einem Spektralphotometer durch Messung der Absorption bei den
Wellenlédngen 260 und 280 nm in Quarzkiivetten. Die Aggy gibt die Konzen-
tration der Nukleinsduren an. Hierbei gilt:

fiir DNA: ¢ =50 x Aygo  [ng pL™] (3.1)
fiir RNA: ¢ =40 x Agg  [ug uL™" (3.2)
fiir Oligonukleotide: ¢ =20 x Aggy [ug uL ] (3.3)

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der Losung wird der Quotient der Ab-
sorptionswerte bei 260 und 280 nm berechnet. Reine Nukleinsduren zeichnen
sich durch ein Verhéltnis von etwa 260/280 = 1,8 aus.

3.2.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription dient zum Nachweis von RNA, indem mit Hilfe
einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase (reverse Transcriptase, RT), vor-
handene RNA in ¢cDNA umgeschrieben wird. Die cDNA kann im Anschluss
als Ausgangsmaterial in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (siche Abschnitt
B.2.5)) verwendet werden, um spezifische Sequenzen aus dieser cDNA zu am-
plifizieren. Zur Synthese von cDNA aus HCV-RNA, wurden 400 - 800 ng der
Ausgangs-RNA in 5 pL RNAse-freiem ddH5O resuspendiert, mit 2 uL. Ran-
dom Hexameren (Invitrogen) gemischt und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert.
Wihrend dieses Schrittes erfolgt die Auflésung von Sekundarstrukturen in-
nerhalb der RNA und die zufillige Bindung der zugesetzten Oligonukleotid-
Primer. In einem zweiten Schritt wurde, nach Zugabe des folgenden Reakti-
onsgemisches, innerhalb einer Stunde und einer Temperatur von 42 °C, die
gewiinschte cDNA synthetisiert:

Reaktionsgemisch zur Synthese von ¢cDNA uL

10 x PCR-Puffer (ABI + MgCl,) 2
MgCly, 25 mM (ABI) 4
dNTPs, 2 mM (Invitrogen) 4
RNAseOUT, 20 U uL~! (Invitrogen) 1
7
1
)

ddH-,O
Reverser Transkriptase, 65 U uL~! (Superscript II, Invitrogen)
cDNA

3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine sehr sensi-
tive und spezifische Technik zur in vitro Amplifikation einer DN A-Zielsequenz.
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Mit Hilfe synthetischer Oligonukleotid-Primer, die zu den Enden der DNA-
Zielsequenz komplementér sind und mit Hilfe einer thermostabilen Polymera-
se, die an die Zielsequenz bindet und den Einbau von Desoxyribonucleotiden
(ANTPs) katalysiert, wird ausgehend von der entsprechenden DNA-Matrize
die Ziel-DNA in mehreren Zyklen vervielfaltigt. Ein Zyklus der Polymerase-
Kettenreaktion besteht aus den drei folgenden Schritten:

1. Denaturierung der doppelstringigen DNA durch Erhitzung auf 95 °C.
Dabei wird die DNA in ihre zwei komplementére Einzelstrange gespal-
ten.

2. Annealing (Hybridisierung) der ca. 15-40 bp langen Primer an die DNA-
Einzelstrange. Die Primer miissen spezifisch und komplementér zur
Zielsequenz gewéhlt sein. Die Temperatur des Hybridisierungsschrittes
ist abhéngig von der Basensequenz und Lange der Primer.

3. Extension/Synthese des komplementiren DNA-Doppelstrangs. Die Pri-
mer dienen als Ansatzpunkte der DNA-Polymerase fiir den Synthese-
start. Die hitzestabile DNA-Polymerase verldngert in 3 -Richtung bei
ihrem Temperaturoptimum in Anwesenheit von Desoxyribonukleosid-
Triphosphaten und zweiwertigem Magnesium die hybridisierten Pri-
mer. Die synthetisierte Doppelstrang-DNA dient ihrerseits in weiteren
PCR-Zyklen als Matrize zur DNA-Amplifikation, sodass die Menge der
Zielsequenz exponentiell vermehrt wird.

Das Anreichern identischer Kopien ermdéglicht die Visualisierung des interes-
sierenden DNA-Abschnitts durch Agarosegel-Elektrophorese (siehe Abschnitt
B.2.8) und Fluoreszenzmarkierung mit Ethidiumbromid.

Zur Amplifikation der HCV-Hiillproteine E1 und E2 wurde eine Variation
der PCR, eine sog. semi-nested PCR, durchgefiihrt. Hierbei wurden zwei hin-
tereinander geschaltete PCRs mit teilweise ineinander geschachtelten (semi-
nested) Primerpaaren kombiniert, um die Sensitivitit der PCR zu steigern
und die absolute Kopienzahl des Amplifikates zu erhohen. Bei dieser Form
der PCR wird in einer ersten PCR mit einem Primerpaar eine Zielsequenz
amplifiziert, welche als Matrize in einer zweiten PCR verwendet wird. In die-
ser zweiten PCR bleibt der 5-Primer unveréndert, wahrend der 3’-Primer
stromaufwirts eingeriickt wird. Das Primerpaar der zweiten PCR liefert nur
dann ein positives Ergebnis, wenn in der ersten PCR die korrekte Sequenz
amplifiziert wurde. Die jeweiligen Primer zur Amplifikation der E1/E2-Gene
sind genotypspezifisch. Sie sind in Tabelle B.1] aufgelistet. Die Komponenten
der ersten und zweiten PCR (PCR1 und PCR2) wurden wie folgt angesetzt.
Die ¢cDNA, welche als Matrize in der PCR1 verwendet wird, wurde wie in
Abschnitt [3.2.4] beschrieben, in einer RT-PCR generiert.
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PCR1-Komponenten puL
dNTPs, 10 mM (Invitrogen) 5
Erster 3’-Primer, 10 pmol pL ! 15
5-Primer, 10 pmol uL~! 1,5
10 x Expand PCR, Puffer 3 (Roche) 5
MgCly, 25 mM (ABI) 1,5
DMSO (ABI) 1
ddH,0O 27,5
Expand enzyme mix 3,5 U uL.~! (Roche) 1
cDNA aus RT-PCR 6
PCR2-Komponenten puL
dNTPs, 10 mM (Invitrogen) 5
Zweiter 3’-Primer, 10 pmol puL~! 1,5
5-Primer, 10 pmol uL~! 1,5
10 x Expand PCR, Puffer 3 (Roche) 5
MgCly, 25 mM (ABI) 1,5
DMSO (ABI) 1
ddH,O 28,5
Expand enzyme mix 3,5 uL~! (Roche) 1
cDNA aus PCR1 5

Thermoprogramm

95 °C 2 min

95 °C 10's

50 °C 30 5 35

68 °C 2,5 min

68 °C 10 min

Tabelle 3.1: Primer zur Amplifikation der HCV-E1/E2-Sequenzen

Genotyp Position PCR Name Sequenz

3’ 1 Core35-131-1s 5’-cgtaacaccaaccgeegecc

1 3’ 2 HCVlaEcoR1-for 5’-ggaattccgacctcatggggtacataccge
5’ 1 und 2 22057EcoRV-Stop-r 5’-ggatatcttactcecgettgggatatgagttgeatcate
3’ 1 HCV2a390F 5’-tcgeccacaagacgttaagtttc

2 3’ 2 HCV2a728EcoRInF 5’-gaattcctttgeegacctcatggggtacate
5’ 1 und 2 HCV2a2592EcoRI 5’-ggaattcgatatcattcggectggeccaacaagatg
3’ 1 HCV3a381F 5’-caccatcegtegeccacaggacg

3 3’ 2 HCV3a727EcoRInF 5’-ggaattccttegeegatctecatggggtacate
5’ 1 und 2 HCV3aEcoRIXhoIR 5’-ggaattctcgagttattctgettgtgatategtecagg

25



Kapitel 3. Material und Methoden

3.2.6 Mutagenese-PCR

Die Durchfiihrung der ortsgerichteten Mutagenese erfolgte mit Hilfe des
Quick-Change® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Hierbei
wurde nach den Angaben der Hersteller verfahren. Mit dieser Technik wur-
den die HCV-Konsensussequenzen generiert.

Die Konsensussequenzen wurden auf der Grundlage von jeweils 5 Klonen
pro Transformation berechnet. Die Sequenz, die der theoretischen Konsensus-
sequenz am ahnlichsten war, wurde als Matritze zur Mutagenese verwendet
(sieche Anhang). Fiir jede einzubauende Mutation wurden Mutagenese Primer
entworfen, die simultan an einen der denaturierten Plasmid-Einzelstrange
binden und mit Hilfe der Turbo-Pfu Polymerase zu einem komplementiren
Doppelstrang synthetisiert werden. Die verwendeten Mutagenese-Primer sind
in Tabelle 3.2] aufgelistet. Fiir die Primer wurde eine Annealing-Temperatur
von 55 °C und eine Annealing-Dauer von 7,5 Minuten gewéhlt. Mit die-
ser Technik wurden bis zu 5 Mutationen pro Plasmid simultan in einer
PCR eingebaut. Die Position und Art der eingebauten Mutationen sind aus-
fithrlich im Anhang beschrieben. Anschliefsend wurde nicht mutierte Tem-
plate-DNA, die durch Vermehrung in E. coli-Bakterien durch eine dam-
Methylierung gekennzeichnet ist, mit einem Dpnl-Verdau (10 U uL™!) se-
lektiv abgebaut. Die mutierte Plasmid-DNA wurde nach Anleitung des Her-
stellers in ultrakompetente Bakterien (XL 10 Gold cells) transformiert. Das
Ergebnis der Mutagenese-PCR wurde durch Sequenzierung der Plasmide, die
aus Ampicillin-resistenten Klonen prépariert wurde, bestétigt.

Tabelle 3.2: Mutageneseprimer zur Herstellung der Konsensussequenzen

Genotyp Name Sequenz

22057-M1 5’-cttcgacgtcacatcgatctgettgteggg

1 22057-M2 5’-accaggcecaccgttgggeaattggtt
22057-M3 5’-tgcacctggatgaactcatccggatttac
22057-M4 5’-ggtcectgggtcacgeccaggtgtetagtee

2 21693-M1 5-tgttttactcccageectgttgtegtggge
21949-M1 5’-acgtctggectetacgtecttaccaacgactgttee
21949-M2 5’-tccgegtgttggaccccagtgacacctacagtgge
21949-M3 5’-accgcttcaatacgecagtcatgtggacctattagtagg
21949-M4 5’-gacataatagceggggceccattggggcatcatggeg

3 21949-M5 5’-aaggtgaggatgtttgtggetggetttgageaccggtttgacga
21952-M1 5’-gtcattctgeacacgectggetgtgtaccttgtgtee
21952-M2 5’-tcgeeggtggtegtaggeactactgatgetaaaggege
21952-M3 5’-tcagatgtgtttctgetggagteecteeggecteccag
21952-M4 5’-aactccacggggtttgtcaagacgtgeggagetggg
21952-M5 5’-tatggggatgggaggaactcccaaaatgagtcagace
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3.2.7 Real-Time PCR zur quantitativen Bestimmung
von HCV-RNA

Die Real-Time PCR wurde mit Hilfe des Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan
48® Analyzer (CAP/CTM, Roche Diagnostics) nach Angaben des Herstel-
lers, durchgefiihrt. Der CAP/CTM HCV-Test ist ein in vitro Nukleinséure
Amplifikationstest zur quantitativen Bestimmung der HCV-RNA in Human-
serum oder -plasma. Die Probenvorbereitung erfolgt automatisch mit dem
COBAS AmpliPrep Gerdt. Die Amplifikation und Detektion, beruhend auf
der Real-Time PCR-Technologie, wird mit dem COBAS TagMan 48 Analyzer
ausgefiihrt. Der Test beruht im Wesentlichen auf 3 Schritten:

1. Probenvorbereitung zur Isolierung der HCV-RNA.

2. Reverse Transkription der Ziel-RNA zur Generierung komplementéarer
cDNA.

3. Simultane PCR-Amplifikation von Ziel-cDNA und Detektion der di-
stinkt markierten Hybridisierungssonden.

Die automatische Aufreinigung der HCV-RNA erfolgt mit Hilfe der Magnetic
Bead-Technologie. Durch Zugabe eines chaotropen Lysepuffers und Protein-
ase K zur Probe werden Nukleinsduren freigesetzt und Proteine abgebaut.
Anschliefend werden die Nukleinsduren an magnetische Silikapartikel gebun-
den und bei erhohter Temperatur eluiert. Die eluierte Nukleinsaure wird dann
in den COBAS TagMan 48 Analyzer iiberfiihrt. Reverse Transkription der
RNA und Amplifikation der Ziel-DNA erfolgen unter Verwendung der Z05-
DNA-Polymerase, die sowohl reverse Transkriptase- als auch Polymerase-
Aktivitat besitzt. Die Nukleotidsequenz der Primer, die zur 5’NTR des HCV-
Genoms komplementir sind, wurden so optimiert, dass eine vergleichbare
Amplifikation aller HCV-Genotypen erzielt wird. Die Echtzeit-Detektion der
akkumulierenden PCR-Produkte beruht auf der Grundlage des Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (FRET) unter Verwendung von distinkt mar-
kierten Sonden, die mit der HCV-cDNA hybridisieren. Der CAP/CTM HCV-
RNA-Test hat eine Nachweisgrenze von ca. 7,4 U mL™! und einen linearen
Bereich der HCV-Quantifizierung von ca. 28 U mL™" bis 1,4 x 107 U mL™!
(Sarrazin et all, 2008) .

3.2.8 Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Agarose-Gelelektrophorese wird zur Uberpriifung von Restriktions-
verdaus, PCR-Reaktionen und zur Abschétzung von DNA-Konzentrationen
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eingesetzt. Bei der Auftrennung und Groéfenbestimmung von DNA-Molekiilen
bildet Agarose je nach Konzentration im verwendeten Puffer eine Matrix aus
grob- oder engmaschigen Poren, durch die DNA-Molekiile im elektrischen
Feld aufgrund ihrer Grofe aufgetrennt werden. Die Phosphorsduregruppen
im Riickgrat der DNA verleihen ihr im verwendeten TBE-Puffer bei pH 8,0
eine negative Ladung, wodurch sie zur Anode wandert. Die Wanderungsge-
schwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional dem Logarithmus der Grofe
des DNA-Fragments. Die Agarose wurde in 0,5 x TBE-Puffer aufgekocht
und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1 pg uL~! ver-
mischt. Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid interkaliert zwischen den
Basen der DNA und erméglicht die Visualisierung der DNA-Banden in UV-
Licht. Das Gel wurde in eine Flachbettgelapparatur gegossen. Durch den
Einsatz eines speziellen Kammes wurden Probetaschen in bendtigter Anzahl
und Grofe ausgespart. Die Proben wurden in einer 10-fachen Verdiinnung
mit Gel-Ladepuffer versetzt und in die Probetaschen pipettiert. Zur Grofen-
bestimmung wurden DNA-Grofenstandards mit aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde bei einer Spannung von 60-80 V durchgefiihrt. Die Detektion
erfolgte unter UV-Licht und die Dokumentation mittels einer Videokamera.

10 x TBE-Puffer

Tris-HCl 8g
Borsdure 95 g

0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 g
ddH»O ad 1000 mL

Gel-Ladepuffer

Bromphenolblau 2,5 mg
Xylencyanol 2,5 mg
Glycerol 300 uL
ddH,O ad 1 mL

3.2.9 DNA-Ppiparation aus Agarosegelen

Die Wiedergewinnung der DNA nach der Amplifikation oder dem Restrikti-
onsenzymverdau erfolgte mittels dem QIAquick® Gel Extraction Kit (Qia-
gen), nach Angaben der Hersteller. Die fiir weitere Anwendungen erforderli-
che DNA wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und gewogen.
Die Gelstiicke wurden in geeignetem Puffer und einer Temperatur von 50
°C geschmolzen. Die DNA bindet anschliefend unter salzhaltigen Pufferbe-
dingungen selektiv an eine Silicagelsaule. Nach 2 Waschschritten wurde die
DNA mit destilliertem Wasser in einem Volumen von 30 uL eluiert.
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3.2.10 Klonierung von PCR Produkten

Unter Klonierung von DNA versteht man ihre Vervielfiltigung in identischen
Kopien (Klone). Das klassische Klonierungsverfahren nutzt die Féhigkeit von
Bakterien, Plasmide aufzunehmen und zu vermehren.

Die direkte Klonierung von PCR-Produkten zu Sequenzierzwecken erfolg-
te mittels des Topo®-TA-Cloning-Kits in den Vektor pCR-XL-TOPO (Invi-
trogen). Der linearisierte pCR-XL-TOPO-Vektor ist an den 3’-Enden durch
einen Thymidin-Uberhang gekennzeichnet, der eine effektive Insertion von
Tag-amplifizierten Fragmenten gewéhrleistet, da die Taq-Polymerase interne
Transferaseaktivitit besitzt, die zusétzlich ein Adenin an die 3’-Enden des
PCR-Produktes anhiingt. Alle PCR-Produkte, die mit anderen Polymerasen
amplifiziert wurden, mussten daher nachtriaglich mit 1 L dATP und 1 pL
Taq-Polymerase 20 Minuten bei 72 °C inkubiert werden, um mit einem 3’-
Adenin-Uberhang versehen zu werden. Des Weiteren besitzt der Vektor eine
kovalent gebundene Topoisomerase I, die die Ligation von Vektor und Insert
katalysiert (Abbildung [3.).

Das Enzym bindet an doppelstrangige DNA und spaltet die Phosphodie-
sterbriicken am 5’-Ende eines DNA-Strangs. Die hierbei freiwerdende Ener-
gie wird zum Aufbau einer kovalenten Bindung zwischen dem 3 -Phosphat
des gespaltenen DNA-Strangs und einem Tyrosin-Rest (Tyr-274) der To-
poisomerase I genutzt. Diese kovalente Phospho-Tyrosin-Bindung zwischen
Vektor und Topoisomerase I wird in einem néchsten Schritt von der 5°-
Hydroxy-Gruppe des amplifizierten DNA-Fragments angegriffen, wobei es zu
einer Umkehrung der Reaktion und damit zur Freisetzung der Topoisomerase

Topoisomerase

?..

CCCTT AlNeled
cecalN PCR Product BTCCC

HO |

A

Topoisomerase

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Katalyse der Ligation von PCR-Produkt
und Vektor mit Hilfe des Enzyms Topoisomerase I. (Bildquelle: Bedienungsanleitung des
Topo® - TA-Cloning-Kits)
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I kommt. Die Durchfiihrung der Ligationsreaktion und der Bakterientrans-
formation (one shot Top 10, Invitrogen) erfolgte gemaf den Anleitungen des
Herstellers. Eine Selektion von transformierten Bakterien wurde durch ei-
ne Antibiotika-Resistenz ermoglicht, da der pCR-XL-Topo-Vektor mit einem
Ampicillin-Resistenzgen ausgestattet ist.

3.2.11 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Die Herstellung von chemisch kompetenten E. coli Bakterien erfolgte in einem
Volumen von 400 mL LB-Medium, welches mit 1 mL einer frischen Bakte-
rieniibernachtkultur im Erlenmeyerkolben angeimpft wurde. Die Bakterien-
kultur wurde bei 37 °C bis zum Erreichen einer optischen Dichte ODggg von
0,5 geschiittelt. Anschliefsend wurden die Bakterien fiir 20 Minuten auf Eis
gekiihlt, zentrifugiert (10 min, 2000 rpm), in 30 mL eiskaltem TFB1-Puffer
aufgenommen und fiir 10-15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die
Bakterien wie zuvor zentrifugiert, in 4 mL eiskaltem TFB2-Puffer resuspen-
diert, in vorgekiihlte Eppendorf-Gefafe aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

TFB1

Natriumazetat 30 mM, pH 5,8
NaCl 0,1 M

MgCl, 50 mM

CaCl, 10 mM
Glyzerin 15 %

TFB2

MOPS-Puffer 10 mM, pH 7,0
CaCl, 75 mM

NaCl 10 mM
Glyzerin 15 %

3.2.12 Transformation von Bakterien

Eine Transformation von kompetenten Bakterien wird hauptsichlich zur Ver-
mehrung neu konstruierter Plasmide angewandt. Zur Transformation che-
misch kompetenter E. coli Bakterien wurden entsprechende Aliquots auf Eis
aufgetaut. Filinfzig uL. kompetente Zellen wurden mit 10 uL eines Ligati-
onsansatzes oder mit 0,5 pug Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach einem anschliefenden Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42
°C wurden die Zellen mit 0,5 mL LB-Medium versetzt und fiir 45 Minuten
bei 37 °C in einem Thermoschiittler inkubiert. Schliefslich wurde ein Teil
des Transformationsansatzes, gewohnlich 50 bis 200 uL. auf LB-Agarplatten
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ausplattiert, die, je nach Resistenzgen des Plasmidtyps Ampicillin oder Ka-
namycin zur Selektion enthalten. Es folgte eine Bebriitung der Agarplatten
bei 37 °C fiir etwa 12-16 Stunden.

3.2.13 DNA-Sequenzierung

Mittels Sequenzierung lassen sich unter anderem Klonierungsresultate iiber-
priifen und Mutationen aufdecken. Die zugrundeliegende Methode der DNA-
Sequenzierung beruht auf dem von Sanger entwickelten Kettenabbruchver-
fahren (Sanger, [1981). Dabei fithren zum PCR-Ansatz beigefiigte 2'-, 3'-
fluoreszenzmarkierte Dideoxynukleotid-Triphosphate (ddNTPs), die am 3’C-
Atom statt einer OH-Gruppe ein Wasserstoffatom gebunden haben zur Ter-
mination der DNA Synthese, da die Bildung einer Phosphodiesterbindung
am 3’C-Atom verhindert wird. Dies hat zur Folge, dass unterschiedlich lange
DNA-Fragmente entstehen, welche ihrer Grofe nach aufgetrennt werden und
durch Laserlicht anregbar sind, wobei sie Licht in vier verschiedenen Spek-
tralfarben, entsprechend den vier fluoreszenzmarkierten Nukleotiden emit-
tieren. Fiir die Sequenzierung wurde der ABI PRISM BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit verwendet. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Sequenzierprimer sind HCV Genotyp 1-, 2- und 3-spezifisch und
liegen innerhalb der HCV-E1/E2 kodierenden Sequenz (Tabelle 3.3).

Alle Markierungsreaktionen wurden nach folgendem Thermoprogramm
durchgefiihrt: Denaturierung bei 96 °C fiir 10 Sekunden, Annealing bei 45
°C fiir 15 Sekunden und Extension bei 60 °C fiir 4 Minuten. Die Schritte wur-
den 35 mal wiederholt. Anschliefend wurden die iiberschiissigen Nukleotide
durch Aufreinigung mittels des DyeEr®-Kits (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers entfernt. Nach der Zugabe des jeweiligen Eluats in ein 96-well-

Tabelle 3.3: Genotyp-spezifische HCV-E1/E2-Sequenzierprimer

Genotyp Position Name Sequenz
3 E1-257-2s 5’-gcaacagggaatctgeeeggttge
1 3 HVRI1-Inner sense 5’-gcttgggatatgatgatgaactggte
5 E2-1b-6a 5’-cgccgeattgtggaccac
3 HCV2al213F2 5’-accactggtttgtgcaagac
9 3 HCV2al791F3 5’-tgagaccgtattgctggeac
3 HCV2a2271F4 5’-tcacggctgegtgeaattte
5’ HCV2al329R1 5’-gtacgccaggatcatggtag
3 HCV3al231F6 5’-catcggacggtccagacctg
3 3 HCV3al791F7 5’-accgtactgctggeactatg
5 HCV3al331R5 5’-gatgtgtgccaccaccatac
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Sequenziergefifs wurde die automatische Sequenzierung mit dem Sequenzier-
geriit ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) gestartet.

3.2.14 Analytische und praparative Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen sind spezielle, aus Bakterien isolierte Enzyme, die
doppelstrangige DNA sequenzspezifisch schneiden. Thre n vivo Funktion be-
steht darin, Fremd-DNA, die in Bakterien eingedrungen ist, aufgrund des
DNA-Methylierungsmusters zu erkennen und abzubauen. Fiir den analyti-
schen Restriktionsverdau wurden in der Regel 200 ng DNA mit 5 U der
entsprechenden Enzyme unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen
Reaktionspuffer fiir maximal 2 Stunden bei 37 °C in einem Gesamtvolu-
men von 30 pL inkubiert. Zu praparativen Zwecken wurden 1 pg DNA mit
den entsprechenden Enzymen und Reaktionspuffern fiir mindestens 2 Stun-
den inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde anschliefend im Agarosegel (siehe
Abschnitt B.2.8)) elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.15 Ligation

Fiir die Ligation eines DNA-Fragmentes mit einem linearisierten Vektor wur-
de die T4-DNA-Ligase verwendet. Diese Ligase katalysiert mit Hilfe von ATP
und Mg?"-Ionen die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der
5’-Phosphatgruppe und der 3’-Hydroxylgruppe von DNA-Molekiilen. Bei der
Ligation eines Vektors (200 ng) mit der einzubauenden DNA wurde ein mo-
lares Verhéltnis von 3:1 eingestellt. Ein Standard-Ligationsansatz unter Ver-
wendung der T4-DNA-Ligase setzt sich folgendermafen zusammen:

Reaktionsansatz

Ligase-Puffer, 2x (NEB) 1 uL
T4-DNA-Ligase (NEB) 1 uL

DNA-Fragment X uL
Vektor Y uL
ddH-O ad 10 pL

Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte iiber Nacht bei 16 °C. Um die
Religationsrate des Vektors zu verringern, wurde dieser nach dem Restrikti-
onsverdau mit 1 pL Phosphatase (CIP) fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

3.2.16 Herstellung von Histidin-markierten Fusionspro-
teinen

Zur Sekretion von rekombinantem E2-Protein in Sdugerzellen wurden Ex-
pressionsvektoren konstruiert, die mit der E1/E2-Konsensussequenz und mit
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zusitzlichen Kodons zur Expression einer Histidin-Markierung, ausgestat-
tet sind. Damit das E2-Protein nach posttranlationaler Abspaltung des E1-
Proteins als 16sliches Protein sekretiert wird, wurden die C-terminalen 85
Aminosiduren des E2-Proteins, die die Transmembrandoméne bilden, ent-
fernt. Um eine einfache Gewinnung und Detektion der sekretierten Proteine
zu gewéhrleisten, wurde der verkiirzte C-Terminus des E2-Proteins mit einem
Hexa-Histidin-Marker versehen. Fiir die Amplifikation der E1/E2-Sequenzen
wurden folgende Plasmide p289/85, p289/22057, p289,/21693, p289/11632,
p289/21952 und p289/21949 als Matrize verwendet. Die semi-nested PCR
wurde wie in Abschnitt beschrieben, durchgefiihrt. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle [3.4] aufgelistet. Der 3’-Primer und der 5’-Primer der
PCR2 fiihren die fiir die Klonierung notwendigen Schnittstellen EcoRI und
Nsil ein. Des Weiteren kodiert der 5’-Primer der PCR2 fiir das Hexa-Histidin-
Peptid.

Anschlieffend wurden die Sequenzen iiber die Schnittstellen EcoRI und
Nsil in den Expressionsvektor pCMV5 (freundlicherweise von Dr. Ricar-
do Biondi, Medizinische Klinik 1, Frankfurt am Main, zur Verfiigung ge-
stellt) kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Die Expressionsvektoren wur-
den analog der zugrunde liegenden Serumnummer, woraus die Konsensus-
sequenz fiir die Hiillproteine amplifiziert wurde, als s85, 22057, s11632,
$21693, s21949 und s21952 benannt. Nach Transfektion von 293T-Zellen wur-
de der Zelliiberstand gesammelt und die Proteine wurden mittels Metall-
Affinitdtschromatographie isoliert (siche Abschnitt B.5.1]). Zur Kontrolle wur-
de der Uberstand von nicht transfizierten Zellen parallel zu den transfizierten

Tabelle 3.4: Primer zur Herstellung von Histidin-markierten Fusionsproteinen

Gt*  Position PCR Name Sequenz

3 1und 2 sE2ForEcoRl1gtl,2,3 5’-ccatgaattccgacctcatggggtac

1 5’ 1 I-AS-sE2rev-85konP 5’-gtgtgaacctettgggetgagetetgatctateectgtectee
5 1 I-AS-sE2rev-22057kon®  5’-gtgtgaacctctcgggetgageteggacctgtecctgtegtee
5’ 2 O-AS-linker-his-Nsil 5’-ggacatgcatttaatggtgatggtgatggtgtgaacctet
3 lund 2 sE2ForEcoR1gtl1,2,3 5’-ccatgaattccgacctecatggggtac

9 5 1 I-AS-sE2rev-11632konP  5’-gtgtgaacctcttggactctgetgaceectatetetgtectee
5’ 1 I-AS-sE2rev-21693konP  5’-gtgtgaacctcteggagtetgetgaceectgtecetgtettee
5 2 O-AS-linker-his-Nsil 5’-ggacatgcatttaatggtgatggtgatggtgtgaacctet
3 1und 2 sE2ForEcoRl1gtl,2,3 5’-ccatgaattccgacctcatggggtac

3 5’ 1 I-AS-sE2rev-21949kon®  5’-gtgtgaacctctaggetgttgttegetgeggteacgatecteg
5 1 I-AS-sE2rev-21952kon®  5’-gtgtgaacctctcggatgttgetegetgeggteacgatecteg
5’ 2 O-AS-linker-his-Nsil 5’-ggacatgcatttaatggtgatggtgatggtgtgaacctet

a: Genotyp

b: konsensussequenz-spezifischer Primer
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Zelliiberstdnden analysiert.

3.3 Arbeiten mit HCV-Pseudotypen und nati-
ven HCV

3.3.1 Produktion von HCV-Pseudotypen

Fiir die Herstellung der HCV-Pseudotypen (HCVpp) ist eine Kotransfektion
der Produktionszelllinie (293T-Zelllienie) mit einem Retrovektor, mit einem
Verpackungsvektor und mit einem HCV-E1/E2-Expressionsvektor notwen-
dig. Retrovektoren und Verpackungsvektoren wurden freundlicherweise von
Prof. D. von Laer (Georg-Speyer Haus, Frankfurt am Main) und von Prof.
F.L Cosset (Ecole normal superieure, Lyon) zur Verfiigung gestellt.

Retrovirale Vektoren, Transfervektoren: in dieser Arbeit wurde zur Pro-
duktion von HCVpp der onkoretrovirale Vektor M38 verwendet, der auf dem
MLV-System beruht. Dieser Vektor kodiert nicht fiir retrovirale Proteine,
sondern enthilt lediglich als retrovirale Elemente das Verpackungssignal 1,
die Primer-Bindungsstelle fiir den tRNA-Primer und die retroviralen 5’ und
3" long terminal repeats (LTRs). Des Weiteren kodiert er fiir das zu iibertra-
gende Reportergen gfp, das zwischen den 5’- und 3’ LTRs eingebaut ist. Das
-Verpackungssignal ist fiir die Verpackung der in der Produktionszelle syn-
thetisierten RNA in die Pseudotypen notwendig. Die LTRs sind fiir den Start
der reversen Transkription von RNA in provirale DNA und die Integration
des Provirus (hier gfp) ins Genom der infizierten Wirtszelle verantwortlich.

Verpackungsvektoren: der verwendete Verpackungsvektor M2 kodiert fiir
die viralen Gene gag und pol des MLV, die fiir die Verpackung der Retro-
vektoren verantwortlich sind. Gag kodiert fiir die MLV-Kapsid-Proteine und
ist fiir das Ausschleusen der Pseudotypen aus der Zelle und die Erkennung
des y-Verpackungssignals zustdndig, wiahrend pol fiir die MLV-Polymerase
(RT), RNAseH und Integrase kodiert. Zur Infektion von ausdifferenzierten
Zellen wurden analog zu den oben geschilderten Vektoren, HIV (human im-
munodeficiency virus)-basierte Vektoren (M420 und M334) zur Herstellung
von Pseudotypen verwendet.

HCV-E1/E2-Expressionvektoren: die E1/E2-Expressionsvektoren (Tabel-
le A5)) wurden wie in Abschnitt [£1] beschrieben, auf der Grundlage von kli-
nisch charakterisierten HCV-Patientenseren hergestellt.

Die Pseudotypen wurden in 293T-Zellen, der sog. Verpackungszelllinie
produziert. Hierzu wurden konfluente Zellen (ca. 60 %) ca. 24 Stunden vor
Transfektion in einer Dichte von 1 x 10% Zellen pro Kulturschale (Durch-
messer 100 x 20 mm) in DMEM-Medium ausgesét. Die Transfektion wur-
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de mit der Kalziumphosphat-Koprazipitationstechnik, mit Hilfe des CalPhos
Mammalian Transfektionskit der Firma Clonetech durchgefiihrt. Folgender
Reaktionsansatz wurde in einem 2 mL Reaktionsgefdf angesetzt:

Reaktionsansatz uL
ddH,0 374
Retrovektor M38 (konz. 1 pg puL~1!) 8
Verpackungsvektor M2 (konz. 1 pg uL=1!) 8

HCV-E1/E2-Expressionsvektor (konz. 1 pg uL=1) 4

Anschliefsend wurden 55 uL CaCl; tropfenweise unter Vortexen zum Reakti-
onsansatz pipettiert.

In separate 2 mL-Reaktionsgefife wurden entsprechend der Anzahl der
Transfektionen jeweils 280 uL Hepes-Puffer vorgelegt. Anschliefend wur-
de der Reaktionsansatz mit den verschiedenen Vektoren tropfenweise und
unter stindigem Vortexen zu den vorbereiteten Hepes-Aliquots pipettiert.
Nach 20 Minuten wurde der Transfektionsansatz vorsichtig ins Kulturmedi-
um der 293T-Zellen iiberfiihrt. Nach einer maximal 16-stiindigen Inkubati-
on im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und durch 7 mL frisches
Medium ersetzt. Wahlweise wurden an dieser Stelle fiir die entsprechenden
Versuche die Kulturbedingungen variiert (siehe Abschnitt [.1.0). Nach dem
Mediumwechsel kann die Transfektionseffizienz anhand der GFP-Expression
des Reportergens mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert werden. Vier-
undzwanzig und 36 Stunden nach der Transfektion wurde der Kulturiiber-
stand der Zellen mit den sekretierten HCVpp gesammelt und sterilfiltriert.
Der Uberstand kann direkt zur Infektion von Zellen verwendet werden oder
er wird durch Ultrazentrifugation mit Hilfe eines 20-prozentigen Saccharose-
kissens konzentriert (2,5 Stunden, 25000 rpm, 4 °C).

3.3.2 Infektion von Huh7-Zellen mit HCV-Pseudotypen

Nach erfolgreicher Infektion von Huh7-Zellen mit HCVpp wird die in den
Pseudotypen verpackte RNA, durch reverse Transkription in DNA umge-
schrieben. Die DNA, welche fiir das Reportergen ¢fp kodiert, wird stabil ins
Wirtsgenom integriert und exprimiert. Die Expression des gfp lasst sich mi-
kroskopisch oder durch cytometrische Messung nachweisen (siehe Abschnitt
BA3) . Die Infektion von Huh7-Zellen erfolgte je nach Versuch in 24- oder
96-well-Kulturschalen, wenn nicht gesondert angegeben unter Standardkul-
turbedingungen in DMEM mit 10 % FCS. Dazu wurden die Zellen 24 Stun-
den vor der Infektion, je nach verwendeter Kulturschale, in einer Dichte von
4 % 10* oder 5 x 10% Zellen mL~! in DMEM-Medium ausgesit. Zur Infektion
der Zellen wurden entweder 50 uL konzentrierte Pseudotypen oder 50 uL
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Zelliiberstand mit den sekretierten Pseudotypen zu den Zellen pipettiert. Je
nach Versuchsbedingungen wurden die Zellen fiir 2 Stunden bei 2000 rpm
zentrifugiert oder direkt im Brutschrank inkubiert. Vierundzwanzig Stunden
nach Zugabe der Pseudotypen wurde das Zellmedium durch frisches Medium
ersetzt. Zur Kontrolle der HCV-Spezifitit wurde stets ein Kontroll-Pseudotyp
verwendet (jeweils im Ergebnisteil angegeben). Bei der Auswertung der Infek-
tiositdt der HCVpp wurden die Ergebnisse mittels dieser Kontrollen normiert
(siche Ergebnisteil).

3.3.3 HCV-Neutralisationstest

Zur Messung neutralisierender Antikorper gegen HCV wurden 20 uL HCVpp
mit Patientenseren in einer 200-fachen Verdiinnung mit PBS fiir 30 Minu-
ten inkubiert. Anschliefsend wurden die Huh7-Zellen mit den vorbehandelten
Pseudotypen wie in Abschnitt beschrieben, infiziert. Neutralisierende
Antikorper binden an die Hiillproteine der Pseudotypen und inhibieren da-
durch deren Infektiositat, was als Abnahme der Expression des Reportergens
cytometrisch detektierbar ist. Die Ergebnisse wurden auf die Pseudotypen-
Infektiositat, nach Behandlung mit HCV-negativem Serum normiert.

3.3.4 Praparation nativer HCV aus Patientenseren

Die Praparation nativer Viren aus Patientenseren erfolgte mittels einer Dich-
tegradientenzentrifugation mit Hilfe eines selbstgeformten Iodixanol-Dichte-
Gradienten (OptiPrep, Axis-Shield). Hierzu wurde eine 25 prozentige (w/v)
Iodixanol-Arbeitslosung, bestehend aus Iodixanol und DMEM-Medium her-
gestellt. Anschliefend wurden jeweils 15 mL der lodixanol-Lésung in dick-
wandige Polykarbonat-Ultrazentrifugenrohrchen gefiillt und mit 1 mL Pati-
entenserum gemischt. Wahrend einer 24-stiindigen Zentrifugation bei 25000
rpm und 4 °C entsteht aufgrund der Zentrifugalkraft ein selbstgeformter
Dichtegradient. Die Viruspartikel und andere Serumbestandteile werden wéh-
rend der Zentrifugation entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. Fiir die Zen-
trifugation wurde ein Festwickelrotor (Beckman TI65.1) verwendet. Fest-
winkelrotoren sind aufgrund ihrer kiirzeren Sedimentationsstrecke gegeniiber
Ausschwingrotoren fiir die Herstellung eines Gradienten zu bevorzugen. Im
Anschluss an die Zentrifugation wurde der Gradient vorsichtig in jeweils 1
mL Fraktionen aufgetrennt. Um diejenigen Fraktionen in denen sich die Vi-
ren aufgrund ihrer buoyont Dichte angereichert haben zu identifizieren, wur-
de mit Hilfe einer real time PCR (siehe Abschnitt B.2.7) die HCV-RNA in
den einzelnen Fraktionen bestimmt. Die Dichte der gesammelten Fraktionen
wurde durch Messung der Absorption der Fraktionen (in DMEM 10000-fach
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verdiinnt) bei einer Wellenldnge von 244 nm, was dem Absorptionsmaximum
von lodixanol entspricht, bestimmt. Mit Hilfe der vom Hersteller angegebe-
nen Beziehung zwischen Absorption und Dichte wurde die Dichte der gemes-
senen Fraktionen berechnet.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen sind in Tabelle[3.5 aufgelistet. DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco, Karlsruhe) und RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 Medium (Gibco, Karlsruhe) wurden standard-
méfkig mit 10 % fotalem Kélberserum (FCS)(Gibco, Karlsruhe) und mit 1 %
Penicillin/Streptomycin (PAA-Laboratories, Linz) versetzt.

Zur Produktion von HCVpp in 293T-Zellen wurde die Zugabe von Serum
zum Medium variiert. Je nach Versuchsansatz wurde dem DMEM wahlweise
0,1 % FCS oder 2 % humanes Serum zugesetzt. Ebenso wurden die Huh7
Zellen zur Infektion mit Pseudotypen wahlweise in DMEM mit 2 % humanem
Serum kultiviert.

Die verschiedenen Zellen wurden in speziellen Brutschranken in wasserge-
sattigter Atmosphére, bei 7 bis 7,5 % COy und 37 °C kultiviert. Je nach Art
des Versuches wurden die Zellen in Gewebekuturschalen mit einem Durch-
messer von 100 x 20 mm oder in 24-, 48- oder 96-well-Kulturschalen geziich-
tet. Konfluente Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA-
Losung (0,05 % in PBS)(PAA-Laboratories, Linz) von der Kulturschale ab-
gelost. Je nach gewiinschter Zelldichte wurden die trypsinierten Zellen in
geeigneten Verdiinnungen auf neue, mediumhaltige Kulturschalen verteilt.

Tabelle 3.5: Verwendete Zelllinien und primére Zellen

Zelllinie Herkunft Spezies  Medium
Huh7 Hepatom-Zelllinie Mensch  DMEM
293T embryonale Nierenzelllinie = Mensch  DMEM
primdre PBMCs  Blut Mensch RPMI
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3.4.2 Isolierung von periphiren, mononuklearen Zellen
aus Blutproben

Die Separation von periphéren, mononukledren Zellen (PBMC) aus Vollblut
beruht auf einer Dichtegradientenzentrifugation. Wéhrend der Zentrifugati-
on werden PBMCs aufgrund ihrer Dichte von Erotrozyten und Granulozyten
separiert und in einer Interphase zwischen der Plasmafraktion und dem Se-
parationsmedium angereichert. Zur Isolierung von PBMC wurden circa 100
mL Vollblut von gesunden Probanden entnommen und in EDTA-R&hrchen
aufbewahrt. Das Blut wurde im Verhaltnis 1:3 mit PBS gemischt und zu
je 30 mL in Schraubgefife (50 mL) gefiillt. Anschliefend wurden unter das
Blut/PBS-Gemisch mit einer 10 mL Pasteurpipette vorsichtig 12 mL Ficoll-
Paque™ (Amersham Biosciences) unterschichtet. In einem darauffolgenden
Zentrifugationsschritt (25 min, 2000 rpm, 25 °C) wurden die PBMC, in einem
Ausschwingrotor ohne Bremseinwirkung, separiert. Die angereicherte Zell-
fraktion wurde vorsichtig in ein frisches Gefaf iiberfiihrt und anschlieffend
zwei mal mit PBS gewaschen. Anschlieffend wurde die Zellzahl mit einem
Hamatozytometer bestimmt und je nach gewiinschter Zellzahl in geeigneten
Verdiinnungen in RPMI-Standardmedium ausgesét.

3.4.3 Stimulierung von PBMCs

Im Rahmen dieser Arbeit wurden PBMCs mit CD81-Antikérpern (MG81 und
N81, freundlicherweise aus der Arbeitsgruppe von S. Abrignani zur Verfiigung
gestellt), mit 16slichen HCV-E2-Proteinen, mit HCVpp, mit nativen Hepatitis
C Viren und mit SAC (Pansorbin-Cells, Calbiochem) stimuliert. SAC ist eine
Staphylococcus aureus cowan Zellsuspension, die als positiver Stimulus von
B-Lymphozyten bekannt ist. Zur Stimulation wurden 1 x 10® Zellen mL™!
ausgesit. Die CD81-Antikorper und HCV-Proteine wurden im Anschluss in
einer Konzentration von 5 pug uL.=! zu je 1x 10® Zellen mL~! hinzugefiigt. Zur
Stimulation mit HCVpp wurden je 100 pul. konzentrierte Pseudotyp-Losung
eingesetzt. Zur Stimulation der PBMCs mit nativen Viren wurde eine stan-
dardisierte Menge mit je 10000 IU mL~" (RNA-Konzentration) verwendet.
Die Messung von Aktivierungsmarkern auf B-Lymphozyten infolge der Sti-
mulation erfolgte cytometrisch nach 24 Stunden (siche Abschnitt B.4.6). Zur
Messung der Antikorperproduktion infolge der Stimulation wurden die PBM-
Cs nach 10 Tagen analysiert (sieche Abschnitt 3.6.3).
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3.4.4 Transfektion von DNA in Eukaryonten-Zellen

Fiir die Transfektion von DNA in Eukaryonten-Zellen werden gegenwér-
tig mehrere Techniken wie z.B. die Elektroporation, die Kalziumphosphat-
Koprézipitation (siehe Abschnitt B3] oder die Transfektion mittels Lipo-
fektamin™ 2000 angewandt. Die Transfektion mit Lipofektamin beruht auf
der Bindung der negativ geladenen DNA an positiv geladenen Liposomen.
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen pro Vertiefung einer 24-well-Kulturplatte in einem Volumen von 500
uL ausgesit. Fiir die Transfektion wurden 50 pg DNA in 50 uL. DMEM-
Medium gemischt. Parallel dazu wurden 2 puLi Lipofektamin in 50 puL DMEM-
Medium gemischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieffend wurde die DNA mit dem Lipofektamin-Ansatz gemischt und wei-
tere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In jede Vertiefung der Zell-
kulturplatte wurden vorsichtig 100 uL der DNA-Lipofektamin-Lésung hinzu-
gegeben. Nach 6 Stunden wurde das Medium durch frisches DMEM-Medium
ersetzt.

3.4.5 Durchflusscytometrie

Die Durchflusscytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell sorting)
genannt, ist eine Methode zur Charakterisierung von Zellen. Hierbei wer-
den suspendierte Zellen mit einem Laser angeregt, wodurch je nach Zelltyp
charakteristische Lichtsignale gemessen werden und die Emission angeregter
Fluoreszenzfarbstoffe in oder auf den Zellen analysiert und sortiert werden
konnen. Die Funktionsweise wird hier kurz erldutert.

Durch eine Tragerfliissigkeit, worin sich die suspendierten Zellen befinden,
wird eine laminare Stromung erzeugt. Durch eine Querschnittsverringerung
der Messkiivette wird die laminare Stromung beschleunigt (hydrodynamische
Fokussierung). Hierbei wird auch der Abstand der im Strom mitgefiihrten
Zellen vergrofert, sodass jede Zelle einzeln den Laserstrahl passiert. Beim
Auftreffen des Laserlichtes auf die Zelle tritt Licht entlang der Mefachse
(180°Winkel) und in einem 90°Winkel aus der Zelle, was separat von 2 Pho-
todioden detektiert wird. Das Licht, das entlang der Mefachse aus den Zellen
tritt wird Forwirtsstreulicht (FSC) genannt und bestimmt die relative Grofke
der Zelle. Das Licht, das von der Zelle im 90°Winkel streut wird Seitwérts-
streulicht (SSC) genannt und ist ein Mak der relativen Granularitét oder
Komplexitit der Zellen.

Neben Grofe und Granularitat lassen sich auch Fluoreszenzsignale ver-
schiedener Fluorochrome detektieren. Die im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefithrten FACS-Messungen wurden mit einem FACS Calibur, einem vier-
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Farben Analysegerit mit zwei Lasern durchgefiihrt. Die erste Anregungs-
quelle ist ein luftgekiihlter Argonlaser, der Licht einer Wellenlénge von 488
nm aussendet. Die zweite Quelle ist ein Diodenlaser, der Licht von 635 nm
sendet. Dadurch konnen Fluorochrome, welche im Bereich zwischen 488 nm
und 635 nm absorbieren von den Lasern angeregt werden. Fluorochrome, die
fiir simultane Farbungen bzw. Messungen geeignet sind haben Emissions-
spektren, deren Maxima ausreichend voneinander entfernt sind. Die Spektren
dieser Fluorochrome werden in vier Fluoreszenzkanéle eingeteilt. In Tabelle
sind geeignete Fluorochrome mit den zugehdrigen Kanélen, Absorptions-
und Emissionsspektren aufgelistet. Die Datenauswertung erfolgte entweder
mit dem Programm Cell Quest (Becton Dickenson) oder mit dem Programm
WinMDI (frei zugéngliche Software von J. Trotter).

Bei der Analyse der Infektion von HCVpp wurden vitale Huh7-Zellen
aufgrund ihrer Grofte und Granularitdt durch Messung des FSC und SSC als
Population definiert. Nachdem 10000 Zellen innerhalb dieser Population ge-
messen wurden, wurde der Anteil der GFP-positiven Zellen bestimmt, indem
die GFP-Fluoreszenz gegen die Zellgrofe aufgetragen wurde. Anschliefend
wurde der prozentuale Anteil positiver Zellen mit Hilfe der oben genannten
Software statistisch berechnet.

3.4.6 Farbung von B-Lymphozyten mit Fluorochrom-
konjugierten Antikorpern

Auf der Zelloberfliche von Leukozyten befinden sich Differenzierungsanti-
gene, die sog. cluster of differentiation (CD-Antigene). Einige dieser CD-
Antigene sind zelltypspezifisch wihrend andere spezifisch infolge einer Ak-
tivierung (sog. Aktivierungsmarker) der Zelle exprimiert werden. Mit Hil-
fe dieser Oberflichenmarker, die durch monoklonale Antikorper identifiziert
werden konnen, lassen sich die verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen
differenzieren und deren Aktivierungsstatus feststellen. Zur Selektion der
B-Lymphozyten wurden die PBMCs mit einem B-Zell-spezifischen CD19-
Antikorper, der mit dem Fluorochrom APC konjugiert ist, gefarbt. Zur Un-

Tabelle 3.6: Fluoreszenzspektren gebriuchlicher Fluorochrome

Fluorochrom  Absorptionsmaximum  Emissionsmaximum  Fluoreszenzkanal

FITC 495 519 FL1
PE 480/565 578 FL2
PerCP 490 675 FL3
APC, CY5 650 660 FL4
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tersuchung des Aktivierungsstatus der Zellen wurde die Expression von zwei
Aktivierungsmarkern CD71 und CD86 untersucht. Durch eine Zweifachfar-
bung der PBMCs mit CD19 und mit PE-konjugierten CD71 oder CD86 An-
tikdrpern wird der Aktivierungsstatus der B-Lymphozyten, wie in Abbildung
3.2 exemplarisch gezeigt, cytometrisch bestimmt. 1 x 108 Zellen wurden fiir
30 min mit den jeweiligen Antikorperkombinationen inkubiert. Anschliefend
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Abbildung 3.2: Analyse der Facs-Messung zur prozentualen Bestimmung aktivierter B-
Lymphozyten. a) Linkes Bild: Definition der Lymphozytenpopulation anhand von Zell-
grofse und Komplexitét mit Hilfe des FSC und SSC (R1); Rechtes Bild: Definition
der B-Lymphozyten (R2) durch Selektion der fluoreszierenden CD19-positiven Zellen
(FL4/APC) b) Bestimmung der aktivierten CD19-positiven B-Lymphozyten (FL4) an-
hand der PE-Fluoreszenz (FL2). Die PE-positiven Zellen werden im rechten oberen Qua-
dranten angezeigt. Die Werte konnen dem Statistik-File entnommen werden. Der Analyse
liegen 5000 gemessene Zellen zugrunde. FSC (Forwirtsstreulicht), SSC (Seitwirtsstreu-
licht), R (Region), FL (Fluoreszenzkanal), APC (Allophycocyanin), PE (Phycocyanin)
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wurden die Zellen in FACS-Ro6hrchen iiberfithrt und 3 mal mit PBS (+10
% FCS) gewaschen. Durch statistische Berechnung auf Grundlage von 5000
Messpunkten innerhalb der B-Lymphozytenpopulation wurde der prozentua-
le Anteil aktivierter B-Zellen bestimmt.

3.5 Proteinchemische Methoden

3.5.1 Immobilisierte Metall-Affinitidtschromatographie

Rekombinante, Histidin-markierte Proteine kénnen durch eine spezielle Me-
thode der Affinitdtschromatographie, die sogenannte immobilisierte Metall-
Affinitdtschromatographie (IMAC), gereinigt werden. Hier wurde zur Iso-
lierung der Histidin-E2-Fusionsproteine Ni-NTA (Nickel-Nitrilotriessigséure)
Sepharose (Superflow, Qiagen) verwendet. Das Prinzip der Aufreinigung be-
ruht auf der reversiblen Bindung des Histidins an immobilisierte Ni?"-Ionen.
Die Ni?"-Ionen bilden iiber 4 Koordinationsstellen einen Chelatkomplex mit
Nitrilotriessigsdure, wobei zwei verbleibende Stellen durch zwei Histidine be-
setzt werden. Die Elution gebundener Histidin-markierter Proteine erfolgt
mit Imidazol-haltigem Puffer. Imidazol bindet ebenfalls an die Ni-NTA Ma-
trix und verdréngt in geeigneter Konzentration die gebundenen Histidinreste.

Vor der Proteinaufreinigung wurde die Ni-NTA-Sepharose mit Wasch-
puffer gewaschen. Der proteinhaltige Zelliiberstand wurde 24 Stunden nach
Transfektion gesammelt und mit jeweils 300 puL Ni-NTA-Sepharose fiir 1
Stunde bei 4 °C geschiittelt. Anschliefsend wurde der Zelliiberstand zusam-
men mit der Sepharose in Poly-Prep Chromatographie-Saulen (Sigma-Ald-
rich) gefiillt. Das Sdulenmaterial wurde mit 0,5 L Waschpuffer gewaschen. Ge-
bundene Proteine wurden mit jeweils 250 pL Elutionspuffer in 4 Fraktionen
aufgeteilt. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde mittels einer Bradford
Proteinbestimmung (sieche Abschnitt 3.5.2)) gemessen und in einem Western-
Blot (siche Abschnitt [3.5.4]) kontrolliert. Als Kontrolle wurde der Zelliiber-
stand von nicht transfizierten Zellen parallel zu den transfizierten Zelliiber-
stdnden analysiert.

Waschpuffer

NaH;PO,4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
pH = 8,0
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Elutionspuffer

NaH,POy4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
pH = 8,0

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf der Bin-
dung von Proteinen an den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue. Durch die
Proteinbindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von
465 auf 595 nm. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von Eichgeraden mit
bekannter Proteinkonzentration (BSA-Konzentrationsreihe von 0 bis 20 pg
uL~1). Nach der Zugabe von 20 uL der zu bestimmenden Proteinlésung zu
800 uL Bradford-Reagenz wurde die Absorption der Losung in einem Spek-
tralpotometer bei einer Wellenlénge von 595 nm gemessen.

3.5.3 Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Eine Technik, Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts zu trennen, be-
ruht auf der Zugabe eines anionischen Detergens, dem Natriumdodecylsul-
fat (SDS), welches sich mit Proteinen zu negativ geladenen SDS-Protein-
Komplexen verbindet. Damit ist die spezifische Ladung der Proteine nicht
mehr entscheidend fiir ihre Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld.
Innerhalb einer Gelmatrix aus hydrolysierten, quervernetzten Polymeren ist
somit im Wesentlichen nur noch die Proteingrofe fiir das Wanderungsver-
halten entscheidend. Zur Auftrennung der Proteine werden zwei Gele mit
unterschiedlicher Porengréfe verwendet. Uber ein engmaschiges Trenngel, in
welchem die effektive Auftrennung der Proteine erfolgt, wird ein sogenann-
tes Sammelgel gegossen, das durch seine weitmaschigen Poren die Proteine
auf einer Laufhdhe vereint. Beim Durchlaufen des Sammelgels wurde eine
Stromstirke von 25 mA angelegt. Sobald die Proteine das Trenngel erreicht
hatten, wurde die Stromstarke auf 30 mA erhoht. Bei der Vorbereitung zum
Giellen des SDS-Gels ist es wichtig, dass das TEMED erst unmittelbar vor
dem Giefien zugesetzt wird, da es als Katalysator fiir die Polymerisation des
Gels dient.
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Sammelgel 12 %
30 % Acrylamid/Bisacrylamid 12 mL

1 M Tris/HCL, pH=8,8 7,5 mL
20 % SDS 0,15 mL
10 % Amonium Persulfat (APS) 0,15 mL
TEMED 0,02 mL
H,0 10,2 mL
Trenngel

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 0,67 mL
1 M Tris/HCL, pH=6,8 1,25 mL
10 % Amonium Persulfat (APS) 0,025 mL
TEMED 0,005 mL
HQO 3 mL

Elektrophorese-Puffer

Tris-Cl, pH 8,3 151¢g
Glycin Mg

20 % SDS 25 mL

H-»0O ad 1000 mL

3.5.4 Western-Blot

Um die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine immunologisch nachzuweisen,
wurden sie von dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die-
se Ubertragung erfolgte durch das Anlegen eines elektrischen Feldes, wobei
die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran transferiert wer-
den. Dazu wurde das Trenngel luftblasenfrei auf die Membran gelegt, zwi-
schen zwei Metallplatten eingeklemmt und in eine mit Transferpuffer gefiillte
Blotting-Apparatur eingehidngt. Der Blot erfolgte bei 150 mA. Um unspezi-
fische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren wurde diese mit 5
prozentiger Milch-TBST-Losung vorbehandelt.

Der Nachweis der Zielproteine auf der Nitrozellulosemembran erfolgte
durch immunologische Detektion. Hierzu wurde die Membran mit einem Pri-
marantikérper in geeigneter Verdiinnung fiir 1 Stunde auf dem Tischschiitt-
ler inkubiert. Anschliefend wurde die Membran 3 mal je 5 Minuten mit
TBST-Puffer gewaschen. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation mit einem
Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Sekundérantikorper in geeigneter Ver-
diinnung. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit TBST-Puffer erfolgte
der immunologische Proteinnachweis (siehe Abschnitt B.6.T]).

Transfer-Puffer

150 mM Glycin
20 mM Tris-Cl, pH 8,3
20 % Methanol
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TBST-Puffer

150 mM NaCl
20 mM Tris-ClI, pH 8,3
0,1 % Tween 20

3.6 Immunologische Methoden

3.6.1 Western-Blot Entwicklung - Immunologischer Pro-
teinnachweis

Die Sichtbarmachung der mittels Western-Blot immunologisch-markierten
Proteine erfolgte mit dem enhanced-chemiluminescence-Detektionskit (ECL)
der Firma Amersham. Hierbei wurden die mit dem Sekundarantikorper ge-
koppelten Proteinbanden durch das Licht eines oxidierten Substrates mit Hil-
fe eines Rontgenfilms nachgewiesen. Die Detektionsreagenzien wurden nach
Anleitung des Herstellers gemischt und ca. 5 Minuten mit der Nitrocellu-
losemembran inkubiert. Anschliefend wurde die Losung abgetupft und die
Membran luftblasenfrei in Klarsichtfolie eingeschlagen. In einer Filmkassette
wurde ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt und belichtet.

3.6.2 Immunologischer Nachweis der E1/E2-Expression

Der immunologische Nachweis der E1/E2-Expression auf der Zelloberfliche
von 293T-Zellen erfolgte 24 Stunden nach Transfektion mit Hilfe von reakti-
ven Patientenseren. Dabei handelte es sich um diejenigen Seren, die zur Am-
plifikation der E1/E2-Sequenzen benutzt wurden. 293T-Zellen (1x10° Zellen)
wurden 24 Stunden nach Transfektion der HCV-E1/E2-Expressionsvektoren
fiir 30 Minuten mit Patientenseren in 10-facher Verdiinnung mit PBS in-
kubiert. Anschliefend wurden die Zellen 3 mal 10 Minuten mit PBS ge-
waschen. Gebundene E1/E2-Antikorper wurden mit einem sekundéren PE-
gekoppelten anti-human-Antikorper in einer 100-fachen PBS-Verdiinnung fiir
10 Minuten markiert. Daraufhin erfolgte wieder ein dreifacher Waschschritt
mit PBS. Der statistischen Berechnung der PE-Fluoreszenz lagen 10000 cy-
tometrisch gemessene Zellen zugrunde. Als Referenz diente eine Transfektion
mit einem Kontrollvektor (M289 ohne HCV-E1/E2).

3.6.3 Enzyme-linked immuno sorbent assay

Der Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, dass auf einer enzymatischen Farbreaktion beruht. Mit
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dieser Technik konnen z.B. Proteine, Viren, Hormone und andere Verbindun-
gen qualitativ oder quantitativ nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde
ein quantitativer Elisa zur Bestimmung der IgM Antikérperproduktion von
stimulierten B-Lymphozyten gemessen.

Fiir den Elisa wurden 2 Antikérper verwendet, die an unterschiedlichen
Epitopen des zu messenden Antigens (IgM) binden. Mit einem Ziege anti-
human IgM Antikérper (Bethyl Laboratories) wurde jede Vertiefung der
Elisa-Platte (96-well-Kulturplatte) mit einer Antikorperkonzentration von
je 10 ug uL~! unter Verwendung von Coating-Puffer beschichtet. Nach ei-
ner einstiindigen Inkubationszeit wurde die Platte 3 mal mit Waschpuffer
gewaschen und fiir weitere 30 Minuten mit einem BSA-Puffer inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschlieffend wurde die Plat-
te wieder 3 mal gewaschen und es folgte die Zugabe von 100 uL des zu
messenden Antigens. Nach einer Stunde wurde die Platte erneut 3 mal gewa-
schen, sodass nur die gebundenen Antikorper-Antigen-Komplexe zuriickblei-
ben. Die Detektion der gebundenen Antigene erfolgte durch die Zugabe des
zweiten, Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikorpers (Ziege anti-human
IgM, HRP-konjugiert, Bethyl Laboratories) in einer Konzentration von 0,1 pg
uL~! pro Mikrotiterplatten-Vertiefung unter Verwendung des Probenverdiin-
nungspuffers. Nach einer Stunde wurden ungebundene Antikérper durch wei-
tere Waschschritte entfernt. Die Zugabe von 100 uL gebrauchsfertiger TMB
(Tetramethylbenzidine)-Substratlosung fiihrte zu einer Substrat-Hydrolyse
durch die Meerrettichperoxidase unter Bildung einer blau gefarbten Losung
des reduzierten Substrates. Nach ca. 15 Minuten wurde die Farbreaktion
durch Zugabe von Schwefelséure (2 M) gestoppt. Die Bildung des Farbstoffs
ist direkt proportional zur Menge der gebundenen Antikérper und kann spek-
tralphotometrisch (Tecan Sunrise™, Mikrotiterplatten Photometer) bei 450
nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm bestimmt werden. Die quan-
titative Bestimmung der IgM Konzentration beruht auf der Erstellung einer
Eichgeraden. Hierzu wurde parallel zu den zu analysierenden Proben eine
Verdiinnungsreihe, die mit Hilfe von kalibriertem humanem Serum (Bethyl
Laboratories, Frankfurt) hergestellt wurde, photometrisch gemessen. Die Ver-
diinnungsreihe reicht von 500 ng mL~! IgM bis 7 ng mL~*TgM.

Coating Buffer, pH 9,6
CaCO03/2CaC03 0,05 M

Waschpuffer, pH 8,0

Tris 50 mM
NaCl 0,14 M
Tween 20 0,05 %
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BSA-Puffer, pH 8,0

Tris 50 mM
NaCl 0,14 M
BSA 1%
Probenverdiinnungspuffer, pH 8,0

Tris 50 mM
NaCl 0,14 M
BSA 1%
Tween 20 0,05 %
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Ergebnisse

4.1 Produktion von HCV-Pseudotypen

4.1.1 Amplifikation der HCV-E1/E2-Gene zur Herstel-
lung einer Konsensussequenz

Zur Untersuchung der Entwicklung der HCV-assoziierten Kryoglobulindmie
wurden HCVpp Varianten verschiedener Geno- und Subtypen als Modellsy-
stem benutzt.

Zur Herstellung der rekombinanten Viruspartikel wurden HCV infizierte
Patienten, welche zusétzlich eine akute Kryoglobulindmie aufwiesen, ausge-
wahlt. Aus deren Seren (siehe Tabelle 1)) wurden ¢cDNAs, die die Hiillprote-
ine E1/E2 kodieren, hergestellt. Als spitere Experimentalkontrollen dienten
c¢DNAs, welche aus Kryoglobulindmie-negativen Patientenseren (Tabelle [4.1])
gewonnen wurden.

Da die letzten 60 C-terminalen Aminosiuren des Core-Gens eine hydro-

Tabelle 4.1: Klinisch charakterisierte Seren zur Amplifikation der HCV-E1/E2-Sequenz

Genotyp Serumnummer gemischte Kryoglobulindmie

1 22057 ja
85 nein

9 11632 ja
21693 nein

3 21949 ja
21952 nein

48



Kapitel 4. Ergebnisse

phobe Region kodieren, die fiir die korrekte posttranslationale Prozessierung
der Hiillproteine entscheidend ist, wurden samtliche Konstrukte mit einer ent-
sprechenden N-terminalen Core-Sequenz ausgestattet. Die HCV-RNA wurde
aus den jeweiligen Patientenseren isoliert (siehe Abschnitt B2 und durch
eine RT-PCR (siehe Abschnitt B.2.4) in komplementére cDNA umgeschrie-
ben. Die Amplifizierung der HCV-Core, rerminus-E1/E2-Sequenz erfolgte in
einer semi-nested-PCR (siehe Abschnitt B.2.5) mit Genotyp 1, 2 und 3 spe-
zifischen Primern (Tabelle B.I]), die unter Verwendung von veréffentlichten
Prototyp-Sequenzen entworfen wurden (Tabelle[.2]). Dabei hingen diese Pri-
mer die fiir die Klonierung notwendigen 5’-EcoRI und 3’-EcoRV- bzw. Xhol
Schnittstellen (fiir Genotyp 3) an die gewiinschten HCV-Sequenzen an. Die
amplifizierten Konstrukte wurde anschliefend in den pCR-XL-TOPO-Vektor
kloniert (siehe Abschnitt B2Z.10).

Da das HCV-Genom aufgrund der fehlenden 3’—5" Exonukleaseaktivitit
seiner viruskodierten RNA-Polymerase mit einer hohen Fehlerrate repliziert
wird, liegen in einem Patientenisolat immer mehrere Populationen eng ver-
wandter Sequenzen vor, die sog. Quasispezies. Um Quasispezies bedingte,
funktionale Unterschiede zu nivellieren, wurde ausgehend von 5 verschiede-
nen Sequenzen eine Konsensussequenz berechnet.

Die im Folgenden gezeigten Konsensussequenzen wurden mittels ortsge-
richteter Mutagenese (siehe Abschnitt B.2.6]) und unter Verwendung der im
Anhang gezeigten Matritzen generiert. Die Bezeichnung auf der linken Seite
gibt die auf der Serumnummer basierende Konsensussequenz mit dem zu-
grundeliegenden Genotyp und dem Vorhandensein einer Kryoglobulindmie
(+/-MC) an. Die Positionen 61 und 253 sind als Beginn der E1- bzw. E2-
Sequenz farblich hervorgehoben. Ferner sind die CD81 Bindungsstellen sowie
die HVR1 und HVR2 gekennzeichnet. Die Analyse der Sequenzhomologie
wurde mit Hilfe des Programms Bioedit Version 7.0.1/ClustalW erstellt.

Tabelle 4.2: Referenzen der Prototyp-Sequenzen (NCBI-Datenbank) zur Herstellung
Genotyp-spezifischer Primer

Genotyp Zugangsnummer Gl-Nummer Isolat
la NC_ 004102 22127992 Hr7
1b D00944 221650 HC-J6
2a AB047639 13122261 JFH-1
3a D28917 558520 HCV-K3a/650
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Erwartungsgemaéss zeigen die ersten 60 Aminosiduren des Core-Proteins
die geringste Variabilitdt, wahrend die HVR1 und die HVR2 die grofiten Un-
terschiede aufweisen. Die genetische Variabilitdt der einzelnen Konsensusse-
quenzen wurde in Form einer zweidimensionalen Matrix analysiert (Tabelle
[4.3]), wobei im Folgenden auf mogliche Kryoglobulindmie bedingte Unter-
schiede eingegangen wird. Die Genotyp 1 Sequenzen 85 und 22057 zeigen
eine Sequenzidentitidt von 80 %, wobei die Variabilitdt auf der Zugehorig-
keit zu verschiedenen Subtypen beruht. Die Genotyp 2b Sequenzen 21693
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Tabelle 4.3: Prozentuale Identitit der HCV-Konsensussequenzen. Prozentuale Identiti-
ten zwischen Sequenzen aus Kryoglobulindmie-positiven Seren sind rot und zwischen Se-
quenzen aus Kryoglobulindmie-negativen Seren blau dargestellt. Schwarz dargestellt sind
prozentuale Identitdten zwischen den einzelnen Konsensussequenzen ohne Riicksicht auf
Vorhandensein von Kryoglobulindmie.

85 22057 21693 11632 21952 21949
Sequenz HCV1b HCVlia HCV2b HCV2b HCV3a HCV3a
-MC +MC -MC +MC -MC +MC

85 -HCV1b -MC 100 80 67 68 73 71
22057-HCV1a +MC 80 100 67 68 71 71
21693-HCV2b -MC 67 67 100 92 64 63
11632-HCV2b +MC 68 68 92 100 65 65
21952-HCV3a -MC 73 71 64 65 100 92
21949-HCV3a +MC 71 71 63 65 92 100

und 11632 sowie die Genotyp 3a Sequenzen 21952 und 21949 sind zu 92 %
identisch. Demzufolge besteht trotz Zugehorigkeit zur selben Genotyp- und
Subtypklasse eine genetische Variabilitéit in Hohe von 8 %, welche aufgrund
von Unterschieden zwischen den einzelnen Patienten zustande kommt. Der
Vergleich der Sequenzen zwischen den Kryoglobulindmie-positiven Gruppen
(rote Werte in Tabelle[£.3), den Kryoglobulindmie-negativen Gruppen (blaue
Werte in Tabelle[d.3]) und den Sequenzen ohne Riicksicht auf das Vorhanden-
sein einer Kryoglobulindmie (schwarze Werte in Tabelle 4.3)), ergibt jedoch
keine nennenswerten Homologieunterschiede.

Da die HVR1 als Bereich der grofiten Variabilitit innerhalb des E2-
Proteins bekannt ist (Kato et all, [1992; Weiner et all, 1991) und da das E2-
Protein mit CD81 interagiert (Pileri et all, [1998), wird ein Zusammenhang
zwischen der HVR1-Sequenz und der Entwicklung einer Kryoglobulindmie
vermutet (Gerotto et all, 2001; [Hofmann et all, 2004). Aus diesem Grund
wurde die genetische Identitdt der 27 Aminosduren umfassenden HVRI-
Konsensussequenzen separat analysiert (Tabelle [1.4]).

Im Vergleich zur oben beschriebenen Homologieanalyse der Gesamtse-
quenzen ergibt sich insgesamt eine geringere Identitit zwischen 29 % und 57
% beim Vergleich der einzelnen Sequenzen ohne Riicksicht auf das Vorhan-
densein einer Kryoglobulindmie (siehe schwarze Werte in Tabelle [L4). Inter-
essanterweise erhohen sich jedoch die Sequenzidentititen, wenn der Vergleich
innerhalb der Kryoglobulindmiegruppe erfolgt (siche rote Werte in Tabelle
[4.4). Ebenfalls erhohen sich die Identitdtswerte innerhalb der Gruppe ohne
Kryoglobulindmie (siehe blaue Werte in Tabelle[4.4]). Eine leichte Abweichung

52



Kapitel 4. Ergebnisse

Tabelle 4.4: Prozentuale Identitit der HVR1-Konsensussequenzen. Prozentuale Identititen
zwischen HVR1-Sequenzen aus Kryoglobulindmie-positiven Seren sind rot und zwischen
Sequenzen aus Kryoglobulindmie-negativen Seren blau dargestellt. Schwarz dargestellt sind
prozentuale Identitdten zwischen den einzelnen HVR1-Konsensussequenzen ohne Riick-
sicht auf Vorhandensein von Kryoglobulindmie.

85 22057 21693 11632 21952 21949
Sequenz HCV1b HCVlia HCV2b HCV2b HCV3a HCV3a
-MC +MC -MC +MC -MC +MC

85 -HCV1b -MC 100 36 50 36 61 29
22057-HCV1a +MC 36 100 43 50 43 50
21693-HCV2b -MC 50 43 100 57 50 32
11632-HCV2b +MC 36 50 57 100 46 43
21952-HCV3a -MC 61 43 50 46 100 36
21949-HCV3a +MC 29 50 32 43 36 100

von dieser Tendenz lésst sich beim Vergleich der Genotyp 2 mit Genotyp 3 Se-
quenzen erkennen. Der Grund hierfiir konnte die hohere Ahnlichkeit zwischen
Genotyp 2 Kryoglobulindmie-positiven und Kryoglobulindmie-negativen Se-
quenzen sein (Tabelle [A.4]).

Insgesamt kann also festgehalten werden, dass das Vorhandensein der
Kryoglobulindmie trotz unterschiedlicher Geno- und Subtyp-Klassifizierung
moglicherweise mit einer hoheren Sequenzdhnlichkeit assoziiert ist. Auffal-
lend sind die Ergebnisse der HVR1 Homologieanalyse auch verglichen mit der
Analyse, bei der die Gesamtsequenz verwendet wurde (vergleiche Tabelle [4.4]
mit Tabelle [L3). Bei letzteren konnten keine nennenswerten Homologieun-
terschiede zwischen den Kryoglobulindmie-positiven und Kryoglobulindmie-
negativen Gruppen, verglichen mit den Sequenzen ohne Riicksicht auf Vor-
handensein von Kryoglobulinédmie, festgestellt werden.

Bei der hier dargestellten bioinformatischen Analyse handelt es sich le-
diglich um eine positionsabhéingige Haufigkeitsverteilung der Aminosaurese-
quenzen. Um diese ersten statistischen Hinweise auf einen moglichen Einfluss
der HVR1-Sequenz auf die Entstehung einer Kryoglobulindmie zu priifen,
erfolgte die Suche nach experimentellen Korrelationen mittels Pseudotypen-
technologie. Im speziellen sollten mogliche Unterschiede in der Intensitat und
Art der Immunantwort als Folge von Pseudotypen Interaktion zwischen der
Kryoglobulindmie-positiven und Kryoglobulindmie-negativen Gruppe analy-
siert werden.
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4.1.2 Konstruktion der E1/E2-Expressionsvektoren

Die den Konsensussequenzen entsprechenden ¢cDNAs wurden iiber die EcoRI-
und EcoRV- bzw. Xhol- (Genotyp 3) Schnittstelle in die multiple cloning site
(MCS) des Vektors M518 kloniert, welche sich unmittelbar am 3’-Terminus ei-
ner EMCV-IRES befindet. Anschlieffend wurde das Fragment bestehend aus
EMCV-IRES, C-Terminus des Core-Gens, E1 und E2 iiber eine BamHI- und
EcoRV- bzw. Xhol- (Genotyp 3) Schnittstelle in den Expressionsvektor M289
kloniert. Abbildung [4.1] zeigt eine exemplarische Karte der generierten Ex-
pressionsvektoren. Die klonierten Expressionsvektoren wurden entsprechend
den Seren, woraus die Konsensusequenzen isoliert wurden, folgendermafen
genannt: p289/22057, p289/85, p289/11632, p289,/21693, p289/21949 und
p289/21952 (Tabelle [£.5).

CHV-Promotor

1
! 2 B-Clobin Intron
A331 )

BamHAT

amp
6161 15417} |\ EMCV-IRES
M289
5391 7702 bp 2311 EcoRI
[ C-Terminus Core
puc ori

HCV-E1/E2

Abbildung 4.1: HCV-E1/E2-Expressionsvektoren. Die dargestellten Zahlen geben die Po-
sition der genetischen Elemente in Basenpaareinheiten relativ zum 5’-Terminus des CMV-
Promotors an. CMV-Promotor: Region 1 bis 752, #-Globin Intron: Region 778 bis 1350,
EMCV IRES: Region 1426 bis 2111, HCV-Corec_TerminusEo1/E2: Region 2112 bis 3965,
puc plasmid replication site (ori): Region 5582 bis 4939, amp: Region 5730 bis 6590

4.1.3 Rekombinante Expression von E1/E2-Proteinen

Eine wichtige Voraussetzung zur Produktion infektioser HCVpp ist die kor-
rekte posttranslationale Prozessierung und die Exposition der HCV-Hiillpro-
teine auf der Oberfliche der produzierenden Zellen (Michalak et all, [1997;
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Tabelle 4.5: Zusammenfassung der generierten Expressionsvektoren

Genotyp Kryoglobulindmie Vektorname

. ia p289/22057
nein p289/85

) ja p289/11632
nein p289/21693

5 ja p289/21949
nein p289/21952

Sandrin et all, 2005). Zur Uberpriifung der korrekten Proteinexpression und
Exposition wurden deshalb 293T-Zellen mit den im Rahmen dieser Arbeit
konstruierten Expressionsplasmide (Tabelle 3]) oder einem Kontrollvektor
transfiziert (siche Abschnitt [3.2.4)).

Der immunologische Nachweis der E1/E2-Exposition auf den Zellober-
flachen der 293T-Zellen wurde 24 Stunden nach erfolgter Transfektion mit
Hilfe von reaktiven Patientenseren gezeigt (siche Abschnitt B.6.2)). Gebunde-
ne E1- und E2-Antikorper wurden anschliefsend mit einem sekundéren, PE-
gekoppelten anti-human-Antikorper markiert. Die Fluoreszenzintensitit der
Zellen wurde cytometrisch gemessen und mit Hilfe des Programms WinMDI
Version 2.9 analysiert (Abbildung [4.2]). Die erfolgreiche Expression und Ex-
position von HCV-Hiillproteinen auf 293T-Zelloberflichen konnte mit allen
im Rahmen der Arbeit konstruierten Plasmide eindeutig nachgewiesen wer-
den. Wie in Abbildung (4.2 zu sehen ist, wurde nach Transfektion der Anteil
der fluoreszierenden Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle deutlich erh6ht.

Dabei wichst der Populationsanteil der fluoreszierenden 2937T-Zellen nach
Expression von Genotyp 1 Hiillproteinen auf 73 % und 93 %, bei Geno-
typ 2 auf etwa 45 % und 55 % und bei Genotyp 3 auf ungefdhr 61 %
an. Diese Ergebnisse bestétigten nicht nur die Klonierungsstrategie und die
Funktionalitdt der Expressionsvektoren sondern dariiber hinaus auch die er-
folgreiche Expression und Exposition der Konsensus-Hiillproteine auf 2937T-
Zelloberflachen. Dies lieferte einen ersten Hinweis auf die Funktionalitit der
Vektoren fiir die folgende Pseudotypenproduktion.

4.1.4 Nachweis der Infektiositat von HCV-Pseudotypen

Nachdem die erfolgreiche Expression und Exposition von HCV-Hiillproteinen
auf 293T-Zelloberflichen nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt EI1.3]), wur-
den die konstruierten E1/E2-Expressionsvektoren zur Pseudotypisierung ver-
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Abbildung 4.2: Untersuchung der E1/E2-Exposition auf der Zelloberfliche. Die zur Trans-
fektion verwendeten Vektoren sind unterhalb des jeweiligen Histogramms gezeigt. Die Aus-
wertung jeder Transfektion ist zusammen mit der Negativkontrolle (schwarze Linie) in
einem Histogramm dargestellt.

wendet. Hierzu wurden 293T-Zellen unter Standardkulturbedingungen in
DMEM mit 10 % FCS mit den retroviralen Vektoren (M38 und M2) trans-
fiziert (siche Abschnitt B:31). Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium
mit den sekretierten HCVpp gesammelt, mit Hilfe eines Saccharosekissens
100-fach konzentriert und zur Infektion von Huh7-Zellen verwendet (siehe
Abschnitt B.3.2)). Der Anteil infizierter Huh7-Zellen wurde 48 Stunden nach
Infektion durch Fluoreszenzmessung des exprimierten Reportergens cytome-
trisch bestimmt (siche Abschnitt B:45]). In Abbildung [£3] ist die Infektion
der Huh7-Zellen als Anteil fluoreszierender Zellen in Prozent angegeben, wo-
bei alle Ergebnisse auf die Menge von GFP-positiven Zellen nach Infektion
mit Pseudotypen ohne Hiillproteine normiert sind.

In Abbildung [4.3]sind die Ergebnisse von vier unabhéngigen Experimen-
ten gezeigt. Die Genotyp 2 HCVpp zeigen mit ca. 11 % die stéirkste In-
fektiositiat, wihrend Genotyp 3 HCVpp mit ca. 1 und 2 % eine deutlich
schwichere Infektiositat aufweisen. Obwohl sich die Infektiositdt der einzel-
nen HCVpp erheblich unterscheidet, lasst sich generell feststellen, dass alle
HCV-Hiillproteine zur Pseudotypisierung geeignet sind.
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Abbildung 4.3: Infektiositat verschiedener HCVpp. Die Anzahl GFP-positiver Huh7-Zellen
wurde nach Infektion mit den verschiedenen HCVpp cytometrisch gemessen. HCVpp-
Genotyp, Vorhandensein einer Kryoglobulindmie (4 /-MC) und die den HCVpp zugrunde-
liegende Serumnummer ist unterhalb der jeweiligen Sdule angegeben.

4.1.5 Etablierung geeigneter Produktions- und Infekti-
onsbedingungen fiir HCV-Pseudotypen

Aufgrund der anfénglich gemessenen, niedrigen InfektiGsitaten (siehe Ab-
schnitt A T4)), wurde durch Variation einiger Produktions- und Infektionspa-
rameter versucht, geeignete Bedingungen fiir die Verwendung der im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten HCVpp zu erhalten. Untersuchungen mit HCVpp
haben gezeigt, dass die Infektiositdt durch Zugabe von humanem Serum ge-
steigert werden kann (Bartosch et all, 2005). Aus diesem Grund wurde die
Serumart und Serumkonzentration im Kulturmedium der Produktions- und
Zielzellen, sowie die Konzentration der Viruspartikel variiert.

Nach der Transfektion mit den jeweiligen retroviralen Vektoren M38 und
M2 (siehe Abschnitt B.3.1) wurden die 293T-Zellen entweder in DMEM mit
10 % FCS, in DMEM mit 0,1 % FCS oder in DMEM mit 2 % humanem
Serum wahrend der HCVpp Produktion kultiviert. Nach 24 Stunden wur-
de das Medium gesammelt und entweder direkt zur Transfektion verwendet
oder mit Hilfe eines 20 %-igen Saccharosekissens 100-fach konzentriert (konz
HCVpp). Die anschliefsende Infektion der Huh7-Zellen erfolgte entweder in
DMEM mit 10 % FCS oder 2 % humanem Serum. Nach Zugabe der HCV-
pp wurden die Zielzellen entweder weiter kultiviert oder einer 2-stiindigen
Zentrifugation unterworfen. Die Variation der genannten Faktoren und der
Versuchsaufbau sind in Abbildung 44 skizziert.
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Abbildung 4.4: Produktions- und Infektionsbedingungen fiir die Herstellung von HCV-
pp; FCS: fotales Kélberserum; HS: humanes Serum; konz HCVpp: 100-fach konzentrierte
HCVpp; +Z/-Z: Huh7-Zellen werden nach Infektion mit HCVpp zentrifugiert/nicht zen-
trifugiert.

Der Anteil infizierter Huh7-Zellen wurde 48 Stunden nach Infektion durch
Fluoreszenzmessung des exprimierten Reportergens cytometrisch bestimmt
(siehe Abschnitt B.45). In Abbildung E5lund E.6list die Infektion der Huh7-
Zellen als Anteil fluoreszierender Zellen in Prozent angegeben. Die drei Dia-
gramme der Abbildung 4.5 und zeigen die Infektionseffizienzen der HCV-
pp nach Produktion in DMEM mit 10 % FCS (Abbildung d.5h), in DMEM
mit 2 % humanem Serum (Abbildung .5b) und in DMEM mit 0,1 % FCS
(Abbildung A.6). Ahnlich wie im Abschnitt ET.4] festgestellt, zeigen in dieser
Versuchsreihe unter allen Produktionsbedingungen die Genotyp 2 pseudoty-
pisierten HCVpp (11632; 21693) die hochste Infektiositat und die Genotyp 3
pseudotypisierten HCVpp die schwichste Infektiositét (21952 und 21949).

Analyse verschiedener Infektionsbedingungen: unabhingig von den
gewahlten Produktionsbedingungen, kann eindeutig ein positiver Effekt von
humanem Serum wahrend der Infektion gezeigt werden. Die Infektitsitat von
unkonzentrierten HCVpp léasst sich durch die Anwesenheit von humanem Se-
rum unabhéngig vom verwendeten Genotyp um 4,5 Prozentpunkte steigern,
verglichen mit der Infektion unter Standardkulturbedingungen in DMEM
mit 10 % FCS (Abbildung 4.5 und A.6] vergleiche hellgraue mit mittelgrau-
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Abbildung 4.5: Infektitsitit verschiedener HCVpp produziert in DMEM +10 % FCS(a)
und DMEM +2 % HS(b). Die Infektiositat der HCVpp im Zelliiberstand und nach 100-
facher Konzentrierung wurde unter verschiedenen Bedingungen analysiert: Huh7-Zellen
wurden mit 100 uL Zelliiberstand in 10 % FCS und 2 % HS, sowie mit 50 uL konzentrier-
ten HCVpp in 2 % HS infiziert. HCVpp-Genotyp, Vorhandensein einer Kryoglobulindmie
(+/-MC) und die den HCVpp zugrundeliegende Serumnummer ist unterhalb der jeweiligen
Siule angegeben. +7/-Z: Huh7-Zellen wurden nach Infektion zentrifugiert/nicht zentrifu-
giert,.

en Balken). Eine zusétzliche Konzentrierung der Pseudotypen fiihrt zu einer
weiteren Steigerung der Infektiositit aller Pseudotypen mit Ausnahme der
auf Serum 85 basierenden Partikel (Abbildung 4.5 und [4.6] vergleiche mittel-
graue mit dunklegrauen Balken). Der Konzentrierungsschritt fiihrt tenden-
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Abbildung 4.6: Infektitsitéat verschiedener HCVpp produziert in DMEM +0,1 % FCS. Die
Infektiositéit der HCVpp im Zelliiberstand und nach 100-facher Konzentrierung wurde un-
ter verschiedenen Bedingungen analysiert: Huh7-Zellen wurden mit 100 uL Zelliiberstand
in 10 % FCS und 2 % HS, sowie mit 50 uL konzentrierten HCVpp in 2 % HS infiziert.
+7Z/-Z: Huh7-Zellen wurden nach Infektion zentrifugiert/nicht zentrifugiert.

ziell bei HCVpp, welche in DMEM mit 0,1 % FCS produziert wurden, zu
den hochsten Steigerungen der Infektiositdt (Abbildung [4.6]). Innerhalb der
HCVpp kann bei Partikeln mit Genotyp 2 Hiillproteinen die grofste Steige-
rung der Infektiositdt beobachtet werden. Dariiber hinaus wird die Infektion
mit allen HCVpp, in Anwesenheit von 2 % humanem Serum, durch einen
Zentrifugationsschritt wihrend der Infektionsphase unabhingig von den Pro-
duktionsbedingungen erheblich verbessert (Abbildung 4.5 und [.6] vergleiche
mittelgraue mit gestreifte Balken).

Analyse verschiedener Produktionsbedingungen: die Auswirkun-
gen der Produktionsbedingungen der Pseudotypen auf deren Infektiositét las-
sen sich nicht generalisieren. Die Substitution von FCS durch humanes Serum
wahrend der Pseudotypenproduktion fiithrt nicht iiberzeugend zu einer Stei-
gerung der Infektiositdt der HCVpp (vergleiche Abbildung 4.5 mit[4.5b). Die
einzige deutliche Steigerung konnte bei einem Genotyp 1-abgeleiteten HCVpp
(Serum 85) gemessen werden. Die Gegenwart von FCS ist absolut notwendig
zur HCVpp Produktion, da die Reduktion der FCS Konzentration insgesamt
zu einer Erniedrigung der HCVpp Infektiositét fithrt (vergleiche Abbildung
4.5k mit Abbildung A.6]). Im Falle der Genotyp 1 und 2 HCVpp kann dieser
negative Effekt wiahrend der Infektion der Zielzellen durch Konzentrierung
der HCVpp kompensiert werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Infektionsprozess der
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Zielzellen das kritische Element bei der Verwendung von HCVpp darstellt.
Zum Beispiel ist die Anwesenheit von humanen Serum wihrend der HCVpp
Produktion von untergeordneter Rolle wihrend der Infektionsprozess durch
humanes Serum deutlich erleichtert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass durch eine 100-fache Konzentrierung der HCVpp und eine der Infekti-
on nachgeschaltete Zentrifugation der Zielzellen die Infektiositat der Partikel
erheblich gesteigert werden kann.

Fiir alle weiteren Experimente wurden die HCVpp wie in Abbildung [4.5h
gezeigt in 10 % FCS produziert, da hier insgesamt fiir alle Pseudotypen gute
Infektitsitaten erzielt wurden. Die Infektion der Zellen erfolgte mit konzen-
trierten HCVpp in Anwesenheit von humanem Serum. Anschliefsend wurden
die Zellen stets fiir 2 Stunden zentrifugiert.

4.2 Untersuchung der HCV-assoziierten Kryo-
globulinidmie

4.2.1 Humane mononukleire Zellen des peripheren Blu-
tes lassen sich nicht mit HCVpp infizieren

Neben dem Lebergewebe werden auch Lymphozyten als Orte der HCV Per-
sistenz diskutiert, was mit der Entwicklung lymphoproliferativer Erkrankun-
gen wie z. B. der Kryoglobulindmie in Zusammenhang gebracht wird. Die
Kryoglobulindmie entsteht als Folge einer Stérung der B-Zell Regulation.
Anhaltspunkte fiir eine extrahepatische Replikation des HCV lieferten einer-
seits der Nachweis von Minus- und Plusstrang-RNA in PBMCs (Ferri et all,
2003; Lerat et all,1996; Morsica et all,[1999) und andererseits, die erfolgreiche
Infektion von B- und T-Lymphozyten mit HCV (Kato et al.. [1995; Nissen
et al., [1994; Shimizu et al), 1992). Mit Hilfe der in den Vorversuchen eta-
blierten Produktions- und Infektionsbedingungen (Abbildungf5la)), wurden
frisch isolierte PBMCs mit den verschiedenen HCVpp inkubiert. Da es sich
bei PBMCs um bereits ausdifferenzierte Zellen handelt, wurden die HCVpp
mit Hilfe lentiviraler Vektoren (M420 und M334) produziert (siehe Abschnitt
B.3.1)). Dabei konnte eine Infektion von T- oder B-Lymphozyten weder mit
Pseudotypen deren Hiillproteine auf der Grundlage von Kryoglobulindmie-
positiven Seren hergestellt wurden, noch mit Pseudotypen, deren Hiillpro-
teine aus Kryoglobulindmie-negativen HCV-Seren stammen, gezeigt werden
(Daten nicht gezeigt).
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4.2.2 Untersuchung der selektiven B-Zell Aktivierung
durch HCV-Hiillproteine

Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten Pseudotypensystems wurde ei-
ne moglicherweise Kryoglobulindmie-abhingige, verstiarkte B-Zell Aktivitat
als Folge der Virusinteraktion untersucht. Da eine B-Zellaktivierung in vi-
tro auch mit 16slichem E2-Protein in Gegenwart eines monoklonalen CD81-
Antikorper (MG81) moglich ist (Rosa et all,[2005), wurden neben den HCVpp
auch 1osliche E2-Proteine (sE2) in einer Konzentration von 5 pg uL~" ver-
wendet (siehe AbschnittB.2.16lund Abschnitt[B.5.1]). Fiir die Aktivierungsun-
tersuchung von B-Lymphozyten wurden frisch isolierte PBMCs von gesunden
Probanden verwendet. Nach 24 Stunden wurde die Expression der spiten Ak-
tivierungsmarker CD71 und CD86 auf der Oberfliche von B-Lymphozyten
mittels direkter, zweifacher Immunfluoreszenzmarkierung cytometrisch ge-
messen (siehe Abschnitt 3.4.6)).

In Abbildung [4.7] sind die Ergebnisse der B-Zellaktivierung mit l16slichen
Proteinen und HCVpp zusammengefasst. Der Anteil der B-Lymphozyten
Population, der die Aktivierungsmarker CD71 und CD86 exprimiert ist in
Prozent angegeben. Eine Staphylococcus aureus cowan (SAC) Zellsuspension
wurde als Positivkontrolle fiir die B-Zell Stimulation benutzt. Diese Zellen
besitzen in ihrer Zellwand das sogenannte Protein A, dass fiir die Stimula-
tion von B-Lymphozyten bekannt ist. Die Zugabe von SAC Zellsuspension
fithrt zu einer Zunahme des fluoreszierenden B-Zell Anteils um jeweils 48 Pro-
zentpunkten in beiden Fluoreszenzbereichen im Vergleich zu unstimulierten
Zellen.

Wie von [Rosa et al. (2005) beschrieben, fiihrt die Stimulation von PBMCs
mit zwei monoklonalen CD81-Antikérpern (MG81 und N81) auch im Rah-
men dieser Arbeit zu einer deutlichen Zunahme der den Aktivierungsmarkern
reprisentierenden Fluoreszenzbereichen um 61 (CD71) und 53 (CD86) Pro-
zentpunkten. Wird allerdings der Antikérper N81 jeweils durch die 16slichen
E2-Formen ersetzt, lisst sich keine Anderung der Zellaktivierung im Ver-
gleich zu unstimulierten Zellen oder zu Zellen, welche lediglich mit MG81
inkubierten wurden, erzielen (Abbildung L7 links). In Abbildung E.7 ist
die Kontrolle der E2-Konzentrationen in den Proteinpraparationen mittels
Western-Blot unterhalb der jeweiligen Fluoreszenzintensititen gezeigt. In al-
len Praparationen konnte ein Signal bei ca. 65 kDa detektiert werden, was mit
der theoretisch errechneten molekularen Masse des verkiirzten E2-Proteins
iibereinstimmt. Die Signalstérke ist in allen Praparationen vergleichbar, was
ungefahr gleich eingesetzte Proteinmengen im Aktivierungsexperiment be-
deutet. Als Positivkontrolle fiir die Produktion von 16slichen E2-Proteinen
in der Western-Blot Entwicklung diente sH84. Dieses Protein enthalt die ko-
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Abbildung 4.7: Aktivierungsstatus humaner B-Lymphozyten nach Stimulation mit 16sli-
chem E2 (sE2, 5 ug pL=!) und HCVpp (100 pL). +MC: Kryoglobulinimie; MG81/N81:
monoklonale anti-CD81 Antikérper; H84 : sE2-Kontrollprotein HCV-Stamm H77; Bovine
serum albumin (BSA); Feline leukemia virus-Pseudopartikel (RD114); Staphylococcus au-
reus cowan Type I (SAC, 1 pug uL~1); Die sE2-Proteinkonzentrationen und die Zugabe von
HCVpp wurden mittels Western-Blot kontrolliert und sind unterhalb der entsprechenden
Sdulen dargestellt. Links: Nachweis der sE2-Proteine; Rechts Nachweis des MLV-Capsids

(p30)

dierende Sequenz des E2-Proteins des HCV-Stammes H77 mit der GenBank
Nummer AF009606.

Die Stimulation der B-Zellen mit HCVpp fiihrte zu keiner nennenswerten
Zunahme der Fluoreszenzintensitiaten im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
Der Status der Aktivierungsmarker liegt nach Stimulation mit HCVpp bei
durchschnittlich 19 % (CD71) und 32 % (CD86), was nur eine leichte Zunah-
me gegeniiber dem Aktivierungsstatus der unstimulierten Zellen bedeutet
(Abbildung .7 rechts). Aufgrund der bereits mit Huh7-Zellen gemessenen,
niedrigen Infektionseffizienz der Genotyp 3 HCVpp (Abbildung [£.5), wur-
den nur die Genotyp 1 und 2 Pseudotypen fiir die Aktivierungsassays ver-
wendet. Bei RD114 handelt es sich um Pseudotypen, welche mit den Hiill-
proteinen eines nicht-humanpathogenen Viruses pseudotypisiert wurden und
dienen der Kontrolle der HCV-Spezifitat. Die eingesetzte HCVpp Konzen-
tration wurde vor Zugabe zu den Zellen mittels Western Blot analysiert. Da
keine E2-spezifischen Antikorper existieren, wurde mit einem p30-Antikérper
die Intensitdt des MLV Core-Proteins iiberpriift und dieses als Normalisie-
rungsmal fiir die verwendete Pseudotypenmenge verwendet. Die MLV Menge
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war in diesem Experiment in allen HCVpp Priparationen vergleichbar (siehe
Ausschnitte in Abbildung [£.7)).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass nur die Positivkontrolle SAC
und die Kombination beider CD81-Antikérper MG81 und N81 eine Akti-
vierung von B-Lymphozyten bewirkt. Weder die Zugabe von loslichem E2
noch von HCVpp bewirkten eine signifikante Aktivierung, welche durch eine
gegeniiber der Basalaktivitdt erhohten Fluoreszenzintensitidt gemessen wer-
den konnte. Unter den hier gewédhlten experimentellen Bedingungen konnten
daher auch keine differentiellen, Kryoglobulindmie-abhéngigen Stimulations-
effekte erfasst werden. Die Ergebnisse konnten unabhéngig mit PBMCs eines
weiteren Probanden bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.3 Gewinnung von nativen Hepatitis C Viren zur Sti-
mulation von PBMCs

Zuséatzlich zu den in dieser Arbeit verwendeten Modellsystemen wie 16sliche
E2-Proteinpraparationen und HCVpp, wurden native HCV zur Stimulation
der Lymphozyten verwendet. Diese wurden aus Seren von verschiedenen, mit
HCV infizierten Patienten gewonnen unter denen sieben Kryoglobulindmie-
positiv und vier Kryoglobulindmie-negativ waren. Die Viruspartikel wurden
mit, Hilfe eines selbstformenden Iodixanol Dichtegradienten entsprechend ih-
rer Dichte fraktioniert (siehe Abschnitt B.3.4). In einem orientierenden Ex-
periment wurden diejenigen Fraktionen mit der hochsten Viruskonzentration
durch Messung der HCV-RNA Konzentration bestimmt und deren Dichte
durch photometrische Messung der Iodixanol Absorption ermittelt. Die so er-
haltenen Viruspartikel liefen sich einer berechneten Dichte von 1,03 g mL ™}
bis 1,05 g mL~! zuordnen (Abbildung[£8]). Aus diesen Fraktionen wurden die
Partikel mit Hilfe eines Konzentrators (Viva Spin 20, Sigma-Aldrich), welcher
mit einer 100 kDa Membran arbeitet, gesammelt. Anschlieffend erfolgte die
quantitative Bestimmung der HCV-RNA Konzentration, um zur Stimulation
von PBMCs gesunder Probanden Viruspartikel in einer Konzentration von
10000 IU mL~! einzusetzen.

4.2.4 Untersuchung der IgM Antikorperproduktion nach
Stimulation von PBMCs

Da sich die Kryoglobulindmie durch eine vermehrte IgM Antikérperprodukti-
on auszeichnet (Dammacco et all, 2001), wurde die IgM Konzentration nach
Stimulation von PBMCs gesunder Probanden als Parameter zur Untersu-
chung Kryoglobulindmie-bedingter Effekte benutzt. Die von den B-Lympho-
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Abbildung 4.8: Isolation von HCV mittels lodixanol Dichtegradienten. Die HCV-RNA-
Konzentration der einzelnen Fraktionen wurde mittels Cobas Ampliprep/Cobas TagMan
bestimmt. Die Dichte der Fraktionen wurde durch Messung der Absorption der Iodixanol-
fraktion bei 244 nm bestimmt.

zyten sekretierte Menge an IgM Antikorpern wurde 10 Tage nach Stimulation
mittels eines IgM ELISA bestimmt (siche Abschnitt B.6.3]). Als stimulieren-
der Faktor wurden 16sliche E2-Proteinen (5 ug uL=1), HCVpp (100 pL) und
native HOV-Viruspartikel (10000 IU ml ~!) eingesetzt. Berechnet wurden die
relative Anderung der IgM Konzentration normalisiert beziiglich der basalen
IgM Konzentration unbehandelter Zellen (Negativkontrolle). Die dargestell-
ten Ergebnisse sind Mittelwerte von vier unabhéngigen Versuchen und sind
in den Abbildungen und (.10 zusammengefasst.

Die in Abbildung dargestellte Stimulation der PBMCs mit 16slichen
HCV-E2-Proteinen erfolgte analog zu den in Abschnitt [£.2.2] durchgefiihrten
Experimenten als kombinierte Zugabe von E2-Proteinen mit dem monoklo-
nalen Antikérper MG81. Die relativen Anderungen der IgM Konzentration
nach Stimulation mit den verschiedenen E2-Proteinen liegen in einem Bereich
zwischen 5 und 44 % , wihrend die Stimulation mit SAC (Positivkontrolle)
zu einer relativen Anderung von 74 % fiihrt. Da sowohl nach Stimulation
mit MG81 alleine und mit MG81 in Gegenwart von BSA (Negativkontrol-
len), relative Anderungen der IgM Konzentrationen zwischen 34 % und 53
% detektierbar sind, kann eine HCV-spezifische Induktion der IgM Anti-
koérperproduktion ausgeschlossen werden. Interessanterweise fiihrt die CD81
vermittelte Stimulation der PBMCs unter kombinierter Verwendung der mo-
noklonalen Anti-CD81 Antikérpern MG81 und N81 zu einer deutlichen Akti-
vierung der B-Zellen (siehe Abschnitt [£.2.2]), wogegen in diesem Experiment
eine Anderung der IgM Produktion von lediglich 24 % detektiert werden
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Abbildung 4.9: Produktion von IgM Antikérpern nach Stimulation mit I6slichen E2-
Proteinen (sE2, 5 ug pL~1). +MC: Kryoglobulinéimie; MG81/N81: monoklonale anti-CD81
Antikorper; Bovine serum albumin (BSA), Die sE2-Proteinkonzentrationen wurden mittels
Western-Blot kontrolliert und sind unterhalb der entsprechenden Saulen dargestellt.

konnte.

Nach Stimulation der PBMCs durch die im Rahmen dieser Arbeit herge-
stellten HCVpp konnten IgM Konzentrationsdnderungen gemessen werden,
die teilweise deutlich héher als die gemessenen 22 % Anderung durch HCVpp
ohne Hiillproteine oder 26 % Anderung durch RD114 ausfielen (Abbildung
4.10). Die Stimulation mit p289/85, p289/11632 und p289,/21949 HCVpp
ergab relative Anderungen von 55 %, 96 % und 51 % wobei p289/11632
und p289,/21949 HCVpp Hiillproteine besitzen, welche aus Kryoglobulindmie-
positiven Seren isoliert wurden. Die Stimulation mit p289 /22057, p289/21693
und p289/21952 HCVpp ergab keine erhohte Anderungen der IgM Konzen-
tration. Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal einen durch
spezifische HCV-Viruskomponenten (Hiillprotein der HCVpp) verursachten
Effekt auf die IgM Produktion von PBMCs.

Die Stimulation von PBMCs mit den in dieser Arbeit isolierten, nativen
Viren (siche Abschnitt [£.2.3) zeigte im Gegensatz zur Stimulation mit 16sli-
chen Proteinen, HCVpp oder SAC eine erheblich stirkere relative Anderung
der IgM Konzentration mit Werten im Bereich zwischen 200 % und 1000 %
(siche Abbildung L.1T]). Um den Hintergrund der Reaktion zu ermitteln wur-
den die Zellen entweder mit einer 5 % und einer 10 % Iodixanollésung oder
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Abbildung 4.10: Produktion von IgM Antikérpern nach Stimulation mit HCVpp (HCVpp,
100 uL); +MC: Kryoglobulindmie; feline leukemia virus-Pseudopartikel (RD114) ; NoEnv:
MLV-Kapsid ohne Hiillproteine, Die Zugabe von HCVpp wurden durch Detektion des
MLV-Capsids (p30) mittels Western-Blot kontrolliert und ist unterhalb der entsprechenden
Saulen dargestellt.

mit HCV-negativem, humanem Serum inkubiert. In beiden Fallen konnte kei-
ne induzierende Wirkung auf die Antikorperproduktion detektiert werden.
Die hier zur Stimulation verwendeten nativen Viren induzierten hingegen
deutliche, HCV-spezifische IgM Konzentrationsinderungen. Diese konnten
allerdings nicht auf das Vorhandensein einer Kryoglobulindmie zuriickgefiihrt
werden, da auch nach Stimulation mit Viren aus Kryoglobulindmie-negativen
Seren eine vergleichbar starke IgM-Antikorperproduktion gemessen wurde
(siche Abbildung [£.TT)).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass zum ersten Mal ein System
etabliert worden ist, welches in der Lage ist, die durch HCVpp oder native
HCV-Partikel induzierte Anderung der IgM Produktion von PBMCs zu er-
fassen. Dabei war die induzierende Wirkung von nativen HCV-Partikel durch
eine massive Zunahme der IgM Konzentration um den Faktor 100 gekenn-
zeichnet. Letztendlich konnte aber weder die Verwendung von HCVpp noch
von nativen Viren einen eindeutigen Hinweis fiir einen Kryoglobulindmie-
spezifischen Effekt liefern. Die Verwendung von 16slichen E2-Proteinspezies
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Abbildung 4.11: Produktion von IgM Antikérpern nach Stimulation mit nativen HCV;
+MC = Kryoglobulindmie

fiihrte zu keinen signifikanten Anderungen der IgM Konzentration, was deren
Eignung im vorgestellten System ausschlieft.

4.3 Pseudotypen als Modellsystem zur Unter-
suchung neutralisierender Antikorper

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden HCV-Pseudotypen als Modellsystem
zur Untersuchung der Virusneutralisation durch Antikorper aus Patientense-
ren verwendet.

Durch das Fehlen einer 3’—5’ Exonukleaseaktivitdt der RNA-abhéngigen-
RNA-Polymerase des HCV kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des
HCV-Genoms, insbesondere innerhalb der HVR1, die als B-Zell-Epitop iden-
tifiziert wurde. Es wird vermutet, dass Mutationen innerhalb der HVR1 zur
Veranderung des Epitops fiihren, die das Virus vor einer Neutralisierung
durch Antikorper schiitzt. Diese sog. Escape-Mutanten kénnten an der Ent-
stehung der chronischen Hepatitis C beteiligt sein. Mit Hilfe von HCVpp kann
die Bindung von Antikorpern unter Beriicksichtigung von Verdnderungen im
Bereich der HVR1 untersucht werden, indem neutralisierende Antikdrper an
die Hiillproteine der HCVpp binden und den Viruseintritt inhibieren. Unter
Verwendung von Huh7 als Zielzellen konnte die Abnahme des Anteils von
infizierten Zellen an der Gesamtpopulation im Vergleich zu nicht neutrali-
sierten HCVpp gemessen werden.
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4.3.1 Entstehung von HVR1-Mutationen unter antivi-
raler Therapie

Um eine mogliche Korrelation zwischen HVR1-Mutationen und Prisenz neu-
tralisierender Antikorper zu zeigen, wurde beispielhaft die E1/E2-Sequenz
eines Patienten, der trotz kurzzeitiger Viruselimination wiahrend der Thera-
pie riickfallig wurde (end of treatment relapse = ETR-Patient), in das be-
stehende HCVpp System (Genotyp 1b) eingebaut. Hierzu wurde die E1/E2-
Quasispezies des ETR-Patienten vor Therapie (Basislinie), zu Therapiewoche
(TW) 4, 8 und nach Therapieende (FU) sequenziert, analysiert und entspre-
chende molekulare Verdnderungen am bereits existierenden Genotyp 1 HCV-
pp System vorgenommen. Als Kontrolle diente die HCV-Quasispezies eines
Patienten, der weder vor, unter oder nach der Behandlungsperiode auf die
Therapie ansprach (non responder = NR-Patient) (Tabelle [L.6]).

Die HCV-Corec Termins-E1/E2-Sequenzen beider Patienten wurden zu ver-
schiedenen Therapiezeitpunkten mit Hilfe einer semi-nested-PCR und Geno-
typ 1b-spezifischen Primern amplifiziert (siehe Abschnitt B.2.5) und in den
Topo-XL Vektor kloniert (siche AbschnittB.2.10). Anhand von mehreren Klo-
nen wurde jeweils eine Konsensussequenz zu den verschiedenen Zeitpunkten
berechnet (Tabelle [£.6)). Die Konsensussequenzen wurden mit der jeweiligen
Basisliniensequenz verglichen, wobei beim ETR-Patienten die Aminosiure-
sequenz der Hiillproteine im Laufe der Therapie konserviert blieb und Mu-
tationen ausschlieflich innerhalb der HVR1 vorkamen. Im Folgenden ist ein
Ausschnitt der E2-HVR1-Sequenz des ETR-Patienten gezeigt. Auf der linken

Tabelle 4.6: Im Rahmen der Untersuchung von neutralisierenden HCV-Antikérpern gene-
rierte E1/E2-Klone.

Gt!  Patient  Serumnummer  Therapiezeitpunkt (Abkiirzung)  Plasmidname

1b ETR? 085 Basislinie (Bl) pTopo/085kon
151 Woche 4 (TW4) pTopo/151kon
210 Woche 8 (TW8) pTopo/210kon
318 Woche 18 (TW18) pTopo/318kon
439 24 Wochen nach Ende (FU24) pTopo/439kon

1b NR? 1109 Basislinie (Bl) pTopo/1109kon
1583 Woche 18 (TW18) pTopo/1583kon
3195 24 Wochen nach Ende (FU24) pTopo/3195kon

1: Genotyp

2: end-of-treatment relapse
3: non-responder
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Seite sind Serumnummer, welche der Konsensussequenz zugrunde liegt, sowie
Zeitpunkte der Serum-Entnahme gekennzeichnet (siehe hierzu auch Tabelle

[4.6]).

ETR-Patient

(085kon) Bl MMNWSPTTAI VVSQLLRIPQ AIMDMVAGAH WGVLAGLAYY SMVGNWAKVL IVMLLFAGVD
(151K0n) TWE - mm o mmm e oo e e e e
(210kon) TW8  —-mmmm e e mm e e e emme e mmme e
(318kon) TW18 —- - oo oo o o e em e e
(439kon) FU24 —ccommmo e o e e e mmme e

(085kon) Bl GSTYVTGGSQ AYTTRGLTSL FSLGSQQKVQ LVNTNGSWHI NRTALNCNDS LQTGFLAALF
(151K0n) TWE - mm o mmm e oo e e e
(151kon) TW8 @ —-mmmm e e mm e e e e mmme e
(318kon) TW18 --——----——- - H----- Ao oo L Ll .
(439kon) FU24 ---------- - (P

(085kon) Bl YTHRFNSSGC PERMASCRPI DEFAQGWGPI TYDESGGSDQ KPYCWHYAPR PCGIVPASQV
(151K0n) TWE - m oo mmm e oo e e e e
(151kon) TW8 @ m-mmmm e e mm e e e emme e mmme e
(318kon) TW18 —- - oo o o e em e el
(439kon) FU24 —occmmmo e o e e e mmme o

Innerhalb der HVR1 haben folgende Mutationen stattgefunden: zu The-
rapiewoche 18 und nach Beendigung der Therapie taucht ein Virusstamm
auf, bei dem an Position 372 ein Tyrosin zu einem Histidin (T372H) und an
Position 378 ein Threonin zu einem Alanin (T378A) entstanden sind. Nach
Beendigung der Therapie konnte T372H noch nachgewiesen werden, T378A
war allerdings wieder zur Basisliniensequenz revertiert und eine neue T378A
Mutation ist entstanden.

Die HCV-Sequenzen des NR-Patienten sind, wie folgender Sequenzver-
gleich zeigt, im Vergleich zum ETR-Patienten etwas heterogener. Aufserhalb
der HVR1 entwickelt das Virus zu Therapiewoche 18 sechs Mutationen, wobei
nur drei dieser Mutationen auch nach Therapie noch erhalten sind. Innerhalb
der HVRI1 ist das Virus im Therapieverlauf an 4 Positionen mutiert: S373A,
Q376R, Y379S und G380T. Nach Beendigung der Therapie ist das Virus mit
Ausnahme von G380R zur Basisliniensequenz revertiert.

NR-Patient

(1109kon) BL AWDMMMNWSP TTALVVAQLL RVPQAILDMI AGAHWGVLAG TAYFSMVGNW AKVLVVLLLF
(1583KO0R) TWLB oo mm oo m mdmf o fm oo oCf il fellilll ol
(3195kon) FU24 —c-mmmmmm e o e e e o
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B S O I O R I ) I O e |
(1109kon) BL  AGVDATTHTT GGSAAQATYG LASFFSPGAK QNIQLINTNG SWHINRTALN CNASLDTGWV
(1583kon) TW18 =--------o- -- A=-Re=ST mmmmmommom mmemeo eemmeen oo
(3195kon) FU24 —----omom —mmmmo R —ommmmmmmm - S

(1109kon) BL AGLFYYYKFN SSGCPERMAS CRPLADFDQG WGPISYANGT GPEHRPYCWH YPPKPCGIVP
(1583kon) TW18 ------ SR Lom mmmmmmmm e e e
(3195kon) FU24 - ---omommm oo o oo oo oo

4.3.2 Konstruktion der Expressionsvektoren zur Her-
stellung von Pseudotypen mit HVR1-Mutationen

Die amplifizierte Basislinien HCV-Core, rermius-E1/E2-Konsensussequenz des
ETR-Patienten wurde in den Expressionsvektor p289 kloniert (p289/85, sie-
he Abschnitt A I1.2]) von dem ausgehend alle HVR1-Mutanten generiert wor-
den sind. Aufgrund der konservierten Sequenz auferhalb der HVR1, konnte
die HVR1-Sequenz des Plasmids p289/85 mittels BspEl durch die HVRI-
Sequenzen der Plasmide pTopo/318kon und pTopo/439kon ausgetauscht wer-
den. Die korrekte Orientierung der HVR1-Fragmente wurde durch eine Sa-
I Restriktionsanalyse und die eingebauten Mutationen durch Sequenzie-
rung der HVRI1 bestatigt. Die neu generierten Expressionsvektoren wurden
p289/85, p289/318 und p289/439 genannt (Tabelle [.7).

Die amplifizierte Core. rermius-F21 /E2-Konsensussequenz des NR-Patienten
zum Basislinien-Zeitpunkt wurde in den Expressionsvektor p289 kloniert
(p289/1109). Der Austausch der HVR1-Sequenz des Plamids p289,/1109 durch
die HVR1-Sequenzen der Plasmide pTopo/1583kon und pTopo/3195kon er-

Tabelle 4.7: Seren zur Analyse von HVRI-Mutationen unter Interferon-Therapie

Serumnr. Therapiestatus HVRI-Mutationen Vektor

85 Vor Therapie - p289/85
ETR- 151 Therapiewoche 4  — -
Patient 210 Therapiewoche 8  — -

318 Therapiewoche 18 T372H; T378A p289/318

439 nach Therapie T372H; T378A p289/439
NR. 1109 Vor Therapie - p289/1109
Patient 1583 Therapiewoche 18  S373A; Q376R; Y379S; G380T p289/1583

3195 nach Therapie G380R p289/3195
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folgte mittels der Restriktionsenzyme Nrul und Belll. Die Mutationen au-
ferhalb der HVR1 (siehe Abschnitt [£.3.1]) wurden hierbei nicht beriicksich-
tigt, damit mogliche Effekte ausschliefslich auf Verdnderungen innerhalb der
HVRI1 zuriickzufiihren sind. Der Austausch der HVR1-Sequenzen wurde durch
Sequenzierung bestétigt. Im Folgenden wurden die neu generierten Expres-
sionsvektoren zur Produktion von HCVpp verwendet.

4.3.3 Neutralisierung von Pseudotypen mit Therapie in-
duzierten HVRI1-Mutationen

Zur Untersuchung des Virus-FEscape und des damit verbundenem Wiederan-
stiegs der Viruslast wurden HCVpp generiert, welche die wihrend der Thera-
pie entwickelten HVR1-Mutationen tragen. Als Kontrolle wurden Pseudoty-
pen mit Hiillproteinen eines NR-Patienten verwendet bei denen keine Bildung
neutralisierender Antikorper im Therapieverlauf erwartet wurde. Die HCV-
pp Varianten beider Patienten wurden vor Infektion der Huh7-Zellen mit den
verschiedenen Patientenseren behandelt (sieche Abschnitt B.3.3). Der Anteil
der infizierten Zellen wurde 48 Stunden nach Infektion cytometrisch gemes-
sen (siche Abschnitt B.4.5) und ist in Abbildung [4.12 gezeigt. Die Ergebnisse
sind auf die HVCpp Infektiositit nach Behandlung mit HCV-negativem Se-
rum normiert,.

In Abbildung.12a ist die Hemmung der Infektion von HCVpp durch neu-
tralisierende Antikorper, deren Hiillproteine auf Grundlage der Quasispezies
des ETR-Patienten konstruiert wurden, gezeigt. Die Hemmung der Infektion
von HCVpp mit Hiillproteinen der Basislinie (p289/85) nahm tendenziell bis
zur Therapiewoche 4 ab, um danach wieder anzusteigen. In dem Serum der
Therapiewoche 18 (318) und dem Serum nach Therapie (439) wurde eine 90
% bzw. 91 % Infektionsinhibierung gemessen. Zwischen der Therapiewoche
4 und 8 wurde gleichzeitig ein Abfall der Viruslast bis unter die Nachweis-
grenze gemessen, was auf ein gutes Ansprechen auf die Interferon-Therapie
hinweist. Zu Therapiewoche 18 und nach Therapie haben sich bereits Virus-
stimme mit HVR1-Mutationen etabliert (p289,/318 und p289,/439), deren
Infektion zum jeweiligen Entstehungszeitpunkt mit ca. 90 % inhibiert wur-
de. Interessanterweise waren auch in den Seren, welche vor Entstehung der
HVR1-Mutationen gesammelt wurden, bereits Antikérper vorhanden, die die
Infektion von HCVpp mit einer spater entstandenen HVR1 inhibierten. Nach
Beendigung der Therapie nahm zwar die Inhibierung der HCVpp Infektiosi-
tat bei allen Varianten zu, jedoch auch die Viruslast. Somit zeigte sich kein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen Viruslast und Virusneutralisierung.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass in allen Seren zu den verschie-
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Abbildung 4.12: Untersuchung der Neutralisation von HCVpp mit HVRI1-Mutationen.
HCVpp mit HVRI1-Mutationen eines ETR-Patienten (a) und HCVpp mit HVRI-
Mutationen eines NR-Patienten (b) werden zu verschiedenen Zeitpunkten unter Interferon-
Therapie auf das Vorhandensein von neutralisierenden Antikérpern untersucht.

denen Therapiezeitpunkten Antikorper vorhanden waren, die eine Infektion
mit Pseudotypen zwischen 77 und 95 % inhibierten, unabhéngig davon ob
eine HVR1-Mutation vorlag. Betrachtet man den dazugehorigen Verlauf der
Viruslast, so fallt auf, dass der starke Anstieg der Viruslast nach Therapie
von einer vorhergehenden Abschwichung der Neutralisierung zu Therapiewo-
che 18 begleitet ist, was als moglicher Effekt eines Virus- Fscapes interpretiert
werden konnte.

In Abbildung [4.12b ist die Hemmung der Infektion von HCVpp durch
neutralisierende Antikorper, deren Hiillproteine auf Grundlage der Quasis-
pezies des NR-Patienten konstruiert wurden, gezeigt. Verglichen mit dem
ETR-Patienten fillt die bereits zur Basislinie erheblich hohere Viruslast des
NR-Patienten auf. Zusétzlich war die Hemmung der Infektion durch Anti-
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korper mit durchschnittlich 70 % im Vergleich zum ETR-Patienten mit einer
durchschnittlichen Infektionshemmung von 90 % deutlich geringer. Zu The-
rapiebeginn lag die Infektionsinhibierung von HCVpp mit Hiillproteinen der
Basislinie (p289/1109) bei 63 %. Zur Therapiewoche 18 konnte eine Zunahme
der Inhibierung gegeniiber der Basislinie beobachtet werden, die fast diesel-
ben Werte aufwies wie die Inhibierung der in der Zwischenzeit entstandene
HVR1 Variante (p289/1583). Nach Therapie sank die Inhibierung der Infek-
tiositat von HCVpp mit Basislinien-Hiillproteinen wieder bis auf 54 % ab.
Eine nach Beendigung der Therapie gefundene HVR1 Variante (p289,/3195)
wurde zu diesem Zeitpunkt nur zu ca. 65 % inhibiert, wihrend diese zu einem
fritheren Zeitpunkt vor Entstehung seiner Konsensus HVR1-Sequenz bereits
zu 92 % inhibiert wurde. Auch hier konnten also HCVpp durch Seren, die
vor Entstehen der jeweiligen Mutationen gesammelt wurden, neutralisiert
werden.

Zusammenfassend kann anhand des untersuchten NR-Patienten kein di-
rekter Zusammenhang zwischen Virusneutralisierung basierend auf der Ent-
stehung von Mutationen im Bereich der HVR1 und der Viruslast im Thera-
pieverlauf festgestellt werden. Verglichen mit dem untersuchten ETR-Patien-
ten wurde jedoch eine generell schwichere Neutralisierung durch Antikorper
gemessen, was moglicherweise auch zur Erhaltung der hohen Viruslast bei-
tragt.

Zur Kontrolle der HCV-Sperzifitdt der neutralisierenden Antikérper wur-
den RD114pp (feline leukemia virus) und SFVpp (semliki forest virus) par-
allel mit den gleichen Seren behandelt. Bei beiden Kontrollen handelt es sich
um Hiillproteine von nicht-humanpathogenen Viren. In Abbildung .13 ist
die Infektiositat der Kontrollpartikel, normiert auf die Infektisitit von Par-
tikeln, welche mit HCV-negativem Serum behandelt wurden, gezeigt. Sowohl
nach Behandlung der Pseudotypen mit Seren des ETR-Patienten (Abbildung
a) als auch mit Seren des NR-Patienten (Abbildung b) liegt die Infektions-
rate bei iiber 100 %. Eine Ausnahme besteht bei RD114pp. Hier betrigt die
Infektion im Serum 3195 nur 95 %. Demzufolge beruhen die in Abbildung
4. 12k und [4.12b dargestellten Hemmungen der HCVpp auf der Bindung von
HCV-spezifischen Antikérpern.
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Abbildung 4.13: Untersuchung der HCV-Spezifitit von neutralisierenden Antikérpern in
Seren eines ETR-Patienten (a) und in Seren eines NR-Patienten (b) durch Verwendung
von Pseudotypen mit nicht humanpathogenen Hiillproteinen.

7



Kapitel 5

Diskussion

5.1 HCV-Pseudotypen

Die chronische HCV-Infektion stellt weltweit und insbesondere in den In-
dustrienationen eine der haufigsten Ursachen fiir die Entwicklung einer Le-
berzirrhose und eines Leberzellkarzinom dar. Nach Angaben der Weltgesund-
heitsorganisation sind ca. 200 Millionen Menschen weltweit mit HCV infiziert,
was ein globales Gesundheitsproblem darstellt. Nach heutigem Stand der For-
schung erfolgt der Eintritt der Viruspartikel in die Zellen durch die Bindung
iiber die viralen Hiillproteine E1 und E2 an zelluldre Oberflichenrezeptoren.
Verschiedene zelluldre Rezeptoren wie z.B. CD81 (Pileri et al., [1998), SR-B1
(Scarselli_et_all, 2002) CLDN1, CLDN6, CLDN9 (Evans et all, 2007; Zheng
et al., 12007) und der Occludin-Rezeptor (Ploss et all, 2009) wurden als Inter-
aktionspartner des HCV beschrieben, wobei CD81 der am besten untersuchte
Bindungspartner des HCV darstellt (sieche Abschnitt 2.3). Einen Durchbruch
fiir die Erforschung der zelluliren Aufnahme von HCV stellt die kiirzliche
Entwicklung von HCV-Pseudotypen dar (Bartosch et all, [2003b; [Hsu et al.,
2003). Da mit Zellkultursystemen, welche infektiose HCV-Partikeln produ-
zieren, nur unter strengen Sicherheitsvorkehrungen gearbeitet werden darf,
stellen Pseudotypen ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der In-
teraktion zwischen Zielzelle und Hiillproteinen dar. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, klinisch charakterisierte Pseudotypen herzustellen, um damit
die mégliche Korrelationen zwischen klinischen Befunden und Virus-Zell In-
teraktion untersuchen zu konnen.
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5.1.1 Expression von E1/E2-Proteinen und funktionale
HCV-Pseudotypen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus verschiedenen Patientenseren HCV-
E1/E2 kodierende Sequenzen zur Konstruktion von HCV-Pseudotypen ver-
wendet. Die Auswahl der zur Pseudotypisierung verwendeten E1/E2-Sequen-
zen scheint ein kritischer Schritt bei der Herstellung von HCV-Pseudotypen
zu sein. Eine wichtige Voraussetzung zur Produktion infektidser Partikel,
stellt die korrekte posttranslationale Modifizierung sowie die Inkorporati-
on und Exposition der Hiillproteine auf der Partikeloberfliche dar. In ei-
ner Studie wurden aus 88 chronisch infizierten HCV-Patienten die E1/E2-
Sequenzen amplifiziert und in Expressionsvektoren kloniert, wovon lediglich
24 die Herstellung funktionaler Pseudotypen ermoglichten (Lavillette et al.,
2005). Dies spricht dafiir, dass bei Verwendung einer einzigen Sequenz eines
Patienten eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht keine funktionalen Hiillprote-
ine zu erhalten. Um dies zu vermeiden, wurde ausgehend von fiinf sequenzier-
ten E1/E2-Klonen eine Konsensussequenz berechnet und anschlieftend durch
ortsgerichtete Mutagenese in den entsprechenden Expressionsplasmiden her-
gestellt (siehe Abschnitt [3.2.6]).

Da sich wéihrend der HCV-Morphogenese E1/E2-Proteine im Lumen des
ER befinden und Core-Proteine im Zytosol, konnte in Abwesenheit von Core
oder anderen rekrutierenden Nucleokapsid-Bildnern ein Verbleib oder mog-
licherweise ein Transport von E1/E2 zur Plasmamembran erfolgen, wobei
die Proteine nicht auf der Partikeloberfliche exponiert werden. Die Detek-
tion von E1/E2 auf der Zelloberfliche der Produzentenzellen kann daher
als ein wichtiger Hinweis auf einen korrekten topologischen Einbau in die
ER Membran angesehen werden. Mit den im Rahmen dieser Arbeit herge-
stellten Expressionsplasmiden konnte erfolgreich die Exposition von E1/E2
auf 293T-Zellen immunologisch nachgewiesen werden (Abbildung A2]). Der
hierbei in allen Fiallen erhaltene hohe Anteil von mindestens 45 % an fluores-
zierenden Zellen zeigt, dass die mittels der Konsensussequenz hergestellten
E1/E2-Proteine aus sechs verschiedenen Patienten mit hoher Zuverldssigkeit
exprimiert und auf der Zelloberfliche der Produzentenzellen prasentiert wer-
den (Abbildung [A.2]).

Nachdem die Topologie der durch die Konsensussequenz kodierten E1/E2-
Proteine nachgewiesen worden ist, wurden die E1/E2-Expressionsplasmide
zur Pseudotypisierung verwendet (sieche Abschnitt [£.1.4]). Die so erhaltenen
HCV-Pseudotypen wurden isoliert und ihre Infektiositdt in einem initialen
Infektionsexperiment {iberpriift. Die Ergebnisse zeigten, dass sdmtliche in
dieser Arbeit konstruierten Plasmide erfolgreich zur Herstellung funktiona-
ler Pseudotypen verwendet werden konnten (Abbildung E.I.4). Allerdings
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zeigten sich auch auffallende Unterschiede in der Infektiositét, vor allem zwi-
schen Genotyp 1 und Genotyp 2 HCV-Pseudotypen auf der einen Seite und
Genotyp 3 HCV-Pseudotypen auf der anderen Seite.

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Lavillette et all (2005) weisen die
hier erhaltenen Ergebnisse eine Infektiositdt bei allen sechs konstruierten
HCV-Pseudotyp Varianten nach. Dies konnte fiir die Berechnung einer Kon-
sensussequenz als eine ratsame Vorgehensweise bei der Herstellung klinisch
charakterisierter HCV-Pseudotypen sprechen, da hierdurch die Wahrschein-
lichkeit funktionale Hiillproteine zu erhalten, erhoht ist.

5.1.2 Unterschiedliche HCV-Genotypen unterscheiden
sich in ihrer Infektiositat

Der initiale Vergleich der HCV-Pseudotyp Infektidsitaten verschiedener Ge-
notypen zeigte deutliche Unterschiede (Abbildung [.1.4)). Pseudotypen, wel-
che mit Hiillproteinen des Genotyps 2 pseudotypisiert wurden, zeigten mit
iber 10 % infizierten Zellen die hochste Infektiositit, wihrend Genotyp 3
HCV-Pseudotypen mit ca. 2.5 % infizierten Zellen die geringsten Werte auf-
wiesen. Eine geringe Infektiositat von Genotyp 3 HCV-Pseudotypen vergli-
chen mit HCV-Pseudotypen anderer Genotypen wurde bereits beschrieben
(Lavillette et al., 2005), wobei die Griinde fiir das unterschiedliche Verhalten
bisher nicht aufgeklart worden sind. Es ist lediglich bekannt, dass bei der
akuten und chronischen HCV-Infektion die Genotyp 2 und Genotyp 3 ba-
sierten Infektionen bessere Heilungschancen aufweisen (Mangia et al), 2005;
Pawlotsky, [2003h). In einer kiirzlich erschienenen Studie wurden mit Hil-
fe des infektiosen vollstdndigen HCV-Zellkultursystems Genotyp-spezifische
Effekte hinsichtlich Infektiositit, Rezeptor-Interaktion, Bindung von neutra-
lisierenden Antikorpern, Wechselwirkung mit Lipiden und die antivirale Wir-
kung von Interferon a-2b untersucht. Bei dieser umfangreichen Analyse der
HCV Genotypen 1 bis 7 wurden keine wesentlichen Unterschiede bei der In-
fektiositat, der Interaktion mit den Rezeptoren CD81 und SR-BI, sowie bei
Wechselwirkungen mit Lipiden oder der Behandlung mit Interferon a-2b ge-
funden. Die Bindung von neutralisierenden Antikérpern aus verschiedenen
Patientenseren hingegen fiihrten bei Viren des Genotyps 4a, a, 6a und 7a
zu einer hohen Inhibierungsrate und einer etwas geringeren Rate fiir Viren
des Genotyps la, 1b und 2b. Viren des Genotyps 2a und 3a wurden jedoch
nicht von neutralisierenden Antikorpern aus den verschiedenen Patientense-
ren gebunden (Gottwein et al., [2009).

Die im oberen Abschnitt erwdhnten Expositionsexperimente exprimier-
ter E1/E2-Varianten auf der Plasmamembran der Produzentenzellen (Ab-
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bildung [4.2) ergaben zwar auch Genotyp-spezifische Unterschiede, jedoch
kann keine Korrelation zu den gemessenen Infektiositdten hergestellt wer-
den. Die Schwierigkeit diese Diskrepanz zu analysieren, liegt am geringen
Anteil der gemeinsamen Prozesse (z.B. kotranslationale Translokation oder
E1/E2-Proteinfaltung), welche zu den gemessenen Endpunkten Exposition
oder Infektion fiihren. Zum Beispiel impliziert die Messung der Infektiositét
weitere Voraussetzungen, wie HCV-Pseudotypen Morphogenese, Stabilitit
der HCV-Pseudotypen aufserhalb der 2937T-Zellen, Interaktionsunterschiede
mit Huh7-Zellen und andere Prozesse, die im Falle der Protein-Exposition auf
der Zelloberfliche nicht erfiillt werden miissen. Dies kann dazu fiihren, dass
obwohl Genotyp 3 Hiillproteine z.B. stirker auf der Zelloberfliche exprimiert
werden als Genotyp 2-Proteine, Genotyp 3 HCV-Pseudotypen eine deutlich
schwichere Infektiositiat als Genotyp 2 HCV-Pseudotypen aufweisen.

5.1.3 Humanes Serum steigert die Infektiositat von HCV-
Pseudotypen

Neben der durch Rezeptoren vermittelten Virusinfektion wurde fiir HIV und
das Ebola Virus eine Interaktion mit virusspezifischen Antikérpern und Pro-
teinen des Komplement-Systems identifiziert, die in vivo und in vitro zu einer
Verstérkung der Infektiositit dieser Viren fithrt (Fiist, [1997; Takada and Ka-
waoka, 2003). Auch fiir HCV ist eine Assoziation mit Serumbestandteilen wie
z.B. VLDL (very low density lipoproteins), LDL (low density lipoproteins)
und HDL (high density lipoproteins) bekannt (Agnello et all, [1999; Hijikata
et al., [1993b: Kanto et al., 1994: [Monazahian et _all, |2000; Pumeechockchai
et al., [2002; [Thomssen et all, [1992). Ob die Bindung von Immunglobulinen
und Lipoproteinen an HCV deren Infektiositdt beeintrachtigen ist bislang
unklar. In diesem Zusammenhang konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Infektiositat von HCV-Pseudotypen circa 10-fach gesteigert werden kann,
wenn dem Medium der Produktionszellen humanes Serum zugegeben wird
(Bartosch et all, 2005). Allerdings geschieht dies nicht, wie fir HIV und
das Ebola-Virus gezeigt, durch Antikérper oder Proteine des Komplement-
Systems, sondern durch die Assoziation des HCV mit HDL (Bartosch et al.,
2005). Demzufolge konnten humane Serumbestandteile gegeniiber Rinderse-
rum, das standardméifig fiir Zellkulturmedien verwendet wird, fiir die Infek-
tiositat der Pseudopartikel eine wichtige Rolle spielen.

Um mit den in dieser Arbeit produzierten Pseudotypen verbesserte In-
fektionsbedingungen fiir Huh7-Zellen zu erzielen, wurde der Einfluss von hu-
manem Serum im Vergleich zu Rinderserum getestet. Hierbei wurde zwi-
schen der Zugabe des Serums wahrend der Pseudotypenproduktion und der
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Zugabe des Serums wihrend der Infektionsphase von Huh7-Zellen differen-
ziert (Abbildung und [A.6]). Dabei wurde gezeigt, dass die Infektiositat
der HCV-Pseudotypen durch Zugabe von humanem Serum wéhrend der In-
fektion der Huh7-Zellen um durchschnittlich 4,5 Prozentpunkte gesteigert
werden kann. Demgegeniiber fiihrt die Substitution von FCS durch humanes
Serum wahrend der HCV-Pseudotypenproduktion nicht {iberzeugend zu ei-
ner Steigerung der Infektiositét (vergleiche Abbildung a mit b). Die
einzige deutliche Steigerung konnte bei einem Genotyp 1-abgeleiteten HCV-
Pseudotypen (Serum 85) gemessen werden. Es erscheint daher wahrscheinli-
cher, dass die humanen Serumlipide direkt an der Fusion von Pseudotypen
mit der Zielzelle beteiligt sind. Da HDL als infektionssteigernde Komponen-
te des humanen Serums identifiziert wurde, sind folgende Mechanismen fiir
die vermehrte Virusaufnahme in Huh7-Zellen denkbar. Durch Assoziation
des HCV mit HDL wird moglicherweise die Interaktion zwischen dem Li-
poproteinrezeptor SR-B1, der ebenfalls als Korezeptor fiir HCV beschrieben
wurde (Scarselli et all, 2002), und den HCV-Hiillproteinen stimuliert, was in
einer verstiarkten Virusaufnahme resultieren konnte. Alternativ ist denkbar,
dass durch eine verstiarkte Rezeptor-vermittelte Lipidaufnahme der Chole-
sterinanteil der Membran der Zielzellen erhoht wird, was zu einer erhchten
Infektiositat der HCV-Partikel fithren konnte (Rigotti et all, 2003). Ein ana-
loger Mechanismus wurde bereits fiir HIV oder Influenzaviren beschrieben
(Chazal and Gerlier, 2003; Rawat et _all, 2003).

Neben dem untersuchten Einfluss von humanem Serum konnte eine Stei-
gerung der Infektiositdt von HCV-Pseudotypen auch durch eine der Infekti-
on nachgeschaltete Zentrifugation der Zielzellen erreicht werden. Die Griinde
fiir diesen Effekt konnen momentan nicht erklart werden. Durch die geringen
Kréafte, die sich bei einer Zentrifugation mit 1000 g entstehen, lésst sich jedoch
ein durch das Zentripetalfeld vermittelter Eintritt der HCV-Pseudotypen in
die Zellen ausschliefen.

5.2 HCV-assoziierte Kryoglobulinimie

Neben der zur chronischen Hepatitis C fithrenden Infektion von Leberzel-
len wird auch der Befall von Lymphozyten diskutiert, welcher fiir die Ent-
wicklung lymphoproliferativer Erkrankungen wie z.B. der Kryoglobulindmie
verantwortlich gemacht wird. Bei 80 % bis 90 % der Patienten mit Kryo-
globulindmie Typ II liegt eine chronische HCV Infektion vor. Die Typ II
Kryoglobulindmie ist eine Erkrankung, bei der vermehrt unspezifische po-
lyklonale IgG und monoklonale IgM Antikérper gebildet werden, die durch
Ablagerung in den Geféfen zu einer Vielzahl von klinischen Symptomen fiih-
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ren konnen (Agnello et all, 1992; [Ferri et al), [1991; Misiani et al., 1992).
Eine Infektion mit dem Hepatitis B Virus verursacht hingegen weniger als
5 % Kryoglobulindmie Fille (Ferri et al), [1998), was eine Beteiligung von
HCV-spezifischen Effekten an der Krankheitsentwicklung untermauert. Der
molekulare Mechanismus der durch HCV-induzierten Kryoglobulindmie ist
bislang unklar. In einigen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwischen der
HVRI1 und der Entstehung der Kryoglobulindmie beobachtet. Des weiteren
wird entweder eine direkte Infektion oder eine Antigen-induzierte Stimulation
der B-Lymphozyten vermutet. Um die vorgeschlagenen Mechanismen néher
zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit klinisch charakterisierte
HCV-Pseudotypen und l6sliche E2-Proteine als Modellsysteme eingesetzt.

5.2.1 HCV-assoziierte Kryoglobulinimie und die Rolle
der HVR1

Wie andere RNA Viren zirkuliert auch HCV im Patienten als eine hetero-
gene Population eng verwandter Virusvarianten, der sog. Quasispezies. Da
die HVRI1 als Bereich grofserer Variabilitét bekannt ist (Kato et all, [1992;
Weiner et _all, 11991) und das E2-Protein als B-Zellepitop identifiziert wurde
(Isaguliants_et_all, 2002; Nakamoto et al.. [1996; [Scarselli et al., 11995; Seki-
ya et al., 1994), wird ein Zusammenhang zwischen der HVR1-Sequenz und
der Entwicklung einer Kryoglobulindmie vermutet. In diesem Zusammen-
hang wurden HVR1-Sequenzen von chronisch infizierten Patienten mit und
ohne Kryoglobulindmie untersucht, wobei in 6 von 21 Fillen eine Insertion
an Position 385 und eine Deletion an Position 384 mit dem Vorhandensein
einer Kryoglobulindmie assoziiert werden konnte (Gerotto et all, 2001). Zwei
kiirzlich erschienene Arbeiten zeigen hingegen, dass Insertionen an Positi-
on 385 nicht mit dem Vorhandensein einer Kryoglobulindmie korrelierbar
sind (Bianchettin et all, [2007; Rigolet et all, [2005). Durch mathematische
Analyse von experimentellen Kryoprezipitierungen und HVR1-, HVR2- und
CDS81-bindenden Sequenzen des E2-Proteins wurden Mutationen an den Po-
sitionen 389 und 398 mit der Entwicklung einer Kryoglobulindmie korreliert
(Hofmann et all, 2004). Die in dieser Arbeit generierten Konsensussequenzen
aus Kryoglobulindmie betroffenen Patienten wiesen weder Insertionen noch
Deletionen auf, was sich mit den Beobachtungen von [Rigolet et all (2005)
und Bianchettin et all (2007) deckt. Weiterhin konnte kein Aminosdureaus-
tausch an den Positionen 389 und 398 mit dem Auftreten einer Kryoglobu-
lindmie assoziiert werden. Auffillig war hingegen, dass das Vorhandensein der
Kryoglobulindmie trotz unterschiedlicher Geno- und Subtyp-Klassifizierung
moglicherweise mit einer hoheren Sequenzahnlichkeit assoziiert ist. Beim Ver-
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gleich der E1/E2-Gesamtsequenzen konnten interessanterweise keine nen-
nenswerten Homologieunterschiede zwischen den Kryoglobulindmie-positiven
und Kryoglobulindmie-negativen Gruppen, verglichen mit den Sequenzen oh-
ne Riicksicht auf Vorhandensein von Kryoglobulindmie, festgestellt werden
(Abbildung 3] und EA4)). Dies konnte ein erster statistischer Hinweise auf
einen moglichen Einfluss der HVR1-Sequenz auf die Entstehung einer Kryo-
globulinédmie liefern, was im Laufe der weiteren Arbeit mit experimentellen
Daten naher untersucht wird.

5.2.2 Infektion von B-Lymphozyten mit HCV-Pseudo-
typen

Obwohl die Infektion von Lymphozyten bislang umstritten ist, konnte ge-
zeigt werden, dass bei der Mehrzahl von HCV infizierten Patienten naive
B-Zellen aktiviert sind (Rosa et all, [2005). Weiterhin konnte ein Abklingen
der Aktivierung nach Viruselimination durch eine Interferon-Therapie ge-
zeigt werden (Rosa et al), 2005). Anhaltspunkte fiir eine direkte Infektion
und eine extrahepatische Replikation des HCV lieferten der Nachweis von
Minus- und Plusstrang-RNA des HCV in PBMCs (Ferri et _al., [2003; Lerat
et al., 1996; Morsica et all, [1999). Allerdings ist HCV-RNA nicht in allen
Patienten nachweisbar und die Infektionsrate sowie die Replikationseffizienz
in Lymphozyten ist sehr gering. Des Weiteren gelang es mehreren Gruppen
in #lteren Studien B- und T-Zelllinien mit HCV zu infizieren (Kato et all,
1995; INissen et all, [1994; [Shimizu et al., 1992). Entgegen diesen Beobachtun-
gen konnten mit Hilfe der in dieser Arbeit generierten Pseudotypen weder B-
noch T-Lymphozyten infiziert werden (siehe Abschnitt[4.2.T]), was auch in an-
deren, neueren Studien beschrieben wurde (Bartosch et al., 2003a; Lavillette
et al., 2005; McKeating et al), 2004). Betrachtet man die Tatsache, dass die
Infektion von peripheren Blutzellen mit nativen HCV-Partikeln ineffizient ist
und nur sehr geringe HCV-RNA Konzentrationen mit sensitiven Nachweis-
methoden (RT-PCR) detektierbar sind, ist anzunehmen, dass das Pseudo-
typen Modellsystem und die damit verbundenen Messmethoden fiir eine in
vitro Infektion von priméren Zellen nicht ausreichend sensitiv sind. Des Wei-
teren produzieren nativen Viren eine Vielfalt von genetisch unterschiedlichen
Hiillproteinen unter denen moglicherweise eine geringe Teilpopulation eine
héhere Wahrscheinlichkeit aufweist, mit Rezeptoren von Lymphozyten zu
interagieren und die Virusaufnahme zu bewirken. Mdoglicherweise kénnte im
Laufe der Virusreplikation auf diese Weise eine Selektion von lymphotrophen
Viren entstehen. Im Vergleich dazu sind die Pseudotypen durch eine kon-
stante Konsensussequenz gekennzeichnet, welche im Falle dieser Arbeit nur
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eine statistisch gemittelte Sequenz der Hiillproteine aufweist. Des Weiteren
unterscheiden sich die Pseudotypen von nativen Viren auch beziiglich ihres
Glykosylierungsmusters, das als sehr heterogen beschrieben wurde. Ebenso
wurden HCV-Pseudotypen als heterogen beziiglich des Einbaus von E1/E2-
Proteinaggregaten, welche durch Disulfidbriicken verbunden sind charakteri-
siert (Flint et all, 2004). Auch diese morphologischen Unterschiede konnten
dazu beitragen, dass mittels Pseudotypen bislang keine direkte Infektion von
Lymphozyten beobachtet wurde.

5.2.3 E2-induzierte Aktivierung von B-Lymphozyten

Eine weitere Hypothese, die die Entwicklung der Kryoglobulindmie erklért,
ist eine direkte Bindung des E2-Proteins an den CD81-Rezeptor von B-
Lymphozyten. Um reife B-Lymphozyten unter physiologischen Bedingun-
gen erfolgreich zu stimulieren, bedarf es neben dem B-Zell-Antigenrezeptor
zusitzlicher Korezeptoren, welche Aktivierungssignale verstdrken und mo-
dulieren. Hierzu zdhlt der CD81, welcher auf der Oberfliche der B-Zellen
einen Komplex mit CD19, CD21 und mit MHC-Klasse II Molekiilen bildet
(Fearon and Carter, 1995). Moglicherweise wird dieser Komplex durch die
Bindung des HCV-E2-Proteins aktiviert, was eine B-Zell Proliferation und
Sekretion von unspezifischen Antikorpern durch Verminderung der Aktivie-
rungsschwelle der Zellen auslosen konnte. Fiir T-Lymphozyten wurden be-
reits stimulierende Effekte dieser Art durch die Bindung des E2-Proteins an
CD81 beschrieben (Wack et all, 2001). Des Weiteren wurde gezeigt, das die
Expression von CD81 auf B-Lymphozyten von HCV-Patienten mit assoziier-
ter Kryoglobulindmie im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht ist (Hofmann
et al., 2004). Untermauert wird die E2-CD81 abhéngige Aktivierung von
B-Lymphozyten durch die kiirzlich gezeigte in vitro Bindung des monoklo-
nalen CD81 Antikérpers MG81 in Kombination mit E2-Proteinen, welche
zu einer Proliferation von B-Lymphozyten fiihrte (Rosa et al., 2005). Die
Stimulation des CD81-Rezeptors mittels zweier CD81-Antikorpern (MG81
und N81) konnte ebenfalls eine Aktivierung von B-Lymphozyten induzieren
(Rosa et all, 2005).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit eine Akti-
vierbarkeit von B-Lymphozyten durch Stimulation des CD81 mit E2-Prote-
inen untersucht. Hierzu wurden sowohl 16sliche E2-Proteine als auch HCV-
Pseudotypen verwendet. Durch IMAC isolierte, 16sliche E2-Proteine konnte
in Aktivierungsexperimenten eine vergleichbare Proteinkonzentrationen ein-
gestellt werden, wahrend die E2-Inkorporation auf HCV-Pseudotypen wegen
fehlender E2-Antikorper nicht exakt bestimmt werden kann. Demgegeniiber
besitzen HCV-Pseudotypen den Vorteil einer komplexe Virusstruktur, wel-
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che sich moglicherweise besser zur Zellstimulation eignet, da moglicherweise
bereits durch ein einziges Partikel mehrere Zellrezeptoren stimuliert werden
kénnen. Wie von [Rosa et all (2005) beschrieben, resultiert die Stimulation
der B-Lymphozyten mit den monoklonalen CD81 Antikérpern MG81 und
N81 in einer erhohten Expression der Aktivierungsmarker CD71 und CD86
(Abbildung [4.1). Dies spricht dafiir, dass eine CD81-abhingige Aktivierung
der Zellen unter den gewahlten Versuchsbedingungen grundsétzlich reprodu-
zierbar war. Wurde hingegen der CD81-Antikérper durch die in dieser Arbeit
verwendeten E2-Proteine ersetzt, konnte keine Aktivierung im Vergleich zu
unstimulierten Zellen detektiert werden (Abbildung [1.7).

Nach Stimulation der Zellen mit HCV-Pseudotypen konnte ebenfalls keine
Aktivierung der B-Lymphozyten im Vergleich zu unstimulierten Zellen oder
zur Stimulation mit SAC (Positivkontrolle) bzw. MG81 und N81 gemessen
werden (Abbildung [4.7). Aus den gewonnenen Ergebnissen lassen sich keine
Unterschiede zwischen Pseudotypen mit Hiillproteinen von Kryoglobulinédmie-
positiven Patienten und Pseudotypen mit Hiillproteinen von Kryoglobulin-
amie-negativen Patienten erkennen. Da sowohl die Stimulation mit SAC als
auch die Antikorper Kombination MG81 und N81 zu einer messbaren Ak-
tivierung von B-Lymphozyten fiihrt, wire es denkbar, dass die auf Kon-
sensussequenzen beruhenden E2-Proteine Mutationen besitzen, welche eine
Interaktion mit den beteiligten Rezeptoren der B-Lymphozyten storen.

5.2.4 E2-induzierte Sekretion von IgM Antikorpern

Da sich die Kryoglobulindmie Typ II durch eine vermehrte IgM Antikor-
perproduktion auszeichnet, wurde die IgM Konzentration nach Stimulation
von PBMCs gesunder Probanden mit 16slichen E2-Proteinen und mit HCV-
Pseudotypen untersucht. Hierbei konnte keine mit 16slichen E2-Proteinen
induzierte IgM Antikorpersekretion gemessen werden (Abbildung [4.9).

Die in Abbildung 410l nach Stimulation mit HCV-Pseudotypen gemes-
senen relativen IgM Konzentrationsinderungen bezogen auf nicht stimulier-
te PBMCs, zeigten deutliche Unterschiede in der Antikorpersekretion. Der
durch die Pseudotypen p289/85, p289/11632 und p289/21949 hervorgeru-
fene IgM Zuwachs war deutlich stirker als der Zuwachs, der durch nicht-
pseudotypisierte Kapside (NoEnv: Negativkontrolle) oder durch Pseudoty-
pen mit nicht humanpathogenen Virushiillen induziert wurde (RD114). Dies
konnte dafiir sprechen, dass diese Pseudotypen eine HCV-spezifische IgM
Produktion induzieren konnen. Allerdings besitzen nur die Pseudotypen p289-
/11632 und p289/21949 Hiillproteine, die von Kryoglobulindmiepatienten
abstammen. Die iibrigen Pseudotypen zeigten IgM Produktionssteigerun-
gen im Bereich nicht-pseudotypsierter Kapside. In dieser Gruppe befindet
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sich lediglich ein Vertreter mit Hiillproteinen von Kryoglobulinamiepatienten
(p289,/22057). Daher konnte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der Konsen-
sussequenzen und dieser experimentellen Vorgehensweise kein eindeutiger,
Kryoglobulindmie-spezifischen Effekte detektiert werden. Es ist hingegen ge-
lungen ein System zu etablieren, mit dem spezifische Anderungen der IgM
Produktion infolge einer Stimulation mit HCV-Pseudotypen erfasst werden
konnen. Mit Hilfe dieses Systems konnte in weiteren Untersuchungen in ei-
nem hoheren Durchsatz die IgM induzierende Wirkung einer statistisch re-
levante Anzahl von HCV-Hiillproteinen aus Kryoglobulindmie-positiven Se-
ren mit Proteinen aus Kryoglobulindmie-negativen Seren verglichen werden.
Hierbei konnten auch mit ortsgerichteter Mutagenese spezielle Mutationen,
insbesondere im Bereich der HVR1, in Bezug auf die Anderungen der IgM-
Konzentration analysiert werden. Insgesamt war die durchschnittliche IgM
Konzentrationsidnderung nach Stimulation mit HCV-Pseudotypen doppelt
so grok wie die Konzentrationsinderung nach Stimulation mit 16slichen E2-
Antigenen. Diese Beobachtung konnte sich mit der komplexen Virusstruktur
der Pseudotypen erkliaren lassen, die auf ihrer Oberfliche eine hohe Zahl von
Hiillproteinen préasentieren. Dies wiirde einerseits zu einer mehrfachen Zell-
stimulierung fiihren und andererseits auch eine Potenzierung des Stimulus
durch eine Vernetzung von gebundenen Rezeptoren hervorrufen.

Im Rahmen dieser experimentellen Vorgehensweise wurden auch native
Hepatitis C Viren zur Stimulation verwendet, welche aus Patienten mit und
ohne Kryoglobulindmie isoliert wurden. Die Stimulation mit nativen Viren
ergab relative Anderung der IgM Antikorpersekretion von durchschnittlich
800 % (Abbildung [.1T]), was eine deutliche Zunahme der IgM Konzentration
im Vergleich zur Pseudotypen-Stimulation darstellt. Diese beachtliche Stei-
gerung konnte darauf beruhen, dass native Viren die komplexe Quasispezies
des Patienten reprasentieren, worunter sich moglicherweise, wie in Abschnitt
£.2.2] bereits diskutiert, eine geringe Teilpopulation verbirgt, welche starker
mit B-Zellen interagiert. Auferdem wurde die Menge der zur Zellstimulation
eingesetzten Viren mit Hilfe der RNA-Konzentration ermittelt, wogegen die
Menge von Pseudotypen oder deren Hiillproteine durch die Bestimmung von
MLV-Core-Proteinen kontrolliert wurde. Es ist daher nicht auszuschliefen,
dass die zugegebene Menge nativer HCV-Partikel grofser war als die Menge
zugegebener Pseudotypen. Bis auf zwei Félle (21931 und 16572) lagen alle
IgM Konzentrationséinderungen iiber 800 %. Auch mit Hilfe nativer HCV-
Partikel konnte nicht das Vorhandensein eines Kryoglobulindmie spezifischen
Effektes nachgewiesen werden. Mdoglicherweise ist die Antikorperreaktion in-
folge einer Stimulation mit Viren in einer Konzentration von 10000 IU ml~!
wie sie in diesen Experimenten eingesetzt wurde, zu stark um sequenzspezifi-
sche Effekte zu detektieren. Neben einer geringeren Zugabe an HCV-Partikel
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wire eine Erhchung der ausgesiten Zellzahl von 1x10® PBMCs mL™! im Ver-
haltnis zur eingesetzten Viruskonzentration denkbar. In weiteren Versuchen
konnte zuséitzlich die Sensitivitiat des IgM ELISA durch Variation verschie-
dener Parameter wie z.B. Variation der Konzentrationen von priméren und
sekundiren Antikorpern gesteigert werden.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass zum ersten Mal ein System
etabliert wurde, welches in der Lage ist, die durch HCV-Pseudotypen oder
native HCV-Partikel induzierte Anderung der IgM Produktion von PBMC zu
erfassen. Letztendlich konnte aber weder die Verwendung von HCV-Pseudo-
typen noch von nativen Viren einen eindeutigen Hinweis fiir einen Kryoglobu-
lindmie-spezifischen Effekt liefern (Abbildung [A.I0). Die Verwendung von
16slichen E2-Proteinen fijhrte zu keinen signifikanten Anderungen der IgM
Konzentration, was deren Eignung im vorgestellten System ausschliefst.

Andere Arbeitsgruppen, die sich mit der HCV-assoziierten Kryoglobu-
lindmie beschaftigen, konnten keine sequenzspezifischen Effekte zeigen, die
eine Entstehung der Kryoglobulindmie erkléren (Bianchettin et all, 2007;
Rigolet et all, 2005). Es werden eher wirtsspezifische, als virusspezifische
Faktoren vermutet, welche die Entstehung der Krankheit auslosen wie z.B.
erhohtes Alter und Dauer der HCV-Infektion (Sene et all, 2004). Auch ha-
ben Patienten mit der Ausbildung des humanen Leukozytenantigens (HLA-
DR11) ein erhohtes Risiko eine Kryoglobulindmie zu entwickeln, wéhrend
die Ausbildung des HLA-DR7 vor der Entstehung der Krankheit schiitzt
(Cacoub et all, [2001; |[Congia et all, [1996). Eine dritte Hypothese zur Ent-
stehung einer HCV-assoziierten Kryoglobulindmie ist die Beobachtung einer
hiufig vorkommenden Translokation in dem anti-apoptotisch wirkenden B-
cell lymphoma/leukemia 2 Gen (bcl2) bei Patienten mit Kryoglobulindmie
(Zignego et al., 1997, 1992). Die Uberexpression dieses Onkogens fiihrt zu
einem verlingerten Uberleben und der Expansion von B-Lymphozyten. Die
gleiche Translokation t(14;18) ist auch die haufigste Form der genetischen
Aberration, die in humanen Lymphomen gefunden wird (Korsmeyer, 1992).

5.2.5 Kritischer Vergleich der verwendeten Modellsy-
steme zur Erklarung einer HCV-assoziierten Kryo-
globulinamie

Sowohl die HCV-Pseudotypen als auch die loslichen E2-Proteine basierten
auf einer Konsensussequenz, die auf der Grundlage der im Patienten vor-
handenen Quasiespezies berechnet wurde. Diese Vorgehensweise bietet zwar
den Vorteil der Erhohung der Wahrscheinlichkeit zur Produktion infektioser
HCV-Pseudotypen (siehe Abschnitt .11, allerdings besitzt sie auch den
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Nachteil der dadurch nicht beriicksichtigten Mutationen, welche moglicher-
weise eine Interaktion mit B-Lymphozyten begiinstigen konnten. Deshalb be-
steht bei der Verwendung von nativen Viren der Vorteil im Vorhandensein der
komplexen Quasiespezies des Patienten. Dadurch konnte die Wahrscheinlich-
keit einer Interaktion zwischen nativen Hiillproteinen und B-Lymphozyten
gegeniiber der Interaktion zwischen Konsensus-Hiillproteinen und B-Zellen
erhoht sein (vergleiche Abbildung mit Abbildung [4.17]).

Ein zweiter kritischer Punkt stellt die Konzentration der E2-Proteine von
Pseudotypen dar. Da fiir die in dieser Arbeit verwendeten E2-Proteine kei-
ne Antikorper zur Verfiigung standen, ist deren Menge oder Anzahl auf der
Oberflache der Pseudotypen nicht bestimmbar. Die eingesetzte Menge an
Pseudotypen wurde mittels Western Blot anhand der Detektion des MLV-
Core-Proteins kontrolliert. Dies lieferte allerdings keine Information iiber den
Zustand der Hiillproteine. Zum Beispiel kénnten Hiillproteine einerseits fehl-
gefaltet in Pseudotypen eingebaut werden und andererseits iiberhaupt nicht
an Pseudotypen gebunden sein. Neben der MLV Kontrolle miisste ein ge-
eignetes Verfahren zur besseren Quantifizierung der Hiillproteine entwickelt
werden, um die hier eingesetzten Messverfahren genauer zu gestalten.

5.3 Pseudotypen als Modellsystem zur Unter-
suchung neutralisierender Antikorper

Bei Patienten mit einer akuten, selbstlimitierenden HCV-Infektion wird ei-
ne starke, multispezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort beobachtet (Cooper
et al., 1999; [Lechner et all, [2000; [Thimme et al), 2001). Mutationen in-
nerhalb des CDS8 T-Zellepitops des HCV konnten bereits mit der Entste-
hung einer chronischen Infektion korreliert werden (Cox et al.. 2005H; Erick-
son et al., 2001; [Tester et al), [2005; Timm et all, 2004). Mutationen, die
Aminosdure-Substitutionen verursachen, filhren zum proteasomalen Abbau
der CD8 T-Zellepitope oder zum Verlust der Bindungsfahigkeit von MHC-
Molekiilen (Bowen and Walker, 2005). Neben diesen bekannten T-Zellepitop
Escape-Mutationen, die sowohl in strukturellen als auch nicht-strukturellen
Bereichen des HCV Genoms auftreten, wird auch die HVR1, welche als B-
Zellepitop identifiziert wurde (Isaguliants et all, [2002; Nakamoto et al., 1996;
Scarselli et al., [1995; [Sekiva et al., 11994), fiir die Entstehung von Escape-
Mutationen verantwortlich gemacht (Kato et al), 1994, [1993). Die HVRI1 ist
ein besonders variabler Bereich innerhalb des E2-Proteins (Kato et all, [1992;
Weiner et _all, 11991), der eine wichtige Rolle bei der Virusneutralisierung zu
spielen scheint (Bartosch et al., 2003b; [Farci et al., [1996; Keck et al., [2004;
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Li et al., 2001; Mondelli et all, [2003; Owsianka. et al., 2005; [Roccasecca. et all,
2001; [Schofield et al., [2005; [Zibert et al., [1995). Obwohl neutralisierende An-
tikdrper in Seren von chronisch infizierten Patienten vorhanden sind, ist es
dem Immunsystem nicht moglich das Virus zu eliminieren (Bartosch et all,
2003a; Logvinoff et all, 2004; Meunier et _all, 2005). Im Schimpansenmodell
konnte eine Infektion einerseits durch die Behandlung mit neutralisierenden
Antikorper verhindert werden (Farci et all,1996), wihrend andererseits gegen
HCV erworbene Antikorper keinen Schutz gegen eine erneute Infektion bei
Schimpansen oder Menschen bieten (Farci et al., [1992; [Lai et al., [1994). Mu-
tationen innerhalb der HVR1 bewirken moglicherweise eine Immunselektion
und werden daher als moglicher Grund fiir die Entstehung einer chronischen
HCV-Infektion diskutiert (Higashi et al., 2005, [1993; Kato et all, (1994, 11993;
Kurosaki et al., 1993; (Ogata et all, [1991; [Weiner et all, [1992). Auch im Falle
der antiviralen Therapie mit Interferon wird vermutet, dass die immunmo-
dulatorischen Effekte des Interferons verstirkt Verdnderungen in der HVR1
selektionieren.

5.3.1 Entstehung von HVR1-Mutationen unter antivi-
raler Therapie

Bei einem Patienten, der unter Interferontherapie trotz kurzzeitiger Viru-
selimination riickfillig wurde, erfolgte die im Rahmen dieser Arbeit ent-
wickelte Analyse zur Detektion von Quasispezies FEscape-Mutationen (siehe
Abschnitt 4.31). Die E1/E2-Aminosduresequenz blieb bei diesem Patien-
ten wihrend der Therapie, mit Ausnahme des HVR1-Bereichs, konserviert.
Zu Therapiewoche 18, was dem Zeitpunkt des Wiederanstiegs der Viruslast
entspricht, sind interessanterweise zwei Mutationen innerhalb der HVRI1 ent-
standen (T372H und T378A). Nach Therapieende konnten T372H weiterhin
und eine weitere Mutation an Position 378 (T378A) detektiert werden. Die
Selektion von Mutationen ausschlieklich im Bereich der HVR1 konnte ein er-
ster Hinweis auf einen Virus-Fscape-Mechanismus liefern, was mit Hilfe der
Pseudotypen im Folgenden naher untersucht wurde.

5.3.2 Virus-Escape und die Rolle der HVRI1

Bei Betrachtung der Abbildung d.12 kann leicht der Eindruck entstehen,
dass die unter Therapie selektionierten HVR1-Mutationen nicht zu dem ver-
muteten Virus-Escape fiihren. In allen Seren zu den verschiedenen Therapie-
zeitpunkten sind Antikérper vorhanden, die eine Infektion mit Pseudotypen
zwischen 77 und 95 % inhibieren, unabhéngig davon ob eine HVR1-Mutation

88



Kapitel 5. Diskussion

vorliegt (Abbildungd.12k). So zirkulieren in Seren, die vor Entstehung der je-
weiligen HVR1-Mutation entnommen wurden, bereits Antikorper, welche die
mutierten Pseudotypen erkennen und neutralisieren. Es ist also wahrschein-
lich, dass bereits vor der Selektion der Mutation bereits geringste Mengen von
mutierten Viren ausreichen, um eine Immunreaktion mit Sekretion neutrali-
sierender Antikorper zu induzieren. Ebenso scheinen Antikdrpergenerationen
im Laufe der Therapie nicht zu verschwinden, da sich auch unter Selekti-
onsdruck wahrscheinlich nicht die Gesamtheit der Viruspopulation gleichzei-
tig verdndert. Um dies zu untersuchen miisste eine umfangreiche Analyse
der Quasiespezies zu den verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt werden.
Des Weiteren kann eine Kreuzreaktivitdt der Antikorper nicht ausgeschlossen
werden, da die untersuchten E1/E2-Proteine wihrend der Therapie fast iden-
tisch sind. Moglicherweise existiert ein entweder vollstandig oder teilweise im
konservierten Bereich lokalisiertes Epitop, welches von mehreren Antikorper-
Varianten erkannt wurde. In einigen Studien konnte durch Einsatz von syn-
thetischen Oligopeptiden, basierend auf verschiedenen HVR1-Sequenzen von
Patienten mit akuter und chronischer HCV-Infektion, eine breite Kreuzre-
aktivitdt zwischen nicht-verwandten HVR1-Sequenzen gezeigt werden, was
die Vermutung einer Kreuzreaktivitit der neutralisierenden Antikorper un-
termauert (Hattori et al.), [1998; lJackson et al.), [1997; |Scarselli et al., 1995;
Zibert et al., 1995).

Auffallend ist die Ahnlichkeit im zeitlichen Neutralisierungsprofil bei bei-
den Patienten. Abbildung [4.12h und Abbildung [4.12b zeigen in allen Féllen,
dass die Infektion von Pseudotypen durch Zugabe des Serums chronisch infi-
zierter Patienten um mindestens 50 % gegeniiber der Neutralisierung durch
Serum von HCV-negativen Spendern gehemmt wurde. Das HCV-Partikel und
das HCV-Genom werden wahrscheinlich nicht beim ersten Antikérperkontakt
systemisch eliminiert, sodass fiir eine gewisse Zeit das neutralisierte HCV
weiterhin zum Ergebnis der Viruslastbestimmung beitragt. Weiterhin zeigt
die Viruslastbestimmung, dass sowohl im Falle des ETR als auch des NR
Patienten eine enorme Zahl von HCV-Partikel im Patienten existieren.

Zwei interessante Korrelationen sind aufféllig: ein starker Anstieg der Vi-
ruslast nach Therapie ist beim ETR-Patienten von einer vorhergehenden Ab-
schwichung der Neutralisierung zu Therapiewoche 18 begleitet (Abbildung
[4.12h), wihrend der NR-Patient eine Abschwiichung der Neutralisierung be-
reits zu Begin der Therapie zeigt, um anschliefend einen massiven Anstieg
der Viruslast zu erleiden. Interessanterweise tauchen bei beiden Patienten
Mutationen im E2-Protein in der Therapiewoche 18 auf (Tabelle [L7). Ein
weiteres interessantes Merkmal der Graphen betrifft die Konstanz der Vi-
ruslast zwischen Therapiewoche 18 und follow-up bei gleichzeitiger Neutrali-
sierung von mehr als 50 % der Pseudotypen. Hohe Viruslasten bei konstant
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hoher Neutralisierung konnen zwanglos durch eine dynamische Situation er-
klart werden, bei der Milliarden von Viren in relativ kurzen Zeitraumen syn-
thetisiert und gleichzeitig durch neutralisierende Antikorper aus dem System
entfernt werden. Untersuchungen zur Viruskinetik haben entsprechend ho-
he Virusproduktionsraten und Halbwertszeiten von Viruspartikeln nachge-
wiesen (Herrmann and Zeuzem, 2006). Dieses System zeigt Konstanz, wenn
Virussynthese und Eliminierung zu keiner Nettoveranderung der HCV Men-
ge fithren. Entsteht allerdings ein Ungleichgewicht zwischen diesen Faktoren,
kann es entweder zur systemischen Eliminierung oder Erh6hung der Viruslast
kommen. Fin solches Ungleichgewicht seitens des Immunsystems kann die Er-
klarung fiir die beobachtete Abschwichung der Neutralisierungswirkung sein,
die von einem rasanten Anstieg der Viruslast gefolgt wurde. Dabei kann ein
gering erscheinender Abfall der Neutralisierungswirkung von Antikorpern um
wenige Prozent bereits zu massiven Viruslastzunahmen fiihren.

Anhand dieser Experimente konnte sich auch vermuten lassen, dass der
Wiederanstieg der Viruslast durch die Entstehung von Escape-Mutationen
innerhalb der HVR1 erklarbar wére. Die zeitliche Abfolge dieser Ereignisse ist
moglicherweise durch die hohe Dynamik des Systems etwas verschoben, wobei
dennoch die generelle Feststellung getroffen werden kann: das Immunsystem
kann nur reagieren. Daher ist auch eine gewisse zeitliche Differenz zwischen
Neutralisierung und Viruslast zu beobachten.

Wie weit und mit welchen Mechanismen die Interferon Therapie in dieses
Gleichgewicht eingreift bleibt zum jetzigen Zeitpunkt hypothetisch, wobei
eine Interferon-Resistenz ebenfalls als moglicher Grund fiir den Wiederan-
stig der Viruslast der Patienten in Betracht kiime. Eine Interferon-Resistenz
kann allerdings nicht mit Hilfe des Pseudotypen-Modells untersucht wer-
den. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Interferon-Resistenz und
HVRI1 zu untersuchen, konnte das kiirzlich entwickelte vollstdndige HCV-
Zellkultursystem nach Behandlung mit Interferon auf die Entstehung von
Mutationen analysiert werden (Lindenbach et all, 2005; Wakita et all, 2005;
Zhong et al., [2005).

Der Einfluss der HVRI1-Diversitdt und Komplexitiat auf das Interferon
« induzierte Therapieansprechen wurde bereits in mehreren Studien unter-
sucht, wobei die Ergebnisse teilweise widerspriichlich sind. In vielen Studien
wurde eine hohere Mutationsrate der HVR1 mit einem schlechteren Thera-
pieansprechen korreliert (Gonzalez-Peralta et all. [1996; Hino et al., 2000: Ka-
nazawa et al., 1994; Koizumi et al., 1995; Moribe et all,[1995; Nagasaka et al.,
1996; |[Okada et all, 11992; Pawlotsky et all,[1998;Shindo et al., 11996) wihrend
dies in anderen Studien nicht gezeigt werden konnte (Le Guen et al., [1997;
Lopez-Labrador et al., 1999; Nakazawa et al., [1994; [Sandres et _all, [2000).
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Anhang

Im Anhang sind die HCV-Corec terminus-E1/E2 Sequenzen, die als Matritze
zur Herstellung der Konsensussequenzen mittels ortsgerichteter Mutagenese
verwendet wurden, zusammengefasst. Es wurde jeweils der Klon, welcher
der berechneten Konsensussequenz am ahnlichsten war, zur Herstellung der
Konsensussequenz verwendet. Bei den Sequenzen, die aus den Seren 85 und
11632 amplifiziert wurden, war keine ortsgerichtete Mutagenese notwendig,
da jeweils ein Klon der berechneten Konsensussequenz entsprach. In den
folgenden Homologieanalysen sind die Positionen, an denen die Mutagenese-
Primer binden, hervorgehoben. Ferner ist die eingefiihrte Mutation farblich
gekennzeichnet.
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Primer:

22057-3M1 ctt cga cgt cac atc gat ctg ctt gtc ggg

22057-3M2 acc agg cca ccg ttg ggc aat tgg tt

C T W M N S S G F Einfihrung einer stillen Mutation

22057-3M3 tgc acc tgg atg aac tca tcc gga ttt ac wegen interner EcoRl1-Schnittstelle

22057-3M4 ggt ccc tgg gtc acg ccc agg tgt cta gtc c



11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

11632-kon
11632-Klonl

10 20 30 40 50 60 70

T e e [ e e I I [ I I
FADLMGYIPVVGAPVGGVARALAHGVRVLEDGINYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASAVEVRNISS

B e e e [ P I P P [ |
SYYATNDCSNSSITWQLTNAVLHLPGCVPCENDNGTLHCWIQVTPNVAVKHRGALTHNLRTHIDMIVMAA

e e e e [ I I I I e |
AWEFGCTWMNGTGFTKTCGAPPCRIRKDHNGTLDLLCPTDCFRKHPGTTYLKCGSGPWLTPRCLVDYPYRL



10 20 30 40 50 60 70
B T [ o o T [ I [ I I I

21693-kon FADLMGYIPVVGAPVGGVARALAHGVRVLEDGINYATGNLPGCSFSIFLLALLSCVTVPVSAVEVRNISS
A 3B Rl o o O
80 90 100 110 120 130 140

PN IR IR U A IPUPE N P IR I PTPERR It I P |

21693-kon SYYATNDCPNKSITWQLTNAVLHLPGCVPCENDNGTLRCWVQVSPNVAVKYRGALTHNLRTHVDMIVMAA
B 0 20 R I o
150 160 170 180 190 200 210

I I I I I I [ P I [ I I I I |

21693-kon TVCSALYVGDVCGAVMIASQALIISPERHNFTQECNCSIYQGHITGHRMAWDMMLNWSPTLTMVLAYAAR
B O 20 R I o O
220 230 240 250 260 270 280

B e e [ e o I I [ I I
21693-kon VPELVLEVVFGGHWGVVFGLAYFSMQGAWAKVIAILLLVAGVDATTYSSGATAGHTISGEFTSLEFTLGPQQ
R B Ll <G e ¢

290 300 310 320 330 340 350

PN R IR U R IPEPER N P IR N PTPERR I IS PR |

21693-kon KLSLINTNGSWHINRTALNCNDTLKTGFIAALFYTKSFNSSGCPERLSSCRGLDDFRIGWGTLEYETNVT

A 3B R o o
360 370 380 390 400 410 420

I I I I I I [ P I P I I I |

21693-kon NDEDMRPYCWHYPPKPCGIVSARTVCGPVYCETPSPVVVGTTDROQGVPTYSWGENETDVEFVLNSTRPPQG

21693-Klond ..ttt ettt e e e e e e e
430 440 450 460 470 480 490

I I I I I I P P I [ I I I e |
21693-kon AWFGCTWMNGTGEFTKTCGAPPCRIRRDYNGTLDLLCPTDCFRKHPDTTYLKCGAGPWLTPKCLVDYSYRL
B O 20 R I o T

500 510 520 530 540 550 560
PN I IR U R IPEPE [ P IR I DU R I I I |
21693-kon WHYPCTVNFTIFKVRMYVGGVEHRLSAACNFTRGDRCRLEDRDRGQQTPLLHSTTEWSVLPCTFSDLPAL
3G Rl o o
570 580 590 600 610 620
I I I I I I I I I P I I I
21693-kon STGLMHLHONIVDVQYLYGLSPAITRYIVKWEWVVLLFLLLADARVCACLWMLILLGQAE*
B O 30 R I o Y *
Primer:

21693-4M1 tgt ttt act ccc agc cct gtt gtc gtg ggc



21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

21949-kon
21949-Klonl

Primer:

21949-1-M1

21949-1-M2

21949-1-M3

21949-1-M4

21949-1-M5

10 20 30 40 50 60 70

T e e [ e S I I [ I I e
FADLMGYIPLVGAPVGGVARALAHGVRALEDGINFATGNLPGCSFSIFLLALFSCLIHPAASLEWRNTSG

D e [ e e [ [ I I I I
TMCSALYVGDMCGAVFLVGQAFTFRPRRHQTVQTCNCSLYPGHLTGHRMAWDMMMNWS PAVGMVVAHVLR

P I I I I T I I e I T T e e
NLQLVNSNGSWHINSTALNCNESINTGFIAGLIYFHRENSTGCPQRLSRCKPITYFKQGWGPLTDANISG

D e e e e o I P [
ALSTGLIHLHONIVDVQYLYGVGSGMVGWALKWEFVILVFLLLADARVCVALWLMLTISQAE*

T A S I R S H \Y D L L \Y%

GAC ATA ATA GCC GGG GCC CAT TGG GGC ATC ATG GCG

K \Y R M F \ G G F E H R F D

AAG GTG AGG ATG TTT GTG GGT GGG TTT GAG CAC CGG TTT GAC GC



21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

21952-kon
21952-Klon2

Primer:

21952-2-M1

21952-2-M2

21952-2-M3

21952-2-M4

21953-2-M5

10 20 30 40 50 60 70

T e e [ e I I [ I I
FADLMGYIPLVGAPVGGVARALAHGVRALEDGINFATGNLPGCSFSIFLLALFSCLIHPAASLEWRNTSG

D e e e [ I I I I
TMCSALYVGDMCGAVFLVGQAFTFRPRRHQTVQTCNCSLYPGHLSGHRMAWDMMMNWS PAVGMVVAHVLR

360 370 380 390 400 410 420
P I I I I T I I T I T T I e

B e e [ e I I [ I I
RLWHYPCTVNEFTLFKVRMFVGGFEHRFTAACNWTRGERCDIEDRDRSEQHPLLHSTTELAILPCSEFTPMP

TAT GGG GAT GGG AGG AAC TCC CAA AAT GAG TCA GAC C



