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Einleitung

1. Einleitung

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus (HCV) ist in
der ganzen Welt eine der haufigsten Ursachen fir
chronische Lebererkrankungen. Schatzungen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge, hatten
rund 2-3 % der Weltbevdlkerung eine Infektion mit
HCV. Davon gelten etwa 100-130 Millionen
Menschen als chronisch infiziert (WHO; 1999).

Ende der achtziger Jahre wurde das Hepatitis C Virus
erstmalig beschrieben. Damals jedoch noch unter
dem Namen eines Agens, welches als Hauptursache
der Transfusionshepatitis und der sporadischen
Hepatitiden angesehen wurde, der Non-A Non-B
Hepatitis (Haussinger et al.; 2001).

Die weltweit vorkommenden Hepatitis C Viren kénnen
in sechs Genotypen unterteilt werden. Einige
Genotypen treten nur in bestimmten geografischen
Regionen auf, wobei die HCV-Typen la und 1b die
grofite Verbreitung besitzen. Zusatzlich existiert HCV
auch in einer Vielzahl von Varianten die innerhalb
eines infizierten Patienten zirkulieren kdnnen. Eine
solche Variabilitat ist typisch fir Viren mit einem RNA-
Genom. Der Sequenzabschnitt, welcher eine

besonders hohe Mutationsrate aufweist, wird als
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hypervariable Region 1 (HVR1) bezeichnet. Die
Konsequenz dieser genetischen Vielfalt ist, dass das
Virus sich der Kontrolle durch das Immunsystem des
Wirtes entzieht. Dies fuhrt zu einer hohen Rate
chronischer Infektionen, da kein  wirksamer
Immunschutz aufgebaut werden kann. In der
Therapie der chronischen Hepatitis C wird PEG
Interferon in Kombination mit dem Nukleosidanalogon
Ribavirin eingesetzt.

Da Viren nur obligat intrazellular existieren kdnnen,
bentétigt man fur die Erforschung und auch in der
virologischen Diagnostik ein System, in dem sie
sowohl vermehrt, als auch untersucht werden kdénnen.
Hierfur werden Ublicherweise lebende Tiere oder
empfangliche Wirtszellen in Zellkulturen genutzt.

Seit der Identifikation des Virus Ende der 1980iger
Jahre mittels molekularbiologischer Techniken, wie
der Polymerase-Ketten-Reaktion, wurde das HCV
intensiv untersucht und erforscht; hierbei ergaben
sich Schwierigkeiten, weil es nicht méglich war, das
HCV in ausreichender Menge und stabil in der
Zellkultur anzuziichten.

In den letzten Jahren und auch wahrend die
vorliegende Arbeit erstellt wurde, wurden in vitro

Modellsysteme entwickelt die das Studium der HCV
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induzierten Immunantwort (Von Hahn et al.; 2007)
und des HCV Zyklus (Bartenschlager et al.; 2005)
erlauben und auch bei der Entwicklung von antiviralen
Therapiemdglichkeiten einsetzbar sind (Lindenbach et
al.; 2005). Eines dieser in vitro Modelle sind HCV-
Pseudopartikel (HCVpp) oder Pseudotypen, die
unmodifizierte E1 und E2 HCV Hiillproteine auf
retroviralen oder lentiviralen Corepartikeln tragen und
mit einem Markergen ausgestattet sind (Bartosch et
al.; 2003). Sie erlauben eine gezielte und funktionelle
Erforschung der aktiven Form von HCV. Ein
Modellsystem wie diese Pseudopartikel kdnnen nicht
nur als ,Werkzeug“ fur Versuche, Diagnostik und
Therapieoptionen in der allgemeinen Virologie genutzt
werden, sondern kénnen auch als wichtiges Element
zur Analyse von Virus-Wirt-Interaktionen eingesetzt
werden und so z.B. fir die Entwicklung von
Impfstoffen  auch in  der  Veterinarmedizin,
Verwendung finden (Ackermann, 2001).

Diese Partikel wurden in vorliegender Arbeit durch
transiente Ko-Transfektion adhérenter 293T Zellen
hergestellt, und das Testsystem wurde durch
weiterfuhrende Versuche mit verschiedenen Zelllinien
und zur Erhéhung der infektibsen Partikelzahlen

optimiert. Durch die Verwendung definierter Seren
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und Testungen zur Kreuzreaktivitdt konnte das
Pseudopartikel-Modellsystem validiert und
darauffolgend flr den Neutralisationstest in einer
Studie mit HCV-infizierten Patientenseren eingesetzt

werden.
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2. Literaturibersicht

2.1. Das Hepatitis C Virus

Die Entwicklung diagnostischer Testsysteme in den
1970igern fur das Hepatitis A und das Hepatitis B
Virus ermdglichten erstmals die Beschreibung einer
viralen Form der parenteral Ubertragenen Hepatitis,
die keiner der Dbereits bekannten Hepatitis
verursachenden Viren (Hepatitis A Virus; Hepatitis B
Virus und Hepatitis Delta Virus) zugeordnet werden
konnte. Diese Form wurde zunéchst als non-A non-B
Hepatitis (NANBH) bezeichnet (Clarke; 1997). Die
Identifizierung des Agens erwies sich als sehr
schwierig und wurde erst durch den technologischen
Fortschritt mittels molekularbiologischer Methoden -
wie der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) -
ermdglicht. Durch rekombinante DNA Technologie
konnte ein Teil des Genoms mithilfe von
experimentell mit NANBH infizierten Schimpansen
kloniert werden. 1989 wurde dadurch das Hepatitis C
Virus als Erreger der sogenannten NANBH
identifiziert (Choo et al.; 1989; Bartenschlager &
Lohmann; 2000).
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Durch das Wissen lber die nun bekannte kurze HCV
Genom Sequenz gelang auch die Etablierung eines
ersten serologischen Tests zum Nachweis fir HCV.
Hierdurch konnten die meisten
transfusionsassoziierten Hepatitiden auf eine HCV-
Infektion zurtickgefiihrt werden (Kuo et al.; 1989).
Untersuchungen ergaben, dass nahezu alle Personen
die regelméRig Blut und Blutprodukte empfangen
hatten und ebenso ein groRBer Teil der i. w.
(intravents) Drogenabhangigen mit HCV infiziert
waren (Alter; 1993).

Die Fortschritte in der HCV-Diagnostik haben dazu
gefuihrt, dass heute die meisten infizierten Personen
erkannt und von einer Blutspende ausgeschlossen
werden konnen. Die Dauer des "Diagnostischen
Fensters" betragt zurzeit im Mittel 80 Tage. Anti-HCV-
Tests fir das Blutspendescreening missen heute
eine Sensitivitat von mindestens 99,5 % aufweisen
(Bundesgesundheitsblatt; 2003). Das Risiko einer
unerkannten mit HCV infizierten Blutspende in
Deutschland wird ohne HCV RNA-Testung mit 1 in
670.000 Fallen angegeben. Im Gegensatz hierzu wird
das Risiko durch den HCV RNA Nachweis auf 1 in
4.400.000 Fallen gesenkt (Offergeld et al.; 2005).
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2.1.1. Epidemiologie

In Deutschland wurden dem Robert Koch-Institut
(RKI), mit einer sinkenden Tendenz, in den Jahren
2007 insgesamt 6.867 Falle (Inzidenzrate 8,3), 2008
insgesamt 6.223 Félle (Inzidenzrate 7,6) und 2009
insgesamt  5.412 Falle (Inzidenzrate 6,6)
erstdiagnostizierter  Hepatitis C  Erkrankungen
gemeldet. In 2010 waren es, von Kalenderwoche 1—
17, 1.671 Félle (Epidemiolog. Bulletin; RKI; Nr. 20,
2010). Die Meldepflicht gilt fur alle Erstdiagnosen
einer HCV-Infektion (Ergdnzung zum Epidemiolog.
Bulletin; RKI; Nr. 50, 2007). Aufgrund dessen ist
anzunehmen, dass im Jahr 2009 die Pravalenz von
HCV-Antikérpern in der deutschen Bevdlkerung bei
etwa 0,4 % lag; bei diesen HCV-Antikorper-Positiven
waren wiederum 84 % in der HCV-PCR positiv
(Epidemiolog. Bulletin; RKI; Nr. 20, 2010). Die
Inzidenz erstdiagnostizierter Falle, im Jahr 2009, mit
8,2 pro 100.000 Einwohner unter Jungen und
Mannern war deutlich héher als unter Madchen und
Frauen mit 5,0 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
(Epidemiolog. Bulletin; RKI; Nr. 20, 2010).

Schétzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) zufolge hatten rund 3 % der Weltbevolkerung
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eine Infektion mit HCV. Davon konnen etwa 170
Millionen Menschen als chronisch infiziert gelten
(WHO; 2002).

Die WHO Region mit der weltweit hdchsten
Infektionsrate liegt in Afrika (s. Abb. 1). Europa
hingegen liegt mit einer  durchschnittlichen

Pravalenzrate von 1,03 % am niedrigsten.

Abb. 1:

Angaben zur HCV-Pravalenz und Anzahl der HCV-
Infizierten nach WHO Regionen

Angaben modifiziert aus: “Weekly Epidemiological
Record No.6, 2002, 77, 41-48”, der World Health
Organisation.
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2.1.2. Ubertragungswege

Der klassische Ubertragungsweg des Virus ist
parenteral. Zu diesem zahlen sowohl die Infektionen
durch kontaminierte Blutkonserven und
Plasmaprodukte, als auch die Infektion durch die
Mehrfachverwendung von Einwegmaterial, wie z. B.
Injektionskantlen. Gehauft kann man das Auftreten
einer HCV-Infektion ferner bei Hamodialysepatienten,
tatowierten Personen und nach
Nadelstichverletzungen (s. unten) beobachten. Die
Pravalenz einer HCV-Infektion unter i. v.-
Drogenabhéngigen ist hoch; bis zu 60 %. Das
sogenannte ,needle-sharing” im Drogenmilieu gilt als
wichtigste HCV-Infektionsquelle.

In den Landern der so genannten ,Dritten Welt"
fuhren Faktoren, wie die ineffektive Sterilisierung von
medizinischen Geraten, das wiederholte Benutzen
von Einmalartikeln, das Verwenden von Glasspritzen
etc. zu einer weiterhin unverandert hohen Verbreitung
von HCV (Maier; 2002).

HCV-Ubertragung durch Blut/ Blutprodukte

Die Infektion durch Blut- und Blutprodukte kann als
typische ,Posttransfusionshepatitis®  beschrieben

werden. Patienten, die wiederholt Blut- oder
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Blutprodukte  erhalten  haben, werden als
Risikogruppe eingestuft. Die Inzidenz an einer
Posttransfusionshepatitis C zu erkranken steht in
direkter Relation zu der Anzahl der erhaltenen
Blutprodukte. Besonders Hamophile und Patienten
mit Immunglobulinmangel sind geféahrdet (Memon &
Memon; 2002).

Durch die gesetzlich vorgeschriebene Testung
samtlicher Blutprodukte und Blutkonserven mit einem
anti-HCV Test, gemal3 den Richtlinien des Paul
Ehrlich Institutes von 1999, konnte nahezu eine
Elimination der Posttransfusionshepatitis C in
Deutschland erreicht werden. Eine signifikante
diagnostische Verbesserung, speziell im
Blutspendewesen, beruht auf der hochempfindlichen
Nukleinsaure-Amplifikations-Technologie (NAT).
HCV-RNA kann durch dieses Verfahren, z. B. mittels
PCR, mit sehr hoher Sensitivitdt und Spezifitat
nachgewiesen werden (Bundesgesundheitsblatt;
2003). Vor dieser  gesetzlich geforderten
Testeinfihrung waren Blutprodukte haufig mit HCV
kontaminiert.

Hitzebehandlung, Pasteurisation oder andere viruzide
Behandlungen von Blutprodukten, wie chemische

Inaktivierung, fihren ebenfalls Zu einer
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Risikoherabsetzung (Maier; 2002; Memon & Memon,;
2002).

HCV-Ubertragung durch Nadelstichverletzungen

Besonders Personen die im medizinischen Bereich
tatig sind, sind beziglich einer HCV-Infektion
gefahrdet. Zwar ist das Risiko, nach einer einzigen,
akzidentellen Nadelstichverletzung an einer HCV-
Infektion zu erkranken gering; nur jeder Funfzigste,
der eine Nadelstichverletzung bei einem HCV-Trager
erleidet, wird an einer klinisch bedeutsamen Hepatitis
C Virusinfektion erkranken doch sind die Folgen fir
die Betroffenen, wegen der Gefahr eines chronischen
Leberschadens, erheblich. Das AusmafR der
Gefahrdung, durch eine Nadelstichverletzung infiziert
zu werden, hangt vom Infektionsstatus des Patienten
und von der Ubertragenen HC-Virusmenge ab; diese
korreliert mit der Gréf3e und Art der Kanule und der
Tiefe der Verletzung (Maier; 2002; Memon & Memon;
2002).

Nichtparenterale Ubertragungswege

Die sexuelle Ubertragung spielt bei der HCV-Infektion
eine  zunehmend wichtigere Rolle; dies qilt
insbesondere fir homosexuelle Sexualpraktiken.

Dagegen ist die Transmission in monogamen,
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heterosexuellen Beziehungen selten
(Bundesgesundheitsblatt; 2003).

Die vertikale Ubertragung einer HCV-Infektion, von
einer infizierten Mutter auf ihr Kind, geschieht meist
perinatal, d. h. wahrend der Geburt durch direkten
Kontakt des Neugeborenen mit infektiosem Blut der
Mutter.

Etwa 4,7 % aller Kinder von HCV-positiven Miittern
sind so von einer HCV-Infektion betroffen, wenn bei
ihren Muttern HCV-RNA nachgewiesen werden kann
(Mast et al.; 2005). Das Ubertragungsrisiko steigt
durch eine HIV-Koinfektion und durch eine hohe
Viruslast der Mutter (IEASL; 1999).

Es gibt keine Hinweise auf Ubertragungswege durch

blutsaugende Gliederfuiler, Lebensmittel,
Schmierinfektionen oder Aerosole bzw.
Tropfcheninfektionen (Bundesgesundheitsblatt;
2003).

2.2. Struktureller Aufbau von HCV

Die molekularbiologische Charakterisierung des HCV
fuhrte zur Einordnung des Virus als eigener Genus
der Hepaciviren, in der Familie der Flaviviridae
(Robertson et al.; 1998; Bartenschlager & Lohmann;

2000). Weitere Genera dieser Familie sind die
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Flaviviren und die Pestiviren sowie die GB-Viren. Die
Bezeichnung GB leitet sich von den Initialen des
ersten Patienten ab bei dem 1996 eine Isolierung des
Virus gelang. Damals wurde die Isolation beim
Menschen falschlicherweise mit einer Hepatitis in
Verbindung gebracht, woher auch noch die alte
Bezeichnung Hepatitis-G-Virus (HGV) stammt. Seit
bei Affen sehr @hnliche Viren entdeckt wurden (GBV-
A und GBV-B), wird die humane Variante als GB-
Virus C (GBV-C) bezeichnet. Das GBV-B ist eng mit
HCV verwandt und wird ebenfalls der Gattung
Hepaciviren zugeordnet, grenzt sich aber noch
deutlich als eigene Virusspezies ab (Bukh et al;
2001).

Diese Genera umfassen einige wichtige Vertreter
human- und tierpathogener Viren, von denen vor
allem die Pestiviren von erheblicher
veterinarmedizinischer Bedeutung sind.

Gemeinsame Merkmale aller Gattungen der Familie
der Flaviviridae sind ein einzelstrangiges RNA-
Genom positiver Polaritdt, mit ca. 9.600 Basen (bei
HCV), das von einem Nukleoprotein (Core) und einer
Lipidhille umgeben ist. In dieser Virushille sind
mindestens zwei glykosylierte Oberflachenproteine

verankert, die bei den Genera Hepaciviren und
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Pestiviren als E1 und E2 bezeichnet werden.
Aufgrund ihrer Zugehorigkeit zu der Familie der
Flaviviren und deren typischer Charakteristika wurden
das BVD-Virus und andere Pestiviren auch als in vitro
Modellviren fur das HCV eingesetzt (Bartenschlager &
Lohmann; 2000).

50 nm

A
v

Abb. 2:

Hypothetisches Modell eines Hepatitis C Virus
Modifiziert aus Bundesgesundheitsblatt Gesundheits-
forsch-Gesundheitsschutz 2003; 46: Seite 713.

Core: Ein HCV-Strukturprotein es liefert Bestandteile
des viralen Nukleokapsids.

E1l und E2: Transmembranproteine, sie sind
Bestandteile der Virushulle.

HVR I: Hypervariable Region im Bereich des E2
Protein; variabelste Region im HCV-Genom; als HVR
| bezeichnet.
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Das Genom tragt einen einzigen offenen Leserahmen
(Open Reading Frame, ORF), der fur ein Polyprotein
mit einer Lange von 3.008-3.037 Aminoséuren
codiert. Die Translation des HCV ORF wird durch
eine  etwa 340 Nukleotide lange, interne
Ribosomeneintrittsstelle (Internal Ribosomal Entry
Site, IRES) initiiert, die sich innerhalb der
5’terminalen nicht-codierenden Region (Non Coding
Region, NCR) befindet und anstelle einer Cap-
Struktur vorhanden ist (Bartenschlager & Lohmann;
2000).

Das entstandene Polyprotein wird ko- und post-
translational von zellularen und viralen Autoproteasen
in zehn verschiedene Produkte gespalten. Diese sind
die Strukturproteine C, E1, E2 und p7, die am
aminoterminalen Ende lokalisiert sind, sowie die
Nichtstrukturproteine NS2 bis NS5B, die sich am
carboxyterminalen Ende befinden und nur in
infizierten Zellen vorkommen. Zu diesen zehn
Spaltungsprodukten zahlt auch das F Protein, Gber
dessen biologische Funktion noch wenig bekannt ist
(Xu et al.; 2001; Cristina et al.; 2005).
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Genom

3010-3033aa

NS4A

p7
IR [

Strukturproteine Nichtstrukturproteine
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Abb. 3:

Die Genomorganisation des HCV

Modifiziert nach: Rispeter, K. und Roggendorf, M.;
Seite 10; aus Hepatitis C; Haussinger, D und
Niederau, C.; 2. Auflage; 2001; Blackwell Verlag.

Die schematische Darstellung des HCV Genoms zeigt
die Position der Struktur (S)- und
Nichtstrukturproteine (NS) innerhalb des Polyproteins.
aa: Aminosauren

Zu den Strukturproteinen des HCV zahlen: C: Core;
El: Envelope 1; E2: Envelope 2; p7: Polypeptid 7
Nichtstrukturproteine: NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B

Die HCV-Strukturproteine

Das Core Protein liefert die Bestandteile des viralen
Nukleokapsids.

Es ist in seiner Sequenz hochkonserviert, was es zu
einem wichtigen Bestandteil in der HCV-Diagnostik
macht. Dem Core Protein wird eine erhebliche Rolle
bei der Chronifizierung der  HCV-Infektion

zugesprochen; auferdem wird es aufgrund seiner
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zelltransformierenden Eigenschaften  fur  die
Entwicklung des  hepatozellularen  Karzinoms
mitverantwortlich gemacht.

Die Proteine E1 und E2 sind hoch glykosylierte Typ 1
Transmembranproteine und sind Bestandteile der
Virushille. Durch die Faltung der Glykoproteine
entstehen Heterodimere, welche die strukturellen
Untereinheiten der Hdlle bilden.

Das kleine hydrophobe Polypeptid p7 ist ein
intrinsisches Membranprotein, das vermutlich zu der
Familie der Viroporine gehort und wahrscheinlich eine
erhebliche Rolle in der Freisetzung der viralen
Partikel spielt (Penin et al.; 2004).

Die HCV-Nichtstrukturproteine

Das NS2 ist ein integrales Membranprotein und
Bestandteil einer Autoprotease.

NS3 ist ein multifunktionelles Protein, das sowohl bei
der Polyprotein-Prozessierung als auch bei der RNA-
Replikation bendétigt wird.

Das kleine Protein NS4A ist ein integrales
Membranprotein, dem eine grundlegende Funktion im
Replikationszyklus des HCV zugeschrieben wird.
NS4B ist ebenso ein integrales Membranprotein;

cotranslational mit der ER (Endoplasmatisches
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Reticulum) Membran assoziiert, induziert es eine
spezifische Membranveranderung.

NS5A ist ein membran-assoziiertes Phosphoprotein,
dessen genaue Struktur und Funktion noch nicht
ausreichend bekannt sind.

Das NS5B-Protein codiert fur die RNA-abhangige
Polymerase des HCV (Haussinger & Niederau; 2001;
Penin et al.; 2004).

Ein NS1 ist bei HCV, im Gegensatz zu anderen

Flaviviren, nicht vorhanden.

2.2.1. Veterinarmedizinisch relevante
Vertreter in der Familie der Flaviviridae

Als relevanter Vertreter ist ein Pestivirus, das BVD-
Virus, als Verursacher der Bovinen Virus Diarrhoe/
Mucosal Disease (BVD/MD) der Paarhufer zu
nennen. Als Hauptwirt dieser viralen Infektion wird
das Rind angesehen; jedoch kénnen andere
Paarhufer ebenfalls infiziert werden. Der Befall mit
dem Virus fuhrt in der Regel zu einer zyklisch
verlaufenden Allgemeininfektion.

Die BVD ist die wirtschaftlich bedeutendste virale
Infektion der Rinder in Deutschland (Rolle & Mayr;
2002). Die dadurch bedingten Schéaden entstehen,
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insbesondere sowohl durch die verminderte Leistung,
infolge der akuten Erkrankung, als auch durch
Fruchtbarkeitsstérungen und die letal verlaufende
Form, die ,Mucosal Disease”.

Bei der Bekdmpfung der BVD stehen das Auffinden
und Entfernen von persistent infizierten (Pl) Tieren
und die Verhinderung des Viehverkehrs mit derart
infizierten Tieren im Vordergrund. Die vollstandige
Eliminierung des BVDV aus der Rinderpopulation
stellt den letzten Schritt in der Bekdmpfungskette dar.
Persistent mit BVD-Virus infizierte Rinder entstehen
ausschlieBlich durch eine intrauterine BVD-Virus
Infektion. Sie scheiden lebenslang BVD-Virus aus und
stellen somit die Hauptibertragungsquelle fiir diese
Infektionskrankheit dar.

Fir einen Rinder haltenden Betrieb ist das Erfassen
der ,Statussituation, durch stichprobenartige,
serologische Untersuchungen von Jungtieren auf
Antikorper (Jungtierfenster), im Alter zwischen 6-18
Lebensmonaten, ein  wichtiges Hilfsmittel im
Management gegen BVD. Weisen Tiere in dieser
Altersklasse bereits Antikdrper gegen das BVD-Virus
auf, so deutet das auf die Anwesenheit eines

Dauerausscheiders im Bestand hin.
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Das Jungtierfenster erlaubt somit eine grobe
Einschatzung des Bestandsrisikos und stellt daher
eine wichtige Entscheidungshilfe flir das geeignete
Vorgehen und die Durchfihrung von daraus
resultierenden ImpfmalRnahmen dar.

Da im Zusammenhang mit der BVD uber 90 % der
finanziellen Verluste durch Infektionen der Zuchttiere
in den verschiedenen Phasen der Trachtigkeit
entstehen, ist es von besonderer Wichtigkeit,
Zuchttiere gezielt zu impften, um fetale Infektionen zu
verhindern. Far moderne
Bestandssanierungsverfahren als auch in den BVD-
Bundesleitlinien wird daher von Impfstoffen der fetale
Schutz verlangt (strategische Zuchttierimpfung)
(Teich; 2001).

Zur Bekéampfung der BVD/MD auf freiwilliger Basis
wurden am 01. Januar 2010 von den zustandigen
Bundesministerien die “Leitlinien fir den Schutz der
Rinder vor einer Infektion mit dem Bovines
Virusdiarrhoe-Virus“ erlassen. Diese haben das Ziel,
die Rinderbestdnde =zu sanieren, PI-Tiere zu
identifizieren, diese zu merzen und vor
Neuinfektionen zu schitzen.

Seit November 2004 besteht eine Anzeigepflicht fir

BVD (Bekanntmachung der Neufassung der
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Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen;
BVDV-Verordnung (VO) 2011). Weitere MaRnahmen
sind in der BVDV-VO (zuletzt gedndert 17.12.2010)
auf Bundesebene geregelt. Sie sieht die
Untersuchungspflicht, ein Tétungsgebot fur Pl-Tiere,
epidemiologische Nachforschungen und die Impfung
von Antikérper-negativen Tieren mit dem Ziel der
Verhinderung intrauteriner Infektionen vor.

Der Verursacher der Européischen Schweinepest
(ESP) ist ebenfalls ein Pestivirus. Die ESP zeigt sich
bei typischem Verlauf unter dem Bild einer
hamorrhagischen  Septikdmie und  fuhrt zu
unterschiedlich hoher Letalitdt. Betroffene Besténde
werden  gekeult. Impfungen sind in allen
Mitgliedsstaaten der EU untersagt. Die ESP wird
somit zu einem grof3en wirtschaftlichen Faktor (Rolle
& Mayr; 2002).

2.2.2. Humanmedizinisch relevante Vertreter
in der Familie der Flaviviridae

Zu den humanmedizinisch relevanten Vertretern der
Flaviviren zéhlen unter anderem die Dengue- und die
FSME-Viren.
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Eine Vielzahl der Flaviviren wird durch Arthropoden
(z. B. Stechmiicken oder Zecken), in denen sie auch
aktiv replizieren, Ubertragen. Obwohl diese Viren
weltweit verbreitet sind, sind individuelle Virusspezies
typischerweise in  bestimmten geographischen
Regionen endemisch oder treten epidemisch auf. Fir
das Dengue-Virus trifft dies fir tropische und
subtropische Regionen zu, in denen die Aedes
Stechmiicke durch die das Virus Ubertragen wird,
endemisch vorkommt. FSME, durch Ixodes spp.
Zecken Ubertragen, tritt in groRen Teilen Europas, der
ehemaligen Sowjetunion und Asiens auf (Lindquist &
Vapalahti; 2008). Nach aktuellen Schatzungen der
WHO kommt es weltweit etwa zu 50 Millionen
Dengue-Infektionen jahrlich (WHO; 2009). Flaviviren
verursachen unterschiedliche Erkrankungen, die sich
durch Fieber, Gelenkschmerzen, Exanthem, Befall
des Zentralnervensystems oder hamorrhagische
Manifestation auszeichnen.

Sie sind lipidumhdllte Viren mit einem ikosaedrischen
Kapsid, in das eine positiv orientierte Einzelstrang-
RNA verpackt ist. Alle Flaviviren sind immunologisch
miteinander verwandt und serologische
Kreuzreaktivitdt kann im Hamagglutinationshemmtest

und im Enzymimmunassay erfasst werden. Es
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besteht jedoch keinerlei Kreuzneutralisation oder
Kreuzprotektion zwischen Vertretern der einzelnen
Serokomplexe. Doch werden beispielsweise durch
eine Dengue-Virusinfektion Antikdrper induziert, die in
der immunologischen Diagnostik, z. B. in einem
Enzymimmunassay, auch mit allen anderen Flaviviren
kreuzreagieren und damit zu erheblichen Problemen
fuhren (Doerr & Gerlich; 2002).

2.2.3. Die HCV-Genotypen

Von  unterschiedlichen  HCV-Genotypen  wird
ausgegangen, wenn die Homologie der Aminoséaure-
Sequenzen zweier Isolate, bezogen auf das
Gesamtgenom, weniger als 72 % betragt. Bei einer
Sequenzhomologie zwischen 75% und 86 %
hingegen werden die isolierten Viren in
unterschiedliche Subtypen des gleichen Genotyps
eingeordnet. Besteht eine noch gréRere Homologie,
so werden sie dem gleichen Subtyp zugeordnet
(Simmonds; 2004).

Die weltweit vorkommenden Hepatitis C Viren kénnen
in sechs Genotypen unterteilt werden, wobei die
Einordnung der HCV-Typen im Idealfall auf dem
Vergleich der Sequenzen der Gesamtgenome beruht
(Robertson et al.; 1998; Tokita et al.; 1998;
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Simmonds; 2004). Die Zugehdrigkeit zu einem
bestimmten HCV-Typ kann aber auch anhand
verschiedener, hochkonservierter Genomabschnitte
bestimmt werden. Insbesondere die Core-Region,
NS5 und die 5-NCR sind hier von Wichtigkeit
(Robertson et al.; 1998; Simmonds; 2004).

Einige Genotypen treten nur in bestimmten
geografischen Regionen auf. Die HCV-Typen la und
1b besitzen die gro3te Verbreitung und sind
Uberwiegend in Europa und Nordamerika anzutreffen.
In Deutschland vorherrschend ist der Subtyp 1b;
darauf folgend 1a und die Genotypen 3 und 2, die
ebenfalls weltweit verbreitet sind. In Asien stark
verbreitet ist der Subtyp 1b. Der Genotyp 4 spielt
besonders in Nordafrika eine dominante Rolle.
Genotyp 5 findet sich Uberwiegend in Sidafrika und
Genotyp 6 lasst sich in Hongkong und Vietnam héaufig

nachweisen (Haussinger & Niederau; 2001).

2.2.4. HCV-Quasispezies

Zusatzlich zu den unterschiedlichen Genotypen und
Subtypen existiert HCV auch in einer Vielzahl von
Varianten, die innerhalb eines infizierten Patienten

zirkulieren kdénnen. Eine solche Variabilitat ist typisch
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fur Viren mit einem RNA-Genom und wird auf die
Syntheseungenauigkeit der viralen RNA-abhangigen
RNA-Polymerase und auf fehlende
Reparaturmechanismen zuriickgefunhrt. Diese
Ungenauigkeit fihrt dazu, dass es bei der Replikation
des HCV zum Einbau nichtkomplementarer
Nukleotide kommt. Eine auf diese Art und Weise
entstandene komplexe Genompopulation wird als
~Quasispezies® bezeichnet (Martell et al.; 1992).

Man nimmt an, dass diese genetische Variabilitat
moglicherweise zur Persistenz der Virédmie, zur
Anderung des Zelltropismus und zur Resistenz gegen
antivirale Substanzen fihren kann. Eine
entscheidende Bedeutung hierbei wird Mutationen der
Hullproteine zugesprochen, da auffallend ist, dass
sich die Variabilitst nicht homogen (ber das
Gesamtgenom verteilt. Wahrend einige Bereiche, wie
z.B. die 5-NCR und das Core—Protein, hoch
konserviert sind zeigt das Hiullprotein E2 eine starke
Variabilitdt (Ogata et al.; 1991; Smith & Simmonds;
1997; Rispeter et al.; 2000). Am aminoterminalen
Ende des E2 befindet sich ein Sequenzabschnitt, der
eine besonders hohe Mutationsrate aufweist und
deshalb als hypervariable Region 1 (HVR1)

bezeichnet wird. Es wird vermutet, dass diese Region
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unter einem starken Selektionsdruck durch das
Immunsystem steht und existierende Varianten durch
dieses erkannt und eliminiert werden. Daraus
resultiert eine positive Selektion neuer
Jmmunescape-Mutanten®, die sich der Elimination
durch das Immunsystem des Wirtes entziehen. Eine
Elimination von Virusvarianten ist durch
neutralisierende  Antikdrper madglich von denen
angenommen wird, dass sie insbesondere gegen die
HVR1 des E2 gerichtet sind. Es wird postuliert, dass
ein enger Zusammenhang zwischen Viruselimination
und Chronifizierung der Infektion besteht (Weiner et
al.; 1992; Kato et al.; 1993; Zibert et al.; 1995).

Ebenso wie HCV kann das Virus der ESP in einer
Vielzahl von verschiedenen Varianten auftreten. Der
Bereich des E2 weist hier die groRte Variabilitat auf

(Lowings et al.; 1996).
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2.3. Der Replikationszyklus von HCV

Die Nachweise von HCV Nichtstrukturproteinen und
viraler RNA in der Leber lassen darauf schlie3en,
dass die HCV-Replikation hier stattfindet. AuRerdem
geht man davon aus, dass HCV auch in peripheren
mononuklearen Blutzellen repliziert (Sung et al;
2003).

HCV zirkuliert im Plasma gebunden an Lipoproteine
und wird wahrscheinlich in die Zellen, durch Low-
Density Lipoprotein (LDL) Rezeptor-vermittelte-
Endozytose, aufgenommen. Die Entwicklung von
funktionellen HCV Modellsystemen, wie HCVpp oder
HCVcc (cell-culture-grown Hepatitis C  Virus),
ermoglichte einen starken Wissenszuwachs in der
Erforschung des HCV. Insbesondere konnten
verschiedene Zelloberflachenproteine identifiziert
werden die an der Aufnahme des Virus in die
Wirtszelle beteiligt sind. Diese Aufnahme ist ein
langsamer, komplexer  Vorgang, an dem
unterschiedliche Faktoren beteiligt sind. Dabei spielen
CD81, ein ubiquitar vorkommendes tetraspanin
Protein, das Protein Claudin-1 und der Scavenger
Rezeptor Bl eine mal3gebliche Rolle (Helle &

Dubuisson; 2008). Kirzlich wurde ein Partner des
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CD81 Rezeptors entdeckt; der EWI-2wint. Dieser
kann die Interaktion zwischen dem Virus und dem
CD81 Rezeptor unterbinden und einer potenziellen
Infektion von Zellen, die diesen EWI-2wint Rezeptor

tragen, vorbeugen (Guha et al.; 2005).
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Abb. 4:

Hypothetisches Modell des HCV
Replikationszyklus

Modifiziert nach: Bartenschlager, R. und Lohmann, V.
(2000) Replication of hepatitis ¢ virus. Journal of
General Virology. 81: p.1633.

1. Penetration der Wirtszelle und Freisetzung der
genomischen RNA aus dem Viruspartikel in das
Zytoplasma der Zielzelle. Als Rezeptor fur HCV
kommt der CD81 Rezeptor infrage. AuRerdem wird
angenommen, dass der Scavenger Rezeptor, Klasse
B, Typ 1 (SR-B1) an der rezeptorvermittelten
Endozytose von HCV beteiligt ist (Bartosch et al.;
2003). 2. Translation der eingebrachten RNA und
Prozessierung des Polyproteins. Es formiert sich ein
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Replikasekomplex, der mit der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) assoziiert. 3.
Verwendung der eingebrachten (+)-RNA  zur
Synthese eines (-)-RNA Zwischenproduktes durch die
Replikase, die sich aus NS3-5B zusammensetzt. 4.
Die synthetisierte (-)-RNA fungiert als Vorlage fir die
weitere exzessive Produktion von (+)-RNA, welche
wiederum fir die Synthese von (-)-RNA genutzt
werden kann. AulR3erdem fungiert sie zur Expression
des Polyproteins oder kann in die Vorlaufer-Virionen
verpackt werden. Die Partikel erhalten ihre Hiille
durch die Sprossung aus dem Lumen des ER. 5. Die
viralen Partikel werden durch den Golgi Komplex
geschleust, bevor sie aus der Zelle freigesetzt werden
(Bartenschlager et al.; 2000).

2.4. Der Infektionsverlauf

In den ersten Wochen nach der Infektion erscheinen
im Plasma zunehmend Viruspartikel (bis zu 10° pro
ml). Eine klinische Erkrankung liegt zunachst nicht vor
und die Aktivitat der Alaninaminotransferase (ALT) im
Serum befindet sich im Normbereich.

Nach vier bis max. 12 Wochen kommt es zu einer
relativ.  milden, anikterischen Hepatitis, jetzt
einhergehend mit einer ALT-Erhdéhung bis auf einige
100 IU/I. Diese Krankheitsphase bleibt jedoch, wegen
des blanden Verlaufs, zumeist unbemerkt. Die relativ
lange, symptomlose Inkubationszeit mit ausgepragter
Viramie deutet drauf hin, dass das Virus selbst keine

hohe Zytopathogenitat besitzt und die Symptomatik
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der Infektion durch andere Faktoren ausgeltst wird.
Sind die Symptome der akuten Phase aber deutlich
ausgepragt, dann heilt die Infektion haufiger (zu etwa
50 %) aus; im Gegensatz zur durchschnittlichen
Ausheilungsrate von unter 20 %.

Der grof3te Teil der HCV-Infektionen geht jedoch in
ein persistentes Stadium Uber, in dem das
Manifestationsspektrum von fast volliger Gesundheit
mit physiologischen Leberwerten und weitgehend
normalem Organgewebe bis zur schweren, rasch
progredienten chronischen Hepatitis reichen kann
(Maier; 2002). Bei 10-30 % der chronisch infizierten
Patienten kann bereits nach wenigen Jahren eine
Leberzirrhose auftreten, mit der typischerweise erst
20-30 Jahre nach der Infektion zu rechnen ist. Die
Zirrhose kann dann bei etwa 20 % der Patienten
innerhalb weniger Jahre Leberversagen oder ein
Leberkarzinom auslésen. Es ist anzunehmen, dass
weltweit etwa 27 % aller Falle von Leberzirrhose und
25 % aller Falle von Leberkarzinomen auf Hepatitis C
zurlickzufiihren sind (Epidemiolog. Bulletin; RKI; Nr.
20, 2010).

Die chronische Infektion durch HCV bewirkt eine
dauerhafte Stimulation des Immunsystems. Daraus

resultieren eine Entziindung der Leber und eine
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Aktivierung insbesondere der B-Lymphozyten, was
haufig zur erhdhten  Immunglobulinproduktion,
Kryoglobulindmie und Immunkomplexerkrankungen,
wie Vaskulitis, Glomerulonephritis, Neuropathien und
Hauterscheinungen fiihrt (Bundesgesundheitsblatt;
2003).

2.4.1. HCV assoziierte Krankheiten

Das Hepatitis C Virus ist mehr noch als andere
hepatotrope Viren nicht nur fir akute und chronische
Hepatitis verantwortlich, sondern auch fir andere
extrahepatische Erkrankungen.

Die am haufigsten dokumentierte extrahepatische
Manifestation der HCV-Infektion ist die
Kryoglobulindmie, die sich als eine Systemerkrankung
darstellt und bei der es zu Ablagerungen von
Immunkomplexen in den BlutgefalBen kommt (Cacoub
et al.; 2000). Eine weitere Manifestation wird im
Zusammenhang mit dem Lymphotropismus von HCV
gesehen und so wird die Pathogenese der HCV
assoziierten B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome gedeutet
(Zignego et al.; 1997).

Die membranoproliferative Glomerulonephritis bei

einer HCV-Infektion ist zumeist Ausdruck der renalen
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Beteiligung im Rahmen der Hepatitis-C-assoziierten

gemischten Kryoglobulindmie (Johanson et al.; 1993).

2.5. Immunantwort auf eine HCV-Infektion

Eine HCV-Infektion zeichnet sich durch eine hohe
Rate chronischer Infektionen aus. Nach akuter
Infektion kann HCV in der Mehrzahl der Falle nicht
eliminiert werden (H&ussinger & Niederau; 2001).
Dies lasst darauf schlieRen, dass keine effektive
Immunantwort initiiert wird oder aber, dass viral-
vermittelte ,Immun-Escape Strategien® wirken die zu
einer Chronifizierung fihren (Logvinoff et al.; 2004).

Studien, die die HCV-Genomsequenzen von
chronologisch enthommenen Proben chronisch HCV-
Infizierter verglichen, beschrieben die schnelle
Veranderung des HCV-Genoms. Das HC Virus
repliziert schnell mit einer geschatzten Menge von
10™ Virionen pro Tag. Bei einer angenommenen
Fehlerrate der RNA-Polymerase von 1/10.000-
1/100.000 Basenpaaren wird die Mutationsrate hoch,
auf  1,44x10° Nukleotid Veranderungen, pro
Lokalisation, pro Jahr fiir das gesamte Genom,
angegeben. In der NS5 und E1 Region wird diese

sogar mit 4,1 und 7,1x10* Veranderungen pro
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Lokalisation, pro Jahr, angegeben (Simmonds; 2004).
Die Konsequenz dieser genetischen Vielfalt ist, dass
das Virus die Mdglichkeit erhalt, sich der Kontrolle
durch das Immunsystem des Wirtes zu entziehen.
Dies wiederum fiuhrt zu einer hohen Rate chronischer
Infektionen (> 80 %), so kann kein wirksamer
Immunschutz aufgebaut werden, der den Patienten
vor einer neuen Infektion schitzen kénnte (Purcell;
1997).

Das Vorhandensein von Doppel- und Reinfektionen,
bei bereits erfolgreich therapierten Patienten lasst
ebenfalls darauf schlieRen, dass keine schitzende
Immunitdét gegen HCV aufgebaut werden kann
(Wasielewski; 2004). Neuere Studien konnten zeigen,
dass eine frihe nAK (neutralisierende Antikorper)
Entwicklung in Zusammenhang mit der Elimination
des HCV steht und dass ein spéates Auftreten nAK zur
Chronifizierung der Infektion fihrt (Thimme et al,;
2008).

Durch weitere Studien an Schimpansen ist man zu
der Erkenntnis gelangt, dass die Clearance einer
HCV-Viramie wahrend der sechsten bis achten
Woche stattfindet; jedoch die Beseitigung von viral
infizierten Hepatozyten nicht vor der 14. Woche nach

der Infektion auftritt. Die so gewonnenen Daten
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weisen auf ein biphasisches Geschehen hin, das zur
viralen Clearance fihrt: einen direkten Interferon-
(IFN) -abhé&ngigen Mechanismus und einen eigenen
und adaptiven immunantwort-vermittelten
Mechanismus zur Beseitigung der infizierten
Hepatozyten (Guha et al.; 2005).

Kaplan et al. (2007) konnten bestétigen, dass fur die
Viruselimination einer akuten HCV-Infektion eine hoch
funktionelle, virusspezifische CD4 T-Zell und HCV-
spezifische IFN-T-Zell Antwort verantwortlich ist und
eine Infektion chronisch verlauft, wenn diese HCV-
spezifische CD4 T-Zell Antwort nicht effektiv ist, auch
wenn neutralisierende Antikdrper und spezifische
CD8 Zellen auftreten.

Die Untersuchungen und das Monitoring von
Antikdrpern und der intrahepatischen zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) Aktivitat, bei akut mit HCV
infizierten Schimpansen, erbrachte die Information,
dass eine frilhe und breite CTL-Antwort gegen
verschiedene HCV Epitope besser mit einer viralen
Clearance korrelierte als die neutralisierende
Antikérperantwort (Cooper et al., 1999; Guha et al,;
2005).

Multiple Mechanismen, die gemeinsam fir das

Versagen der Immunabwehr verantwortlich sind, sind
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bereits bekannt. Das Virus ist in der Lage sowohl die
zelluldre als auch die humorale Immunantwort zu
manipulieren. Die zellulare Abwehr wird geschwécht,
indem: HCV-spezifische CD8-T-Zellen nur vermindert
von dendritischen Zellen Informationen erhalten;
CD8-T-Zellen Fehlfunktionen aufweisen,
insbesondere eine verminderte Sekretion von
Zytokinen und CD8-T-Zellen von anderen T-Zellen
unterdriickt oder nicht ausreichend unterstiitzt werden
(Thimme et al.; 2008).

Weitere Mechanismen, durch die das Virus sich der
humoralen Immunantwort entziehen kann, sind:
Interaktionen zwischen viralen Glykoproteinen, HDL
(High-density Lipoprotein) und HCV Rezeptoren, die
zu einer schnelleren Aufnahme des Virus in die
Zielzelle fuhren und damit der Neutralisation durch
Antikérper vorbeugen und Konformationsanderungen,
die die Bindung von neutralisierenden Antikdrpern
nicht zulassen (Thimme et al.; 2008).

Ein Zusammenspiel der funktionellen zellularen und
humoralen Immunabwehr ist bestimmend fiir den
Verlauf einer HCV-Infektion. In diesem
Zusammenhang ist es fir die Entwicklung und die

Angriffspunkte von Therapeutika wichtig, dass diese
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beiden Abwehrwege gleichermal3en initiiert werden
(Mancini et al.; 2009).

2.5.1. Neutralisierende Antikérperantwort auf
eine HCV-Infektion

Die humorale Immunantwort und die Rolle von
neutralisierenden  Antikdrpern ~ wahrend  einer
fortschreitenden HCV-Infektion sind bisher nicht
ausreichend erforscht.

Das in vivo Tiermodell des Schimpansen bietet die
Mdoglichkeit, die Ereignisse, die auf eine frische HCV-
Infektion folgen, zu untersuchen. Informationen Uber
diese frihe Phase der Infektion beim Menschen sind
nur unzureichend vorhanden, da zumeist der genaue
Infektionszeitpunkt unbekannt ist. Es vergeht
gewohnlich einige Zeit, im ginstigsten Fall vier bis
sechs Wochen, bis die Infektion des Patienten
bemerkt und darauffolgend diagnostiziert wird. Eine
Serokonversion findet im Durchschnitt mit etwa sechs
Wochen statt (Netski et al.; 2005). Von Hahn et al.
(2007) bestatigt, in einer neueren Studie mit
Serumproben (entnommen (ber einen Zeitraum von
26 Jahren von einem bekannten und intensiv

untersuchten HCV-Patienten — ,Patient H) und unter
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Einsatz des HCVpp Neutralisationstests, dass sich
eine stammspezifische nAK-Antwort etwa acht
Wochen nach der |Infektion entwickelt. Eine
breitangelegte, anti-HCV kreuzneutralisierende nAK-
Antwort entsteht erst spat; etwa 33 Wochen nach der
Infektion. Diese neueren Studien waren zum
Zeitpunkt der Entstehung der vorliegenden
Dissertation noch unbekannt.

Versuche an Schimpansen zeigen, dass nachdem
HCV-infiziertes Patienten Serum inokuliert wurde,
neutralisierende Antikdrper gebildet werden, die
spezifisch gegen die inokulierte HCV-Variante
gerichtet sind (Farci et al., 1994; Guha et al.; 2005).
Als Angriffspunkte fir neutralisierende Antikorper
werden insbesondere die HVR 1 des E2, aber auch
andere konservierte Bereiche des E2
Hullglykoproteins  angenommen.  Die  schnelle
Mutation der Zielstruktur neutralisierender Antikdrper
lasst einen Mechanismus vermuten, der sensible
Sequenzen aus der Quasispeziespopulation entfernt.
Dadurch kann sich das Virus dem Selektionsdruck
durch die humorale Immunabwehr entziehen
(Logvinoff et al.; 2004; Von Hahn et al.; 2007; Mancini
et al.; 2009).
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Bis heute ist die routinemafllige Messung von anti-
HCV Antikdrpern, z. B. mittels ELISA, in Patientenblut
nur ein Mittel, um eine HCV-Infektion zu
diagnostizieren. Erst die Entwicklung von autologen
und heterologen HCV-Glykoprotein tragenden-
Pseudopartikeln schuf die Mdglichkeit, die Rolle der
Antikorper wahrend einer HCV-Infektion genauer zu
untersuchen (Hsu at al.; 2003; Bartosch et al.; 2003).
Das intensive Studium der humoralen Immunantwort
bei chronischen HCV Patienten und
Verlaufskontrollen wéhrend der Therapie, koénnen
neue und wertvolle Erkenntnisse liefern, die es
ermoglichen, rechtzeitig individuelle Behandlungen zu
modifizieren und auf die Bedirfnisse des Patienten
abzustimmen.

Ein in  vitro-System zur Messung der
neutralisierenden Antikdrperantwort, wie in
vorliegender Arbeit, ist ein neuer und nitzlicher
Ansatz in der Erforschung des HCV-Infektionsverlaufs
und bietet zusatzliche Einsatzmdglichkeiten in der

klinischen Diagnostik (Berger et al.; 2009).
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2.6. Die Therapie einer HCV-Infektion

Grundsétzlich sind alle Patienten mit einer
chronischen Hepatitis C Kandidaten fiir eine antivirale
Therapie. Priméres Ziel bei der antiviralen Therapie
der chronischen Hepatitis C ist die Induktion einer
anhaltenden Remission, definiert durch den fehlenden
Nachweis von HCV-RNA im Serum 24 Wochen nach
Therapieende mittels sensitiver Testverfahren (Berg;
2004).

Wirtsfaktoren
(z.B. Alter, Héhe der Trans-
aminasen und GGT,
Fibrosestadiurn)

Kinetik der Hepat\tls c
V|ram|e

individualisierte Therapie ‘

virale Faktoren
(insbesondere HCV-
Genotyp)

genetische Faktoren/

Polymorphismen

-~

l ~— Management der

Nebenwirkungen
anhaltende Remission
Abb. 5:

Einflussfaktoren fur das dauerhafte
Therapieansprechen bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C.
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Modifiziert nach: Berg, T., (2004); Therapie der
chronischen Hepatitis C. Med Welt; 7-8. Seite 225.

Die bekannten wirts- und virusspezifischen
pradiktiven Parameter beeinflussen die HCV-Kinetik
unter Therapie. Die individuelle Vorhersage des
Therapieerfolgs ist daher am besten anhand der
individuellen Viruskinetik zu treffen.

In der Therapie der chronischen Hepatitis C wird seit
1986 IFN alpha eingesetzt. Es bildet die Grundlage
der antiviralen Therapie und ist seit 1991 auch fir
diese zugelassen.

Die Kombination mit dem Nukleosidanalogon
Ribavirin brachte schlieBlich stark verbesserte
Erfolge. Bei einer Therapiedauer von einem Jahr mit
3 MU IFN 3-mal wochentlich und 1.000 bis 1.200 mg
Ribavirin taglich lasst sich bei Genotyp 1 zu 33 %, bei
anderen Genotypen zu 80% eine bleibende
Viruselimination erzielen (Manns et al.; 2001). Eine
weitere Verbesserung, insbesondere bei Genotyp 1,
bewirkt die Verwendung von Interferon, das mit
Polyethylenglykol (PEG) konjugiert ist (Fried et al.;
2002). PEGInterferon  besitzt eine  langere
Halbwertszeit, welches eine effizientere Wirkung
hervorruft. Das Ansprechen auf die Therapie konnte

durch PEGInterferon deutlich erhéht werden.
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Eine 24-wdchige, anstelle einer 48-wdchigen,
Therapie genugt bei Genotyp 2 oder 3 oder auch bei
einer niedrigen HCV-RNA-Anfangskonzentration des
Genotyps 1 unter 2.000.000 Kopien/ml. Insgesamt ist
jedoch nur in 50 % der Félle von einer erfolgreichen
Therapie auszugehen (Bretner; 2005). Andere
Autoren berichten bei der aktuellen Standardtherapie
von anhaltenden Remissionsraten von ca. 55 bis
60 % (Berg, 2004). Als ginstige Faktoren fir ein
Ansprechen der Therapie gelten neben den
Genotypen 2 und 3 und einer niedrigen Viruslast,
jungeres Alter, weibliches Geschlecht und ein
geringer Grad der Fibrose (Maier; 2002).

Der Therapieverlauf einer HCV-Infektion kann in drei
Gruppen eingeteilt werden: Responder ("andauerndes
Ansprechen auf die Therapie”), Non Responder
("Kein Ansprechen auf die Therapie") und Relapse
("Rezidiv nach initialem Response"). Diese Einteilung
erfolgt durch die Messung der HCV RNA im
Patientenserum bzw. -—plasma. Die Messungen
werden zur Kontrolle des Therapieerfolgs vor
Therapiebeginn  und 12 Wochen nach Start
durchgefiihrt. Sie stellen eine adaquate Methode dar,
um den Therapieverlauf eines Patienten zu

Uberprifen, gegebenenfalls zu modifizieren oder
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auch, um die Therapie bei ausbleibendem Erfolg
abzubrechen. Die Therapie kann bis auf 48 Wochen
verlangert werden, wenn die HCV RNA Menge nach
12 Wochen um 2-Log Stufen gefallen ist. Wenn
jedoch kein Abfall zu verzeichnen ist, ist mit einem
,Nicht-Ansprechen® (Non Responder) auf die
Therapie zu rechnen. Sie kann in diesem Fall beendet
oder fortgefuhrt werden, um das Voranschreiten der
Lebererkrankung zu verhindern; jedoch
voraussichtlich ohne Elimination des Virus. Kann am
Ende der Behandlung die Anwesenheit von HCV RNA
wieder nachgewiesen werden, spricht dies mit grof3er
Sicherheit fur ein Rezidiv (Relapse). Ein erfolgreiches
Ansprechen auf die Therapie (Sustained Response)
wird charakterisiert durch ein negatives HCV RNA
Detektionsergebnis im Blut mit einer sensitiven
Nachweismethode 24 Wochen nach Therapieende
(Pawlotsky; 2002).

Genannte Medikamente wirken, indem sie die HCV-
Replikation hemmen oder eine Stimulation des
Immunsystems anregen, jedoch rufen sie auch eine
Vielzahl an  Nebenwirkungen hervor. Diese
Nebenwirkungen, die insbesondere auf das Interferon
zurlckzufihren sind, umfassen grippeédhnliche

Symptome wie Mudigkeit, Myalgien, Fieber, einen
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Abfall der Leukozyten, der neutrophilen Granulozyten
und der Thrombozyten. Andere Nebenwirkungen sind
psychische Veranderungen wie Depressionen, die
zum Suizid des Patienten fiihren kénnen.

Die beobachteten Nebenwirkungen von Ribavirin sind

eine Abnahme der Hamoglobinkonzentration,

Ubelkeit, Anorexie, Schlaflosigkeit,
Hautveranderungen und
Schilddrisenfunktionsstérungen. Eine weitere

Nebenwirkung des Ribavirin ist seine Teratogenitét,
welche bei einer geplanten oder bestehenden
Schwangerschaft  berlicksichtigt werden  muss.
Weiterhin  kommt hinzu, dass diese aktuelle,
einjahrige Standardtherapie mit nicht unerheblichen
Kosten verbunden ist, die sich derzeit auf etwa
28.000 Euro belaufen (Wedemeyer & Trautwein;
2004).

2.7. Die Erforschung von Hepatitis C

Die Anfange der HCV-Forschung waren nach der
Entdeckung des Agens, welches die Non-A, Non-B
Hepatitis hervorrief, das klassische virologische

Tierversuchsmodell. Durch Infektionsversuche mit



49
Literaturtibersicht

Schimpansen im Jahre 1978 wurde der Nachweis
eines Ubertragbaren Agens erbracht (Purcell; 1997).
Da Viren nur obligat intrazellular existieren kdénnen,
benétigt man fur die Erforschung ein System, in dem
sie sowohl vermehrt, als auch untersucht werden
kénnen. Hierfir werden Ublicherweise lebende Tiere
oder empféangliche Wirtszellen genutzt in denen sich
die Viren effektiv anzlichten lassen.

Solche Wirtszellsysteme bestehen, im einfachsten
Falle, aus permanenten Zelllinien, die kommerziell
erworben und einfach im Labor Kkultiviert werden
kénnen. Bisher wurden schon zahlreiche Versuche
unternommen HCV in einer solchen Zellkultur zu
vermehren, doch ist dies aus noch unbekannten
Grinden bis heute nicht zufriedenstellend,
beziehungsweise nur unter groRen Schwierigkeiten,
gelungen.

Die meisten Infektionsversuche wurden mit primaren
Zellkulturen oder primaren Zellen, isoliert aus
persistent mit HCV infizierten Patienten,
unternommen. Diese Methoden sind jedoch schlecht
reproduzierbar. HCV wird in nur so geringen Mengen
repliziert, dass hoéchst sensitive Detektionsverfahren

notwendig sind (Bartenschlager & Lohmann; 2000).
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Bisher st weiterhin nur der Schimpanse als
etabliertes in vivo Tiermodel fir die Erforschung fir
HCV geeignet. Das einzige kleine Saugetier, welches
jedoch auch nur nach Immunsuppression, mit HCV
infiziert werden kann, sind Tupaia spec.. Die
Produktion von HCV transgenen oder
immundefizienten Mausen, die nach Transplantation
humaner Hepatozyten eine HCV-Infektion
entwickelten oder virale Gene exprimierten, ist
moglich (Bartenschlager & Lohmann; 2000).

AuR3erdem wurden in den letzten Jahren weitere in
vitro Modellsysteme entwickelt, die das Studium des
HCV Zyklus erlauben und bei der Entwicklung von
antiviralen Therapiemdéglichkeiten einsetzbar sind.
Durch das Replicon System konnte erstmals in vitro
die ursprungliche HCV-RNA Replikation untersucht
werden (Bartenschlager & Lohmann; 2001). Diese
Methode war jedoch nicht ausreichend um die frihen
und fortschreitenden Infektionsschritte zu
untersuchen und wurde daher weiterentwickelt. Aus
dem Serum eines, an einer fulminanten Hepatitis C
erkrankten Patienten, wurde ein Genotyp 2a Replicon
(JFH-1) etabliert. Dieses System repliziert sich sehr
effizient in verschiedenen Zelltypen und produziert

infektidse virale Partikel, die sogar in einer in vitro
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Zellkultur  passagiert werden kdnnen und fir
Schimpansen und Mause, denen humane
Hepatozyten transplantiert wurden, infektiés sind
(Helle & Debuisson; 2008). Die Partikel werden als
HCVcc bezeichnet (Wakita et al.; 2005; Lohmann;
2008).

Als weiteres in vitro Modell wurden infektiose,
genetisch  markierte HCVpp  entwickelt, die
unmodifizierte E1 und E2 Hullproteine auf retroviralen
oder lentiviralen Corepartikeln tragen. Diese Partikel
sind hoch infektids aber nicht voll replikationsfahig
und erlauben eine gezielte, funktionelle Erforschung
der aktiven Form wvon HCV E1 und E2
Glykoproteinen. Durch diese Pseudopartikel besteht
die Moglichkeit der gezielteren Erforschung der HCV-
Hullproteine (Bartosch et al.; 2003; Brass et al;
2007). HCVpp haben einen bevorzugten Tropismus
fur Hepatozyten (Helle & Dubuisson; 2008).

Eine andere Methode zur Erforschung von HCV sind
HCV virusartige Partikel, die auf verschiedene Arten
hergestellt wurden: in Insektenzellen oder durch
Pseudotypisieren mit  Vesiculoviren oder mit
Influenzaviren und modifizierten HCV E1 und E2
Glykoproteinen. Jedoch waren diese Partikel nur

gering oder gar nicht infektios und widerspriichliche
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Ergebnisse machten ein funktionelles Arbeiten nicht
realisierbar (Baumert et al.; 1998; Buonocore et al.;
2002; Flint, et al.; 1999; Lagging et al.; 1998).

Tab. 1:

Modelle zur Erforschung von HCV

Zellkultur Modelle:

e Pseudopartikel, die funktionale HCV
Glykoproteine tragen (HCVpp) (Bartosch et
al.; 2003)

e Infektion von primaren Hepatozyten und
etablierten Zelllinien (Bartenschlager et al.;
2004)

e Stabile Transfektion von Zelllinien
(Bartenschlager & Pietschmann; 2005)

¢ Replicons (Bartenschlager & Lohmann; 2001)

e Als surrogates Model: Tamarin (Saguinus)
Hepatozyten fur GBV-B (Grakoui et al.; 2001)

e HCVcc (Lindenbach et al.; 2005)

e Rekombinant infizierte Zellkultursysteme
(Bartenschlager & Pietschmann; 2005)

e Virus-Chimaren (z. B. Poliovirus-HCV)
(Baumert et al.; 1998)

In vivo Modelle:

e Schimpansen (Pan troglodytes) (Grakoui et
al.; 2001)

e Tupaia spec. (Brass et al.; 2007)

e Immundefiziente Mause oder immuntolerante
Ratten/Mause transplantiert mit humanen
Hepatozyten (Grakoui et al.; 2001)

e Transgene Mause (Brass et al.; 2007)

e Als surrogates Modell: Tamarine (Saguinus)
fur GBV-B (Grakoui et al.; 2001)
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2.7.1 Was sind Pseudotypen oder
Pseudopartikel?

Die urspriingliche Bedeutung des ,Pseudotypisieren®
ist, dass ein oder mehrere strukturelle Proteine eines
Viruspartikels nicht durch die Nukleinsaure des Virus
codiert werden. Dies ist jedoch eine weit gefasste
Definition und die derzeit gebrauchliche Bedeutung
besagt, dass ein pseudotypisiertes Virus eines ist,
dessen AuRenhille (die Hullglykoproteine eines
behillten Virus oder die Kapsidproteine eines
unbehdliten Virus) von einem Virus stammt, welches
eine andere Genomherkunft und eine herkinftlich
andere  Genom-Replikationsmaschinerie  besitzt.
Pseudotypisierte Viren konnen vielseitig genutzt
werden: um bestimmte Gene in Zellen einzubringen
(z. B. in der Gentherapie), um den Eintrittsprozess
des Virus (von dem die AuRenhillle des
rekombinanten Virus stammt) in die Zelle zu
untersuchen oder auch fir Neutralisations-,
Tropismus- und Rezeptorstudien. AuRerdem kénnen
sie experimentell leicht manipuliert werden (z. B.
Genmutationen) und Untersuchungen der

Hullproteine sind, auch bei Viren fur die kein
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adaquates Zellkultursystem vorhanden ist, mdéglich
(Sanders; 2002; Lavillette et al.; 2005).

Die Technik der Pseudopartikel wird bereits seit
langerer Zeit zum Studium anderer Viren genutzt und
ist in den letzten Jahren auch intensiv in der HCV-
Forschung zum Einsatz gekommen (Von Hahn et al.;
2007; Mancini et al.; 2009).

Pseudopartikel werden insbesondere zur Erforschung
von Viren, die aus verschiedenen Grinden
problematisch sind, eingesetzt. Als Beispiele kdnnen
genannt werden: hohes Sicherheitsniveau oder keine
vorhandenen geeigneten Zellkultursysteme, wie es
beispielsweise fur das SARS-Coronavirus (SARS-
CoV) oder auf Viren des Genus Hantavirus zutrifft.
Studien uber die naturliche Infektion von diesen Viren
und die neutralisierende Antikdrperantwort sind nur
unter Schwierigkeiten, auf hohem Sicherheitsniveau
(S3 oder hoher) moglich. Zur Entwicklung eines
Impfstoffes sind diese Studien jedoch unerldsslich.
Durch den Einsatz der Pseudotypen konnten
Neutralisationsversuche mit Patientenseren und
retroviralen SARS-CoV Pseudopartikeln in einer
geringeren Sicherheitsstufe durchgefiihrt werden, da

dieses System nicht mit urspriinglichen Viren arbeitet.
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Hierdurch kann diese Methode eine weite Anwendung
in der Routinediagnostik erfahren und in praklinischen
Studien eingesetzt werden (Temperton et al.; 2005).
In anderen Studien wurden SARS-CoV
Pseudopartikel als probates Instrument flir Rezeptor-
oder auch Tropismusstudien angewandt (Giroglou et
al.; 2004). Zur Erforschung und fur den spéteren
Einsatz in der Gentherapie wurden erfolgreich
Lymphozyten  Choriomeningitis  Virus  (LCMV)
Pseudotypen eingesetzt. Ihre hohe Stabilitét, geringe
Toxizitat und deren grofR3es Wirtsspektrum stellen ein
attraktives Versuchssystem dar (Beyer et al.; 2002).
Zur Bestimmung von Hantavirus Serotypen und
neutralisierenden Antikdrpertitern kann der Focus
oder  ,Plaque Reduktion Neutralisationstest"
eingesetzt werden. Generell ist aber von Nachteil,
dass ein his zwei Wochen vergehen, bevor ein
Ergebnis abgelesen werden kann; aulerdem ist
hierbei ein hohes biologisches Sicherheitsniveau
notwendig. Durch den Einsatz von VSV (Vesicular
Stomatitis Virus) Pseudotypen, die Hillproteine eines
Hantavirus tragen, konnte ein einfacher, sicherer und
schneller Neutralisationstest entwickelt werden
(Ogino et al.; 2003).
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Diese Arbeiten zeigen, dass Pseudotypen als ein
geeignetes und einfaches Werkzeug eingesetzt
werden konnen und insbesondere bei der
Erforschung und Diagnostik von Viren dienlich sind.
Dies ist deshalb von besonderer Relevanz, da ihre
Erforschung, aus den verschiedensten Griinden bis
vor Kurzem noch nicht, oder nur unter grof3en

Schwierigkeiten moglich war.

2.8. Der Nachweis/Labordiagnostik der
Virushepatitis C

Die Labordiagnostik bietet die Méoglichkeit direkter
oder indirekter Nachweismethoden einer HCV-
Infektion.

Die direkten Nachweismethoden umfassen HCV-
Antigentests, HCV-RNA Nachweise und auch die
HCV-Genotypisierung. Der  quantitative  HCV-
Antigentest ist erst seit wenigen Jahren kommerziell
erhéltlich. Er weist das HCV-Core-Protein nach und
besitzt eine relativ hohe Sensitivitat (Berger; 2005).
Der HCV-RNA Nachweis beruht auf einer
Nukleinsaure-Amplifikationstechnik
(Polymerasekettenreaktion  oder  Transcriptions-
mediated  Amplification), die die HCV-RNA
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Zielsequenz durch Vermehrung auch in geringen
Mengen nachweisen kann. Der sensitive qualitative
HCV-RNA-Nachweis findet besonders im
Blutspendedienst, bei der Verwendung von
Blutprodukten und bei der Abklarung unklarer
serologischer Befunde Verwendung. Als wichtiger
Marker hinsichtlich der HCV-Therapie besitzt die
guantitative Viruslastbestimmung grof3e Bedeutung.
Zur Quantifizierung der viralen RNA steht unter
anderem die Technik der Signalamplifikation (0DNA),
die PCR und seit kurzer Zeit auch Real-Time PCR
(zum Teil voll automatisiert) zur Verfliigung.

Das Ergebnis der HCV-Genotypisierung ist ein
wichtiger prognostischer Marker  fur  eine
bevorstehende HCV-Therapie. Die Genotypisierung
kann durch die direkte Sequenzierung der NS5B-
oder der EI1-Region mit darauf folgendem
Sequenzvergleich und einer phylogenetischen
Analyse erfolgen. Sie wird zudem haufig mittels eines
kommerziellen Verfahrens vorgenommen das auf
einer reversen Hybridisierung des 5 -NTR und Core
Bereiches beruht (Line Probe Assay von der Firma
Siemens, Leverkusen).

Eine indirekte Nachweismethode, der Nachweis von

spezifischen anti-HCV-Antikdrpern im
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Patientenplasma oder —serum, erfolgt mittels Enzym-
Immunoassays (EIA). Dieser Test wird zum
Patientenscreening und im  Blutspendedienst
verwendet. Er weist eine humorale Immunantwort
gegen Teile des Genoms von HCV, der
Nichtstrukturproteine NS3, NS4 und des Core-
Proteins nach. Der Test der zweiten Generation
konnte das diagnostische Fenster von
durchschnittlich 16 Wochen auf durchschnittlich 10
Wochen verringern (Gretch; 1997). Eine deutliche
Verbesserung durch das Hinzunehmen eines
weiteren Nichtstrukturproteins, dem NS5, in den Tests
der dritten Generation konnte nicht erzielt werden.
Jedoch wurden andere Verbesserungen
vorgenommen und das diagnostische Fenster
wiederum um zwei bis drei Wochen verkirzt. Ein
eindeutig positiver HCV-Antikorpertest bedeutet
jedoch nicht zwingend, dass der Patient eine aktive
Infektion hat, denn es kénnen auch noch Jahre nach
der Ausheilung spezifische Antikérper vorhanden und
nachweisbar sein.

Die Messung der zellularen Immunitat bei einer HCV-
Infektion durch durchflusszytometrische
Bestimmungsverfahren ist bisher nur Zu

Forschungszwecken etabliert. Die Verfahren befinden
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sich noch in der Entwicklung; jedoch schreitet diese
schnell voran.

Ein HCV-Neutralisationstest, der anderen etablierten
Zellkulturmodellen gleicht, existiert in dieser Form
noch nicht.

Die  Entwicklung und Nutzung der HCV-
Pseudopartikel, die HCV-Hullglykoproteine tragen,
bietet hier neue Mdglichkeiten. Inwieweit diese fur die
Routinediagnostik nutzbar sind, ist noch abzuwarten
(Berger; 2005).

2.9. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung infektioser
HCVpp, die die frihen Infektionsschritte von HCV
nachahmen und die es ermdglichen, Serumproben
von chronisch HCV-infizierten Patienten auf ihre
Neutralisationsféhigkeit zu untersuchen. Die HCVpp
enthalten unmodifizierte und funktionale HCV E1 und
E2 Hullglykoproteine und sind mit einem grin-
fluoreszierenden Markergen ausgestattet, welches die
positiv transduzierten Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop zum Leuchten bringt.

Diese Arbeit untersucht und befasst sich im Einzelnen

mit:
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1. Herstellung von lentiviral- und onkoretroviral-
basierten HCVpp durch transiente Ko-
Transfektion adharenter 293T Zellen und
unter Einsatz von Polybrene, Vergleich der
daraus  gewonnenen Ergebnisse  zur
Optimierung des entstehenden Testsystems
fur die Neutralisationsversuche;

2. Studien zum Zelltropismus der HCVpp mit
verschiedenen B-Suspensionszelllinien durch
Nutzung der Durchflusszytometrie (FACS-
Analyse);

3. Validierung des Neutralisationstestsystems
mithilfe  von  Neutralisationsstudien  der
HCVpp durch Hinzugabe von definierten
Seren und Etablierung dieses Systems als
diagnostischer und prognostischer Marker der
HCV-Infektion unter Auswertung der in den
Neutralisationsstudien erzielten Ergebnisse;

4. Neutralisationsversuche mit HCVpp und
Patientenseren, in denen Antikérper gegen
andere Flaviviren wie Dengue und FSME
nachweisbar sind, mit dem Ziel, eine
mogliche vorhandene Kreuzreaktivitat

festzustellen;
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5. Neutralisationsstudien der HCVpp durch
Hinzugabe von ausgewahlten Seren HCV
infizierter Patienten mit unterschiedlichem
Therapieausgang, um zu untersuchen, ob
dieser in Zusammenhang mit der Hohe der
neutralisierenden Antikdrperantwort stehen

konnte.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die Chemikalien und Verbrauchsmaterialien, die fir
die Versuche genutzt wurden, wurden soweit nicht
anders angegeben, von den Firmen Applichem
(Darmstadt), Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Takara (Shiga,
Japan) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) gefertigt.
Plastikwaren und Filtersysteme wurden von BD
(Heidelberg), Greiner  (Frickenhausen), Costar
(Bodenheim), Sarstedt (Nurnbrecht), Beckman
(MUnchen),  Vivascience  (Hannover),  Codan
(Lensahn), Nalge (New York, USA) und Millipore
(Eschborn) bezogen. Die Medien, Antibiotika und
Zusétze fur die Zellkultur verwendete ich von den
Firmen Bio Whittaker/Cambrex (Verviers, Belgien),
Difco (Augsburg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder
Gibco BRL (Eggenstein).



63
Material und Methoden

3.1.2. Verwendete Kits

Tab. 2:
Verwendete Kits in der Zellkultur und

Molekularbiologie

Kit Firma

Calcium phosphate transfection kit | Sigma,

Deisenhofen
Nucleo Bond PC 500 Maxi Kit Macherey-Nagel,
(s. Macherey-Nagel, User manual) Duren

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit | Genomed,

(Vaughan et al.; 2003) Bad Oeynhausen

3.1.3. Verwendete Losungen und Nahrmedien
zur Anzucht von Bakterien und in der
Molekularbiologie

Das Nahrmedium wurde mit deionisiertem Wasser
angesetzt und fir 20 Minuten bei 121°C und zwei bar

sterilisiert.
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Tab. 3:

Lésungen, Nahrmedium und Puffer

Name

Zusammensetzung

Kanamycin

60 mg/ml in sterilem Wasser

LB-Medium

10 g Trypton / Pepton aus Casein
5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml aqua dest.

und autoklaviert

50 XTAE

Tris-Base 0,8 mM, Essigsaure 0,8
mM, EDTA 0,04 mM/ 50 ml aqua
dest. (=0,5 M), Einstellen des pH

auf 8,3

Zell-Suspensions-Puffer P1
aus dem JETquick Plasmid

Miniprep Spin Kit

50 mM tris (hydroxymethyl)
Aminomethanhydrochlorid in aqua
dest., 10 mM EDTA und 100 pg/ml

Ribonuklease

Zell-Lysis-Puffer P2 aus
dem JETquick Plasmid

Miniprep Spin Kit

200 mM Natriumhydroxid in aqua
dest., 1% SDS

(Natriumdodecylsulfat)

Neutralisations-Puffer P3
aus dem JETquick Plasmid

Miniprep Spin Kit

enthalt Guanidinhydrochlorid




65
Material und Methoden

3.1.4. Bakterien

Es wurde der Escherichia coli-Stamm TOP10 von
Invitrogen (Karlsruhe) als Wirtsstamm zur Herstellung

der Plasmid-DNA verwendet.

Tab. 4:

Genotyp des verwendeten Bakterienstammes

Stamm Genotyp Referenz
TOP10 F'mcrA A(mmr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen,
$80lacZAM15 AlacX74 deoR Karlsruhe

recAl araD139 A(ara-leu)7697

galK rpsL (Str") endAl nupG
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3.1.5. Plasmide und deren Herstellung

Als Kontrollen wurden in den Versuchen VSVpp
eingesetzt, die auch in der Arbeit von Giroglou et al.;
2004 verwendet wurden. VSV-G Hiuillglykoproteine
werden effizient in retroviralen Pseudotypen
verwendet (Giroglou et al.; 2004; Ogino et al.; 2003)
und sind daher sehr gebréuchlich (Beyer et al.; 2002),
insbesondere als positive Kontrolle in Studien mit
HCVpp (Bartosch et al.; 2003). Diese VSVpp werden
im Institut regelméaRig als Kontrollviruspartikel bei
Infektions- und Neutralisationsstudien verwendet.

Die verwendeten Plasmide und Vektoren (M3, M56a,
M57, M334 und M420) wurden mir von Frau Prof. Dr.
D. van Laer/Georg-Speyer Haus (Frankfurt am Main)

zur Verfigung gestellt.



Material und Methoden

67

Tab. 5:

Verwendete Plasmide und Vektoren

Name Gen / Verwendungszweck Referenz

M3 Hilfsvektor mit dem Glykoprotein G des | VSV-G aus
"vesicular stomatitis virus" (VSV-G), fur | M1; Gallione &
die Bildung der Hiuillproteine nach einer | Rose, 1983; in
Transfektion unter Kontrolle des CMV- M3.
Promotors.

M56a Retroviraler Vektor; als Insert das Schambach et
Markergen GFP (grin fluoreszierendes | al., 2000
Protein).

M57 Helferplasmid zur Expression von Beyer et al.,
Gag/Pol fur die Replikation und reverse | 2002
Transkription onkoretroviraler Vektoren
nach einer Transfektion.

M334 Expressionplasmid der HIV-Proteine Naldini et al.,
Gag-pro-Pol firr die Replikation und 1996
reverse Transkription zur lentiviralen
Verpackung, unter Kontrolle des CMV-

Promotors.

M420 Lentiviraler transfer Vektor mit GFP. Demaison et
Original Name SEWnew. al., 2002

M480 Expressionsplasmid der HCV la E1 Bartosch et

und E2 Hullglykoproteine.

al., 2003
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A. (M3)

— e — I

B. (M56a)
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C. (M57)

— o —
D. (M334)

E. (M420)
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Abb. 6:

Schematische Darstellung der verwendeten
Vektoren

Y(psi) charakterisiert die Signalsequenz fur die
Verpackung onkoretroviraler bzw. lentiviraler RNA in
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Viruspartikel. LTR-Sequenzen (Long Terminal
Repeats) flankieren die bestimmten Verpackungs-
bzw. Reporter-Gene. An drei Konstrukte grenzt ein
CMV (humane Cytomegalie Virus) -Promotor und
zwei Konstrukte werden von einer Poly (A)-
Signalsequenz begrenzt. Zur Férderung des Levels
der Genexpression enthélt der Vektor M429 SFFVp
(Spleen Focus Forming Virus) und WPRE
(Woodchuck-hepatitis-virus Posttranscriptional
Regulatory Element). Den Sequenzen zur Expression
der Hdallproteine in M480 ist eine IRES (Internal
Ribosome Entry Site) vorgeschaltet. A: M3, dies ist
der Hilfsvektor zur Herstellung von VSV-G (G =
Glykoprotein des Vesicular Stomatitis Virus). B:
M56a, enthalt das Markergen GFP. C: M57, dient als
Hilfsvektor fur die Herstellung von Gag und Pol, bei
der onkoretroviralen (auf MLV = Murines
Leukamievirus basierend) Verpackung. D: M334,
dient als Hilfsvektor fur die Herstellung von Gag, pro
und ol bei der lentiviralen Verpackung. E: M420,
enthélt als Insert das Markergen GFP; eGFP HIV SIN
LTR (SIN= Self-Inactivating Transfer). F: M480, ist
der Expressionsvektor zur Herstellung der HCV E1
und E2 Hullproteine.

3.1.6. Filtersysteme

Tab. 6:

Verwendete Filtersysteme

Filter Hersteller

Millex-HA MCE 0,45 pum-Filter | Millipore (Eschborn)

Millex-GV 0,22 um Filter Millipore (Eschborn)
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3.1.7. Zelllinien

Tab. 7:

Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Referenz u./o. Medium
ATCC-/DSMZ-
Nummer

293T Humane embryonale | Numaet al., DMEM-
Nieren-epithelzellen 1995; ATCC- Standard
mit dem inserierten T | CRL 11268
Antigen von SV40

Huh-7 Humane Nakabayashi et DMEM-
Leberkarzinomzellen | al., 1982 Standard

SEM humane Leukamie- DSMZz-ACC RPMI-
Pre-B Zelle 546vc Standard

RAJI humane Burkitt- ATCC-CCL 86 RPMI-
Lymphom Zellen Standard

Namalwa humane Burkitt- ATCC-CRL RPMI-
Lymphom Zellen 1432 Standard

Nalm6é humane Leukémie- DSMZ-ACC 128 | RPMI-
Pre-B Zelle aus Standard
peripherem Blut

BV173 humane Leukamie- Pegoraro et al., RPMI-
Pre-B Zelle aus 1983; DSMZ- Standard
peripherem Blut ACC 20
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3.1.8. In der Zellkultur verwendete

Nahrmedien, LOsungen, Zusatze und Puffer

Tab. 8:

Verwendete Nahrmedien, Losungen, Zusatze und

Puffer in der Zellkultur

Name

Hersteller

DMEM-Standard (Dulbecco’s

Modified Eagle Medium)

BioW hittaker/Cambrex; Verviers,
Belgien

(BW12-614F)

RPMI-Standard 1640 Medium
(Roswell Park Memorial

Institute)

BioWhittaker/Cambrex; Verviers,
Belgien

(BW12-167F)

BioWhittaker x-Vivo-Standard

Medium

Lonza Walkersville

(04-743Q)

Dulbeccos’s PBS (Phosphat

gepuffertes Kochsalz, DPBS)

Sigma-Aldrich; Deisenhofen

(D5652)

Hank's Balanced Salt Solution

Sigma-Aldrich; Deisenhofen

(H9394)

Fotales Kalberserum (FKS)

PAN BioTech GmbH; Aidenbach

Retronectin

Takara, Japan

(T100A)

HEPES-Puffer

Bestandteil des Calcium
phosphate transfection kit von

Sigma-Aldrich; Deisenhofen
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Polybrene
Unter diesem Namen ist Hexadimethrinbromid (Sigma

Prod. Nr. H9268) ebenfalls bekannt. Es handelt sich
um ein Polykation, welches hauptsachlich bei der
Transfektion von Saugetierzellen eingesetzt wird, da
es die Transfektionseffizienz signifikant erhoht (Sigma
Material Safety Data Sheet).

Die pulvrige Substanz wurde zuerst in 9 % NacCl, in
einer Konzentration von 1 mg/ml geldst, steril filtriert
und dann fur den weiteren Gebrauch bei 4°C

gelagert.

\\ r
N+
'__,.--"' WN*M

Br Er

Abb. 7:
Chemische Strukturformel von "Polybrene"

aus Sigma-Aldrich/Produktinformation
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3.1.9. Gerate

Tab. 9:

Verwendete Laborgeréte

Gerate

Hersteller

Brutschrank Cytoperm fiir die Zellkultur

Heraeus, Hanau

Casy-Cellcounter

Schérfe-System,

Reutlingen

Durchflusszytometer: FACSCalibur &

Software CellQuestPro

BD, Heidelberg

Neubauer-Zahlkammer

Hycor Biomedicals,

Kassel

DNA-Elektrophoreseapparatur

BioRad, Miinchen

Fluoreszenzmikroskop

Nikon, Dusseldorf

Heizblock

Techne England

Kuhlzentrifuge Beckman Avanti J20

Beckman, Minchen

Zentrifugenrotor Beckman JA 25.50

Beckman, Miinchen

Rotor

Mikroskop Leica, Bensheim

Ruhrer RCT Basic IKA, Staufen

Schuttler TH25 Edmund Bahler,
Tubingen

Tischzentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Ultrazentrifuge Beckman L8-80M

Beckman, Miinchen

Ultrazentrifugenrotoren SW 28 und Sw

32Ti

Beckman, Miinchen
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UV-Transilluminator GelDoc 2000 BioRad, Miinchen

Vortex Genie 2 Bender und Hobein,
Schweiz

Wasserbad GFL, Burgwedel

3.1.10. Patientenseren

Die Angaben Uber die Viruslast, die Antikorpertiter
und den HCV-Genotyp wurden durch das Institut fur
Medizinische Virologie der Johann Wolfgang Goethe-
Universitatsklinik (Frankfurt am Main) zur Verfligung
gestellt. Sie wurden im Rahmen der
Therapietberwachung der Patienten in  der
virologischen Routinediagnostik, gemaln
Herstellerangaben, im Labor ermittelt.

Patientenseren  werden  Ublicherweise in der
Routinediagnostik des Instituts fir Medizinische
Virologie der Johann Wolfgang Goethe-
Universitatsklinik, (Frankfurt am Main) mittels ELISA
auf anti-HCV Antikdrper getestet, um eine bislang
nicht bekannte HCV-Infektion nachzuweisen. Ein
Immunoblot wird in der Regel nur durchgefihrt um
das Ergebnis zu bestatigen. Aus diesem Grund gibt
es von den meisten der verwendeten Seren auch
keine weiteren (oder Verlaufs-) HCV Antikorper-

Untersuchungen. Eine aktive Infektion wird durch den
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HCV-RNA Nachweis mittels PCR bestatigt. Die
qualitativen Antikdrperuntersuchungen wurden
teilweise, da sie Uber einen grolen Zeitraum
entnommen wurden, mit verschiedenen Tests (s.
unten) durchgefihrt und daher sind die aufgefiihrten
Werte nicht miteinander vergleichbar. Sie haben
keine quantitative Aussagekraft und kénnen nur als
Richtwerte fungieren. Im Verlauf der Therapie wird
routinemanig nur die Viruslast im Plasma oder Serum
bestimmt, vor Therapiebeginn zusatzlich noch der
HCV-Genotyp.

Die Bestimmung der anti-HCV Antikorper (Ismail et
al.; 2004) erfolgte mit dem Vitros anti-HCV ELISA
Test (Ortho Clinical Diagnostics, Amersham, Bucks,
UK), dem AXSYM anti-HCV 3.0 (Abbott, Delkenheim)
und dem Line Immunoassay (Immunoblot) (Maertens
et al.; 1998), INNO-LIATA HCV Score (Innogenetics,
Gent, Belgien), der Nachweis der HCV RNA (Berger
et al.; 2009) erfolgte mit dem Cobas HCV Monitor
Test (Roche Diagnostics, Basel). Die HCV-
Genotypisierung (Stuyver et al.; 1993) wurde mit den
PCR Amplifikaten des Cobas Monitor, mit dem
Versant HCV Genotypisierungs Test (Inno-LIPA,

damals Bayer, Leverkusen) durchgefihrt.
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Die Dengue Antikorper Daten wurden mit dem DENV
IgM Test von Focus Diagnostics (Cypress, CA, USA)
ermittelt. Bei dem FSME Test handelt es sich um den
Enzygnost anti-FSME 1gG von Dade Behring (jetzt
Siemens Healthcare, Eschborn).

Diese Untersuchungen erfolgten im Rahmen der
Routinediagnostik  im  Institut  fir Medizinische
Virologie der Johann Wolfgang Goethe-
Universitatsklinik (Frankfurt am Main).

Als Negativkontrolle wurde in den Versuchen der
vorliegenden  Arbeit  kommerziell  erhaltliches
humanes, HCV negatives AB-Serum (LOT.:
01100424; Bio Whittaker, Maryland) verwendet.
Dieses war steril filtriert.

Zur Virusinaktivierung wurden alle verwendeten
Patientenseren bei 56°C fur eine halbe Stunde

hitzeinaktiviert.

3.1.10.1. Anti-HCV negative Kontrollseren

Untersucht wurde die Neutralisation von HCVpp
durch zehn anti-HCV negativ getesteten
Patientenseren. Sie wurden als zusatzliche Kontrollen
zu dem AB-Serum eingesetzt, um den

Neutralisationstest zu optimieren und mdgliche
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Fehlerquellen auszuschlieRen. Diese anti-HCV
negativ getesteten Patientenseren stammen aus der
Routinediagnostik des Institutes fir Medizinische
Virologie. Die dort durchgefuhrten Ergebnisse des
Vitros anti-HCV ELISA Tests (s. 3.1.10.) sind unter
einem Wert von 1,0 S/CO (sample/cut-off) als negativ

einzustufen.

3.1.10.2. Patientenmaterial zur Untersuchung
der Kreuzneutralisation der HCVpp

Zur Untersuchung der Kreuzneutralisation der
HCVpp, die dem HCV-Genotyp la entsprechen,
wurden anti-HCV positive Patientenseren von
insgesamt acht Patienten verwendet. Diese sind mit
einem nicht HCV-Genotyp 1la entsprechenden HCV-
Genotyp infiziert. FiUnf dieser Patientenseren
enthalten HCV-Genotyp 3a, zwei HCV-Genotyp 4 und
eines HCV-Genotyp 2a/c.
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3.1.10.3. Untersuchung zur
Kreuzneutralisation der HCVpp durch Seren
von Patienten mit einer positiven
Denguevirusserologie, mit zusatzlich
bekanntem FSME Serostatus

In diesen Neutralisationsversuchen wurden 16
Patientenseren, in denen Antikbrper gegen andere
Flaviviren (Dengue Viren und FSME Viren)

nachweisbar sind, eingesetzt.

3.1.10.4. Untersuchung der HCVpp-
Neutralisation mit Patientenmaterial von
LTNP (Long Time Non Progressors) HIV-

Infizierten

Das Material fur die HCVpp-Neutralisation stammt
von acht Patienten die eine HCV/HIV (humane
immundefizienz Virus) Koinfektion haben. Aufgrund
ihrer immunologischen Situation im Verlauf der
Infektion und im Rahmen der Therapieliberwachung
wurde sie, beziglich der HIV-Infektion, als LTNP
eingestuft.

Geschatzte 2-10% der HIV-positiven Patienten
werden als LTNP angesehen (Vento et al.; 2004).
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Laut Definition bleiben bei diesen Patienten
Parameter des Immunsystems (CD4+ T-Helferzellen
> 500 Zellen/ul in einem Zeitraum der langer als zehn
Jahre andauert) auch ohne antiretrovirale Therapie
stabil. Das Fortschreiten der Erkrankung findet bei
den LTNP nicht oder nur sehr langsam statt (Vento et
al.; 2004).

Diese Patientenseren und die dazu gehdrigen
Informationen wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Dr. Ursula Dietrich/Georg-Speyer-Haus
(Chemotherapeutisches Forschungsinstitut/Frankfurt

am Main) zur Verflgung gestellt.

3.1.10.5. Patientenmaterial mit schwach
positiven Werten im anti-HCV Screening
ELISA

Es wurden zehn Patientenseren, mit zumeist relativ
schwach reaktiven HCV Screening ELISA Resultaten
(s. 3.1.10.), fur diesen Versuch verwendet. Diese
Ergebnisse lieBen sich im zusatzlich durchgefiihrten
rekombinanten Immunoblot (INNO-LIA™ HCV Score)
als ,nicht eindeutig“ bestatigen (nur eine deutlich
reaktive  Proteinbande statt der geforderten

mindestens zwei). In dem INNO-LIA™ HCV Score
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Test werden rekombinante HCV-Proteine (Core, E2,
NS3, NS4 und NS5), die auf einer Nylon-Membran
fixiert sind, als Antigene eingesetzt. Die ebenfalls
durchgefiihrte PCR (s. 3.1.10, der Cobas HCV
Monitor Test) zum Nachweis der HCV RNA ergab, bis
auf das Serum des Patienten 4s, ein negatives

Ergebnis.

3.1.10.6. Seren der Patientengruppen mit
unterschiedlichem Therapieausgang:
»Responder, Non Responder und Relapse*

Es handelte sich um archivierte Serumproben von
Patienten des Zentrums der Inneren Medizin,
Medizinische Klinik 1l der Johann Wolfgang Goethe-
Universitat (Frankfurt am Main) aus den Jahren 2001-
2004, die bei —20°C gelagert wurden. Sie wurden vom
Institut  fir Medizinische Virologie der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat (Frankfurt am Main) zur
Verfligung gestellt. Die Proben einer klinischen Studie
stammten von Patienten die sich einer HCV-Therapie
unterzogen haben und mit unterschiedlichen HCV-
Genotypen infiziert waren. Sie wurden zu bekannten,
definierten Zeitpunkten entnommen. Entsprechende

Daten wurden mir von PD Dr. med. Gerlinde Teuber,
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Zentrum der Inneren Medizin I, Gastroenterologie,
Uberlassen.

Die Fragestellung war, ob die gewonnenen Daten als
prognostischer Marker Uber den Erfolg der HCV-
Therapie eingesetzt werden kénnten.

Die Proben wurden so ausgewdhlt, dass das
Patientenkollektiv aus drei Gruppen therapierter,
chronisch mit HCV infizierten Patienten bestand und
untersucht werden konnte, ob der unterschiedliche
Therapieausgang im Zusammenhang mit der
gemessenen neutralisierenden Antikdrperantwort zu
sehen ist. Diese Gruppen wurden eingeteilt in:
.Responder® ("andauerndes Ansprechen auf die
Therapie"), ,Non Responder® ("Kein Ansprechen auf
die Therapie") und ,Relapse“ ("Rezidiv nach initialem
Ansprechen auf die Therapie"). In der Gruppe
.Responder® wurden Seren von vier Patienten
untersucht, in der Gruppe ,Non Responder‘ Seren
von zwei und in der Gruppe ,Relapse“ Seren von drei
Patienten. Der genaue Zeitpunkt der HCV-Infektion ist

unbekannt.
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3.2. Methoden

3.2.1. Die Herstellung der Plasmide

Plasmid-Minipraparation

Diese Methode diente der schnellen Isolierung von
Plasmid-DNA aus Bakterienzellen nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse. Die daraus gewonnene
Plasmid-DNA wurde dann zur Restriktionsanalyse
eingesetzt.

Die Bakterien wurden von einer Agarplatte in 2 ml LB-
Medium Uberimpft und fur 12-16 Stunden bei 37°C
schittelnd inkubiert (ODgy von etwa 0,6). Die
Sedimentation erfolgte in Eppendorf-
ReaktionsgeféaRen in einer Heraeus-Tischzentrifuge
(5 min, 12.000 U/min). Das so gewonnene Pellet
wurde anschlieBend in 250 pl kaltem Zell-
Suspensions-Puffer P1 (s. Tab. 3) resuspendiert. Die
Bakterienzellen lysierten durch Zugabe von 250 pl
SDS (sodium dodecyl sulfate)-haltigem Zell-Lysis-
Puffer P2 (s. Tabl. 3) fir 5 min bei RT
(Raumtemperatur). Zur Neutralisation wurde die
lysierte Kultur mit 250 uyl Neutralisations-Puffer P3 (s.
Tabl. 3) versetzt, wobei Proteine und tberschissiges

SDS als Kaliumdodecylsulfat ausfielen. Das Lysat
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wurde durch eine anschlieBende Zentrifugation (10
min, 12.000 U/min) in einer Tischzentrifuge
(Megafuge 1.0R; Heraeus, Hanau) abzentrifugiert.
Der Uberstand konnte so in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfihrt und die DNA durch Zugabe
von 0,1Vol.% Natriumacetat und 0,7 Vol.%
Isopropanol 30 min bei 12.000 rpm und RT ausgefallt
werden. Das erhaltene Pellet wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, 10 min bei RT getrocknet und
anschlieBend in 30 pl steriilem aqua bidest.
resuspendiert.

Das verwendete JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit
von Genomed ergab zumeist eine DNA Konzentration
von je 10-20 pg pro Mini-Praparation (d. h. aus 1 ml
Bakterienkultur wurden etwa 7 pg Plasmid-DNA

hergestellt).

Restriktionsenzymanalyse (REA)

Um die erfolgte Klonierung nachzuweisen und ob der
gewtinschte DNA-Bereich hergestellt werden konnte,
wurde die Plasmid-DNA mit
Restriktionsendonucleasen gespalten. Mithilfe dieser
Enzyme lassen sich die Plasmide in Fragmente
trennen. Sie erkennen spezifische Basensequenzen

innerhalb des Plasmids und schneiden dort die
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doppelstrangige DNA. Es gibt
Restriktionsendonucleasen, die glatte Enden (blunt
ends) produzieren und andere, die Uberhdngende
Enden (sticky ends) hinterlassen. Fir analytische
Restriktionen wurde 1 pg Plasmid-DNA mit der
entsprechenden Enzymmenge fir ein bis zwei
Stunden bei der fir das jeweilige Enzym (BamH1)
optimalen Temperatur inkubiert. Die Arbeit und
Auswahl des geeigneten Puffers wurde nach den
Empfehlungen und dem Protokoll des Herstellers

durchgefihrt.

Plasmid-Maxipréparation

Die DNA-Préaparation der lysierten
Bakteriensuspension zur Gewinnung der Plasmide
wurde mit dem Nucleo Bond PC 500 Maxi Kit von
Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Hierbei lagen die DNA-Ausbeuten bei
500-1.000 pg.

Agarosegelelektrophorese

Die Auswertung der DNA-Praparation geschah mittels
Gelelektrophorese. Dies ist eine analytische Methode
zur DNA Trennung die unter Einfluss eines

elektrischen Feldes vorgenommen wird. Hierbei
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wandert die Mischung der zu trennenden Plasmid-
DNA durch ein Agarose-Gel (1 %), welches sich in
einer ionischen TAE Gebrauchspufferlésung (s. Tab.
3) befindet. Zur Kontrolle werden die Plasmid-DNA
Fragmente mit einem Farbstoff (Ethidiumbromid)
angefarbt und dann unter UV-Licht bewertet.

Die Gelelektrophorese wurde in horizontalen 1 %
Agarose-Gelen, mit TAE (s. Tab. 3) als Laufpuffer,
durchgefihrt. Es wurde 1/1.000 Volumen
Ethidiumbromidlésung  hinzugegeben und die
Flussigkeit in die Gelkammer gegossen. Nach
Erstarrung des  Agarose-Gels  konnte  der
Geltaschenformer entfernt und das Gel in eine, mit
TAE geflllte, Elektrophoresekammer gelegt werden.
Den Proben wurde 6X DNA-Ladepuffer hinzugefigt
und diese dann in die Geltaschen pipettiert. Jede
Geltasche erhielt 30 pul DNA-LOsung. Als
GroBenmarker kamen 0.5 pg 100-Basenpaarmarker
oder  1-kb-Marker (New England Biolabs,
Schwalbach) zum Einsatz. Die Gelelektrophorese
erfolgte bei 120 Volt fir 15 Minuten. Die DNA-
Fragmente konnten mit UV-Licht unter Verwendung
eines Transilluminators sichtbar gemacht, fotografiert,

dokumentiert und bewertet werden.
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Lagerung der Plasmid-DNA-L&sungen

Die Plasmid-DNA-L6sungen wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C eingefroren. Verwendung fand
das Puffersystem der Firma New England Biolabs,
das auf den Angaben von Sambrook et al. (1989)

basiert.

3.2.2. Zellkulturmethoden

Kultivierung und Kryo-Konservierung von Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator mit 7 % CO,
und einer Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Zum
Einsatz als Standardmedium fur adharente Zellen
kam DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
dem 10 % fotales Kalberserum (FKS), 2 mM L-
Glutamin, 50 pg/ml Streptomycin und 50 U/ml
Penicillin hinzugefiigt wurden. In einem Versuch
wurde das DMEM durch x-Vivo Nahrmedium, 2 mM
L-Glutamin, 50 pg/ml Streptomycin und 50 U/mi
Penicillin und 5-8% A/B Serum ersetzt. Die
Suspensionszelllinien wuchsen in RPMI Standard
Medium (Roswell Park Memorial Institute, RPMI
1640), 10 % fétales Kalberserum, 2 mM L-Glutamin,
50 pg/ml Streptomycin und 50 U/ml Penicillin.

Die adharenten Zellen wurden in DMEM
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Standardmedium kultiviert und in regelméafigen
Zeitabstanden, in Korrelation zur Wachstumsdichte, in
einem Verhéltnis von 1:6 (Huh-7 Zellen) und 1:10
(293T Zellen) geziichtet. Dazu musste das Medium
entfernt und der Zellrasen einmal mit PBS (Phosphat
gepuffertes Kochsalz; Zusammensetzung siehe
DPBS Sigma-Aldrich Produktinformation) gewaschen
werden. Danach wurden die Zellen solange mit
Trypsin/EDTA  (0,25%  Trypsin/l mM EDTA)
behandelt, bis sie sich von der Kulturschale l6sten.
Anschlie3end konnten die Zellen resuspendiert und
ein Teil in eine neue Zellkulturflasche mit frischem
Medium uberfuhrt werden.

Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte nach
Kryokonservierung in FKS mit 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO) in flussigem Stickstoff. Das Auftauen der
Zellen geschah in einem Wasserbad bei 37°C.
Nachfolgend wurden sie in 5-10 ml vorgewarmtes
Zellkulturmedium aufgenommen und zentrifugiert, um
das fur Zellen toxische DMSO zu entfernen. Die
adhéarenten Zellen konnten anschlieBend in eine neue

Kulturflasche tberfiihrt werden.
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Vitalfarbung mit Trypan-Blau und Zellzahlung

Fur die Bestimmung der Zellzahl der Huh-7 Zellen
wurden diese mit 0,004 % Trypan-Blau (Invitrogen,
Karlsruhe; 4x verdiunnt in PBS) gefarbt und in einer
Neubauer-Zahlkammer (Hycor Biomedicals, Kassel)
ausgezahlt.

Dafur wurde von den adhérenten Zellen das
Kulturmedium entfernt, der Zellrasen einmal mit PBS
gewaschen und dann Tprypsin/EDTA hinzugegeben,
bis die Zellen sich ablésten (s. Kultivierung von
Zelllinien). Die Zellen wurden mit Hilfe von 100 pl
DMEM abgespult und es wurden 50 ul Trypan-Blau in
jede Vertiefung gegeben. Dies wurde fur zwei
Minuten inkubiert, bevor die Zellen in einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt wurden.

Mittels der Farbemethode ,Vitalfarbung“ mit Trypan-
Blau wurden die Zellen auf ihre Lebensfahigkeit
getestet. Der Farbstoff kann nicht durch die intakte
Zellmembran dringen und wird daher nur von toten
Zellen aufgenommen, die sich dadurch anfarben und
im Lichtmikroskop deutlich sichtbar werden. So ist
eine Kontrolle Gber den Zustand und die Bestimmung
der Anzahl der kultivierten Zellen mdglich.

Zur Messung der 293T Zellzahl fand der

automatische Zellzahler Casy-Cellcounter
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Verwendung; es wurde nach Angaben des Herstellers

gearbeitet.

3.2.3. Transiente Ko-Transfektion zur
Produktion retroviraler Vektoren

Lentivirales
Nucleocapsid

— cveEver

Abb. 8:

Schematische Darstellung der Verpackung eines
HCVpp

Modifiziert nach Voisset et al.; 2004

1. In die 293T Produktionszelle werden drei Vektor
RNA Segmente, mittels transienter Ko-Transfektion,
verbracht. 2. Die Vektor RNA Segmente (eine
Verpackungskomponente, die die Gag-Pol Gene
enthalt und das retrovirale Core-Strukturprotein und
Replikationsenzyme codiert; einen Transfer Vektor
mit GFP-Markergen, welcher die viralen LTRs enthéalt
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und uber die Signale zur Transkription und Integration
des viralen Genoms verfigt und einen HCV-
Hullglykoprotein  codierenden  Expressionsvektor)
werden mithilfe der Verpackungszellmaschinerie,
welche virale Struktur- und enzymatische Proteine
herstellt, zu fertigen Partikeln zusammengefiigt. 3.
Fertige HCVpp werden von der 293T Zelle freigesetzt
und kdnnen mit dem Zellkulturiberstand geerntet
werden.

Infektiose HCVpp wurden mithilfe von einem
lentiviralen/onkoretroviralen Vektor, einem Markergen
und HCV 1a E1 und E2 Hullproteinen durch
transiente Ko-Transfektion mit Calciumphosphat in
293T Produktionszellen hergestellt.

Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine hohe
Transfizierbarkeit und durch ihre besondere
Produktivitat ~ hoher  Partikelzahlen infektdser
Retroviren aus (siehe ATCC Katalog CRL-11268). Bei
der Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen
wird mit der Methode durch Calciumphosphat-
Kopréazipitation die Vektor-DNA Uber Salzkomplexe
an die Zellmembran gebunden und vermutlich durch
Endocytose aufgenommen (Graham & van der Eb;
1973). Der Vektor M57 dient als Helferplasmid zur
Expression von Gag-Pol Proteinen und flr die reverse
Transkription der Vektoren nach der Transfektion.
Dieser Vektor stellt die Verpackungskomponente. Der

Transfervektor M56a enthdlt als Insert das Markergen
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GFP und der Expressionsvektor M480 codiert fir die
Hullproteine des HCV, welche fur den Zelltropismus
und das Eindringen des Partikels in die Wirtszelle
verantwortlich sind. Fertige HCVpp werden von der
293T-Verpackungszelle freigesetzt (s. Abb. 8).

Einen Tag vor der Transfektion wurden 6x10° 293T-
Zellen in einer 10 cm-Zellkulturschale ausplattiert und
in  Standard-DMEM-Medium  unter  Standard-
Zellkulturbedingungen kultiviert. Am darauf folgenden
Tag, unmittelbar vor der Transfektion, wurde das
Medium durch 2 mM Glutamin/50 pg/ml Streptomycin
und 50 U/ml Penicilin/DMEM, ohne FKS ersetzt.
Unter Verwendung des Calciumphosphat
Transfektions Kits (Sigma, Deisenhofen) wurden 7,5
ng Transfer-Vektor mit dem Markergen fir GFP (M
56a), 12,5 ug des Gag-Pol-Expressionsplasmids (M
57, onkoretroviraler Vektor) sowie 2 ug des HCV-Env
Plasmids (M480) oder des VSV-G Hilfsvektors (M3) in
ein Eppendorfgefald Uberfihrt und mit Wasser
(Bestandteil des Kits) auf 450 ul aufgefillt. Nach
Zugabe von 50 pl CaCly,-Losung (2.5 M) wurde die
Mischung, unter standigem Vortexen, trépfchenweise
dem 500 pl HEPES-Puffer (in aqua dest. 10 g/l
HEPES; 16 g/l NaCl; 0,74 g/l KCI; 0,27 gl
Na,HPO,.2H,0; 2,0 g/l Dextrose) hinzugegeben. Das
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Gemisch  inkubierte  fur 20  Minuten  Dbei
Raumtemperatur und wurde anschlieend
tropfenweise auf die 293T-Zellen gegeben. Die Zellen
wurden fur sechs bis acht Stunden mit der DNA-
Mischung inkubiert und anschlieBend konnte das
Medium durch 10 ml frisches DMEM ersetzt werden.
Die HCVpp- oder VSVpp (enthalten VSV-G
Glykoprotein)-haltigen Zellkulturiiberstdénde wurden,
nach positiver Kontrolle unter dem
Fluoreszenzmikroskop, nach 24, 36 und 48 Stunden
abgenommen und gegen 6 ml frisches Medium
ausgetauscht.  Zur  Reinigung  wurden  die
gesammelten Uberstéande, unter Zuhilfenahme einer
sterilen Einmalspritze (5 ml, 10 ml und 20 ml) der
Firma Codan, durch einen 0.45 um-Filter steril filtriert
und bei 4°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
Die Aufbereitung durch Ultrazentrifugation fand am

folgenden Tag statt.

Konzentrierung der Ubersténde durch

Ultrazentrifugation

Hierzu wurde 6x32 ml des Zellkulturiberstandes, der
nach Kontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop den
positiv-transfizierten,  produktiven  293T  Zellen

abgenommen wurde, in ein steriles Beckman
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Zentrifugenréhrchen Oberfihrt und mit 5 ml 20 %
Sucrose unterschichtet. Der Vorgang wurde mit
einem SW 28 oder SW 32 Ti Rotor (Beckman) in
einer Beckman L8-80M Ultrazentrifuge, bei 25.000
U/min und 4°C fur zwei ¥ Stunden durchgefuhrt. Das
zuriickgebliebene  Pellet  wurde, nach dem
vorsichtigen Abnehmen des Uberstandes, mit 100 pl
PBS, Uber Nacht auf einer Wippe bei 4°C gel6st. Das
Konzentrat wurde in Eppendorfgefal3e alliquotiert und
bei —80°C gelagert bis es fur die Versuche zum

Einsatz kam.

3.2.4. Transiente Ko-Transfektion zur
Herstellung HCV-Env und VSV-G
pseudotypisierter lentiviraler Vektoren

Zur Herstellung von rekombinanten HCV-Env
pseudotypisierten, lentiviralen Vektoren wurden einen
Tag vor der Transfektion 6x10° 293T-Zellen in einer
10 cm-Zellkulturschale ausplattiert und unter
Standardbedingungen kultiviert. Am darauf folgenden
Tag wurde kurz vor der Transfektion das Medium
entfernt und 10 ml 2 mM Glutamin/DMEM ohne FKS
hinzugefugt. Die Transfektion erfolgte mithilfe des
Calciumphosphat ~ Transfektions  Kits  (Sigma,

Deisenhofen). 12,5 ng des Verpackungskonstruktes
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fur die Herstellung von Gag, pro und Pol fir die
lentivirale Verpackung (M334), 7,5 ug des lentiviralen
Transfervektors (M420) sowie 2 upg des HCV-
Hullprotein Expressionsplasmids (M480) oder des
VSV-G Hilfsvektors (M3) wurden vermischt und mit
Wasser auf 450 ul aufgefillt. Zur Prazipitation wurde
das DNA-Gemisch, nach Zugabe von 50 pl 2,5 M
CaCl,-L6sung, tropfenweise in 2X HEPES-Puffer,
unter Schitteln, hineingegeben. Nach 20-mintiger
Inkubation der DNA-Préazipitationsmischung wurde die
DNA tropfenweise auf die Zellen gegeben und fur 6-8
Stunden inkubiert. Anschlieend wurde das Medium
durch 10 ml FKS-haltiges DMEM ersetzt. Nach 24, 36
und 48 Stunden konnten die Zellkulturiibersténde
mithilfe  von  sterilen  Einmalspritzen (Codan)
entnommen, steril filtriert, vereinigt und bis zur
weiteren Verwendung am folgenden Tag bei 4°C
aufbewahrt werden. Dann wurden sie durch
Ultrazentrifugation, ebenso wie die retroviral
transfizierten Zellkulturiberstéande, weiter aufbereitet.
Das gewonnene Konzentrat konnte nun in
Eppendorfgefale alliquotiert und bei —80°C bis zur

weiteren Nutzung gelagert werden.
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3.2.5. Transduktion von Zelllinien mit
lentiviralen und retroviralen Uberstanden

Mithilfe der Transduktion wird gezielt fremdes,
genetisches  Material  durch  Vektoren (als

»,Genfahren) in Zielzellen eingeschleust.

Adhérente Zellen

Auf eine 48 Lochplatte wurden in je eine Vertiefung
2x10* Huh-7 Zellen in 1 ml DMEM gegeben und tber
Nacht inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde das
Medium kurz vor der Transduktion entfernt um
daraufhin durch 2 pl konzentrierten, aufgetauten
HCV- oder VSV-pseudopartikelhaltigen
Zellkulturiiberstand, 1 pl Polybrene (8 mg/ml) der
Firma Sigma und 247 yl DMEM, ersetzt zu werden.
Daraufhin wurde die Platte fir eine Stunde bei 2.000
U/min und 31°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der HCV-pseudopartikelhaltige Uberstand aus
den Vertiefungen vorsichtig abgenommen und durch
1 ml DMEM ausgetauscht. Die Zellkulturplatte wurde
anschlieBend fur weitere 2 Tage bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Der Erfolg der Transduktion
konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift
werden. Nach der Kultivierung wurden die Zellen
schlielich in FACS-RoOhrchen uberfuhrt. Dafir
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musste das Medium aus jeder einzelnen Vertiefung
vorsichtig abgenommen werden und etwas PBS -
zum Waschen der Zellen - hinzugefligt werden.
Dieses wurde daraufhin gleich wieder entfernt und der
Zellrasen wurde mit einem Tropfen Trypsin/EDTA
(0,25 % Trypsin/1 mM EDTA) behandelt. Nach kurzer
Einwirkzeit konnten die Zellen durch leichtes Klopfen
auf den Plattenboden von der Unterflache abgeltst
werden. Diese wurden dann in 300 ul FACS-Puffer
(PBS mit 3 % fotalem Kalberserum) aufgenommen
und in ein FACS-Ro6hrchen uberfuhrt. Im FACS-Gerét
wurde dann das Markergen GFP detektiert und der

Prozentsatz infizierter Zellen bestimmt.
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Herstellung der HVCpp

Vektoren zur Herstellung von
HCVpp
@ -
—> i

Gag-Pol
/Zellkultur- Ultrazentrifugierter

tberstand Uberstand

293T Verpackungszelllinie

Abb. 9:
Schematische Darstellung der Herstellung von
HCV-Pseudopartikeln

Suspensions Zellen

Bei den Suspensionszellen handelt es sich um die
gangigen Zelllinien BV173, Nalm-6, Namalwa, RAJI
und SEM.

Fur die Transduktion der Suspensionszellen konnten
Kulturplatten mit 24-Vertiefungen genutzt werden.
Einen Tag vor dem Versuch wurden diese mit
Retronectin  (Takara, Japan) behandelt und
beschichtet. Retronectin ist ein rekombinantes
Fibronektinfragment CH-296, das durch
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Kolokalisierung von Zellen und Viruspartikeln den
Gentransfer verstarkt (Hanenberg et al.; 1996).

Hierzu war es nétig, gefriergetrocknetes Retronectin
Pulver in 1 ml Zellkulturwasser zu I6sen und dann
durch einen 0,22 pm Millex-GV Filter (Millipore) zu
filtrieren. Dieses Filtrat wurde im néchsten Schritt mit
9 ml filtriertem Zellkulturwasser verdinnt, 400 pl
dieser Losung nun in je eine Vertiefung gegeben und
die Kulturplatten bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Retronectin-Losung aus den
Vertiefungen genommen und die Reaktion mit 400 pl
sterilem PBS und 2 % BSA pro Vertiefung fur 30
Minuten bei Raumtemperatur gestoppt. Die PBS/BSA
Lésung musste dann aus den Vertiefungen entfernt
und diese mit 400 ul Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS; Sigma) gewaschen werden. Nach der
Entfernung der Lésung war die Kulturplatte fertig mit
Retronectin beschichtet und konnte fiir den weiteren

Versuch verwendet werden.

Erste Transduktion:

Der HCV-Pseudotypen-Uberstand musste in einem
Wasserbad auf 37°C erwarmt und dann 200 ul davon
in jede Vertiefung gegeben werden. Hierbei wurde

HCVpp- und VSVpp-haltiger Uberstand verwendet;
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letzterer wurde als positive Kontrolle mitgefuhrt. Die
Kulturplatten wurden nun 45 Minuten bei 4°C und mit
2.400 U/min  zentrifugiert, anschlieend der
Uberstand wieder entfernt und die beiden letzten
Schritte noch dreimal wiederholt. Somit waren nach
Abschluss der Transduktion insgesamt 1 ml
Pseudotypen-Uberstand in jede Vertiefung gegeben
worden. Nun wurden die Suspensionszellen aus den
Kulturflaschen abgenommen und mit dem Casy-
Cellcounter gezéhlt. Dazu musste eine Menge von
5x10° Zellen in Kulturmedium aufgenommen werden.
Anschlief3end wurde 1 ml dieses Zellgemisches in je
eine Vertiefung der vorher mit Retronectin
preparierten  Kulturplatten gegeben. Die so
behandelten Kulturplatten wurden {ber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Zweite Transduktion:

Eine zweite, mit Retronectin beschichtete, Kulturplatte
wurde mit HCV (VSV) Pseudotypen-Uberstand
beladen; hierfur musste 200 pl Uberstand und 1,5 pl
Polybrene (8 mg/ml) in je eine Vertiefung gegeben
und die Platte 45 Minuten, bei 4°C und mit 2.400
U/min, zentrifugiert werden. Diese Arbeitsschritte

wurden insgesamt viermal wiederholt. Der nachste
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Arbeitsschritt  bestand aus der vorsichtigen
Uberfiihrung der vorher transduzierten
Suspensionszellen in  die neu beschichtete
Kulturplatte. Die Vertiefungen der alten Kulturplatte
wurden mit 500 pl frischem Medium und IL-2 (200
U/ml) gewaschen und diese Losung in die
Vertiefungen der neuen Kulturplatte gefiigt, um dann
zwei Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert zu
werden. So konnte die Lésung mit dem FACS-Gerat
ausgewertet werden. Fur die Auswertung mussten die
Zellen mit dem Medium resuspendiert und fir acht
Minuten bei 37°C und 1500 U/min zentrifugiert
werden. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen und
anschlieBRend in FACS-Ro6hrchen uberflhrt. Im FACS-
Gerat wurden dann die infizierten Zellen uber das
Markergen GFP detektiert und so der Prozentsatz der

positiv transduzierten Zellen bestimmt.

3.2.6. Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der
gleichzeitigen Messung verschiedener natlrlicher
Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel durch

Fluoreszenz- oder Lumineszenzerscheinungen. Die
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Zellen werden in  einem  Flussigkeitsstrom
nacheinander angeordnet und einzeln, mittels eines
Laserstrahls, auf ihre physikalischen und chemischen
Eigenschaften untersucht. Aufgrund ihrer
Streulichteigenschaften kdnnen simultan Zellgrof3e
und Granularitat fur mehrere tausend einzelne Zellen
bestimmt werden. Durch Expression eines z. B. GFP
konnen die Zellen mit dem Laserstrahl zur
Fluoreszenz angeregt werden. Die Stéarke der
Fluoreszenz verhélt sich dabei proportional zur
Anzahl der vorhandenen Molekule des
fluoreszierenden Proteins. Fluoreszierende und somit
positiv transduzierte Zellen und nicht fluoreszierende

Zellen lassen sich so charakterisieren und zahlen.

FACS-Analyse der  Ziel-Zellen (Huh-7 und

Suspensionszellen)

Fur jede Probe mussten die Zellen aus der 48-Loch
Zellkulturplatte in ein FACS-Roéhrchen (berfuhrt
werden. Hierzu wurde das Medium abgenommen, die
Zellen einmal vorsichtig mit PBS abgespiilt und mit
Trypsin/EDTA behandelt. Dadurch |6sten sie sich vom
Untergrund der Zellkulturplatte und konnten nun in
300 pl sterilen FACS-Puffer (PBS mit 3 % fétalem

Kalberserum) aufgenommen und in das FACS-
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Rohrchen gegeben werden. AnschlieRend wurde die
Untersuchung an dem FACS-Gerat durchgefihrt.
Gemessen wurde die Fluoreszenz von GFP in 10.000
Zellen. Die FACS-Messung und -Analyse erfolgte am
Durchflusszytometer (FACS-Calibur, BD, Heidelberg)
mit der Software CellQuestPro (BD, Heidelberg).

3.2.7. Neutralisationsversuche der HCV-
pseudotypisierten Viren mit Patientenseren

In diesen Neutralisationsversuchen kamen
verschiedene Patientenseren zum Einsatz. Es wurde
die Neutralisationsfahigkeit der Seren von HCV-
negativ - getesteten, HCV-infizierten, HCV/HIV-
koinfizierten, Dengue- und FSME-infizierten Patienten
untersucht. Die hohe Kreuzreaktivitdit zwischen
verschiedenen  Flaviviren ist ein  bekanntes
Phanomen, welches in der Antikdrperdiagnostik
haufig zu Problemen fuhrt (Doerr & Gerlich; 2002).

Als Negativkontrolle wurde in den Versuchen der
vorliegenden  Arbeit  kommerziell  erhaltliches
humanes, HCV negatives AB-Serum mitgefiihrt. Als
positive Kontrolle fungierte das Serum des Pat. 54.

Kontrollzellen (ohne Zugabe von Serum) zur
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Errechnung der infektdésen Partikelzahlen wurden bei
jedem Versuch mitgefthrt.

Fir die Neutralisationsversuche mussten insgesamt
2x10* adharente (Huh-7) Zellen in 48-Loch
Zellkulturplatten ausgeséat werden. Sie wurden einen
Tag im Brutschrank bei 37°C kultiviert, bevor die
weitere Behandlung durchgefihrt werden konnte.
Eine Mischung aus den Patientenseren in
unterschiedlichen Verdinnungsstufen von 1:50; 1:500
und 1:5.000, aus Polybrene (8 mg/ml; 1:1.000
Verdiunnung) und 2 pl der konzentrierten HCV-
pseudotypisierten Viren wurde angesetzt. (Aufgrund
der Vorversuche kann bei dem Einsatz dieser
Volumina von infektiosen Partikelwerten von 3x10° bis
3x10* IE/ml ausgegangen werden). Diese Mischung
wurde auf 250 pl mit Standardmedium aufgefullt und
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, bevor
sie auf die Zellen gegeben werden Kkonnte.
AnschlieBend mussten die Platten mit den Zellen und
der Serum-/HCV-Pseudotypenmischung fiir eine
Stunde bei 31°C und 2.000 U/min zentrifugiert
werden. Die Serum-/HCV-Pseudotypenmischung
wurde gleich darauf abgenommen und durch frisches
Standardmedium DMEM ersetzt. Die behandelten

Zellen wurden zwei Tage im Brutschrank bei 37°C
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kultiviert, um dann mit dem FACS Gerét ausgewertet

werden zu kénnen.

Verwendung der HCVpp

B Patientenserum

Negatives FACS-
Kontrollserum ud Messung
Positives '
Kontrollserum ¢

Neutralisationstest °

q Ermittlung der Zahl

der infekti6sen
u Partikel (IE/ml)
(ptZ (%) x AazZ) x V
r 100
Ultrazentrifugatio

kopzentrierter
Uberstand

Huh-7 Zellen

Abb. 10:
Schematische Darstellung der Verwendung von
Patientenseren im HCVpp Neutralisationstest
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3.2.8. Bestimmung der infektiosen Einheiten

(IE)

Fur die Errechnung der infektibsen Einheiten
(infektiose Partikel/ml) wurden die durch die FACS-

Analyse positiv gemessenen Zellen herangezogen.

IE = (ptZ (%)x AaZ) x V
100

Infektiose Einheiten (IE = infektibse Partikel/ml) =
(positiv transduzierte Zellen [%]/100) x Anzahl der

ausgesaten Zellen x Verdinnungsfaktor

3.2.9. Bestimmung der Infektiositats-
/Neutralisationswerte

Zur Ermittlung der Daten aus den Infektions- und
Neutralisationsversuchen wurde zuerst das
arithmetische Mittel (in %) der positiv. HCVpp-
infizierten Kontrollzellen  ohne  Serumzugabe
berechnet. Dieser errechnete Wert wurde als 100 %
Infektiositat festgelegt. Mithilfe dieses arithmetischen
Mittels, das den weiteren Berechnungen zugrunde
gelegt wurde, konnte dann die

Infektiositat/Neutralisation (in %) der untersuchten
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Proben ermittelt werden. Fur jede Probe wurde die
durch das FACS-Gerat gemessene Zahl (in %) positiv
transduzierter Zellen eingesetzt. Jeder Versuch wurde
jeweils immer in drei Parallelanséatzen durchgefihrt.
Der daraus errechnete Mittelwert diente dann als
Grundlage far die oben beschriebenen
Berechnungen, um die Tendenz der ermittelten Daten
maoglichst gut zu représentieren. Um die Streuung der
Werte darzustellen zeigen die Graphen im
Ergebnisteil zudem auch die Standardabweichung
dieser Parallelanséatze.

Zur Auswertung der gewonnenen Daten wurde ein
Bewertungsschema fiur die Neutralisationsintensitét
entworfen, das sich an den Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen (Bartosch et al.; 2003; Lavillette et al.,
2005) orientiert und die Darstellung der Ergebnisse
vereinfacht. Zu diesem Zweck wurde die Starke der
errechneten Neutralisation in drei Stufen eingeteilt: +
= mafige Neutralisation, diese liegt in einem Bereich
von 20-40 %; ++ = gute Neutralisation, diese liegt in
einem Bereich von 40-70%; +++ = sehr gute
Neutralisation, diese liegt in einem Bereich von 70-
100 %. Werte, die unter einer Neutralisation von 20 %
lagen, wurden als negativ gewertet. Die

Neutralisationsstarke wurde anhand der mitgefiihrten
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negativen Kontrollseren ermittelt, denn hier wurde

keine Neutralisation beobachtet.
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4. Ergebnisteil

Die Arbeiten wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, infektiése
Pseudopartikel herzustellen, die die frihen Infektionsschritte
von HCV nachahmen. Die generierten HCVpp wurden
anschlieend zur Etablierung eines HCV Neutralisationstests
sowie zur Untersuchung des Zelltropismus der HCVpp
verwendet.

Im Rahmen der Neutralisationsstudien wurden Seren von
Patienten unter Therapie untersucht und die Resultate mit
dem  Therapieverlauf  verglichen. Auf3erdem  wurden
Serumproben von HIV/HCV koinfizierten Patienten untersucht.
Zur Uberprifung der Spezifitat des in dieser Arbeit etablierten
HCVpp Neutralisationstests wurden neben anti-HCV
negativen Patientenproben auch potenziell kreuzreaktive
Patientenseren und Serumproben von, mit verschiedenen
HCV-Genotypen, infizierten Patienten eingesetzt. Flaviviren
sind bekannt dafir, dass Seren von infizierten Patienten
kreuzneutralisierende Aktivitat mit anderen Flaviviren zeigen.
Daher wurden auch Untersuchungen mit Seren von Patienten,
die mit dem Dengue-Virus infiziert waren, vorgenommen.

Es wurden bei allen Versuchen mindestens Doppelansatze
durchgefiihrt und Kontrollen zur Uberpriifung der Ergebnisse

mitgefiihrt. Die angegebenen Werte sind arithmetische
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Mittelwerte und als Balkendiagramm mit Fehlerindikatoren, die

die Standardfehler zeigen, dargestellt.

4.1. Grundlagen zur Etablierung und Optimierung
des Neutralisationstests

In der Arbeit wurden infekticse HCVpp, mithilfe eines
lentiviralen/onkoretroviralen Vektors, eines Markergens und
HCV 1la E1 und E2 Hullproteinen durch transiente Ko-
Transfektion von 293T Produktionszellen hergestellt. Der
HCVpp-haltige Zellkulturiberstand wurde gesammelt und fur
die Versuche aufbereitet; wie in Abb. 9 und Abb. 10 zu sehen.
Die HCVpp sollten weiterhin zur Untersuchung von
Serumproben chronisch HCV-infizierter Patienten eingesetzt
und auf ihre Neutralisationsfahigkeit getestet werden.

Zur Etablierung der Methodik und der HCVpp im Labor
wurden zu Beginn solange Versuche durchgefihrt bis eine
messbare infektiose Partikelzahl in der Hohe von 10° IE/ml bis
10* IE/ml (s. Abb. 11) vorlag. Diese Partikelmenge wurde
anfanglich nicht erreicht, ist jedoch notwendig fir die
weitergehenden Versuche und Neutralisationsstudien, um
aussagekraftige und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

Im Folgenden wurde der Einfluss des verwendeten Vektors
(onkoretroviraler oder lentiviraler Herkunft) sowie die Zugabe
von Polybrene auf die Ausbeute ermittelt und die

Anreicherung mittels Ultrazentrifugation untersucht.
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4.1.1. Vergleich der onkoretroviralen mit den
lentiviralen Vektoren bei der Produktion von
infektiosen HCVpp

Die infektiosen  Partikelzahlen nach Einsatz  von
onkoretroviralen (MLV) und lentiviralen (Lenti) Vektoren als
Grundlage fur die HCVpp, wurden verglichen, um festzustellen
welcher dieser Vektoren effizientere Transduktionsergebnisse

liefert. Dieser Vektor wurde dann in den Neutralisationstests

verwendet.
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Unterschiedliche Verpackungsvektoren
Abb. 11:

Vergleich der Transuktionseffizienz onkoretroviraler und
lentiviraler Vektoren

Die Abb. 11 stellt die infektidsen Partikelanzahlen, angegeben

in IE/ml (s. Kapitel 3.2.9.), unter Verwendung unterschiedlicher
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Verpackungsvektoren dar, die bei einer Transduktion auf Huh-
7 Zielzellen erreicht wurden. Als positive Kontrolle wurde bei
den Versuchen eine Verpackung mit VSV mitgefuhrt; deren
Ergebnis erwartungsgemal ausfiel.

Die blau eingefarbten Balken zeigen die infektiose
Partikelanzahl der mit dem MLV Vektor verpackten
Pseudotypen. Die gelben Balken zeigen die IE/ml unter
Verwendung der lentiviralen Verpackungskomponente. Die
Standardabweichung ist jeweils unterhalb der Werte
dargestellt. Die Verpackung mit dem lentiviralen Vektor flhrte
zu hoheren Werten (3.535 IE/ml) als die mit dem
onkoretroviralen (MLV) Vektor (149 IE/ml). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde in den Neutralisationsstudien die lentivirale

Verpackungskomponente eingesetzt.

4.1.2. Die Wirkung von Polybrene auf die
Transduktionseffizienz der Pseudotypen

Bei Polybrene (PB) handelt es sich um ein Polykation,
welches  hauptséachlich bei der Transfektion von
Saugetierzellen eingesetzt wird, da es die
Transfektionseffizienz  signifikant erhdht (Sigma Material
Safety Data Sheet).

In diesem Versuch (siehe Abb. 12) wurde 1 ml
unkonzentrierter und aufgereinigter Zellkulturiiberstand, der

die HCVpp enthielt, eingesetzt. Fir die Transduktion wurden
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8 pg/ml PB (Sigma-Aldrich) gemeinsam mit dem HCVpp-
haltigen Uberstand auf die Huh-7 Zellen gegeben.

1,00E+05 Eenti-VSV-
T
Lenti-HcV mit 185§~ F
PB =
9.577 i- i
1,00E+04 1 Leni-vSy mi
= mit 55.87]L
IS MLV-HCV mit L—X_
] PB Ak
TLO0E+03 | e
SE MLV-HCV :
o W 149
3 it
£1,00E+02 -
(4]
E
1,00E+01
1,00E+00
Unterschiedliche VSV/HCV Verpackungsvektoren mit PB
Abb. 12:

Der Einfluss von PB auf die Transduktionseffizienz
verschiedener VSVpp/HCVpp in Huh-7 Zellen

Die Ergebnisse in Abbildung 12 zeigen, dass durch die
Verwendung von PB bei der Transduktion der Zielzellen die
infektidsen Partikelzahlen der HCVpp und der VSVpp erhoéht
werden kdnnen. Die Werte der MLV-basierten-HCVpp konnten
von 149 IE/ml auf 389 IE/ml und die der lentiviralen HCVpp
Verpackung konnten von 3.535 IE/ml auf 9.577 IE/ml erhdht

werden. Durch den Einsatz von PB kdnnen bei der MLV- und
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lentiviralen Verpackungskomponente die infektibsen

Partikelzahlen erhoéht werden.

2,50E+03 .
—*= |E der nicht vorbehandelten Proben
—* |E der 1x vorbehandelten Proben
2 00E+03 IE der 2x vorbehandelten Proben
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1L00E+03 M

/"

Infektiose Partikelzahl (IE/ml)

5,00E+02
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Menge des verwendeten Polybrene (ug)

Abb. 13:

Einfluss von PB-Vorbehandlung auf die Bildung von
HCVpp bei der Transduktion von Huh-7 Zellen mit HCVpp
auf lentiviraler Basis

In diesem Versuchsansatz, den Abb. 13 wiedergibt, wurden
die Huh-7 Zellen mit PB vorbehandelt. Bei einmaliger
Vorbehandlung (roter Graph) wurde den Zellen direkt nach der
Aussaat 8 upg/ml PB zugefligt. In einem weiteren Ansatz
(gelber Graph) wurde eine zweite PB Behandlung, eine
Stunde vor der Transduktion, mit 8 pg/ml PB durchgefiihrt. Bei
der Transduktion wurden in die einzelnen Vertiefungen jeweils

4 pg/ml; 8 ug/ml; 12 pg/ml; 16 pg/ml; 20 pg/ml und 24 pg/ml
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PB auf die Huh-7 Zellen gegeben. Es wurde eine Menge von
je 1 ml HCVpp Uberstand eingesetzt. Die grafische
Darstellung der erlangten Ergebnisse lasst erkennen, dass der
wiederholte Einsatz von PB zu einer Erhohung der
Transduktionseffizienz  fuhrt. Besonders lasst sich die
Erhdhung der infektiosen Partikelzahlen bei dem zweimal
vorbehandelten Ansatz darstellen; jedoch scheint ab einer
gewissen Menge eine Sattigung erreicht zu sein. Diese Menge
liegt bei den vorbehandelten Anséatzen bei 20 ug/ml PB, denn
hier ist wiederum ein Abfall der ermittelten Partikelanzahl zu
beobachten. Mikroskopische Hinweise auf eine mdgliche
Zellschadigung konnten nicht erkannt werden. Die einmalige
Vorbehandlung mit PB verbessert die Transduktionseffizienz
der HCVpp; die zweimalige Vorbehandlung flihrt nochmals zu
héheren infektiosen Partikelzahlen bei der Transduktion der
Zielzellen.

Daher wurde in den Neutralisationsstudien eine PB-
Vorbehandlung zur Verbesserung der Transduktionseffizienz

eingesetzt.
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4.1.3. Untersuchung zur Erhéhung der
Transduktionseffizienz durch Konzentrierung des
HCVpp-haltigen Zellkulturtiiberstandes

Die Konzentrierung der im Zellkulturiiberstand enthaltenen
HCVpp wurde mit der Absicht durchgefuhrt eine hoéhere
infektiose Partikelzahl bei der Transduktion der Zielzellen zu
erreichen.

Zur Konzentration, der in Abb. 14 gezeigten Ergebnisse,
wurde der gewonnene Zellkulturiiberstand (32 ml) mit einem
20 % Sucrosekissen unterschichtet und anschlieBend mit
einer Ultrazentrifuge (bei 25.000 U/min und 4°C, fur zwei %
Stunden) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 100 pl
PBS uber Nacht geldst. Fiur diesen Versuch wurden jeweils
gleiche ansteigende Volumina (von 1-20 ) des
ultrazentrifugierten und somit konzentrierten
Zellkulturiiberstandes  (UZ) und unkonzentrierter  (NK)
Zellkulturiiberstand auf Huh-7 Zielzellen gegeben und, wie in

Kapitel 3.2.5. beschrieben, weiter behandelt.
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B ultrazentrifugierter Uberst.
B unkonzentrierter Uberst.
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Abb. 14:

Infektiose HCVpp Mengen nach Ultrazentrifugation des
Uberstandes, im Vergleich zu unkonzentriertem
Uberstand, bei unterschiedlichen Ausgangsmengen

In Abb. 14 ist das Ergebnis der Studie zur Konzentration der
HCVpp dargestellt. Die Resultate zeigen, dass der Einsatz von
ultrazentrifugiertem Uberstand zu einer hoheren Ausbeute
fuhrt als der NK (unkonzentrierte) Uberstand. Mit dieser
Verbesserung erreichen die infektibsen Partikelwerte eine
Hoéhe von 30.600 IE/ml. AuRerdem ist ein Anstieg (etwa eine
Logi, -Stufe) der IE/ml durch gréRere Volumina des
eingesetzten UZ Uberstandes zu erkennen. Dies jedoch nur
bis zu einer Menge von 5 pl; danach scheint eine Sattigung

erreicht zu sein, denn die Werte steigen nicht weiter an
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sondern fallen sogar ab. Sie fallen von 30.500 IE/ml auf
20.600 IE/ml beim Einsatz von 10 ul UZ Uberstand und beim
Einsatz von 20 pl bis auf 19.700 IE/ml ab. Im Falle des NK
Uberstandes kann dieses ebenso beobachtet werden; hier
fallen die Werte von 4.000 IE/ml beim Einsatz von 2 ul auf 800
IE/ml bei 5 pl NK Uberstand und bleiben dann im Bereich von
1.300-1.350 IE/ml bei 10 und 20 pl NK Uberstand.
Mikroskopische Hinweise auf eine mdgliche Zellschadigung
konnten auch hier nicht erkannt werden. Grundsétzlich werden
jedoch  hohere infektdse Partikelzahlen durch eine
Konzentrierung des HCVpp Zellkulturiberstandes mit der
Ultrazentrifuge erreicht. Dies wurde in den Patientenstudien
berlcksichtigt und der verwendete HCVpp Zellkulturtiberstand

wurde mittels Ultrazentrifugation konzentriert.

4.1.4. Der Einfluss des Zellkulturmediums x-Vivo, mit
und ohne Zusatz von fotalem Kalberserum, auf die
Ergebnisse der Transfektion mit HCVpp, angegeben
in infektiosen Partikelzahlen

In folgendem Versuch (s. Abb. 15) wurde der Einfluss der
Verwendung eines anderen Zellkulturmediums als DMEM bei
der Transfektion auf die HCVpp untersucht. Angegeben sind
die infektibsen Partikelzahlen der erzeugten HCVpp
Zellkulturiberstande auf Huh-7 Zielzellen. Das bisherige
Zellkulturstandardmedium DMEM (mit FKS) wurde mit dem

kostenintensiveren x-Vivo Medium, mit und ohne FKS,
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verglichen. Fir diesen Versuch wurde unkonzentrierter
HCVpp Uberstand in unterschiedlichen, aufsteigenden
Mengen (50 pl, 100 pl, 200 pl, 250 pl, 500 pl und 1 ml)

eingesetzt und auf die Huh-7 Zielzellen gegeben.

1.6E+

Infektiose Partikelzahl (IE/ml)

1.440 e EDMEM
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Menge des verwendeten Uberstandes
Abb. 15:

Vergleich der infektiosen Partikelzahlen, nach
Verwendung unterschiedlicher Zellkulturmedien und
mit/ohne Zusatz von fotalem Kalberserum (FKS)

Die hochsten infektiosen Partikelzahlen (1.440 und 1.400
IE/ml) konnten beim Einsatz von 50 pl HCVpp/DMEM und 100
pl HCVpp/x-Vivo mit FKS erzielt werden. Die Anzahl der

infektiosen Partikel fallt bei allen Ansatzen mit steigenden
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Einsatzvolumina der HCVpp ab und ist besonders gering bei
den HCVpp/x-Vivo ohne FKS. Die infektiosen Partikelzahlen
die durch die HCVpp/x-Vivo mit FKS gemessen werden
konnten fallen weniger stark ab als die zu Vergleichenden und
liegen auch in den Ansatzen von 250 pl und 500 pl noch in
einem hoheren Bereich. Erkennbar ist besonders, dass der
Einsatz des FKS-haltigen N&ahrmediums zu hoheren
infektidsen Partikelzahlen der HCVpp bei der Transduktion auf
die Zielzellen fuhrt. Mikroskopisch konnte bei den Ansatzen
ohne FKS ein langsameres Zellwachstum festgestellt werden.
In den folgenden Versuchen und Patientenstudien wurde

DMEM mit dem Zusatz von FKS verwendet.

4.1.5. Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse:

e Die Verwendung lentiviraler Vektoren fuhrt zu héheren
infektiosen Partikelzahlen als der Einsatz
onkoretroviraler Vektoren.

e Durch eine PB-Vorbehandlung steigen die infektidsen
Partikelzahlen an.

e Die Konzentrierung des Zellkulturiiberstandes durch
Ultrazentrifugation fihrt zu hoéheren infektibsen
Partikelzahlen.

e Der Zusatz von FKS zu dem Zellkulturmedium x-Vivo
fuhrt zu hoheren infektiosen Partikelzahlen als ohne
FKS. Bei dem Einsatz von 50 pl HCVpp Uberstand,
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unter Verwendung des Zellkulturmediums DMEM,

wurden die hochsten infektiosen Partikelzahlen erzielt.

4.2. Zelltropismusstudie mit HCVpp und
verschiedenen B-Suspensionszelllinien

Fur diese Testreihe wurden verschiedene B-Zelllinien auf ihre
Empféanglichkeit fir eine Infektion mit HCVpp getestet. Es
sollten gangige Zelllinien getestet werden deren Ursprung ein
anderer als Lebergewebe ist.

Diese B-Zelllinien tragen die Namen: SEM, Raji (humane
Burkitt Lymphoma Zelllinie), Namalwa (humane Burkitt
Lymphoma Zelllinie), Nalmé und BV173. Es handelt sich um
Suspensionszellen menschlicher Herkunft. Das Vorgehen fur
diese Zelltropismusstudie wurde in Material und Methoden,
Kapitel 3.2.5. und 3.2.6., beschrieben.

Die folgenden Darstellungen zeigen die FACS Ergebnisse
dieser Versuche - hier vorgestellt als Dot-Blot
(Punktwolkentest). Die erste Abbildung in den Reihen stellt
jeweils die negative Kontrolle dar. Dieser Ansatz enthalt nur
die Zellen ohne Zusatz der HCVpp. Die mittlere Abbildung in
den Testreihen stellt die Ergebnisse der Ansatze dar, die mit
den HCVpp transduziert wurden. Als positive Kontrolle wurden
die Zellen mit VSVpp transduziert; die Resultate sind in den
jeweils letzten Bildern der Testreihen dargestellt. Aufgrund der

Vorversuche kann bei den eingesetzten Volumina der HCV-
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und VSVpp von infektiosen Partikelwerten von 3x10° bis 3x10°
IE/ml ausgegangen werden (siehe Material und Methoden,
Kapitel 3.2.5. Transduktion von Zelllinien mit lentiviralen und

retroviralen Uberstanden).
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Abb. 16:

Zelltropismusstudie mit HCVpp und verschiedenen
Suspensionszelllinien
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Diese Zelllinien wurden auf ihre mégliche Infizierbarkeit mit
HCVpp untersucht. Es wurde Uberprift, ob diese
Suspensionszellen méglicherweise im Neutralisationstest
eingesetzt hatten werden kénnen.

Die jeweils ersten Abbildungen (s. Abb. 16) zeigen die
Negativkontrollen, auf der die lebenden Zellpopulationen als
rotes, rundes Gebilde zu sehen sind. Diese setzen sich aus
vielen roten Punkten zusammen, wobei jeder einzelne Punkt
eine Zelle darstellt. Oberhalb der Gesamtpopulation ist eine
Markierung gesetzt, in welcher die durch Fluoreszenz
gekennzeichneten, positiv transduzierten Zellen zu erwarten
waren. Das jeweils folgende Bild zeigt den Infektionsversuch
mit den HCVpp. Es ist in jeder Versuchsreihe zu erkennen,
dass die Zellen nicht durch die HCVpp infiziert wurden und
somit keine positiv.  markierten Zellen oberhalb der
Zellpopulation, in dem Bereich der zu erwartenden, gesetzten
Markierung, zu finden sind.

In den Positivkontrollen hingegen, welche die jeweiligen
Abbildungen am rechten Bildrand darstellen, zeigt sich, dass
eine Vielzahl der Zellen mit den VSVpp transduziert und als
Punktwolke oberhalb der Zellpopulation zu erkennen sind.
Dieses Ergebnis war erwartungsgemal. Einzig die BV173

Zellen zeigen keine so gute Infizierbarkeit mit den VSVpp.
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Diese Suspensionszelllinien (SEM, Raji, Namalwa, Nalmé und
BV173) konnten unter den beschriebenen Bedingungen nicht
mit den HCVpp infiziert werden.

4.3. HCVpp-Neutralisationsstudien mit
Patientenseren

Fur die Neutralisationsversuche wurden Huh-7 Zellen in
Zellkulturplatten ausgesdt und danach einen Tag im
Brutschrank kultiviert. Im néachsten Arbeitsschritt konnte eine
Mischung aus den Patientenseren in unterschiedlichen
Verdunnungsstufen, aus Polybrene und den konzentrierten
HCVpp Uberstanden auf die Zellen gegeben werden. Die
Zellkulturplatten mit den Zellen und der Serum-/HCV-
Pseudotypenmischung wurden zentrifugiert und gleich darauf
die Serum-/HCV-Pseudotypenmischung wieder abgenommen,
um durch frisches Standardmedium ersetzt zu werden.
Darauffolgend wurden die behandelten Zellen 2 Tage im
Brutschrank kultiviert, um dann mittels FACS-Analyse
ausgewertet werden zu kdnnen (siehe Material und Methoden,
Kapitel 3.2.6.).

Um die Neutralisationsintensitat bewerten und vorhandene
Storfaktoren dadurch minimieren zu koénnen wurde ein
Schema entworfen, das die Darstellung der Ergebnisse
vereinfacht (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.2.9.). Zu
diesem Zweck wurde die Starke der errechneten

Neutralisation in drei Stufen eingeteilt: + = maRige
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Neutralisation, diese liegt in einem Bereich von 20-40 %; ++ =
gute Neutralisation, diese liegt in einem Bereich von 40-70 %;
+++ = sehr gute Neutralisation, diese liegt in einem Bereich
von 70-100 %. Werte, die unter einer Neutralisation von 20 %
lagen, wurden als negativ gewertet.

4.3.1. Testung der HCVpp mit anti-HCV negativen
Kontrollseren

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um das Testsystem zu
optimieren und mdgliche Fehlerquellen (z. B. falsch positive
Ergebnisse) zu prifen.

Abb. 17 und Tab. 10 stellen die Infektiositdt der HCVpp in
Anwesenheit von zehn anti-HCV negativ getesteten
Patientenseren in drei unterschiedlichen Verdiinnungsstufen
(2:50; 1:500 und 1:5.000) dar. Diese Patienten hatten im HCV
Screening  ELISA, durchgefuhrt im  Rahmen  der
Routinediagnostik (s. Material und Methoden, Kapitel
3.1.10.1.) des Institutes fur Medizinische Virologie der Johann
Wolfgang Goethe-Universitatsklinik (Frankfurt am Main), keine
nachweisbaren HCV-Antikdrper im Serum. Als Kontrollen
wurden hier ein anti-HCV negativ getestetes AB-Serum
(Cambrex/Bio Whittaker; roter Balken) und das HCV-positive
Serum des Pat. 54 (gelber Balken) mitgefthrt.
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Abb. 17:

Verbleibende Infektiositat von HCVpp in Anwesenheit von
anti-HCV negativ getesteten Patientenseren
unterschiedlicher Konzentration

Zur besseren Darstellung der Resultate wurde in Abb. 17 die
verbleibende Infektiositdét der HCVpp dargestellt. Sie lasst
erkennen, dass keine wesentliche Inhibition der Infektiositat
der HCVpp durch diese Seren erfolgt. Die Infektiositat liegt
zumeist bei einem Wert Uber 100 %. Auch durch das AB-
Serum werden die HCVpp ebenfalls nicht neutralisiert und die
Infektiositat liegt durchschnittlich Gber 100 %. Jedoch zeigt die
Positivkontrolle  erwartungsgemal® eine Inhibition der
Infektiositat der HCVpp.
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Die Zugabe von HCV-Antikorper negativen Patientenseren
zeigt somit keinen hemmenden Einfluss auf die Infektiositat;
zum Teil liegt diese sogar Uber dem Durchschnitt. Lediglich
die 1:5.000 Verdinnung einer Probe zeigt eine leicht
verminderte Infektiositat, die sich ergebende Neutralisation
des Serums von Pat. 1n lag aber noch unter dem definierten
Grenzbereich.

Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt somit keine falsch
positive Neutralisation der HCVpp durch die anti-HCV

negativen Kontrollseren.

Tab. 10:

Anti-HCV negative Kontrollseren

Nr. Geschlecht | Alter Anti-HCV-AK (ELISA)
S/ICO Werte
Pat 1n w 29 negativ
Pat 2n w 22 negativ
Pat 3n m 62 negativ
Pat 4n m 22 negativ
Pat 5n m 44 negativ
Pat 6n w 42 negativ
Pat 7n m 74 negativ
Pat 8n m 46 negativ
Pat 9n w 59 negativ
Pat 10n W 45 negativ
AB-Serum - - -
Pat 54 w 60
4,9 (Vitros anti-HCV ELISA Test)

- = nicht bekannt; S/CO Werte = sample/cut-off
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4.3.2. Neutralisationsstudien mit HCVpp und Seren
von Patienten die mit verschiedenen HCV-
Genotypen infiziert sind

In folgender Studie (s. Abb. 18) wurde untersucht inwiefern die
Anwesenheit von anti-HCV positiven Patientenseren (Genotyp
la und 1b, s. Tab. 11) Einfluss auf die Infektiositéat der HCVpp
hat und ob die in den Seren enthaltenen Antikérper
unterschiedliche Neutralisationsintensitaten aufweisen, je
nachdem gegen welchen HCV-Subtyp (la oder 1b) sie
gerichtet sind. Der verwendete HCVpp entspricht dem
Genotyp la. Als Kontrollen wurden das anti-HCV negative AB-
Serum (rot) und das Serum des Pat. 54 (gelb) mitgeflhrt.

Um die am besten geeignete Serumverdinnung fur die
folgenden Neutralisationsversuche zu ermitteln, wurden die
verwendeten HCV-positiven Patientenseren in 1:10, 1:50,
1:100, 1:200, 1:500, 1:1.000 und 1:2.000 Verdinnungen

eingesetzt.
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Abb. 18:

Vergleich der Neutralisation der HCVpp mit Seren von
Patienten mit einer HCV-Subtypla bzw.1b Infektion

In der Grafik (Abb. 18) ist zu erkennen, dass das negative
Kontrollserum (rot) erwartungsgemal keine nennenswerte
Neutralisation auf die HCVpp austibt. Alle Patientenproben
jedoch haben Einfluss auf die Infektiositait der HCVpp;
insbesondere in der niedrigsten Serumverdinnungsstufe. Hier
werden die HCVpp in den Proben der HCV-Genotyp la
infizierten Patienten bis zu Uber 80 % (+++) neutralisiert. Die
Neutralisationsfahigkeit der Seren der mit HCV 1b infizierten
Patienten liegt etwas unterhalb von 80 % (+++). In der
gesamten Titrationskurve ist zu beobachten, dass die

Neutralisation der Subtyp la Patientenseren stetig oberhalb
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der Werte der 1b Patientenseren liegt. Zu erkennen ist, dass
bei groRerer Verdinnung der Seren die Neutralisation
erwartungsgemal abnimmt und die gemessenen Werte
einander annadhern, jedoch immer noch eine méaRige
Neutralisation (+, bei 1:2.000) zeigen.

Die Neutralisation der HCVpp mit Seren von Patienten mit
einer HCV-Subtyp la Infektion, der Subtyp, der auch in den
HCVpp verwendet wurde ist etwas stérker, als die des HCV-
Subtyps 1b.

Tab. 11:
Seren von Patienten mit einer HCV-Subtypla bzw.1b

Infektion
Anti-HCV-AK (ELISA) *
Nr. Geschl. Alter [HCV-Genotyp S/CO Werte

Pat 15 w 60 1b 5,2

Pat 21 m 39 1 49

Pat 28 w 42 1b 5,7

Pat 46 w 39 la 5,3
AB-Serum - - -

Pat 54 w 60 1b 4,9

* Vitros anti-HCV ELISA Test (Ortho Clinical Diagnostics,

Amersham, Bucks, UK);
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Cut-Off = 1 S/CO, die Werte entsprechen einer hoch-positiven
Reaktion, eine Uberpriifung im Immunoblot ist daher nicht

durchgefiihrt worden. - = nicht bekannt

Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitit wurde eine
Kreuzneutralisationsstudie mit verschiedenen HCV-Genotypen
in den Verdunnungstufen 1:50, 1:500 wund 1:5.000
(Patientenseren s. Tab. 12) durchgefuihrt. Deren Ergebnisse
sind in der folgenden Abb. 19 dargestellt. Die verwendeten
Seren stammen von chronisch infizierten Patienten, infiziert
mit HCV-Genotyp 2al/c, 3a oder 4. Als Kontrollen wurden
wiederum das anti-HCV negative AB-Serum (als rote Linie)
und das Serum von Pat. 54 (als gelbe Linie) mitgefiihrt. In
dem HCV-negativen AB-Serum sind keine neutralisierenden
anti-HCV Antikorper zu erwarten, weshalb die gemessenen

Neutralisationswerte im Bereich um 0 % liegen.
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Abb. 19:
HCVpp Neutralisation mit Seren von Patienten mit HCV-
Genotyp 2, 3 und 4 Infektionen

Die in Abb. 19 dargestellte x-Achse zeigt die Anséatze in den
drei gewahlten Verdinnungsstufen; die y-Achse beschreibt die
gemessene Neutralisation der HCVpp (Genotyp 1la). Die
Werte der Serumproben von mit Genotyp 3a infizierten
Patienten werden in blauen Farbténen wiedergegeben, die mit
Genotyp 4 in grinen Ténen und mit Genotyp 2a/c in Pink.

Zu erkennen ist, dass die Neutralisationstest-Werte (NT-
Werte) erwartungsgemafl® alle oberhalb des roten
Kontrollgraphen der AB-Serumprobe liegen und somit eine

eindeutige  Neutralisation  zeigen. In der ersten
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Verdiinnungsstufe (1:50), also bei geringerer
Serumverdinnung liegt die Neutralisation nicht unter 50 % (++
bis +++); zumeist sogar in einem Bereich um 80 % (+++).

Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den erzielten Daten der
Genotyp la/b Seren — auch an dem gelben Graphen, des als
positive Kontrolle mitgefuhrten Pat. 54, zu erkennen. Diese
Daten zeigen, dass eine Neutralisation der HCVpp durch alle
verwendeten Seren unabhédngig vom HCV-Genotyp,
insbesondere in der niedrigsten Verdinnungsstufe, mdglich

ist.
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Tab. 12:

Patientenseren der HCV-Genotyp-

Kreuzneutralisationsstudie

Nr. Geschl. Alter Viruslast im HCV NT-Werte der 1.

Patientenseru | Genotyp | Verdinnung in
m in IE/ml * %

Pat 1 m 57 16.000 3a Ca. 85 % (+++)

Pat 4 unbekannt 65 92.000 4 Ca. 80 % (+++)

Pat5 w 43 43.000 3a Ca. 50 % (++)

Pat 6 m 32 500.000 3a Ca. 85 % (+++)

Pat 9 m 40 500.000 3a Ca. 55 % (++)

Pat 11 m 29 202.000 3a Ca. 85 % (+++)

Pat 16 W 49 484.000 4 Ca. 85 % (+++)

Pat 18 w 36 219.000 2alc Ca. 80 % (+++)

AB-

Serum - - - - Ca. 0%

Pat 54 W 60 500.000 1b Ca. 90 % (+++)

* Cobas HCV Monitor Test (Roche Diagnostics, Basel); - =

nicht bekannt

Interessanterweise konnte

in keinem der Versuche eine

100%-ige Neutralisation erzielt werden. Dennoch war auch in
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sehr hohen Verdinnungsstufen vieler Proben noch eine
eindeutige Neutralisationsfahigkeit nachweisbar.

Aufgrund  der  Vorversuche in  denen  geeignete
Verdunnungsstufen gewahlt wurden, um in den Seren
vorhandene  Storfaktoren zu reduzieren, wurden die
Neutralisationsversuche in den Verdiinnungen 1:50, 1:500 und
1:5000 durchgefiihrt.

4.3.3. Neutralisationsversuche der HCVpp mit
Patientenseren, die serologisch als ,,anti-HCV
schwach positiv” eingestuft wurden

Dieser Versuch wurde mit dem Ziel durchgefiihrt den HCVpp
Neutralisationstest zu optimieren und festzustellen, wie
sensitiv er auf im anti-HCV ELISA grenzwertige Proben

reagiert.

Die in Tab. 13 dargestellten zehn Patientenseren wiesen in
der virologischen Antikdrper-Diagnostik (s. Material und
Methoden, Kapitel 3.1.10.5.) uneindeutige Ergebnisse auf.
(Dies bedeutet relativ schwach positive Resultate im anti-HCV
Screening ELISA, die sich im zusatzlich durchgefuhrten
rekombinanten Immunoblot als nicht eindeutig bestétigen
lieBGen, d.h.,, es konnte nur gegentber einem der

rekombinanten HCV Proteine - i.d.R. gegenuber dem HCV
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Nicht-Struktur-Protein NS-3 - eine eindeutige Immunantwort
gemessen werden. Die in Klammern zusétzlich angegebenen
HCV Proteine - i. d. R. das HCV Nicht Struktur-Protein NS-4 -
waren nur sehr schwach unterhalb des Cut-Offs nachweisbar.)
Alle Patientenseren, auf3er Pat. 4s haben im direkten Virus-
RNA Nachweis, der zur Uberpriifung der Ergebnisse in der
Routinediagnostik durchgefuhrt wurde, ein negatives Resultat
erzielt. Die Nachweisgrenze der verwendeten
Polymerasekettenreaktion lag bei < 50 IE/ml. Als Kontrollen
wurden in diesem Versuch das anti-HCV negative AB-Serum
und das Serum eines bereits getesteten anti-HCV positiven
Patienten (Pat 54) mitgefuhrt.
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Tab. 13:
Verbleibende Infektiositat der HCVpp nach Inkubation mit

Patientenseren die serologisch als ,,anti-HCV schwach

positiv" bzw. als ,,nicht eindeutig bewertbar* eingestuft

wurden
Mittelwerte
der
Verbleibenden Anti-
Infektiositéat HCV-AK
der HCVpp; (ELISA)
1:500 HCV-lgc |P| *
Verdinnung [Immunoblot/|[C] S/CO Weitere
Nr. | Geschl. |Alter in % pos. Banden|R| Werte | Informationen
Pat 1s w 50 82,44 % NS3 -1 23 friihere HBV Inf.
Pat 2s w 50 84,16 % C2 -| 14,3 akute EBV Inf.
Pat 3s m 76 80,15 % NS3, (NS4) |-| 10,9
Pat 4s m 44 43,70 % NS3, (C2) |+| 2,2 HIV Inf.
Pat 5s w 60 78,44 % NS3, (NS4) |- 2,1
Pat 6s m 52 85,50 % NS3 - 1
Pat 7s w 47 87,22 % NS3 - 1
erhohte
Leberwerte

Pat 8s w 28 77,67 % NS3 -] 5,9 |[(Transaminasen)
Pat 9s w 45 89,31 % NS3 - 54
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anamnestisch
HCV/HBYV Inf.
Pat 10s w 35 93,71 % NS3 1,3  [friher abgelaufen
AB-
Serum - - 95,23 % - -
Pat54| w 60 26,72 % - + 4,9%

- = es konnten keine HCV-spezifischen Genomsequenzen
nachgewiesen werden; + = es lieBen sich HCV-spezifische
Nukleinsaureamplifikate nachweisen; die Nachweisgrenze der
PCR liegt bei < 50 IE/mI. L AXSYM anti-HCV 3.0 (Abbott,
Delkenheim); Der anti-HCV ELISA Test wird in der Diagnostik
ab einem Wert von 1,0 S/CO als positiv eingestuft. Die
Erfahrungswerte des Labors zeigen jedoch, dass Proben mit
Werten < 15 S/CO oft unspezifisch reaktiv sind und daher in
einem zusatzlichen HCV-Immunoblot Gberprift werden. **
Vitros anti-HCV ELISA Test (Ortho Clinical Diagnostics,
Amersham, Bucks, UK);

- = nicht bekannt

Als Darstellung wurde die verbleibende Infektiositat der
HCVpp in Anwesenheit der Patientenseren gewahlt, da keine

Neutralisation zu erwarten war.
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Die Versuche wurden in den Verdinnungen 1:50, 1:500 und 1:
5.000 durchgefiihrt.

In obiger Tabelle 13 sind die Ergebnisse der 1:500
Verdunnung aufgetragen. Diese wurden gewdahlt, da
Vorversuche gezeigt haben, dass vorhandene Stdrfaktoren
minimiert werden und in diesen Verdinnungsstufen
verwertbare Ergebnisse erzeugt werden konnten.

Die gewonnenen Daten in Tab. 13 zeigen, dass neun der
untersuchten Seren keine besondere Neutralisationsfahigkeit
auf die HCVpp ausuben und die verbleibende Infektiositat
zumeist in einem Bereich um 70-80 % liegt. Das negative
Kontrollserum zeigt erwartungsgemaf keinen Einfluss auf die
Infektiositat der HCVpp. Hervorzuheben ist das Serum des
einen Patienten (Pat 4), welches zu einer deutlichen Inhibition
(43,70 % verbleibende Infektiositat) der HCVpp Infektiositéat
fuhrt. Einzig im Serum dieses Patienten, der gleichzeitig mit
HIV koinfiziert war, konnte eine HCV-Infektion in der
virologischen Routinediagnostik mittels PCR bestatigt werden.
Die Ergebnisse des durchgefihrten HCVpp
Neutralisationstests zeigen, dass die einzige gesichert HCV
positive Probe aus den als ,anti-HCV schwach positiv*
eingestuften Seren mittels HCVpp Neutralisationstest erkannt

wurde.
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4.3.4. Neutralisationsversuche mit HCVpp und den
Seren von Patienten, infiziert mit einem anderen
Flavivirus (Dengue Virus)

In unten gezeigtem Versuch (s. Abb. 20) wurde die
Infektiositéat der HCVpp, nach Inkubation mit 16 Seren (s. Tab.
14) von mit Dengue-Virus infizierten Patienten, gepruft. Einige
dieser Patienten weisen zusatzlich FSME-IgG Antikorper im
Serum auf. Flaviviren sind bekannt dafiir, dass Seren von
infizierten Patienten in Antikdrpertests anderer Flaviviren
Kreuzreaktionen zeigen kénnen (Doerr & Gerlich; 2002). Um
diese Problematik, im Zusammenhang mit der Spezifitat des
HCVpp Neutralisationstests, zu untersuchen, wurde folgender
Versuch durchgefihrt.

Die Versuchsansatze erfolgten in drei Verdinnungsstufen
(1:50; 1:500 und 1:5.000). Als Kontrollen wurden wiederum
das anti-HCV negative AB-Serum, als roter Balken, und das

des Pat. 54, als gelber Balken, mitgefuhrt.
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Abb. 20:

Messung der Kreuzneutralisation der HCVpp mit Seren
von mit Dengue-Virus infizierten Patienten, von denen
einige zusétzlich FSME-IgG enthielten

Die Darstellung der Ergebnisse in Abb. 20 zeigt, dass sich die
untersuchten  Proben, im Vergleich zum negativen
Kontrollserum, &hnlich verhalten und die Infektiositat der
HCVpp nicht herabsetzen; also keinerlei Neutralisation auf die
HCVpp auslben. Die Daten der positiven Kontrolle sind
erwartungsgeman niedrig.

Es ist keine Kreuzneutralisation der mit anderen Flaviviren

infizierten Patientenseren und den HCVpp zu erkennen.
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Tab. 14:

Untersuchte Seren der Patienten: Dengue-Virus positiv

und in der klinischen Diagnostik auBerdem auf das FSME

Virus getestet

Durchschnittl.

Infektiositat der

Dengue-AK FSME-IgG HCVpp in % der

ELISA (S/CO)™ U/ml 1:500
Nr. Geschl. | Alter Verdunnungsstufe
Pat 1f w 27 2,7 negativ 115,39 %
Pat 2f w 57 1,6 62 115,77 %
Pat 3f m 28 1,2 0 85 %
Pat 4f m 42 75 20 95 %
Pat 5f w 32 5,5 29 90,96 %
Pat 6f w 33 11 0 87,12 %
Pat 7f w 49 5,2 22 116,54 %
Pat 8f w 36 4,4 0 114,43 %
Pat of w 58 2,9 220 114,23 %
Pat 10f w 86 2,0 0 107,31 %
Pat 11f m 51 1,2 58 108,46 %
Pat 12f w 44 0 113,45 %
Pat 13f m 56 1,3 53 106,54 %
Pat 14f w 46 3,1 270 105,58 %
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Pat 15f w 24 15 22 84,62 %
Pat 16f w 34 1,2 - 131,71 %
AB-

Serum - - - - 118,66 %
Pat 54 w 60 - - 22,56 %

"I DENV IgM Test von Focus Diagnostics (Cypress, CA, USA),
die Werte sind ab einem S/CO Wert von 1,0 als positiv zu

bewerten. 2

Enzygnost anti-FSME IgG von Dade Behring
(jetzt Siemens Healthcare, Eschborn) bei den Werten handelt
es sich um Units/ml.

- = nicht durchgefihrt; - = nicht bekannt

4.3.5. Neutralisationstest mit HCVpp und Seren von
HIV/HCV koinfizierten Patienten

In dem Versuchsansatz (s. Abb. 21) wurden Serumproben (s.
Tab. 15) von LTNP-HIV Patienten, die zusatzlich mit HCV
koinfiziert sind, auf ihre Reaktivitat mit den HCVpp untersucht
(siehe Material und Methoden, Kapitel 3.1.10.4.). Es sollte
festgestellt werden ob die HIV-Koinfektion dieser
Patientenproben im HCVpp-Neutralisationstest eine
abweichende Reaktion verursacht.

Als Kontrollen wurden in diesem Versuchsansatz das anti-

HCV negative AB-Serum (Negativkontrolle, rot) und das
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Serum eines HCV 1b (Pat 54 als Positivkontrolle, gelb)
infizierten Patienten mitgefihrt. Die Ergebnisse der Kontrollen

fielen erwartungsgemaf aus.

120
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Abb. 21:

Neutralisation der HCVpp nach Inkubation mit Seren von
LTNP HIV/HCV koinfizierten Patienten

Zu erkennen ist, dass die Seren der koinfizierten Patienten mit
dem HCV-Genotyp 1a/b alle eine sehr gute Neutralisation der
HCVpp aufweisen und in der hdchsten Verdiinnungsstufe
noch deutlich besser neutralisieren als das Serum des
positiven Kontrollpatienten (der griine Balken, s. Abb. 21). Nur

in der hdchsten Verdinnungsstufe kann bei den meisten
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Seren ein Abfall der Neutralisationseffizienz beobachtet
werden; vor allem bei den Seren anderer (als HCV-Genotyp
la/b) oder unbekannter Genotypen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die meisten Seren der HIV/HCV-
koinfizierten = Patienten eine  bessere  Neutralisation
verursachen als die Probe des HCV positiven

Kontrollpatienten.

Tab. 15:
HCVpp Neutralisation mit Seren der HIV LTNP-Patienten

Durchschnittl. Neutralisation in % der
Nr. HCV-Genotyp 1:500 Verdinnungsstufe
Pat 1h - 25,71 % (+)
Pat 2h 4c/ad 35,31 % (+)
Pat 3h la/lb 82,30 % (+++)
Pat 4h la/lb 71,47 % (+++)
Pat 5h - 16,10 %
Pat 6h 3a 71,38 % (+++)
Pat 7h la/lb 82,21 % (+++)
HCV Pat 54 1b 66,28 % (++)
IAB-Serum negativ 11,53 %

- = nicht bekannt
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4.4. HCVpp Neutralisationstest-Patientenstudien

4.4.1. Neutralisationstestung von Patientenseren im
Therapieverlauf mit unterschiedlichem Ausgang der
Therapie (,,Responder, Non Responder und
Relapse®)

Ziel dieser Untersuchung war der Vergleich zwischen der
Neutralisationseffizienz ~ (humoralen  Immunantwort)  der
untersuchten Seren im zeitlichen Verlauf, dem Kklinisch
bekannten Ausgang der antiviralen Therapie und ob zwischen
diesen Parametern ein Zusammenhang beobachtet werden
kann. Im Hinblick auf die Einsetzbarkeit dieses Testsystems in
der virologischen Diagnostik und der sich daraus ergebenden
Méglichkeit Uber einen prognostischen Marker zu verfligen,
wurden diese Neutralisationsversuche durchgefiihrt.

Die Therapie wurde, wie in Kapitel 2.6. beschrieben, mit
Ribavirin und PEGInterferon durchgefihrt.

Im Folgenden sind die erzielten Resultate der einzelnen
Studien in Grafiken, die in Balkendiagrammen die
arithmetischen Mittelwerte mit Fehlerindikatoren zeigen,
dargestellt. Diese prasentieren die gemessene Neutralisation
der HCVpp nach Zugabe der Patientenseren. Die
Versuchsansétze erfolgten immer im doppelten Ansatz und in
der Serum-Verdiunnungsstufe 1:500, da sich diese
Verdiunnung nach den Vorversuchen als am meisten geeignet

erwies.
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In jedem Versuch wurden anti-HCV positive und anti-HCV
negative Patientenseren als Kontrollen mitgefiihrt; anhand
derer wurden die gewonnenen Daten ausgewertet. Als
negatives Kontrollserum fungierte das anti-HCV negative AB-
Serum.

Die Viruslast der Patientenseren wurde im Rahmen der
Routinediagnostik mittels Cobas HCV Monitor Test (Roche

Diagnostics, Basel) ermittelt.

80
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Zeitpunkt der Blutentnahme
Abb. 22:

Darstellung der Neutralisation der HCVpp nach Inkubation
mit Seren von Patienten der ,,Responder“-Gruppe
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Fur diesen Versuch, in Abb. 22 dargestellt, wurden vier
Patienten (s. Tab.16) mit dem Therapiestatus “Responder”
ausgewahlt. Die Patienten dieses Kollektivs haben auf die
Therapie angesprochen und waren in der Lage das Virus zu
eliminieren. Bis auf die Probe ,vor Therapie®, in der bei allen
Patienten mittels PCR virale HCV-RNA nachgewiesen werden
konnten, wiesen alle Folgeproben dieser Patienten negative
Ergebnisse in der HCV-PCR auf.

Zur Uberwachung der Therapie wurden von diesen Patienten
zu definierten Zeitpunkten Blutproben entnommen. In den
Versuchen wurden diese Serumproben in einer Verdiinnung
von 1:500 eingesetzt. Die Termine zur Blutenthahme waren:
vor Beginn der Therapie, in Therapiewoche 24, am
Therapieende und 24 Wochen nach Therapieende (Nb 24).
Diese Abbildung zeigt eine Inhibition der HCVpp Infektiositat
mit einer Neutralisationseffizienz von 68 % (++) bis zu 26 %
(+); jedoch mit keiner eindeutig erkennbaren Tendenz. Einzig
bei Pat. 21 kann in den Resultaten der Neutralisation der
Serumproben wahrend der Therapie (Serumproben Thw24
und Therapieende) eine Abnahme der Neutralisationsfahigkeit
beobachtet werden. Ein Anstieg der Neutralisation der HCVpp
erfolgte bei diesem Patienten in der Serumprobe ,Nb24“ nach
der Therapie.

Die Ergebnisse dieses Neutralisationstests mit den

Patientenseren der Gruppe ,Responder® zeigen keine
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eindeutigen Tendenzen

der Neutralisationseffizienz im

zeitlichen Ablauf der Therapie.

Tab. 16:

Untersuchte Patientenseren der Gruppe ,,Responderin

der Verdinnungsstufe 1:500

Anti-
Durchschnittl. | HCV-AK
Viruslast im Neutralisation | (ELISA) *
Pat. 21, méannlich, 39 Jahre, | Patientenserum in % S/ICO
Genotyp 1a in IE/ml* Werte
Vor Therapie 846.000 53,66 % (++) 49
Therapiewoche 24 0 39,00 % (+) -
Therapieende 0 26,72 % (+) -
24 Wochen nach 0 43,75 % (++)
Therapieende -
Pat. 51, méannlich, 62 Jahre,
Genotyp 1b -
Vor Therapie 293.000 68,11 % (++) 50
Therapieende 0 65,67 % (++) -
24 Wochen nach 0 68,92 % (++)

Therapieende

Pat. 52, weiblich, 66 Jahre,

Genotyp 1b
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Vor Therapie 219.000 63,30 % (++) 5,6
Therapiewoche 24 0 68,78 % (++) -
24 Wochen nach 0 60,07 % (++)
Therapieende -
Pat. 47, weiblich, 43 Jahre, -
Genotyp 1b

Vor Therapie 382.000 42,72 % (++) 5.2
Therapiewoche 24 0 42,95 % (++) -
Therapieende 0 56,73 % (++) -
24 Wochen nach 0 48,59 % (++) -

Therapieende

* Vitros anti-HCV ELISA Test (Ortho
Amersham, Bucks, UK); * Cobas HCV
Diagnostics, Basel); - = nicht bekannt

Clinical Diagnostics,
Monitor Test (Roche




151
Ergebnisteil

90

R | DOPat50 OPat28 |

80 :
Viruslast
295.p00 IE/mI 50! _000 IE/ml
70 1 1 V|ruslgst Mirusl

(o))
o
|

T

S
c
= 50 4
5 |
§40 1 | —
g 819(000 JE/m 500{000 |E/m!
3 RS e e = rusigst |
20 1| 500.000|IE/ml _5qq 060 ||
irusipst \ irusltst
10 1+ —
0
vor Therapie Thw24 Nb 4 Nb 24
Zeitpunkt der Blutentnahme
Abb. 23:

Darstellung der Neutralisation der HCVpp nach Inkubation
mit Patientenseren der ,Non Responder“-Gruppe

Die Abb. 23 zeigt die Ergebnisse der Versuche mit der
Patientengruppe ,Non Responder. Diese Patienten waren
nicht in der Lage mithilfe der Therapie das HC-Virus aus ihrem
Korper zZu eliminieren. Hier wurden ebenfalls
Verlaufsblutproben, in einer Serumverdiinnung von 1:500,
dieser Patienten (s. Tab. 17) untersucht. Keine Untersuchung
fand jedoch zum Therapieende statt; dafur erfolgte aber eine
Probenentnahme vier Wochen nach der Behandlung. Die
Neutralisationseffizienz des Serums von Pat. 50 liegt wahrend

des gesamten Probenentnahmezeitraums zwischen 70,81 %
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und 80,27 % (+++) und die des Pat. 28 zwischen 34,62 % und

49,65 % (+ bis ++).

Beide Verlaufsproben der Patientengruppe ,Non-Responder’

zeigen keine besonderen Abweichungen oder Schwankungen

in ihrer Neutralisationseffizienz wahrend oder

antiviralen Therapie.

Tab. 17:

nach der

Untersuchte Patientenseren der Gruppe ,,Non Responder*

in der Verdinnungsstufe 1:500

Anti-

Viruslast im Durchschnittl. | HCV-AK
Pat. 28, weiblich, 42 Jahre, | Patientenserum | Neutralisation | (ELISA) *
Genotyp 1b in IE/mI* in % stg?e
Vor Therapie 819.000 46,85 % (++) 5,7
Therapiewoche 24 500.000 47,55 % (++) -
4 Wochen nach Therapieende 500.000 34,62 % (+) -
24 Wochen nach Therapieende 500.000 49,65 % (++) -
Pat. 50, méannlich, 41 Jahre,
Genotyp 1b -
Vor Therapie 500.000 70,81 % (+++) 4,8
Therapiewoche 24 295.000 80,27 % (+++) -

24 Wochen nach Therapieende 500.000

79,19 % (+++)
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* Vitros anti-HCV ELISA Test (Ortho Clinical Diagnostics,
Amersham, Bucks, UK); * Cobas HCV Monitor Test (Roche
Diagnostics, Basel); - = nicht bekannt

90

500.000 IE/ml
80 Viruslast | OPat 15 DPat 46 OPat 54]
70 4p0-000 [ _}
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260 T
£ 1] * _I_ 3
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=
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Zeitpunkt der Blutentnahme
Abb. 24:

Darstellung der Neutralisation der HCVpp nach Inkubation
mit Patientenseren der ,,Relapse“-Gruppe

Obige Abb. 24 zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem
Patientenkollektiv ,Relapse®. Diese HCV-Patienten (s. Tab.
18) haben zu Beginn auf die antivirale Behandlung
angesprochen. Sie konnten das Virus jedoch nicht vollsténdig
eliminieren und es konnte wieder HCV-RNA, mittels PCR, im
Plasma detektiert werden. Aus dieser Gruppe wurden

Verlaufsproben (Verdinnungsstufe 1:500) von drei Patienten
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untersucht, die zur Kontrolle der antiviralen Therapie
entnommen wurden. Hervorzuheben sind die Ergebnisse der
Neutralisation der Serum-Verlaufsproben von Pat. 15.
Insbesondere nach Beginn der Therapie unterscheiden sie
sich von den anderen Serumproben dieser Gruppe in ihrer
Neutralisationsfahigkeit, da diese geringer ist als die der
Ubrigen Patienten.

Die gewonnenen Daten der Serumverlaufsproben in der
Gruppe ,Relapse” zeigen eine breite Streuung, zwischen 22 %
(+) und 70 % (+++), der HCVpp Neutralisation.

Tab. 18:
Untersuchte Patientenseren der Gruppe ,,Relapse“ in der

Verdlnnungsstufe 1:500

Anti-HCV-
Viruslast im Durchschnittl. AK

Pat. 15, weiblich, 60 Jahre, | Patientenserum | Neutralisation | (ELISA) *

Genotyp 1b in IE/ml* in % stgg
Vor Therapie 326.000 51,45 % (++) 5,2
Therapiewoche 24 0 22,82 % (+) -
Therapieende 0 32,41 % (+) -
24 Wochen nach 176.000 28,92 % (+)

Therapieende -

Pat. 54, weiblich, 60 Jahre, -
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Genotyp 1b

Vor Therapie 500.000 70,27 % (+++) 49
Therapiewoche 24 0 60,27 % (++) )
Therapieende 0 68,38 % (++) -

Pat. 46, weiblich, 39 Jahre,

Genotyp la -
Vor Therapie 420.000 59,03 % (++) 5,3
Therapieende 0 58,33 % (++) -
4 Wochen nach 0 55,21 % (++)

Therapieende -

24  Wochen nach 243.000 58,10 %

Therapieende (++) -

* Vitros anti-HCV ELISA Test (Ortho Clinical Diagnostics,
Amersham, Bucks, UK); * Cobas HCV Monitor Test (Roche

Diagnostics, Basel); - = nicht bekannt
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Abb. 25:

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der
Neutralisationsversuche mit den unterschiedlichen
Patientengruppen

Ziel dieser Neutralisationsstudien mit den Patientengruppen
war der Vergleich der Neutralisationseffizienz  der
untersuchten Patientenseren im zeitlichen Verlauf der
Therapiekontrollen und dem klinisch bekannten Ausgang der
HCV-Therapie. Die Fragestellung war, ob sich hier ein
Zusammenhang herstellen lief3e.

Die Abb. 25 zeigt eine Zusammenfassung der oberhalb
dargestellten Patientengruppen (s. Tab. 16, 17 und 18) mit
den Therapiegruppen: ,Responder, Non Responder und
Relapse®. Hervorzuheben ist, dass die Werte fir die

Neutralisation der HCVpp der einzelnen Gruppen vor
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Therapiebeginn &hnlich nah beieinanderliegen und dann, im
Verlauf der Therapie, zu divergieren beginnen. So kann nach
der Behandlung in Woche vier und 24 ein Unterschied von ca.
20 % zwischen der Therapiegruppe ,Non Responder und
.Relapse“ festgestellt werden. Die ,Non Responder-Gruppe
zeigt einen durchschnittlichen Anstieg der
Neutralisationsfahigkeit und die ,Relapse“-Gruppe im
Durchschnitt einen Abfall der Neutralisationsfahigkeit. Die
Gruppe der ,Responder® zeigt keine so deutlichen
Schwankungen und die Werte der gemessenen Neutralisation
bewegen sich stets zwischen 57 % und 50 % (++).

Die Ergebnisse der HCVpp Neutralisationsstudien im
Vergleich lassen insgesamt keine eindeutige Tendenz der
Neutralisationseffizienz, im Bezug auf den Therapiestatus
oder den zeitichen Therapieverlauf eines Patienten,
erkennen. Insbesondere ist hier auch die starke Streuung der
individuellen Werte erkennbar.

Es lasst sich kein Zusammenhang zwischen der
Neutralisationseffizienz, dem zeitlichen Therapieverlauf und
dem Ausgang der antiviralen Therapie (Therapiestatus)

herstellen.



158
Diskussion

5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von HCVpp und ihre
Verwendung zur Messung von HCVpp-neutralisierenden
Antikérpern im Serum HCV-infizierter Patienten.

Hierzu wurden zunéchst entsprechende HCVpp hergestellt
und das System hinsichtich der Ausbeute des
Herstellungsprozesses optimiert. Zusatzlich wurde die
Infektiosiat dieser so gewonnenen HCVpp in verschiedenen
Suspensionszelllinien Uberprift. Im n&chsten Schritt wurde ein
Testsystem zur Messung HCV-neutralisierender Antikorper mit
diesen HCVpp etabliert und hinsichtlich seiner Spezifitat
anhand ausgewahlter Patientenseren uberprift. Im letzten Teil
wurden ausgewahlte Patientenproben, von denen zu
definierten Zeitpunkten ihrer Therapie Proben vorlagen, in den

Neutralisationstests eingesetzt.

5.1. Die HCV-Infektion

Hepatitis B und C gehéren zu den bedeutendsten chronischen
Viruserkrankungen des Menschen.

Seit der Entdeckung des Hepatitis C Virus sind nun mehr als
zwanzig Jahre vergangen; jedoch sind neue Erkenntnisse
bezlglich des Infektionsverlaufs und der Therapie weiterhin

dringend erforderlich, denn von der Virushepatitis C sind
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weltweit ca. 170 Millionen Menschen betroffen; das sind etwa
3 % der Weltbevdlkerung (WHO; 1999).

In der HCV-Therapie wird seit 1986 Interferon alpha
eingesetzt, welches jedoch nur in 20 % der Falle zu einer
Heilung fuhrte (Manns et al.; 2001). Inshesondere bei
Infektionen mit dem HCV-Genotyp 1 waren die
Erfolgsaussichten ungunstig. Dieser Sachverhalt konnte durch
den Einsatz des Nukleosidanalogons Ribavirin, in einer
Kombinationstherapie mit Interferon alpha, deutlich verbessert
werden. Auferdem wurde durch die Verwendung von
PEGiInterferon eine bessere Wirkung erzielt. Trotzdem ist
diese Therapie in nur 50 % der Félle erfolgreich (Manns et al.;
2001; Fried et al.; 2002).

5.1.2. Methoden zur Erforschung von HCV

Die Erforschung von HCV wurde in der Vergangenheit
insbesondere durch den Umstand erschwert, dass das Virus
sich nur ungentigend in der Anzucht auf Zellkulturen vermehrt
und somit kein einfaches und geeignetes Versuchssystem,
wie bei vielen anderen Viren, zur Verfliigung stand. Eine
weitere Maoglichkeit zur in vivo Viruserforschung bieten
Tiermodelle, wobei inshesondere Kleintiermodelle (Ratten und
Méause) von grof3em Vorteil sind. Das Tier, welches jedoch fiir

die Infektionsversuche mit HCV am besten geeignet ist, ist der
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Schimpanse. Ethische Grinde und die Tatsache, dass das
Arbeiten mit solchen groRen Tieren schwierig und teuer ist,
machen dieses in vivo Tiermodell nur begrenzt nutzbar.

Eine kleine Halbaffenart, die Tupaia spec., sind neben dem
Schimpansen eine weitere Tierart, welche mit HCV infiziert
werden kann. Diese Baumspitzhdrnchen sind keine Nagetiere,
sondern phylogenetisch eng mit den Affen verwandt. HCV ist
imstande primare Tupaia Hepatozyten zu infizieren, jedoch
haben die wilde Natur dieser Tiere und ein schlechtes
Reproduktionsverhalten in der Laboratoriumsgefangenschaft
dazu gefuhrt, dass sie keine Verbreitung erfahren haben
(Brass et al.; 2007).

Einige Zellkultur-Infektions-Versuche wurden unternommen,
die hauptsachlich darauf beruhten, priméare Zellkulturen oder
primare Zellen von chronisch infizierten Patienten zu infizieren
und/oder anzuziichten. Die Ergebnisse waren jedoch
unbefriedigend, da sich diese Systeme als schwer
reproduzierbar erwiesen und auferdem nur eine geringe
Virusreplikation nachgewiesen werden konnte (Bartenschlager
& Lohmann; 2000).

Vor einiger Zeit wurden neue Wege gefunden die eine
intensivere  Erforschung von HCV voranbringen. Eine
Méglichkeit  bieten HCV  Replicons. Diese  sind
subgenomische, selbst-replizierende HCV RNAs die ein

detailliertes Studium - insbesondere der molekularen
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Virusreplikation in der Zellkultur - erlauben, da sie mit einem
Markergen ausgestattet sind. Replicons kodieren fur alle
bekannten viralen Enzyme, die als Ziel einer antiviralen
Therapie infrage kommen und sie kénnen in stabilen Zelllinien
fur Jahre vermehrt werden (Bartenschlager & Lohmann;
2001). Einer Arbeitsgruppe ist es gelungen, das gesamte
Genom eines Hepatitis C Virus, Genotyp 2a, zur Replikation
und Produktion viraler Partikel in einer empfanglichen Zelllinie
zu bringen. Die Entwicklung dieser sogenannten HCVcc
ermoglicht erstmals in vitro Studien Uber den viralen
Lebenszyklus von HCV und die Erforschung und Entwicklung
antiviraler Medikamente (Lindenbach et al.; 2005, Lohmann;
2008).

5.1.3. Pseudopartikel

HCVpp sind infektibse, aber replikations-inkompetente,
genetisch markierte HCV-Pseudopartikel, die unmodifizierte
E1 und E2 Hillproteine auf retroviralen oder lentiviralen
Corepartikeln tragen. Sie sind fir Zellkulturen hochinfektios
und erlauben eine funktionelle Erforschung der HCV E1 und
E2 Glykoproteine und deren biologischen Funktionen; wie zum
Beispiel des "viral entry".

Diese Pseudopartikel bieten die Méglichkeit gezielt Forschung

mit HCV zu betreiben. Insbesondere mit der Arbeit der Gruppe
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um Bartosch et al. (2003) sind in den letzten Jahren grof3e
Fortschritte, auch im Bereich des HCV-Neutralisationstests
(Von Hahn et al.; 2007) gemacht worden. Zu Beginn der
vorliegenden Arbeit waren diese noch nicht bekannt oder
abzusehen. Vorteile sind: die einfache Produktion in grof3en
Mengen mit vergleichbar hohen infektiosen Partikelzahlen;
eindeutige Detektion durch eine standardisierte Methode, wie
z. B. FACS und Arbeiten in einer gunstigen
Sicherheitseinstufung durch replikations-inkompetente Partikel
(Berger et al.; 2009; Bartosch et al.; 2003; Sandrin et al,;
2005).

In dieser Arbeit konnte bestdtigt werden, dass dieses
etablierte System eine (geeignete, verlassliche und
standardisierbare Methode zur Messung der humoralen
Immunantwort HCV infizierter Patienten ist. Von Hahn et al.
(2007) setzte HCVpp ein und beschreibt sie als ideales
Werkzeug, um die nAK-Antwort auf eine HCV-Infektion zu
untersuchen. Sie kénnen so hergestellt und modifiziert
werden, dass sie verwandte, unterschiedliche
Glykoproteinsequenzen aufweisen und einen direkten
Neutralisationsvergleich (autolog oder auch heterolog)
zwischen den einzelnen Varianten erméglichen. HCVpp bieten
weitere vielfaltige Einsatzbereiche in der HCV-Forschung. In
Versuchen mit Mausen konnte gezeigt werden, dass HCVpp

eine starke humorale und zellulare Immunantwort hervorrufen.
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Mit Baboon Affen wurden HCVpp Immunisierungsversuche
durchgefihrt. Nach vier Immunisierungen, wahrend einer
Periode von acht Monaten, entwickelten alle Tiere eine
spezifische humorale und zellulare Immunantwort. Diese
Versuche zeigten, dass HCVpp ein potentes Immunogen
darstellen und fur die zukunftige HCV-Forschung ein wichtiges
Werkzeug darstellen kénnen (Jeong et al.; 2004).

Desweiteren wurden die in vorliegender Arbeit produzierten
HCVpp ebenfalls in einer parallelen Pilotstudie des Institutes
fur medizinische Virologie der Johann Wolgang Goethe
Universitatsklinik, mit chronisch HCV-infizierten
Patientenproben fir die Untersuchung der zellularen
Immunantwort eingesetzt. Hierzu wurden die HCVpp als
Antigene zur zytotoxischen T-Zellen-Stimulation erfolgreich
verwendet. Es konnten dadurch wichtige Erkenntnisse zur
spezifischen CD4+ und CD8+-T-Zell Immunantwort gewonnen
werden. Diese Ergebnisse wurden, gemeinsam mit Teilen aus

vorliegender Arbeit, in Berger et al. (2009) veréffentlicht.

5.2. Etablierung und Herstellung der HCVpp

Die Versuche der vorliegenden Arbeit bestatigten, dass
Retroviren und insbesondere Lentiviren, als Grundlage zur
Herstellung von Hepatitis C viralen Pseudopartikeln gut

geeignet sind (s. Kapitel 4.1.1.). Sie besitzen die Eigenschaft
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virale Glykoproteine in ihr Core zu inkorporieren und die
Méoglichkeit genetische Marker in die DNA infizierter Zellen zu
integrieren (Sandrin et al.; 2002; Sung et al.; 2003; Negre &
Cosset; 2002). Bei Basisversuchen stellte sich heraus, dass
HCVpp, die auf der Grundlage von lentiviralen Vektoren
hergestellt wurden, eine hohere Infektiositat besitzen, als
HCVpp die auf der Grundlage von MLV-retroviralen Vektoren
generiert wurden. Die HCVpp auf lentiviraler Grundlage
erreichten infektiose Partikelzahlen, die etwas mehr als eine
Logio-Stufe hdher lagen als die HCVpp auf MLV-retroviraler
Basis. Es wird vermutet, dass der Grund fur diesen
Sachverhalt im Zusammenfugen der Hiullproteine mit dem
Nukleokapsid liegt; doch sind hierfur verantwortliche
Mechanismen noch unzureichend bekannt (Sandrin et al,;
2002).

Eine weitere Erhdéhung der infektiosen Partikelzahlen konnte
durch die Zugabe des Polykations Polybrene erreicht werden
(s. Abb. 12 und 13). Dieses wird bei HCVpp
Infektionsversuchen den Zellkulturmedien haufig in einer
Konzentration von 4 ug/ml zugesetzt (Flint et al.; 2004; Von
Hahn et al.; 2007). Elektrostatische Krafte spielen eine
wichtige Rolle an der Zelloberflache; besonders wahrend der
Interaktion des Partikels mit der Zelle in der Phase der

+LAnheftung“ und des ,Eintritts“. Die verbesserte Infektiositat
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und die Erhdhung der Partikelzahlen durch Polybrene lassen
vermuten, dass diese Krafte in Gegenwart des Polykations
positiv beeinflusst werden. Jedoch scheint nach einer
gewissen Menge (ab 20 pg/ml Polybrene) eine Sattigung
erreicht zu sein; mikroskopische Hinweise auf eine mégliche
Zytotoxizitat konnten nicht erkannt werden. Es kann dann
keine Steigerung mehr beobachtet werden. Auch konnte
gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung der zu
transfizierenden Zellen mit Polybrene einen Anstieg der
infektiosen Partikelzahlen hervorruft. Somit konnte diese
Studie zu einer Optimierung des Testsystems beitragen.

Eine Steigerung der infektiosen HCVpp Zahlen konnte
erwartungsgemall auch durch Aufbereitung des HCVpp-
haltigen Zellkulturiberstandes durch die zwei % Stunden
Ultrazentrifugation erwirkt werden (Bartosch et al.; 2003).
Hierzu wurden Infektionsversuche (s. Abb. 14) mit
unterschiedlichen Volumina des konzentrierten Uberstandes
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
infektiosen Partikelzahlen zumeist in einem Bereich befanden,
der mehr als eine Logi-Stufe hoher lag, als in den
unkonzentrierten Uberstanden. Die besten Werte wurden mit 5
ul ultrazentrifugiertem Uberstand erzielt. GroRere Volumina
des konzentrierten und gereinigten Uberstandes konnten

keine Verbesserung der infektiosen Partikelzahl bewirken.
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Eine Steigerung der Infektiositat durch diese Methode ist auf
ein Maximum limitiert.

Durch weitere Versuche (s. Kapitel 4.1.4. und Abb. 15) konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Verwendung von
hochwertigen Zellkulturnéhrmedien und der Zusatz von FKS,
welches essenzielle Wachstumsfaktoren enthélt, einen
positiven Einfluss auf die Kondition der Empféngerzellen und

damit auf die Infektiositéat der HCVpp haben.

5.3. Zelltropismusstudien

In vivo ist beschrieben dass neben Hepatozyten auch andere
Zellen mit HCV infizierbar sind (Zignego et al.; 1997). Daher
wurden  verschiedene  B-Zelllinien,  Suspensionszellen
menschlicher Herkunft, auf ihre Empfanglichkeit fir eine
Infektion mit HCVpp und damit der mogliche Einsatz im
Neutralisationstest, untersucht (s. Kapitel 4.2. und Abb. 16).
Die Verwendung von Suspensionszellen hatte die
notwendigen Arbeitsschritte verkirzt, da das Abldésen der
Zellen mittels Trypsin entfallen ware.

HCV wird fur extrahepatische Krankheitsmanifestationen
verantwortlich gemacht, und es wird ein Zusammenhang mit
einem HCV-Lymphotropismus gesehen. HCV RNA konnte
bereits in mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

nachgewiesen werden und wird bei HCV Patienten fir die
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Pathogenese des B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms
mitverantwortlich gemacht (Zignego et al.; 1997).

Die in dieser Arbeit verwendeten B-Zelllinien konnten unter
den beschriebenen Versuchsbedingungen nicht effektiv. mit
HCVpp infiziert werden. Dies steht im Kontrast zu einer
Infektion mit dem Wildvirus, da hier virale RNA in
mononuklearen Zellen nachgewiesen werden konnte (Zignego
et al; 1997). Die Positivkontrollen mit anderen
Pseudopartikeln (VSVpp) zeigen jedoch, dass die Infektion
hier erfolgreich verlaufen kann.

Ein anderes HCVpp Model (VSV/HCVpp), welches
transmembrane und zytoplasmatische Domanen von VSV G
Glykoproteinen enthalt und keine retro- oder lentiviralen
Komponenten, zeigt ebenfalls einen deutlichen Tropismus
humane Leberzelllinien zu infizieren. Diese VSV/HCVpp sind
aber aul3erdem in der Lage eine umfassende Auswahl von
Saugetierzelllinien, auch solche, die nicht von Lebergewebe
stammen, zu infizieren (Zeisel et al.; 2007).

Dies demonstriert, dass die verwendeten B-Zellen, im
Gegensatz zu den Huh-7 Leberzellen, fir die Infektion mit
diesen HCVpp unter den bezeichneten Bedingungen nicht
geeignet sind und daher nicht im Neutralisationstest
eingesetzt werden kénnen. Griinde hierfiir kdnnten, aul3er die
Auswahl der fir die Pseudotypen verwendeten Vektoren, ein

spezieller Tropismus verschiedener mononukledrer Zellen
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oder verschiedener Genotypen sein (Zignego et al.; 2007);
oder auch die Abwesenheit notwendiger aktivierender
Substanzen die fur den Infektionsschritt notwendig sein
kdnnten (Maurice et al.; 2002).

5.4. Messung neutralisierender Antikbrper gegen
HCVpp mittels FACS Analyse

Zur Auswertung der gewonnenen Daten wurde ein
Bewertungsschema flr die Neutralisationsintensitat entworfen
(s. Ergebnisteil, Kapitel 4.3.), das sich an der Arbeit anderer
Arbeitsgruppen (Bartosch et al.; 2003; Lavillette et al.; 2005)
orientiert und die Darstellung der Versuchsergebnisse
vereinfacht. Hierfur wurde die Starke der errechneten
Neutralisation in drei Stufen eingeteilt: + = maRige
Neutralisation, diese liegt in einem Bereich von 20-40 %; ++ =
gute Neutralisation, diese liegt in einem Bereich von 40-70 %;
+++ = sehr gute Neutralisation, diese liegt in einem Bereich
von 70-100 %. Werte, die unter einer Neutralisation von 20 %
lagen, wurden als negativ gewertet. Die Neutralisationsstarke
wurde anhand der mitgefihrten negativen Kontrollseren
ermittelt, denn hier wurde keine Neutralisation beobachtet.

Das in vorliegender Arbeit angewandte Bewertungsschema
veranschaulicht die erzielten Ergebnisse in einer geeigneten

und vereinfachten Weise; hierfir wurden die Ansatze und
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Schemata der im Folgenden benannten Arbeitsgruppen
verwendet.

Bartosch et al. (2003), die ebenfalls nach der in dieser Arbeit
beschrieben und so vergleichbaren Methodik und Detektion
mittels FACS arbeiteten, haben mit HCVpp und
Patientenseren  Neutralisationsstudien durchgefiihrt.  Sie
gaben ihre Ergebnisse als Durchschnitt der Inhibitionstiter in
Prozent an; wobei diese anhand von Kontrollseren gesunder
Individuen ermittelt wurden. Diese beschrieben das Ergebnis
einer Reaktion als gut, wenn die Halfte der den Proben
zugegebenen HCVpp inhibiert wurde. Sie stellten erst eine
Inhibition fest, wenn mehr als 20 % der enthaltenen HCVpp
neutralisiert wurden.

Lavillette et al. (2005) ermittelten ihre Daten, indem sie HCVpp
in Abwesenheit von humanem Serum auf Zellkulturen
inkubierten und die positiv infizierten Zellen als 100 % infektids
bezeichneten. Die Methodik der Neutralisationsversuche
richtete sich nach den Angaben von Bartosch et al. (2003); sie
wurden jedoch durchgefiihrt, um die frihen Infektionsschritte
von HCV zu untersuchen.

Diese unterschiedlichen Auswertungsansatze fuhren dazu,
dass ein genauer Vergleich der Ergebnisse und Daten
schwierig ist. Es ist jedoch mdglich eindeutige Ergebnisse
Ubereinstimmend zu erfassen und zu vergleichen, wie z. B.

eine starke oder gar keine Neutralisation. Um die gewonnenen



170
Diskussion

Ergebnisse mit den Daten anderer Autoren vergleichen zu
kébnnen misste ein einheitliches Bewertungsschema
entwickelt werden, welches die unterschiedlichen Ansétze
berlcksichtigt.

Im Folgenden beschriebene Schwierigkeiten, die im
Zusammenhang mit der Auswertung des Neutralisationstests
entstanden, konnten mithilfe des Bewertungsschemas
minimiert werden.

In den Neutralisationsversuchen mit HCV infizierten
Patientenseren konnte keine 100 %ige Neutralisation erreicht
werden; diesen Umstand haben Bartosch et al. (2003) und
Lavillette et al. (2005) ebenfalls beobachtet. Sie fuhren dies
unter anderem auf die zirkulierende Population von HCV-
Quasispezies und auf posttranslationale Modifikationen der
HCV E1 und E2 Strukturproteine in vivo zurlck.

Auf3erdem war eine eindeutige Ausverdinnung der Seren mit
steigenden Verdunnungsstufen nicht moéglich. Teilweise
zeigten HCV-negative Seren (AB-Serum) in der geringsten
Verdinnungsstufe eine leichte Inhibition der HCVpp-
Infektiositat. Es ist davon auszugehen, dass im Serum
Storfaktoren enthalten sind die Einfluss auf die HCVpp
Infektiositat austiben und diese negativ beeinflussen.

Um diese Begebenheiten zu bertcksichtigen, wurden
Vorversuche mit unterschiedlichen  Verdiinnungsstufen

durchgefiihrt und so eine geeignete und représentative
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Verdunnung fir die klinischen Patientenstudien gewahlt, die
1:500 Verdunnung.

Zur Etablierung des Testsystems, bei dem neutralisierende
Antikorper aus Patientenseren die funktionalen HCV-
Glykoproteine auf den HCVpp als Zielstrukturen erkennen (Op
De Beeck et al.; 2004) und neutralisieren sollen, wurden

verschiedene Versuche durchgefihrt.

Hierbei wurde geprift, ob die Infektiositat der HCVpp in
Anwesenheit von zehn anti-HCV negativ getesteten
Patientenseren (s. Tab. 10 und Abb. 17) beeinflusst wird. Wie
zu erwarten konnte keinerlei Neutralisation der HCVpp durch
die Patientenseren festgestellt werden. Im Gegenteil war die
Infektiositat der HCVpp mit Patientenserum z. T. hoher als im
Vergleich zu der Kontrolle ohne Serum, die zur
Berechnungsgrundlage diente.

Im Hinblick auf die Einsetzbarkeit der HCVpp in der klinischen
Diagnostik ist dies eine wichtige Erkenntnis, denn sie zeigt,
wie in Berger et al. (2009) verdffentlicht, dass dieses
Testsystem zuverlassig auf eventuell im Serum enthaltene
Antikorper reagiert und kein falsch positives Ergebnis zu
erwarten ist.

Ebenso wurde untersucht (s. Abb. 18), ob die Seren von
Patienten die mit den Genotypen 1a und 1b (s. Tab. 12)

infiziert sind eine unterschiedliche Neutralisation der HCVpp
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(Genotyp 1a) bewirken. Alle Patientenproben hatten Einfluss
auf die Infektiositat der HCVpp. Die Neutralisationsfahigkeit
der mit HCV 1b infizierten Patientenseren lag etwas unterhalb
derer der la Patientenseren, jedoch konnte eine eindeutige
Kreuzneutralisation nachgewiesen werden, welche fir die
routinemafige Einsetzbarkeit in der Diagnostik eine wichtige
Voraussetzung darstellt.

Untersucht wurde ebenfalls die Neutralisationsfahigkeit
gegeniiber anderen Genotypen (s. Abb. 19). Fir diese
Neutralisationsversuche von Antikérpern gegen HCV-
Genotypen, die nicht dem Genotyp l1la der HCVpp
entsprachen, wurden Serumproben von neun HCV-infizierten
Patienten (s. Tab. 13) in den Verdinnungsstufen 1:50; 1:500
und 1:5.000 untersucht. Diese Patienten sind mit den HCV-
Genotypen 2al/c, 3a und 4 infiziert. Vier dieser Patienten
zeigten in der hochsten VerdUnnungsstufe keine
Neutralisation mehr (< 20 %). Acht Proben der Patienten
zeigten in der 1:500 Verdinnungsstufe eine geringe bis
deutliche Neutralisation der HCVpp. In der niedrigsten
Verdinnungsstufe konnte mit allen Proben eine gute bis sehr
gute Neutralisation (> 50 %) festgestellt werden. Es konnte
also insbesondere in der 1:50 Verdiinnung eine eindeutige
Kreuzneutralisation, der in den Serumproben enthaltenen nAK
mit dem la HCVpp, festgestellt werden. Dieses Ergebnis,

dass Serumproben unterschiedlicher HCV-Genotyp infizierter
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Patienten, HCVpp auf Genotyp la basierend, neutralisieren,
wurde bereits durch Bartosch et al. (2003) beobachtet. In
dieser Arbeit konnte nicht nachgewiesen werden, dass die
Neutralisation eines bestimmten HCV-Genotyps bessere
Ergebnisse zeigte als ein anderer. Jedoch besteht die
erwartungsgemafle Tendenz, dass die Neutralisation der
beiden Genotyp la Seren etwas bessere
Neutralisationsergebnisse (s. Abb. 18) erzielte, als die der
beiden Genotyp 1b Seren, da bei der Herstellung der HCVpp
Hullproteine von HCV-Genotyp 1a verwendet wurden.
Bartosch et al. (2003) konnten ebenfalls feststellen, dass die
nAK-Antwort des gleichen HCV-Genotyps starker ausgepragt
war, als die gegentber dem heterologen HCV-Genotyp der
verwendeten HCVpp. Trotz dieser Begebenheit zeigen diese
Versuche, dass eine ausreichende Kreuzneutralisation der
HCVpp erzielt werden kann, sodass im Patientenserum
enthaltene HCV Antikérper unabhangig vom infizierenden
HCV-Genotyp nachweisbar sind.

Untersucht wurden weiterhin Serumproben von Patienten (s.
Tab.13), deren serologisches anti-HCV-Screening Resultat im
Immunoblot (s. Kapitel 3.1.10. und 3.1.10.5.) nicht eindeutig
bestatigt werden konnte und die somit serologisch als “nicht
eindeutig“ eingestuft wurden. Um die Diagnose weiter
abzusichern, wurde daher eine PCR zum direkten Nachweis

von HCV-RNA durchgefihrt. In allen Patientenseren, auf3er in
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dem des Patienten 4s, war mittels HCV-PCR keine HCV RNA
nachweisbar. Im Serum des Patienten 4s dagegen war HCV
RNA als Zeichen einer aktiven Infektion nachweisbar.
Mégliche Ursachen fur die uneindeutige Reaktion dieser
Patientenseren im HCV-Screening ELISA bzw. Immunoblot
der Routinediagnostik kodnnen sein: 1. eine unspezifische
Reaktion 2. eine frische Serokonversion d. h. es sind noch
nicht geniigend Antikdrper gebildet (jedoch nicht bei negativer
PCR) 3. eine verzdgerte Serokonversion bei starker
Immunsuppression (dies ist vermutlich bei Patient 4s der Fall)
4. eine spate Rekonvaleszenz und daher der Verlust der
Antikdrper (Serumnarbe) nach Ausheilung der Infektion
(Patient 10s).

Die Versuche (s. Kapitel 4.3.3. und Tab. 13), mit dem Ziel
durchgefiihrt, festzustellen, ob der HCVpp Neutralisationstest
diese anti-HCV-Screening Reslutate bestatigen wirde,
ergaben, dass neun der untersuchten Seren die HCVpp nicht
neutralisierten; was mit den auch nur grenzwertigen
Resultaten in den zusatzlich durchgefiihrten Immunoblots
korrelliert und fiir eine unspezifische Reaktion in den anti-
HCV-Screening Tests spricht. Dieses Ergebnis war
erwartungsgemalR. Hervorzuheben ist das Serum des einen
Patienten (Pat 4s), welches zu einer deutlichen Inhibition der
HCVpp Infektiositat fluhrte. Einzig bei diesem Patienten, der

gleichzeitig mit HIV koinfiziert war, konnte eine HCV-Infektion,
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auch mittels PCR, bestatigt werden. Vermutlich kommt die
verhaltnismaflig schwache Reaktion im anti-HCV-Screening
Test durch eine HIV-bedingte Immunsuppression zustande;
jedoch konnten die HCVpp eindeutig, durch im Serum
enthaltenen AK, neutralisiert werden. Das Resultat dieser
Versuche beweist, dass HCVpp geeignet sind HCV Antikorper
in Patientenseren nachzuweisen und wurde in Berger et al,;
(2009) verdffentlicht. Ein Einsatz dieses Testsystems in der
Diagnostik, zum Beispiel um unklare serologische Befunde zu
klaren, ware moglich.

Um das HCVpp-Neutralisationstestsystem weiterhin  zu
optimieren wurde es weiteren Versuchen unterzogen.
Flaviviren sind bekannt dafiir, dass Seren von infizierten
Patienten in  Antikorpertests  fir andere  Flaviviren
kreuzreagieren kénnen. Dieser Umstand kann zu Problemen
in der virologischen Diagnostik fuhren, da durch zunehmenden
Reiseverkehr auch Patientenseren auf Erreger, die
normalerweise nicht in Deutschland vorkommen, z.B.
Dengue-Viren, untersucht werden (Doerr & Gerlich; 2002).
Deshalb wurde das in der vorgelegten Arbeit eingesetzte
Versuchssystem der HCVpp unter diesem Aspekt untersucht
und Versuche zur Infektiositat der HCVpp, nach Inkubation mit
16 Seren (s. Tab. 14) von mit Dengue Virus infizierten
Patienten, unternommen. Einige dieser Patienten wiesen

zusatzlich Antikérper gegen das FSME Virus auf.
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Es konnte keinerlei Kreuzneutralisation der HCVpp, mit den
gegen andere Flaviviren gerichteten Antikorpern der
untersuchten Patientenseren, beobachtet werden (s. Abb. 20).
Dieses wiederum stellt ein positives Kriterium zur
Einsetzbarkeit der HCVpp in der virologischen Diagnostik dar.
Eine deutliche Kreuzneutralisation mit Seren von HCV
Patienten, die mit HCV-Genotypen bzw. Subtypen infiziert
sind, die nicht dem Genotyp la des verwendeten HCVpp
entsprechen, konnte jedoch bestatigt werden.

In einem weiteren Versuchsansatz (s. Kapitel 4.3.5.) wurden
Serumproben von LTNP-HIV Patienten, die ebenfalls mit HCV
koinfiziert sind, auf ihre Reaktivitat mit HCVpp untersucht (s.
Tab. 15).

Die Seren der HCV 1a bzw. 1b und HIV koinfizierten Patienten
wiesen alle eine sehr gute Neutralisation (s. Abb. 21) in der
geringsten Verdunnungsstufe auf. Die Neutralisation war
sogar in der héchsten Verdinnungsstufe bei einigen Patienten
deutlich besser, als bei dem positiven Kontrollserum.

LTNP Patienten verfiigen Uber bestimmte Faktoren die dazu
beitragen, dass gewisse Parameter des Immunsystems stabil
bleiben und das Fortschreiten der HIV-Erkrankung nur sehr
langsam stattfindet (Vento et al.; 2004). Genetische
Komponenten, die eine starkere Resistenz oder eine
wirkungsvollere Kontrolle des Immunsystems erwirken,

werden als Ursache angenommen; hier kommen
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insbesondere  Rezeptor Mutationen und die gezielte
Produktion von Antikdrpern gegen hochkonservierte HIV-
Regionen infrage (O Connell et al.; 2009). Es scheint, dass
diese Faktoren auch Einfluss auf die neutralisierende
Antikdrperantwort gegen HCV nehmen. Die Ergebnisse lassen
auf eine starke neutralisierende Antikdrperantwort gegen HCV
schlie3en.

Durch diese Vorversuche konnte gezeigt werden, dass HCVpp
ein geeignetes in vitro Testsystem darstellen mit denen gezielt
und zuverlassig HCV Antikorper in Patientenseren erfasst
werden konnen. Die Ergebnisse bestdtigen, dass Seren mit
einem positiven HCV-Infektionsnachweis die HCVpp (kreuz-)
neutralisieren. Dagegen konnte keine Kreuzneutralisation mit
Proben von Patienten, die positive Antikdrpernachweise fur
andere Flaviviren aufwiesen, beobachtet werden. Alle
untersuchten Seren von HCV-negativen Patienten wiesen
keine signifikante Neutralisation auf. Daher konnte dieses
System auch als Unterstitzung zu den bestehenden
Verfahren in der routinemafigen virologischen Diagnostik zum
Einsatz kommen und Informationen dber die in den

Patientenseren enthaltenen Antikérper liefern.
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5.5. Klinische Neutralisationsstudie mit einem
definierten Patientenkollektiv

Dieses Patientenkollektiv wurde ausgewahlt, da die
untersuchten HCV Patienten an einer klinischen Studie
teilnahmen und Serumproben, die zu definierten Zeitpunkten
entnommen wurden, vorhanden waren. Im Zusammenhang
mit dem Therapiestatus der Patienten dieses Kollektivs sollte
nach einem prognostischen Marker im Therapiemonitoring
mithilfe des HCV-Neutralisationstests gesucht werden. Zum
Beispiel, ob die Starke der Neutralisation im Zusammenhang
mit einem Ansprechen/ Versagen der Theapie gesehen
werden kdnne.

Die immunmodulatorische Wirkung von IFN und Ribavirin wird
im Zusammenhang mit der Stimulation des Immunsystems
und dadurch der Bildung nAK diskutiert.

Die Madoglichkeit jene Patienten zu erkennen, welche
erfolgreich auf die Therapie ansprechen wirden, war das Ziel
dieser Versuche. Somit hatte ein Therapieversagen friiher
erkannt und die Therapie frilhzeitig abgebrochen werden

kénnen, um Nebenwirkungen und hohe Kosten zu reduzieren.
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5.5.1. Versuche mit den Patientengruppen
,Responder, Non Responder und Relapse*

Die Untersuchung von Verlaufsproben HCV-Genotyp 1
infizierter Patienten (s. Kapitel 3.1.10.6. und 4.4.), im Rahmen
einer einjahrigen IFN-Ribavirin Therapie, zeigte Kkeine
signifikant unterschiedliche HCVpp-Neutralisation; weder im
Verlauf der Therapie noch in Relation zum Therapieerfolg
(,Response, Non-Response, Relapse®) oder zur vorhandenen
Viruslast (s. Abb. 22, 23 und 24).

Ein Vergleich der verschiedenen Patientengruppen (s. Abb.25)
zeigte lediglich einen leichten Trend hin zu einer héheren
Neutralisation der HCVpp vor und nach der Therapie, im
Vergleich zu den Proben, die wahrend der Therapie
enthommen wurden. Die Probenentnahmen fanden zeitlich
versetzt so statt (vor Therapiebeginn; wahrend der einjahrigen
Behandlung und etwa ein halbes Jahr nach Abschluss der
Therapie), dass eine signifikante Reaktion der Immunabwehr
mit Bildung von neutralisierenden Antikérpern hier hatte
detektiert werden konnen, da eine Serokonversion bei einer
HCV-Infektion durchschnittlich mit ca. sechs Wochen (Netski
et al.; 2005) und das Auftreten nAK mit etwa acht Wochen
nach einer HCV-Infektion zu erwarten ist (Von Hahn et al,;
2007).
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Bedauerlicherweise konnten bei diesem kleinen
Patientenkollektiv keine kausalen Zusammenhénge zwischen
der Hohe der neutralisierenden Antikérperantwort und dem
Ausgang der Therapie hergestellt werden.

Jedoch besteht offenbar ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten einer frihen und breit angelegten neutralisierenden
Antikérperantwort und dem Eliminieren des Virus (Zeisel et al.;
2007). Auch die Kontrolle der HCV-Infektion wird durch das
Immunsystem  beeinflusst; so wird das schnelle
Voranschreiten der Krankheit mit einer mangelhaften
Immunabwehr in Verbindung gebracht (Zeisel et al.; 2007).
Ahnliches ist bei einer HIV-Infektion bekannt; hier werden
nAK-Titer mit dem ,nicht-Voranschreiten® der Krankheit in
Verbindung gebracht (Logvinoff et al.; 2004). Ein eindeutiges
Ergebnis wére hier wiinschenswert gewesen und hétte als
pradiktiver Marker ein wertvolles Hilfsmittel in der HCV-
Therapie sein kénnen.

Neuere Studien haben genau diesen Aspekt bestétigt. Sie
wurden mit einem groReren Patientenkollektiv durchgefihrt
und zeigten einen Zusammenhang von héheren nAK-Titern
und einem schnellen und anhaltenden Ansprechen auf die
HCV-Therapie (Sasayama et al.; 2010).

In vorliegender Arbeit konnte kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der gemessenen Viruslast und der

Neutralisationsstarke ermittelt werden. Dies wurde ebenfalls
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von Logvinoff et al. (2004) in Versuchen mit Schimpansen, die
mit kloniertem HCV infiziert und mit deren Seren und
autologen HCVpp Neutralisationsstudien durchgefuhrt wurden,
beobachtet.

Um die genannten und weitere Punkte, wie den zeitlichen
Zusammenhang des Anstiegs oder des Abfalls der nAK
wahrend der Therapie abzukléaren, sind mehr Informationen
notig. Diese Informationen Uber die Kinetik einer HCV-
Infektion kdnnte man in weiteren Studien, vor allem mit einem
gréReren Patientenkollektiv erhalten, denn diese sind wichtige
Komponenten zur optimalen Therapieeinstellung (Forns et al.;
2005).

HCVpp haben sich als probates Medium gezeigt;
beispielsweise um den Nachweis nAK in Patientenseren zu
erbringen und eine Infektion, im uneindeutigen Falle zuséatzlich
zur PCR, sicher nachzuweisen.

Auffallig ist, dass es nie moglich war eine 100 %ige
Neutralisation der HCVpp mit Patientenseren zu erzielen. Es
ist zu vermuten, dass Modifikationen der Zielstrukturen (HCV
E1 und E2 Glykoproteine) der nAK keine 100 %ige
Neutralisation zulassen und das mdogliche Vorhandensein
einer Vielzahl von HCV-Quasispezies zu einer groRen Varianz
der im Serum enthaltenen AK geftihrt hat. Dennoch lassen sie
eine deutliche Kreuzneutralisation erkennen. Bartosch et al.

(2003) fiihrten Versuche mit Patientenseren und mit
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monoklonalen AK durch die eine spezifische Reaktion gegen
HCV 1a Glykoproteine aufwiesen, welche entwickelt und
selektiert wurden, um intrazellulare E1 und E2 Komplexe zu
neutralisieren. Es wurde eine > 70 % Reduzierung der
Infektiositat gemessen. Die Infektiositdt der HCVpp, so
vermuten diese Autoren, wird Uber die E1 und E2
Hullglykoproteine gesteuert. Auch konnten sie zeigen, dass
die HCV 1a spezifischen monoklonalen AK nicht in der Lage
waren HCV 1b pp zu neutralisieren (Bartosch et al.; 2003).

Den verwendeten HCVpp liegt der Genotyp la zugrunde;
jedoch kann auch mit Patientenseren des gleichen Genotyps
keine deutlich bessere Neutralisation, im Vergleich zu anderen

Genotypen, beobachtet werden.

5.6. Ausblick

Die Entwicklung der HCVpp hat fir die Hepatitis Forschung
neue Mdoglichkeiten erdffnet. Durch diese Methode konnten
dringend benétigte Versuche zur Grundlagenforschung des
HCV generiert werden. Die HCV-Forschung, die durch das
lange  Fehlen eines geeigneten Infektions-  und
Zellkultursystems stark beeintrachtigt war, erfahrt hierdurch in
den letzten Jahren einen groRen Wissenszuwachs. Uber die
Details des viralen Vermehrungszyklus des HCV ist immer

noch zu wenig bekannt. Einige Kenntnisse gehen auf
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Versuche mit einem adaquaten HCV-Modellvirus, dem
Pestivirus BVD, zurtick.

Die in dieser Arbeit erzeugten HCVpp stellen ein Surrogat-
System dar, um in Patientenseren neutralisierende Antikdrper
zu messen. Dies konnte ebenfalls durch folgende Autoren
bestéatigt werden: Bartosch et al. (2003) und Berger et al.
(2009). Die Produktion der HCVpp ist nicht sonderlich
aufwendig. Sie kann innerhalb weniger Tage durchgefuhrt
werden und ist nicht sehr kostenintensiv. Anschaffungskosten
entstehen hauptsachlich in Form von Zellkulturbedarf und der
verwendeten Kits. Voraussetzung ist jedoch, dass Gerate wie
das FACS-Gerat und Zentrifugen vorhanden sind. Auerdem
kann die Produktion in einer annehmbaren
Sicherheitseinstufung (S2) durchgefiihrt werden, die in vielen
Laboratorien bereits vorhanden ist. Die Durchfihrung des
Neutralisationstests ist ebenfalls  technisch leicht
durchzufihren, verlangt jedoch zeitlichen Aufwand durch die
vorgeschriebene Inkubationszeit von zwei Tagen, die aber bei
biologischen Vorgangen als verhaltnismaflig einzustufen ist.
Die Auswertung des Tests, durch die Detektion des
Markergens mittels FACS, ist nicht schwierig. Sie lasst sich
jedoch nicht automatisieren und erfordert ebenfalls einen
gewissen zeitlichen Aufwand von mehreren Stunden. Dieser
dirfte auch sicher bei vielen Proben, wie sie in der klinischen

Diagnostik anfallen, durch qualifiziertes Personal zu
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bewaltigen sein. Im Hinblick auf den Einsatz dieses
Verfahrens in der Routinediagnostik eines Klinikums kann
jedoch gesagt werden, dass es nicht als Standardmethode
geeignet ist, wohl aber als besondere, zusatzliche Leistung in
spezialisierten Institutionen angeboten werden kdnnte.

Wenn dieses System in einem Labor erst einmal etabliert ist
und reprasentative und reproduzierbare  Ergebnisse
vorzuweisen sind, dann bietet es eine Vielzahl von
Méoglichkeiten in der HCV-Forschung; insbesondere in der
Untersuchung der Immunantwort einer HCV-Infektion z. B. die
Glykoproteine als Zielstrukturen fir nAK und zur Erforschung
der frithen HCV-Infektionsschritte z.B. in Form von
Rezeptorstudien. Diese gewonnenen Ergebnisse kdnnen
maoglicherweise wichtige Informationen zur Verbesserung der
Therapie oder zur Herstellung eines Therapeutikums liefern.
Vorteil der Pseudopartikel ist, dass sie nach der jeweiligen
Aufgabenstellung modifizierbar sind. Beispielsweise kdnnen
aus dem Serum eines HCV-infizierten Patienten autologe
Glykoproteine gewonnen, in dem Verpackungs-Vektor
verwendet und in Studien eingesetzt werden.

Denkbar ware ein potenzieller Einsatz der etablierten Methode
zur  Untersuchung von  Immunglobulinpraparaten im
Blutspendewesen  oder unterstitzend zur  Klarung
unspezifischer ELISA Resultate im Antikdrper Screening. In

der Wissenschaft, insbesondere bei der Erforschung der
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molekularen Mechanismen der Antikbrper vermittelten
neutralisierenden Immunantwort einer HCV-Infektion, fir die
Entwicklung von Therapeutika und einer mdglichen Vakzine
sind die HCVpp eine Option, die lange Zeit nicht zur
Verfugung stand und durch die die HCV-Forschung einen

grof3en Wissenszuwachs erfahren hat.



186
Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Hepatitisviren B und C stellen weltweit ein erhebliches
medizinisches Problem und eine Bedrohung der
Weltgesundheit dar. Insbesondere die Infektion mit
HCV ist in der ganzen Welt eine der haufigsten
Ursachen fiir chronische Lebererkrankungen. Der
Erfolg der zumeist einjahrigen Therapie mit PEG IFN
und dem Nukleosidanalogon Ribavirin hangt von
verschiedenen bisher noch unzureichend erforschten
Faktoren (z. B. von dem infizierenden HCV-Genotyp)
ab.

Die Erforschung des HCV war erschwert durch den
Fakt, dass es lange Zeit nicht méglich war HCV in
ausreichender Menge und stabil in der Zellkultur
anzuzichten. Um die dadurch bedingten
Schwierigkeiten zu  umgehen, wurden HCV
pseudotypisierte Viren (HCVpp) entwickelt. Sie bieten
die Mdoglichkeit, die funktionelle und infektibse Form
von HCV zu untersuchen, da sie diese imitieren und
fur bestimmte Zielzellen infektids sind. Mithilfe dieser
HCVpp wurde in vorliegender Arbeit ein
Neutralisationstest etabliert. Es wurden definierte

Kontrollseren und Seren von Patienten, die an einer
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Therapiestudie teilgenommen hatten, auf ihre
Neutralisationsféhigkeit untersucht.

Die HCVpp, die fur die Versuche verwendet wurden,
tragen E1 und E2 HCV Genotyp la Hullproteine auf
retroviralen oder lentiviralen Corepartikeln und sind
mit einem GFP-Markergen ausgestattet, welches
leicht mittels durchflusszytometrischer  Technik
(FACS) detektierbar ist.

In vorliegender Arbeit wurden diese HCVpp, mit HCV
la  Hullglykoproteinen, als Basis fur den
Neutralisationstest eingesetzt.

Zu Beginn musste das Testsystem etabliert und
optimiert werden, um festzustellen, ob HCVpp
Uberhaupt als verlassliches Neutralisationstest-
Medium eingesetzt werden konnen. Hierzu wurden
Versuche mit unterschiedlichen Vektoren,
Zellkulturmedien und Polybrene, als
Transfektionsverstarker, durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass HCVpp mit lentiviralen Corepartikeln als Vektor
und mit hochwertigen Nahrmedien hergestellt, die
besten Ergebnisse in der Hohe der infektidsen
Partikelzahlen ergaben. AuRerdem konnten diese
durch den Zusatz von PB ebenfalls verbessert

werden.
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Zusétzlich wurden Zelltropismusstudien mit
verschiedenen B-Suspensionszelllinien und HCVpp
ausgefuhrt, jedoch war keine der untersuchten
Zelllinien fur eine Infektion mit HCVpp empfanglich
und daher nicht fir den Neutralisationstest
einzusetzen.

Nach der Optimierung der HCVpp wurden
Neutralisationsversuche mit verschiedenen
Patientenseren durchgefiihrt. Diese stammten von
nicht HCV-infizierten Patienten, von Patienten, deren
HCV-Screening Ergebnisse uneindeutig waren, von
Patienten, mit unterschiedlichen HCV-Genotypen
infiziert, von HIV/HCV-koinfizierten Patienten und von
Patienten, die mit anderen Flaviviren (Dengue- und
FSME-Virus) infiziert waren. Die Erprobung des
Testsystems ergab, dass HCVpp zuverlassig durch
die in den Serumproben enthaltenen nAk neutralisiert
wurden und negative Proben verlasslich als solche
erkannt wurden. Es konnte eine eindeutige
Kreuzneutralisation mit  anderen Genotypen
beobachtet werden und eine Neutralisation durch
Seren die AK gegen andere Flaviviren aufweisen
ausgeschlossen werden.

Obwohl die Messung von anti-HCV Antikdrpern als

diagnostisches Mittel in der klinischen
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Routinediagnostik eingesetzt wird, kann sie jedoch
keine  relevanten Informationen Uber  den
Krankheitsverlauf oder den mdglichen Erfolg einer
Therapie liefern. Ein Modellsystem zur Messung von
neutralisierenden Antikorpern, wie in vorliegender
Arbeit, konnten Erkenntnisse liefern, die es
ermoglichen, rechtzeitig individuelle Behandlungen zu
modifizieren und auf die Bedurfnisse des Patienten
abzustimmen.

Aus diesem Grund wurden, mit dem oben
beschriebenen System, Folgeseren von chronisch
HCV-infizierten Patienten untersucht, die sich einer
Therapie unterzogen haben und bei denen ein
unterschiedlicher Ausgang der Therapie
(,andauerndes Ansprechen auf die Therapie®,
»Rezidiv nach initialem Ansprechen auf die Therapie®
und ,kein Ansprechen auf die Therapie®) beobachtet
werden konnte. Obwohl neuere Literaturquellen mit
einem grolReren Patientenkollektiv einen
Zusammenhang zwischen der H6he nAK und dem
Verlauf einer HCV-Therapie bestéatigen, konnten die
in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse des HCVpp-
Neutralisationstests keinen Hinweis als

prognostischer Marker auf einen Zusammenhang des
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Therapieverlaufs und der neutralisierenden
Antikdrperantwort geben.

Jedoch konnte gezeigt werden, dass die in dieser
Arbeit erzeugten HCVpp ein Surrogat-System
darstellen, um in Patientenseren nAK zu messen. Ein
Einsatz dieses, auf HCVpp basierenden
Neutralisationstests in der klinischen
Routinediagnostik wére eine Maoglichkeit, um kinftig
groRere Patientenkollektive zu untersuchen und
grolRere Datenmengen erheben zu kdénnen. Dadurch
konnten die HCV-Therapieméglichkeiten erheblich
verbessert und individueller angepasst werden.
Denkbar ware auch der Einsatz im Blutspendewesen,
um in im Screening aufféllige Proben zuverlassig auf
eine HCV-Infektion zu untersuchen. Au3erdem ist die
Maoglichkeit der Anwendung dieses
Neutralisationstests zu HCV Forschungszwecken
eine Option, die lange Zeit nicht zur Verfligung stand
und weiterhin wichtige Erkenntnisse tber eine HCV-

Infektion liefern kann.
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7. Summary

Hepatitis C virus pseudo-particles and their
suitability in virological diagnostics

Hepatitis B and C viral infections are worldwide a
formidable medical problem and a threat to global
health. In particular the infection with HCV is
universally one of the leading causes of chronic liver
diseases.

The success of HCV infection therapy, which usually
lasts one year with PEG IFN and the nucleoside
analog Ribavirin depends on different, up until now
insufficiently researched criteria (e. g. the infecting
HCV-genotype).

The HCV research was hindered for a long time due
to the fact that it was not possible to cultivate stable
HCV in sufficient amounts in cell culture. To
circumvent these difficulties surrogate models -
HCVpp- have recently been developed. HCVpp gives
the opportunity to study the functional and infectious
active form of HCV, as they mimic HCV and are
infectious for certain host cells.

In this research these HCVpp were used to establish
a neutralization test. Defined control sera and sera

from patients who had taken part in a study (because
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of their different outcome of therapy) have been
analyzed in their ability to neutralize the HCVpp.

The HCVpp used for these experiments have E1 and
E2 HCV, genotype 1a, envelope glycoproteins on
retroviral or lentiviral core particles and have GFP as
a detection marker gene, which is easily detectable
using flow cytometry techniqgue (FACS). In this
research these HCVpp, with HCV 1la envelope
glycoproteins were used as the basis for the
neutralization test.

At first the test system had to be established and
opitimised to ascertain whether HCVpp could even be
used as a reliable neutralization medium. Tests with
various vectors, cell culture media and PB, as
transfection enhancer, were carried out. It appeared
that HCVpp with lentiviral core particles as the vector,
produced in high quality cell culture media yielded the
best infectious particles results. Furthermore the
results were improved with the addition of PB.

Also the cell tropism with different B-cells and HCVpp
was studied, however none of the examined cell lines
were susceptible to the infection with HCVpp and
could therefore not be used for the neutralization test.
After the optimization of the HCVpp neutralization

experiments were carried out with various patient



193
Summary

sera. These were from non HCV infected patients,
from patients with borderline results in the HCV
Immunoblot, from patients infected with different HCV
genotypes, from HIV/HCV coinfected patients and
from patients who were infected with other
Flaviviruses (Dengue- and Tick-Borne Encephalitis
Virus). The trials of the HCVpp based test system had
shown, that HCVpp were steadily neutralized by the
neutralizing antibodies contained in the patient’s sera
and that negative samples were found to be reliable.
A distinct crossneutralization with other HCV
genotypes was observed and a neutralization from
antibodies, contained in sera infected with other
Flaviviruses could be excluded.

Even though the detection of anti-HCV antibodies is
used as a diagnostic tool in the clinical routine
investigation, it could not provide relevant information
about the course of the disease or the potential
success of a therapy.

A system to measure neutralizing antibodies, as in
this research, could lead to scientific findings, that
would open new possibilities to modify individual
treatments early enough and adjust to the patient’s
needs. For this reason, follow up sera from chronically

HCV infected patients, that underwent a therapy, with
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different outcome (“responder”, “non responder” and
“relapse”), were examined.,

Although other authors in newer studies with a greater
pool of patients found a correlation between the level
of neutralizing antibodies and the outcome of a HCV
therapy, the results of the HCVpp based
neutralization test in this research could not be used
as a prognostic marker and did not show any
correlation between the course of the therapy and the
neutralizing immune response.

It could be demonstrated, that the HCVpp produced in
this research represents a valuable surrogate system
for the detection of neutralizing antibodies in patients
sera. The application of this HCVpp based
neutralization test wused for clinical routine
investigation of patients material, would be a
possibility to study a larger pool of patients and to
collect more data in the future. By this means the
HCV therapy options could be significantly improved
and individualized. The use of the HCVpp based
neutralization test for the safe screening of blood for
transfusion among blood donors or for the
examination of conspicuous patients material for a
HCV infection would be conceivable. To use this

HCVpp based neutralization test for research is an
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option which was not available for a long time and
which could lead furthermore to important scientific

findings.
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(Phosphate Buffered Saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol
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rpm Runden pro Minute (rounds per
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