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1 Einleitung

1.1 Infektionsbiologie der Virushepatitis C

Das Hepatitis C-Virus ist eines der am weitesten verbreiteten persistierenden
humanen Viren. Uber 170 Millionen Menschen weltweit sind chronisch infiziert. Die
auffallendste Eigenschaft des HCV ist seine Fahigkeit bei Uber 80 Prozent der
infizierten Personen zu persistieren, wobei es bei 20 bis 30 Prozent der Patienten zu
einer Leberzirrhose, bei 2,5 Prozent zu hepatozellularen Karzinomen kommit.
AulRerdem ist das HCV mit der Entwicklung extrahepatischer
Autoimmunerkrankungen einschlieflich Arthritis, Kryoglobulinamie und
Glomerulonephritis assoziiert [1-3]. Bisher gibt es noch keine Impfung gegen HCV, die
derzeitige antivirale Therapie ist mit starken Nebenwirkungen verbunden und nur bei
50-60% der behandelten Patienten erfolgreich [4]. Die Folgen einer Infektion mit HCV
stellen heute in den USA und Europa die vorherrschende Ursache fir die
Notwendigkeit einer Lebertransplantation dar.

Die zellulare Immunantwort spielt wahrscheinlich eine Schlisselrolle im Verlauf einer
akuten Infektion mit dem Hepatitis C Virus, die Dynamik solcher Antworten und ihr
Zusammenhang mit einer Virusbeseitigung oder Persistenz von HCV hat man bisher
aber nur unzureichend verstanden.

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass eine frihe Antwort aktivierter
zytotoxischer T-Lymphozyten zu einer Beseitigung des Virus beitragen kénnte. Man
vermutet, dass ein Mangel an ausreichend aktivierten CD8+ T-Lymphozyten sowie
eine ungenlgende Breite der Epitop-Spezifitdt zu einer chronischen Erkrankung
fuhren kdnnten [5].

Sowohl beim Menschen als auch bei Schimpansen besteht zwischen dem Auftreten
von CD8+ T-Zellen im peripheren Blut und der Kontrolle einer Viramie ein zeitlicher

Zusammenhang [6].
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Auch die CD4+ T-Lymphozyten spielen wohl eine essentielle Rolle in der antiviralen
Immunitéat, indem sie eine zytotoxische CD8+ T-Zellantwort induzieren und verstarken.
Die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu HCV-spezifischen inflammatorischen
CD4+ T-Zellen (Thl) oder CD4+ T-Helferzellen (Th2) mit ihren entsprechenden
Zytokinprofilen ist ein wesentlicher Bestandteil der Immunantwort. Eine starke Thl
Antwort kdnnte zu einer Virusbeseitigung beitragen, wahrend eine ausgepréagtere Th2
Antwort bei chronisch Erkrankten gemessen werden konnte [7]. Einige RNA-Viren
inaktivieren die CD4+ Zellen und kénnen so im Organismus persistieren. Auch bei der
chronischen Hepatitis C nimmt man an, dass dies eine Strategie des Virus sein
kénnte, der Immunantwort zu entgehen [6].

Da das Hepatitis C Virus nur sehr ineffizient in Zellkultur repliziert, gibt es
verschiedene Surrogatmodelle, um das Virus und seine Pathogenese genauer zu
untersuchen. In dieser Arbeit werden HCV-Pseudotypen zur Stimulierung einer
spezifischen T-Zell-immunantwort eingesetzt. Die infektiosen Pseudotypen bestehen
aus lentiviralen Core-Partikeln, die auf ihrer Oberflache nicht modifizierte E1- und E2-

Hullglykoproteine tragen und so die Morphologie nativer HCV Partikel imitieren.

1.2 Das Virus

Das Hepatitis C-Virus ist einziger Vertreter des Genus Hepacivirus und gehort mit den
Genera Flavivirus und Pestivirus zur Familie der Flaviviridae.

Tiermedizinisch relevante Vertreter dieser Familie sind das Louping Ill-Virus des
Genus Flavivirus, als Erreger der Spring- oder Drehkrankheit der Schafe,
verschiedene Pestiviren, wie das Klassische Schweinepestvirus, das Bovine
Virusdiarrhoe/Mucosal Disease-Virus sowie das Border Disease-Virus der Schafe
[8,9]. Diese animalen Pathogene sind von grof3er 6konomischer Bedeutung, vor allem
in der Viehwirtschaft. Innerhalb der Familie der Flaviviridae zeigen die Pestiviren
groRere Gemeinsamkeiten zu den Hepaciviren beziglich der Genomstruktur und der
Translation, als die Flaviviren. Aus diesem Grund hat die Forschung an Pestiviren
grol3es Interesse bei der Suche nach einem Surrogatsystem fiir Hepaciviren erlangt
[9].

Filtrations- und Gelchromatographieanalysen weisen auf einen Durchmesser der
Hepatitis C-Viruspartikel von etwa 50 nm Durchmesser hin, was dem der anderen
Flaviviridae entspricht [10]. Dem HCYV ist das GB-Virus Typ B (GBV-B) &hnlich, das
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eine Hepatitis bei Tamarinaffchen hervorruft. Entfernter verwandt sind GBV-A
verschiedener Neuweltaffen und GBV-C des Menschen [11,12].

Die Virushille von HCV umschliel3t ein Core-Partikel, das aus dem Core-Protein und
der einzelstrangigen Genom-RNA mit etwa 9.600 Basen gebildet wird. Wegen der
geringen Mengen an HCV, die aus Plasma isoliert werden kdnnen, und wegen
fehlender effektiver Anzuchtsysteme ist das Hepatits C-Virus bisher nur unvollstandig
untersucht. Ein hypothetisches Modell des Virus ist in Abbildung 1.1 gezeigt. Das

9.6 kB grosse RNA-Genom enthalt an seinem 5’ und 3’ Ende RNA-Strukturen, die fur
Translation und Replikation essentiell sind. Die Translation des offenen Leserahmens
fuhrt zu einem Polyprotein von ungefahr 3000 Aminosauren. Dieses Polyprotein wird
wahrend und nach der Translation durch Wirts- und virale Proteasen gespalten, wobei
zehn Proteine entstehen, die das Virion und die virale Replikationsmaschinerie bilden.
Die Organisation des HCV-Genoms sowie dessen Translation und Replikation sind in
Abbildung 1.2 und Abbildung 1.3 schematisch dargestellt.

Die Replikation des HCV findet vor allem in der Leber statt, wahrend einer akuten
Infektion sollen bis zu 10 Prozent der Hepatozyten die HCV-Vermehrung
gewahrleisten. Angesichts der sehr hohen Rate an extrahepatischen Manifestationen
der Erkrankung wird angenommen, dass das Virus auch andere Zellen und Gewebe
infiziert [13]. So wurde von B-Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten, Zellen der
Lymphknoten und des Verdauungstraktes berichtet, dass sie HCV-RNA

(Replikationsstufen wie minus-Strang RNA) enthielten.
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Abbildung 1.1: Hypothetisches Modell des Hepatitis C-Virus. In seiner Lipidhtlle enthalt
das Virus die Glykoproteine E1 und E2 und im Inneren der Lipidhulle die genomische RNA,
assoziiert mit dem Core-Protein. Ein im E2-Protein exponierter Proteinsequenzabschnitt wird
als hypervariable Region 1 bezeichnet (HVR1) [14].

Protease / Membran RNA-abhéngige
lonenkanal Helicase Rearrangement RNA-Polymerase
ARFP
NS4A
Core E1 NS5B
Capsid Envelope Autoprotease NS3 Phosphoprotein

Cofaktor IFN Sensitivitat?

Abbildung 1.2: Die Organisation des HCV-Genoms. Die HCV-RNA kodiert ein Polyprotein
von ungefahr 3000 Aminosauren. Das Polyprotein wird, wie oben dargestellt, wahrend und
nach der Translation durch Wirts- und Virusproteasen in zehn Proteine gespalten (Core-
NS5B). Die bekannten Funktionen sind neben dem jeweiligen Protein beschrieben. ARFP

konnte als Ergebnis eines translationalen Frameshift produziert werden (modifiziert nach
Dustin und Rice [13]).
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Abbildung 1.3: Translation und Replikation. Die HCV-Translation und -Replikation findet in
Assoziation mit Membrankompartimenten statt, von denen man annimmt, dass sie zum
Endoplasmatischen Retikulum gehdren. In dieser Abbildung ist die Orientierung der
verschiedenen viralen Proteine relativ zum Cytosol und dem Lumen dieses Kompartiments

dargestellt (modifiziert nach Dustin und Rice [13]).

1.3 HCV Quasi-Spezies

Durch biologische Selektion und immunologischen Druck im Wirtsorganismus
entwickeln sich aus einem oder mehreren Vorlauferviren nach der Infektion durch
Mutationen zahlreiche HCV-Quasispezies. Diese prasentieren sich normalerweise in
einer prddominanten Variante und einer Mischung von genetisch eindeutig nah
verwandten Quasi-Spezies. Dies kann zu Verédnderungen des Zelltropismus, der
Pathogenitat und der Resistenz gegen antivirale Substanzen fihren. Zu sehr
ausgepragten Nukleotid-Mutationen kommt es vor allem innerhalb des Envelope-Gens
2 (E2) in der hypervariablen Region 1 (HVR1). Die hohe genetische Variation ist eine
Konsequenz der relativ geringen Genauigkeit der viralen RNA-Polymerase und der
hohen Replikationsrate des Virus. Daher wird die Immunantwort, die hauptsachlich auf
das Envelope-Protein reagiert, als die bedeutendste Ursache angesehen, die zu einer
Selektion neuer HVR1 Varianten von HCV fuhrt und somit zu einer Persistenz des
Virus beisteuert. Die Variationen der T-Zellepitope kdonnten einen Mechanismus der

viralen Persistenz reprasentieren [15-19].
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1.4 Modellsysteme zur Untersuchung der Virus-Wirt-Zellinteraktion

1.4.1Tierversuche

Seit der Entdeckung des Hepatitis C-Virus 1989 war der Schimpanse das einzige
Modell zu dessen Erforschung. Aufgrund der hohen Kosten und vor allem der
ethischen Implikationen wurden Untersuchungen nur eingeschrankt durchgefihrt.
Studien an Schimpansen spielten eine wichtige Rolle bei der Entdeckung von HCV
und sind immer noch die einzige Methode zur Untersuchung der Pathogenese von
Hepatitis C. Solche Untersuchungen ergaben einen neuen Einblick in die Natur vor
allem der intrahepatischen Immunantwort des Virustragers. Es ist das einzige Modell,
um den natirlichen Verlauf von Hepatitis C, sowie virale und Wirtsfaktoren wahrend
der frihen akuten Phase einer Infektion au3erhalb des Menschen nachzuvollziehen.
Uber Reinfektionen von Tieren, die das Virus schon einmal eliminiert hatten, konnten
Daten Uber eine protektive Immunitat gesammelt werden. Solche Analysen haben
gezeigt, dass eine zuvor erfolgreich Uberwundene Infektion keine schitzende
Immunitat bietet. Bei homologer Reinfektion ist die erneute Virdmie zwar deutlich
verkirzt, bei heterologer Reinfektion kann sich jedoch eine persistierende Infektion
entwickeln [20-23]. Auch zur Untersuchung von Escape-Mutationen wird dieses
Tiermodell eingesetzt, da die Nukleotidsequenz des inokulierten Virus bekannt ist und
der genetische Polymorphismus innerhalb der MHC-Komplexe kontrolliert werden
kann [24].

Eine akute experimentelle HCV-Infektion in Schimpansen ist durch das friihe Auftreten
einer Viramie, meist bis spatestens zum siebten Tag gekennzeichnet, mit bis zu 10°-
10" Kopien/ml. Antikdrper gegen HCV-Proteine kénnen selten vor der achten Woche
gemessen werden. Die meisten akut infizierten Schimpansen haben Anzeichen einer
Hepatitis mit erhohten Leberenzymwerten im Serum und nekroinflammatorischen
Veradnderungen in Leberbiopsie-Proben. Typischerweise verlauft die Erkrankung
etwas milder als beim Menschen. Ein Teil der experimentellen akuten Erkrankungen
kann Uberwunden werden, wobei die meisten Tiere jedoch eine chronische Hepatitis
C entwickeln, die durch eine persistierende Viramie, Seropositivitdt gegen zahlreiche
Antigene und eine milde Hepatitis gekennzeichnet ist.
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Meist erfolgt die Infektion Uber direkte Inokulation von genomischen RNA-Transkripten
in die Leber, die in vitro aus komplementarer DNA synthetisiert werden. Eine so
generierte Infektion unterscheidet sich nicht wesentlich von einer intravenésen mit
Originalvirus. Sie vereinfacht aber die Untersuchung von HCV, weil die Interaktion mit
dem Wirt nicht durch Quasi-Spezies beeinflusst wird, wie es bei naturlichen
Infektionen der Fall ist [20,25].

Major et al. [26] gaben so am Beispiel von zehn Schimpansen, die mit dem
wichtigsten HCV-Stamm-Prototypen, Stamm H77, infiziert wurden, eine detaillierte
Beschreibung der Viruskinetik in Relation zur Erkrankung, der Immunantwort und des
Ergebnisses der Infektion.

Die hohe Chronizitatsrate ist das charakteristische Merkmal der HCV-Infektion, auch
bei Schimpansen. So entwickeln circa 80 Prozent infizierter Menschen und zwischen

30 und 60 Prozent der Schimpansen eine persistente Infektion.

1.4.2 Weitere Tiermodelle

Xie et al. [27] versuchten 1998, Tupaias (T. belangeri chinensis), eine Spezies die fur
das Hepatits B-Virus empfanglich ist, mit HCV zu infizieren. Nur ein Viertel der Tiere
konnte infiziert werden wund entwickelten entweder eine transiente oder
intermittierende Viramie mit nur niedrigem Virustiter. Andere Primaten scheinen fur
HCV nicht empfanglich.

Neuerdings konnte ein Kleintiermodell basierend auf transgenen Mausen mit
chimaren Maus-Menschen-Lebern etabliert werden. Allerdings ist das Ziichten solcher
homozygoten Alb-uPa Tiere wegen der Toxizitat der Transgene sehr schwierig und
die Transplantation primarer humaner Hepatozyten in die Mause wenige Tage nach
der Geburt technisch sehr aufwandig [28].

1.4.3 Zellkultursysteme fur HCV

Es wurden verschiedene Zellkultursysteme basierend auf der Infektion primarer
Zellkulturen oder Zelllinien oder der Kultivierung primarer Zellen von chronisch
infizierten Patienten entwickelt. Diesen Systemen mangelt es jedoch an
Reproduzierbarkeit, das HCV kann nur in geringem Mal3e repliziert werden.

Da primare Zellkulturen nicht routinem&Rig eingesetzt werden kdnnen, wurden viele

Versuche mit Zelllinien humanen Ursprungs unternommen. Hohe Replikationsraten
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konnten in der T-Zelllinie MT-2 und MOLT-4 sowie der B-Zelllinie Daudi erreicht
werden [29].

Cai et al. [30] entwickelten eine stabile humane Hepatomzelllinie (Huh?7), die
chromosomal integrierte cDNA enthalt und konstitutiv infektidses Virus produziert.
Chong et al. [31] konnten spharoide Hepatomzell-Formationen erfolgreich mit HCV-
Serum infizieren, was als weiteres Untersuchungsmodell dienen kdnnte.

Mit der Entwicklung des Replicon-Systems 1999 durch Lohmann et al. [32] wurde ein
gut definierbares und in hohen Quantitdten produzierendes Untersuchungssystem
geschaffen. Hierbei repliziert geklontes Virusgenom sehr effizient in humanen
Hepatomzelllinien. So kdnnen ganze Genome sowie verschiedene Varianten detailliert
auf virale Funktionen und die Wirkung von Medikamenten untersucht werden [33-35].
Ein weiteres Modellsystem zur Untersuchung der Virushille und ihrer Interaktion mit
der Zielzelle stellen nicht infektiose Virus-ahnliche Partikel dar. Die Expression von
HCV-Strukturproteinen in Insektenzellen fihrt zur Bildung HCV-&hnlicher Partikel.
Diese haben &hnliche morphologische, antigene und biophysikalische Eigenschaften
wie HCV-Partikel aus dem menschlichen Plasma oder der Leber [36]. An ihnen
konnten die verschiedenen Schritte der Infektion der Zelle untersucht werden, es war
aber nicht moglich, einen Einblick in den Viruszusammenbau und die Freisetzung der
Viruspartikel aus der Zelle zu gewinnen. Dies hat sich mit der Etablierung eines neuen
Zellkulturmodells der HCV-Infektion durch Bartenschlager et al. [37] geéandert,
welches initial auf Klonen des HCV-Genoms mit ungewo6hnlich robuster
Replikationsfahigkeit in Zellkulturen basiert. Das produzierte Virus aus diesem System

ist sowohl in Zellkultur als auch in vivo infektios.

1.4.4Das bovine Virusdiarrhoe-Virus als Surrogatmodell fur antivirale Testungen

Zur Untersuchung neuer Chemotherapeutika gegen HCV wird oftmals das nahe
verwandte Bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) als Surrogatmodell eingesetzt [38-40].
So verwendeten Durantel et al. und Jacob et al. [41,42] persistent mit BVDV infizierte
Zellen, um den antiviralen Effekt von IFN-a, Ribavirin und Iminozuckerderivaten zu
untersuchen. Stuyver et al. [40] verwendeten eine solche Zellkultur als Kontrolle zum
HCV-Replicon-System.

Ferron et al. [43] diskutieren BVDV als Surrogatmodell, da sich die Struktur der RNA-
abhéngigen RNA-Polymerase zwischen BVDV und HCV in einigen Punkten zu
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unterscheiden scheint. Sie postulieren das GB-Virus C als besser geeignet fur
antivirale Analysen, da die beiden Viren genetisch ndher miteinander verwandt sind.

1.4.5 Untersuchung der zellvermittelten Immunreaktionen gegen HCV

Mit der Durchflusszytometrie ist die Messung und graphische Darstellung der
Zytokinproduktion, des Differenzierungs- und des Aktivierungsstatus jeder
individuellen Zelle mdglich. Die Darstellung erfolgt entweder intrazellular oder an der
Zelloberflache, nachdem die Zytokine an eine Affinitatsmatrix gebunden und gefarbt
wurden.

Da Zytokine als Polypeptidhormone in die Regulation von Wachstum, Differenzierung
und Funktion von hamatopoetischen und nicht-hAmatopoetischen Zellen involviert
sind und sowohl normale als auch pathologische Immunantworten beeinflussen
kénnen, lassen sich aus der Messung des Antigen-spezifischen Zytokinmusters
wertvolle Informationen Uber Zustand und Funktion des Immunsystems ableiten. Die
durchflusszytometrische Analyse erlaubt die individuelle Charakterisierung grof3er
Zellzahlen und die Darstellung der Heterogenitat einer Zellpopulation.

Die Mehrfarbenfarbung kann die Expression verschiedener Zytokine in der einzelnen
Zelle darstellen. Die Messung intrazellularer Zytokine erfolgt durch Markierung mittels
fluorochromkonjugierter monoklonaler Antikdrper nach Stimulation der Leukozyten mit
einem Antigen. Normalerweise produzieren unstimulierte Leukozyten wenig oder
keine Zytokine. Nach Stimulation mit einem Antigen kann die Antigen-spezifische
Expression verschiedener Zytokine als Ausdruck der Lymphozytenaktivierung und
Effektorfunktion gemessen werden [44].

AulRerdem kann die de novo-Expression von Aktivierungsmarkern wie CD69, die mit
unterschiedlicher Kinetik nach spezifischer T-Zellstimulation exprimiert werden, zur
Evaluierung Antigen-spezifischer T-Zellantworten genutzt werden. CD69 ist eines der
frihesten Oberflachenantigene, das von T-Lymphozyten nach ihrer Aktivierung
exprimiert wird. Innerhalb einer Stunde nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors kann
CD69 gemessen werden, es ist funktionell mit der Proliferation von T-Zellen assoziiert
[45-50].

Die Markierung von Oberflachenmarkern, wie CD3, CD4 und CD8 erlaubt die
Differenzierung der Lymphozytenpopulation und ihrer Subpopulationen, die
gleichzeitige Darstellung ihres Aktivierungsstatus (CD69) sowie ihrer Effektorfunktion
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(Zytokine).  Mittels  Durchflusszytometrie  kdnnen  Leukozytensubpopulationen
identifiziert und beurteilt werden und somit auch systemische Veranderungen des
Immunsystems abgeschatzt werden. Es kbénnen ganz spezifisch diejenigen
Lymphozyten analysiert werden, die direkt in die Immunreaktion gegen ein
bestimmtes Antigen involviert sind, auch wenn diese nur in sehr geringen Frequenzen

vorkommen [45].

Da man von Hepatitis C annimmt, dass die zellulare Immunantwort eine zentrale Rolle
bei der Elimination des Virus oder der Entwicklung einer chronischen Infektion und der
Pathogenese von Hepatitis C spielt, kann die Durchflusszytometrie Aufschluss tber
Rolle, Funktion und Bedeutung der zellularen Immunantwort geben und so zum

besseren Verstandnis der Erkrankung beitragen.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines Testsystems, mit dessen Hilfe HCV-
spezifische T-Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie gemessen werden kdnnen
und so ein Beitrag zum besseren Verstandnis der Immunantwort gegen das Hepatitis
C-Virus geleistet werden kann. Mit einem solchen Test kénnen Studien an HCV-
Patienten durchgefuhrt werden, um Frequenzen, Spezifitdt und die Effektorfunktion
von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten bei akut und chronisch Erkrankten, sowie bei
therapierten Patienten zu detektieren.

Wertvolle Einblicke in die virusspezifische Immunantwort konnte das System des
Lymphozytenstimulationstestes auch bei weiteren verwandten humanen, aber auch
animalen Viren geben, wie das Klassische Schweinepest-Virus, das Bovine
Virusdiarrhoe/Mucosal Disease (BVD/MD)-Virus oder das Border Disease-Virus des

Schafes.

Das bessere Verstandnis der zellularen Immunantwort kann zur Entwicklung von
Impfstoffen sowie zur Pravention und Therapie einer Erkrankung entscheidend
beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Die heparinisierten Vollblutproben (n = 97) von 88 Patienten mit einer Hepatitis C—
Virusinfektion wurden vor, wahrend oder nach einer Therapie in der Medizinischen
Klinik 1 des Universitatsklinikums Frankfurt am Main zwischen 2004 und 2005 im
Rahmen der Routineuntersuchungen der Gastroenterologischen Ambulanz
entnommen und freundlicherweise von Frau Dr. med. G. Teuber zur Verfigung
gestellt. Die Diagnose einer Hepatitis C basierte auf folgenden Kiritierien:

1. Anti-HCV positiver Status;

2. Positiver Nachweis von HCV-RNA im Serum mittels HCV-spezifischer RT-PCR;

3. Anamnese.

Mogliche andere Ursachen einer akuten oder chronischen Hepatitis wie z.B. andere
virale Hepatitiden, Autoimmunhepatitis, alkoholische Lebererkrankung, toxische oder
metabolische  Atiologien  wurden durch  entsprechende  Untersuchungen
ausgeschlossen. Als Kontrollen wurden Blutproben von 11 gesunden Probanden

(Anti-HCV negativ) verwendet.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tip One Filter Tips, Starlab GmbH, Ahrensburg,

0.1-10 pl, 1-100 pl, 1-200, 101-1000 pl Deutschland

Falcon 5 ml Polystyrene Round Bottom Tube Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Costar Stripette 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Corning, New York, USA

Mikroréhre mit Verschluss, 1,5 ml Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Mikrotubes, 1,5 ml Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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Combitips plus 1,0 ml, 5 ml, 10 ml 50 ml
5 ml NH4- Monovette
1,8 ml Nunc CryotubeTMVials

2.1.3 Chemikalien, Losungen, Puffer
Aqua ad injectabilia

Aqua bidest.

Bovines Serum Albumin (BSA)

Biocoll Separating Solution
Dimethylsulfoxid

Fastimmune Brefeldin A Solution (BFA)
FACS Lysing Solution (10x)

FACS Permeabilizing Solution 2 (10x)
Glycine

Humanes Serum

Natriumazid

Natronlauge

Paraformaldehyd
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)
Sterile Phosphatgepufferte Kochsalzldsung

Tris ultrapure

Tritriplex 11l

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Nunc, Roskilde, Danemark

Delta Select GmbH, Dreieich
Milli-Q
Eschborn, Deutschland

biocel,  Millipore  GmbH,
Bovine Serum Albumin, FractionV, PAA

Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
BD Biosciences, San Jose, USA

BD Biosciences, San Jose, USA

BD Biosciences, San Jose, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Blutspendedienst der Wolfgang-
Goethe-Universitat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA

Dulbecco, Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Losungen, Puffer:

PBS 10x Konzentrat:
95,5 g Trockenmedium wurde in Agqua ad injectabilia auf 1000 ml aufgeftllt und

anschlieRend autoklaviert. Lagerung bei RT.

PBS 1x:
50 ml PBS 10x Konzentrat wurden mit 450 ml Aqua ad injectabilia verdiinnt und

anschlielend bei RT aufbewahrt.

EDTA-LOsung:
0,077 g Tritriplex wurden mit 0,01 g Natriumacid in 10 ml PBS gel6st. Lagerung bei
4°C.

Paraformaldehyd-Fixationslésung 1%:

400 ml Aqua bidest wurden zu 600 ml 1x PBS gegeben und 10 g Paraformaldehyd
darin geldst. Die Losung wurde steril filtriert und aliquotiert. Lagerung bei -20°C,
einzelner im Gebrauch befindlicher Aliquots bei 4°C.

Waschpuffer:
10 g BSA wurden in 200 ml 10x PBS gelost und mit Aqua bidest. auf 2000 ml
aufgefullt. Der Puffer wurde steril filtriert und bei RT gelagert.

Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)-Stammldsung:
50 mg/ml Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) in werden in sterilem Aqua ad
injectabilia gel6st. Lagerung bei -20°C.

“unstimulierte Kontrolle” - Proteinpuffer:
30,29 mg Tris, 142,6 mg Glycin und 50 pl 20% SDS wurden in 10 ml Aqua bidest.

geldst und anschlieRend steril filtriert. Lagerung bei 4°C.
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2.1.4 Antikorper

Zum Nachweis der Oberflachenmarker CD3, CD4, CD8, dem Aktivierungsmarker
CD69 sowie der verschiedenen Zytokine wurden fluorochromkonjugierte monoklonale
Antikoérper von BD Biosciences eingesetzt. Die verschiedenen verwendeten Antikdrper

zur durchflusszytometrischen Analyse sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Bei der FACS - Farbung verwendete Antikdrper.

Antikdrper Clon Hersteller
anti-CD28 Pure L293 BD Biosciences, San Jose, USA
anti-CD49d Pure L25 BD Biosciences, San Jose, USA
Fastimmune IFN-y/ CD69/ CD8/ CD3|25723.11, L78, SK1, SK7 [BD Biosciences, San Jose, USA
Fastimmune y2a/ y1/ CD8/ CD3 X39, X40, SK1, SK7 BD Biosciences, San Jose, USA
Fastimmune IFNy/ CD69/ CD4 25723.11, L78, SK3 BD Biosciences, San Jose, USA
Fastimmune y2a/ y1/ CD4 X39, X40, SK3 BD Biosciences, San Jose, USA
APC-rat anti-human IL-4 MP-4 25D4 BD Biosciences Pharmingen, San Jose, USA
APC Rat IgG1, k R3-34 BD Biosciences Pharmingen, San Jose, USA
APC-rat anti-human IL-10 JES3-19F1 BD Biosciences Pharmingen, San Jose, USA
APC Rat 1gG2a, R35-95 BD Biosciences Pharmingen, San Jose, USA

2.1.5 Antigene

Als Antigene zur Stimulation der Vollblutproben wurden das NS3- und Core-Protein
des Hepatitis C-Virus, sowie HCVpp eingesetzt. Die Aminosduresequenzen der
rekombinanten HCV-Proteine sind in Tabelle 2.2 erfasst.

2.1.5.1 Proteine:

rekombinantes NS3-Protein des Mikrogen GmbH, Martinsried,
Hepatitis C-Virus Deutschland
rekombinantes Core-Protein des Mikrogen GmbH, Martinsried,
Hepatitis C-Virus Deutschland

Staphylokokkenenterotoxin B (SEB) siehe auch 2.1.3 Chemikalien,
Lésungen, Puffer

Die Expression der rekombinanten HCV-Proteine NS3 und Core erfolgte in einem

E.coli K12 Expressionssystem. Die unldslichen Einschlusskorper wurden mehrfach
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gewaschen, die Proteine in 8-molarem Harnstoff gelést und anschliel3end
chromatographisch Uber mehrere Stufen aufgereinigt (mittels lonenaustausch und
hydrophobe Interaktion). Nach einer abschlielenden Elektrophorese lagen die
Proteine in einem 0,1 % SDS-Puffer vor.

Die Reinheitskontrolle erfolgte tUber Westernblotting und Detektion mit anti-E.coli-
Hyperimmunserum (DAKO). Die Proteine waren zu >99,9 % frei von E.coli-

Kontaminationen.

Tabelle 2.2: Die Aminosauresequenzen der eingesetzten rekombinanten Proteine
(Mikrogen).

Protein Aminosauresequenz

GREILLGPADGMASKGWRLLAPITAYAQQTRGLLGCIITSLTGRD
KNQVEGEVQIVPTAAQTFLATCINGVCWTVYHGAGTRTIASPKG
PVIOMYSNVDKDLVGWPAPQGSRSLAPCTCGSSDLYLVTKHAD
VIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPVGHAVGIFRAA
VCTRGVAKAADFIPVENLETTMRSPVFTDNSSPPVVPQSFQVAH
LHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKA
HGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCAGGAYDIIICDEC
HSTDATSILGIGTVLDQGETAGAKLVVFATATPPGSVTVPHPNIEE
VALSTTGEIPFYGKAIPLEVIKGGRHLIFCHSKRKCDELATKLVAM
GINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTGYTGDFDSVIDCN
TCVTQTVDFSLDPTFTIETTTLPQDAVSRTQRRGRTGRGKPGIYR
FVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAE

NS3
Aminosauren
#1007 - #1534

Core MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPR
Aminosauren [LGVRAPRKTSERSQPRGRRQPIPKARRPEGRTWAQPGYPWPL
#1 - #115 YGNEGCGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPRRR
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2.1.5.2 Pseudotypen:

Die Pseudotypen wurden von Frau Tierarztin Kerstin Pfaff aus dem Georg-Speyer-
Haus, Frankfurt am Main, zur Verfigung gestellt.

Es wurden Lentivirale Core-Partikel hergestellt, die an ihrer Oberflache unmodifizierte
HCV 1la E1- und E2-Hullglykoproteine tragen (Abbildung 2.1). Das Plasmid, welches
fur die HCV-Hullproteine codiert (strain H) wurde freundlicherweise von Herrn F.
Cosset, Lyon, zur Verfugung gestellt [51]. Fur die Herstellung der Pseudotypen
wurden 293 T-Zellen transient mit Expressionsvektoren transfiziert, wovon einer die
Komponenten fir die HCV-Virushiille (E1 und E2) enthielt. Der Uberstand wurde
gesammelt und durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Die so erhaltenen Pseudotypen
sind zwar infektios, aber replikationsinkompetent. Die HCVpp lagen in einer
Konzentration von 10.000 TU/ml vor.

<+—— HCV E1/E2 Hullproteine

Retrovirales Nucleocapsid

Q " 0
0105010 - 0101010

Gag - Pol- 0 293T Zelle
/ \ 0

Retroviraler Vekto
Gag-Pol mit CMV Promoter

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Herstellung der HCV-Pseudotypen. 293 T-
Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren transfiziert, wovon einer die Komponenten
fur die Virushille enthielt. GFP diente als Reporter-Gen. Der Uberstand wurde gesammelt und

durch Ultrazentrifugation aufgereinigt (modifiziert nach A. Berger).
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2.1.5.3 Verwendete Gerate und Software

Burker Zzahlkammer

Eppendorf Thermomixer Comfort
Eppendorf Multipipette® plus
Eppendorf Reference 0,5-10 ul, 2-20 pl,
10-100 pl, 50-200 pl, 100-1000 pl
FACSCalibur-Durchflusszytometer
Laminar-Flow-Box Hera safe

Phaser 750 Laserdrucker
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Zentrifuge 48R

Cell Quest™
Microsoft Office XP
SPSS fur Windows
WInBIAS

Reference Manager® 10

Optik Labor, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, USA
Heraeus Instuments GmbH, Hanau,
Deutschland

Tektronix Inc., Wilsonville, USA

IBS Integra Biosciences

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, USA
Microsoft Corp., Redmont, CA, USA
SPSS Inc., Chicago, USA

Hanns Ackermann, 1998, Universitat
Frankfurt, Deutschland

Thomson Research Soft., Carlsbad,
CA, USA
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2.2 Methoden

Zur Bestimmung der HCV-spezifischen Immunantwort wurden Vollblutproben von
HCV-Patienten mit rekombinanten HCV-Proteinen und HCV-Pseudotypen stimuliert
und die aktivierten T-Lymphozyten mittels fluorochromkonjugierter monoklonaler
Antikdrper gegen intrazellular akkumulierte Zytokine und Oberflachenmolekiile in der

durchflusszytometrischen Messung bestimmt [49].

2.2.1 Antigenstimulation der Vollblutproben

Das Protokoll fiir die Lymphozyten-Stimulation basiert auf dem Fast Immune™ Assay
System von Becton Dickinson und wurde zur Optimierung der Ergebnisse fir die
HCV-spezifische Analyse variiert [52-55].

Die Blutprobe eines Patienten wurde zunachst in mehrere Stimulationsansatze
aufgeteilt und mit den verschiedenen Antigenen (HCV-Protein, HCVpp) und den
entsprechenden Kontrollen (Proteinpuffer, VSVpp) fur sechs Stunden bei 37°C
inkubiert. Das nach einer Stunde hinzugefigte Brefeldin A (BFA) bewirkt die
Akkumulation der Zytokine in der Zelle. Danach wurden die Proben tber Nacht bei
4°C aufbewahrt. Am nachsten Tag erfolgten die Farbung mit fluorochrommarkierten
Antikoérpern und die Messung im Durchflusszytometer.

2.2.1.1 Durchfiihrung

Die hier beschriebene Durchfiihrung der Antigenstimulation und der Farbung der
Proben wurde im Folgenden bei allen Patientenproben durchgefiihrt. Sofern es

Abweichungen von diesem Protokoll gab, wird im Text explizit darauf hingewiesen.

750 pl vendses Vollblut pro Ansatz wurden in Polypropylen-Reaktionsgefal3en
aliquotiert. Es erfolgte jeweils ein Ansatz fir:

§ CD8 unstimulierte Kontrolle und CD8 Isotypenkontrolle
§ CD4 unstimulierte Kontrolle und CD4 Isotypenkontrolle
§ CD8 und CD4 Proteinstimulation

§ CD8 und CD4 HCVpp-Stimulation

§ CD8 und CD4 VSVpp-Stimulation
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Die Proteinstimulation erfolgte mit 10 pg/ml NS3- und Core-Protein. Zu den
Kontrollansatzen wurde die gleiche Menge des Proteinpuffers pipettiert, wie auch das
jeweilige Protein zu den stimulierten Proben gegeben wurde, d.h. 25 ul fur die
Kontrolle von NS3 und 11 pl fir den Kontrollansatz von Core. Zur Bestimmung der fir
ein optimales Stimulationsergebnis notwendigen Pseudotypenmenge wurde die
Konzentration der HCVpp zu Beginn der Experimente bei drei Patientenproben titriert.
Die Resultate sind detailliert im Ergebnisteil dargestellt (siehe 3.1.4 Bestimmung der
Antigenmenge). Aufgrund dieser Daten wurden in allen weiteren Versuchen 400
TU/ml Stimulationsansatz HCVpp sowie als Kontrolle VSVpp eingesetzt.

Zu jedem Ansatz wurden auf3erdem als Co-Stimulanzien die Antikdrper anti-CD28 und
anti-CD49d in einer Endkonzentration von 10 pg/ml hinzupipettiert. Die effektive
Stimulation von T-Zellen hangt von der Aktivierung tber den T-Zellrezeptor aber auch
von co-stimulatorischen Signalen ab, die Uber Zelloberflachenmolekile vermittelt
werden. Sie werden fur die optimale Expression der T-Zellfunktion benétigt und
vermitteln die Adhasion zwischen T-Lymphozyten und antigenpréasentierenden Zellen
und/oder die Signaltransduktion [56].

CD28 ist ein co-stimulatorischer Rezeptor der T-Lymphozyten, der zur Immunglobulin-
superfamilie gehort und dessen Bindung zur klonalen Vermehrung naiver T-Zellen und
ihrer Differenzierung zu bewaffneten Effektorzellen fihrt [57,58].

Ruhende Lymphozyten, Monozyten sowie B- und T-Lymphozyten exprimieren auf
ihrer Oberflache unter anderem drei B; (CD29) Integrine, die als Rezeptoren fur
extrazellulare Matrixkomponenten und endothelialer Zellen zur Vermittlung effizienter
Zell-zu-Zell Interaktionen dienen. Zu diesen gehort neben CD49e (very late activation
antigen 5a, VLA-5a) und CD49f (very late activation antigen 6a, VLA-6a) das CD49d
(very late activation antigen 4a, VLA-4a). Diese VLA-Heterodimere werden vor allem
von Memory-T-Zellen exprimiert, in geringerem Anteil auch von naiven T-Zellen. Die
Interaktion von CD49d mit Fibronectin und dem endothelialen Adasionsprotein VCAM-
1 (vascular cell adhesion molecule 1) tbt ebenfalls ein co-stimulatorisches Signal auf
die T-Zelle aus [56].

Die Proben wurden nach Zugabe dieser Co-Stimulanzien gevortext und anschliel3end
im Thermoblock bei 37°C inkubiert.
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Zur Bestimmung des optimalen Zeitpunktes wurden bei sieben Proben verschiedene
Inkubationszeiten vor BFA-Zugabe ausgetestet. Die Resultate sind im Ergebnistell
dargestellt (siehe 3.1.2 Zeitpunkt der Brefeldin-A-Zugabe). Auf Grundlage dieser
Versuche wurde bei allen weiteren Blutproben nach einer Stunde 20 upl/ml des
Sekretionshemmers (1:10 Verdinnung der BFA-Stamml6sung in PBS) zugegeben,
um die verschiedenen Zytokine im Lymphozyten-Stimulationstest intrazellular
nachweisen zu konnen. Brefeldin A ist ein makrozyklisches Lacton, das von
verschiedenen Pilzen synthetisiert wird. Es verhindert den Transport von Protein vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat und inhibiert somit die
Proteinsekretion der behandelten Zellen [59]. So kénnen die aufgrund der Stimulation
gebildeten Zytokine in der Zelle akkumulieren. Nach weiteren fiinf Stunden Inkubation
nach BFA-Zugabe wurden die Proben im Thermoblock automatisch auf 4°C abgekuihlt

und Uber Nacht aufbewabhrt.

2.2.2 Farbung der antigenstimulierten Vollblutproben

Die Uber Nacht bei 4°C gelagerten Proben wurden am nachsten Tag weiterbearbeitet.
Hierzu wurden zunéchst die Erythrozyten lysiert und die Leukozyten permeabilisiert.
Anschlieend erfolgte die Farbung mittels fluorochrommarkierter Antikorper
(Abbildung 2.2).

2.2.2.1 Durchfiihrung

Zu den stimulierten Proben wurden 70 pl EDTA-L6sung hinzugefigt und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen von der R6hrchenwand zu I6sen. Nach

10 sec Vortexen wurden die Proben in Polystyrenrbhrchen zu jeweils 200 ul
aliquotiert. Durch Zugabe von 1 ml pro Probe FACS Lysing Solution (10x), die zuvor
1:10 mit Aqua ad injectabilia verdinnt wurde, wurden die Erythrozyten in der Probe 10
min bei Raumtemperatur lysiert. AnschlieRend wurde mit je 2 ml Waschpuffer
gewaschen und bei 500 g fur 5 min zentrifugiert. Mit 500 pl pro Réhrchen 1:10 mit
Agqua ad injectabilia verdinnter FACS Permeabilizing Solution 2 (10x) wurden die
Lymphozyten permeabilisiert, um die intrazellular akkumulierten Zytokine nachweisen
zu koénnen. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Farbung mit

fluorochromkonjugierten monoklonalen Antikérpern.
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Zu den antigenstimulierten CD8-Proben wurden 20 pl Fastimmune IFN-y / CD69 /
CD8 / CD3, zur dazugehdrigen Isotypenkontrolle 20 ul Fastimmune y2a / y1/ CD8 /
CD3, zu den antigenstimulierten CD4-Proben 20 ul Fastimmune IFNy / CD69 / CD4
und 10 pl APC-rat anti-human IL-4 oder 20 ul Fastimmune IFNy / CD69 / CD4 und 10
pl APC-rat anti-human IL-10, zur entsprechenden Isotypenkontrolle 20 pl Fastimmune
y2a / y1/ CD4 und APC Rat IgG1,k oder APC Rat IgG2a,k pipettiert.

Férbung der intrazellularen Cytokine
sowie der Oberflaichenantigene

Permeabilisierung der
Lymphozyten

‘ Vollblutstimulation g | Lysierung der Erythrozyten | FACS-Analyse

I

EDTA Waschen Waschen Waschen
— — —p —

{ Fluoreszenzyw

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Probenstimulation, -farbung und

durchflusszytometrischen Analyse (modifiziert nach V. Maino [60]).

2.2.3 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie ermdéglicht die Charakterisierung einzelner Zellen anhand
ihrer Oberflachenmolekile und intrazellular akkumulierter Zytokine mit Hilfe
fluorochrommarkierter monoklonaler Anktikorper.

Die Zellen werden dabei in einer laminaren Stromung durch eine Messkammer
geleitet. Mittels monochromatischen Laserlichts kann die Grol3e jeder einzelnen Zelle
anhand des Vorwartsstreulichtes (Forward-Scatter, FSC) gemessen werden. Das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) hangt zum einen von der Gro3e der Zelle, zum
anderen von der Granularitat, d.h. den inneren Strukturen der Zelle ab. Je starker die
Granularitat, desto grof3er ist das Seitwartsstreulicht. Zuséatzlich werden die
Fluorochrome der gebundenen monoklonalen Antikérper angeregt. Diese emittieren
daraufhin Licht eines definierten Wellenlangenspektrums, das von den Sensoren des
Durchflusszytometers aufgenommen und verstarkt wird. Bei einem Vierfarben-
Durchflusszytometer kénnen so unter Verwendung vier verschiedener

Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Emissionsmaxima sechs verschiedene
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Parameter (vier Antikorper, FSC, SSC) gleichzeitig gemessen werden (Abbildung 2.3).
Als Farbstoffe (siehe auch Tabelle 2.3) wurden hier Allophycocyanin (APC),
Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Perdinin Chlorophyll-Protein mit Cyaninfarbstoff
(PerCP-Cy5.5) und Phycoerythrin (PE) verwendet. Jede Probe wurde gemessen, bis
mindestens 10.000 CD4+ oder CD8+ T-Zellen gezahlt worden waren.

Tabelle 2.3: Verwendete Fluorochromkonjugate mit den entsprechenden Exzitations-

und Emissionsspektren.

_ Exzitation bei
Fluorochrom-Konjugat Emission bei A (nm)
Wellenlange A (nm)

Allophycocyanin (APC) 650 660
Fluorescein-lsothiocyanat

494 488
(FITC)
Perdinin-Chlorophyll-
Protein mit Cyaninfarbstoff 482 695

(PerCP-Cy5.5)

Phycoerythrin (PE) 496, 564 578
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des optischen Systems des BD
FACSCalibur™. Mit Hilfe eines Flissigkeitssystems werden die Zellen in die Messkiivette
geleitet. Die Optik der Anregung besteht aus einem luftgekihlten Argonlaser (488nm) und
einem Dioden-Laser (635nm). Prismen (Beam Expander) bilden und Linsen fokussieren den
Laserstrahl. Die Detektionsoptik besteht aus einer Sammellinse, die das emittierte Licht im 90°
Winkel sammelt. Ein System aus optischen Teiler-Spiegeln und Filtern lenkt die spezifischen
Wellenlangen der emittierten Lichtsignale zu den entsprechenden optischen Detektoren.
Durch diese werden die optischen Signale (Photonen) in elektronische Signale

(Spannungsimpulse) umgewandelt [61].
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2.2.4 Statistische Analyse

Die Messdaten wurden mittels Mann-Whitney-U-Test, Kruskall-Wallis-Test mit Post-
Hoc-Test nach Dunn und Wilcoxon-Test statistisch mit den Programmen SPSS® fur
Windows® und WinBIAS ausgewertet.

Die graphische Darstellung der statistischen Auswertung erfolgt mittels einfachem
Boxplot-Diagramm. Dabei zeigt die untere Kante der Kéasten das 1. Quartil, die
waagerechte Linie innerhalb der Kasten den Median und die obere Kante das 3.
Quartil. Die senkrechten Linien grenzen die groten und Kkleinsten Werte
(ausgenommen Extremwerte und Ausrei3er) ein (Box-and-Whisker-Plot). Des
weiteren werden zwei Arten von entlegenen Fallen dargestellt. Hierbei sind
Extremwerte Falle, die mehr als drei Kastenlangen vom oberen bzw. unteren
Kastenrand entfernt liegen. Diese sind mit einem (*) gekennzeichnet. Ausreif3er sind
Falle, die 1,5 bis 3 Kastenlangen vom oberen bzw. untern Kastenrand entfernt liegen.

Diese sind mit einem (-) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung des Lymphozytenstimulationstests zur Messung
HCV-spezifischer Lymphozyten

Eine Lymphozytenstimulation in Vollblutproben wird fur unterschiedlichste
Fragestellungen von zahlreichen Arbeitsgruppen eingesetzt, die in dieser Arbeit
verwendeten Testparameter basieren zudem auf einem etablierten System von BD
Biosciences (Fastimmune Intracellular Cytokine Detection Kits) [49,50,52,53,62]. Zur
optimalen Anpassung des Testsystems an die Lymphozytenstimulation von Proben
HCV-positiver Spender wurden verschiedene Parameter, die in den folgenden
Abschnitten erlautert werden, angepasst. Da Blutproben von HCV-Patienten nur in
geringen Mengen zur Verfigung standen und von einem Patienten in der Regel nur
jeweils eine Probe im Zeitraum dieser Arbeit getestet werden konnte, waren Versuche
zur Validierung der Methode lediglich in begrenztem Umfang moglich. Zunachst
wurden CD8+ IFN y+- (CD8 IFN-y-) und CD4+ IFNy+- (CD4 IFN-y-) T-Lymphozyten
bestimmt und anhand dieser Ergebnisse die Testparameter fur die Brefeldin-A-
Zugabe, die Verwendung des Proteinantigens sowie die HCV-Pseudotypenmenge zur
Stimulation spezifischer Lymphozyten festgelegt. Der Lymphozytenstimulationstest
wurde spater um die Messung von IL-4 und IL-10 der CD4-Lymphozyten (CD4 IL-4,
CD4 IL-10) erweitert, die vorher festgelegten Parameter aber zur Erhaltung einer
Konstanz und damit Vergleichbarkeit innerhalb aller Messungen beibehalten. Die
gesamte Parameterwahl erfolgte vor dem Hintergrund eines madglichen
standardmaliigen Einsatzes in der Routinediagnostik. Die Lymphozytenstimulation

sollte somit einfach und mdglichst kostengiinstig durchzufiihren sein.

3.1.1Durchflusszytometrische Bestimmung HCV-spezifischer Lymphozyten
Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte mittels Punktwolkendiagramm (Dot-Plot,
siehe Abbildung 3.1 und 3.2).
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Dabei entspricht jeder Punkt im Diagramm einer Zelle. Zunachst erfolgte in der
Darstellung FSC gegen SSC die Diskriminierung der Lymphozytenpopulation sowie
das ,Live-Gating“, in dem tote Zellen und Zelltrimmer von der Analyse
ausgeschlossen wurden. Die Lymphozyten wurden dann anhand ihrer
Oberflachenmolekiile CD4 beziehungsweise CD3 und CD8 weiter eingegrenzt. Durch
dieses Gating konnten sowohl die CD4+ T-Lymphozyten als auch die CD3+ CD8+ T-
Lymphozyten dargestellt werden. Der CD3-Marker wurde bendétigt, um die
Lymphozyten von den ebenfalls CD8+ natirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
abzugrenzen. Durch weiteres Gating wurden in der jeweiligen Population die
aktivierten, CD69+, und IFN-y-sezernierenden Lymphozyten dargestellt. Die
Kombination von CD69 und einer Zytokinfarbung ermaéglicht die visuelle Gruppierung
und somit die prozentuale Angabe des Anteils Antigen-spezifischer T-Lymphozyten an
der CD4+ oder CD8+ Lymphozytenpopulation [55,63]. Zur Analyse IL-4 oder IL-10
produzierender Zellen wurde die Zytokinproduktion der CD4-Lymphozyten im Dot-Plot
anhand der Isotypenkontroll-Farbung und der Kontroll-Stimulation abgegrenzt (siehe
auch Abbildung 3.1).

Die Berechnung der spezifisch aktivierten Lymphozyten erfolgte nach folgender

Formel:
% Aktivierte CD4+ T-Lymphozyten =
[% Ag CD4 - % Ag CD4 IC] — [% KAg CD4 - % KAg CD4 IC]
Ag CD4: Antigen-stimulierte CD4+ CD69+ Interferon-y+ Lymphozyten
oder
Antigen-stimulierte CD4+ Interleukin+ Lymphozyten
Ag CD4 IC: Antigen-stimulierte CD4+ Lymphozyten Isotypenkontrolle
KAg CD4: Kontrollantigen-stimulierte CD4+ CD69+ Interferon-y+
Lymphozyten
oder

Kontrollantigen-stimulierte CD4+ Interleukin+ Lymphozyten

KAg CD4 IC: Kontrollantigen-stimulierte CD4+ Lymphozyten Isotypenkontrolle
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Diese Berechnung gilt analog fuir die CD3+ CD8+ T-Lymphozyten.
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Abbildung 3.1: Dot Plots zur Analyse der CD4-Lymphozyten. Dargestellt ist die
Lymphozytendiskriminierung im Forward Scatter gegen Side Scatter (A) sowie die
Differenzierung der CD4-Lymphozyten (B). Die in Quadranten eingeteilten Dot-Plots (C, D)
zeigen IFN-y exprimierende, CD69+ CD4-Lymphozyten. In C ist die Stimulation einer
Vollblutprobe mit HCVpp, in D die VSVpp-Stimulation eines HCV-infizierten Patienten
abgebildet. In E und F sind IL-4-produzierende CD4-Lymphozyten dargestellt. E zeigt die
Antigenstimulation mit NS3, F die Stimulation mit der entsprechenden Kontrolle. Die
Auswertung der IL-10-Messungen erfolgte analog. Jede Probe wurde gemessen, bis

mindestens 10.000 CD4+ T-Zellen gezahlt worden waren.
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Abbildung 3.2: Dot Plots zur Analyse der CD8 IFN-y-Lymphozyten. Dargestellt sind die
CD3+ T-Lymphozyten (A) und die CD3+ CD8+ T-Lymphozyten (B). Die in Quadranten
eingeteilten Dot-Plots (C, D) zeigen IFN-y exprimierende, CD69+ CD8-Lymphozyten. C zeigt
die Stimulation einer Vollblutprobe mit HCVpp, D die VSVpp-Stimulation eines HCV-infizierten
Patienten. Jede Probe wurde gemessen, bis mindestens 10.000 CD8+ T-Zellen gezéhlt

worden waren.

3.1.2 Zeitpunkt der Brefeldin-A-Zugabe

Um die verschiedenen Zytokine im Lymphozytenstimulationstest intrazellular
nachweisen zu konnen, wird Brefeldin-A (BFA) zu den Proben gegeben. BFA
verhindert den Transport von Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zum
Golgi-Apparat und inhibiert somit die Proteinsekretion der behandelten Zellen [59]. So
kénnen die aufgrund der Stimulation gebildeten Zytokine in der Zelle akkumulieren
und mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Zur Bestimmung des

optimalen Zeitpunktes der BFA-Zugabe wurden bei sieben Proben verschiedene
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Inkubationszeiten vor BFA-Zugabe ausgetestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1
aufgelistet. Innerhalb dieser Ansatze konnten keine eindeutigen Resultate erzielt
werden. Es liel3 sich lediglich vermuten, dass Vorinkubationszeiten von zwei Stunden
und mehr schlechtere Ergebnisse erwarten lieBen, keine oder eine Stunde
Vorinkubation zeigten keine deutliche Tendenz. Fur die folgenden Testungen wurde
eine Stunde Inkubation vor BFA-Zugabe festgelegt [49,50,62,64,65].

Tabelle 3.1: Die Ergebnisse von CD8 IFN-y- und CD4 IFN-y-Lymphozyten nach
unterschiedlichen Zeiten der Vorinkubation vor BFA-Zugabe. Die Proben wurden sowohl
mit 400 TU/ml HCVpp als auch mit 10 pg/ml HCV-NS3 stimuliert.

% CD8 IFNgamma-+ % CD4 IFNgamma-+
Zeit vor
Patientenprobe | BFA-Zugabe NS3 HCVpp NS3 HCVpp
Oh 0.00
1 1h 0.03
2h 0.05
Oh 0.00
2 1h 0.59
2h 0.00
Oh 0.03
3 1h 0.00
2h 0.00
Oh 0.00 0.65 0.00 0.00
4 1h 0.00 0.00 0.02 0.01
2h 0.00 0.00 0.00 0.00
Oh 0.05 0.06 0.03 0.02
5 1h 0.00 0.00 0.00 0.00
2h 0.00 0.00 0.00 0.02
1h 0.15
6 2h 0.21
2,5h 0.00
1h 0.20
7 2h 0.00
2,5h 0.00
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3.1.3 Vergleich der HCV-Proteine NS3 und Core

Zur in vitro-Stimulation HCV-spezifischer Lymphozyten werden in der Literatur
verschiedene Proteine eingesetzt [66-68]. Um ein Proteinantigen fur die weiteren
Tests auszuwdahlen, wurden bei sieben Patientenproben die HCV-spezifischen
Proteine NS3 und Core (in der Konzentration 10 pg/ml) miteinander in der Stimulation
CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y-, CD4 IL-4- und CD4 IL-10-Lymphozyten verglichen. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Tabelle 3.2: Uberblick tiber die Stimulationsergebnisse im Vergleich zwischen NS3- und

Core-Protein. Die Konzentration jedes Proteins im Stimulationsansatz betrug 10 pg/ml.

Patientenprobe| Protein % CD8 IFNgamma+ | % CD4 IFNgamma+ % CDA4 IL-4 % CDA4 IL-10
1 NS3 0.00 0.00 0.56 0.29
Core 0.00 0.03 0.00 0.00
2 NS3 0.12 0.00
Core 0.38 0.00
3 NS3 0.00 0.00 0.00 0.00
Core 0.00 0.00 0.00 0.73
4 NS3 0.00 0.00 0.00 0.00
Core 0.00 0.00 0.00 0.00
5 NS3 0.13 0.00
Core 0.00 0.00
6 NS3 0.00 0.00 13.36
Core 0.00 0.00 1.81
7 NS3 0.00 0.00 0.45
Core 0.00 0.04 0.00

NS3 ist, neben dem Core-Protein, das am starksten konservierte Antigen und deshalb
moglicherweise gut geeignet, um eine Immunantwort gegen verschiedene
Virusvarianten zu detektieren [83]. Es wurde unter anderem nachgewiesen, dass eine
starke NS3-spezifische Antwort der T-Helferzellen bei Patienten, die eine Behandlung
mit IFN-a erhalten, mit der Virusbeseitigung assoziiert ist [66]. Auch Patienten, die
eine HCV-Infektion in der akuten Phase spontan Uberwunden haben, zeigten eine

signifikante Proliferationsantwort der T-Zellen gegen HCV-NS3 [84], NS3-spezifische
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zytotoxische T-Lymphozyten wurden in Zusammenhang mit einer Ausheilung der
Infektion beschrieben [67]. Da aus den vergleichenden Versuchen nicht eindeutig zu
entnehmen war, welches Protein am besten flir den Lymphozytenstimulationstest
geeignet ist, d.h. welches die deutlicheren Antworten stimuliert, wurden 10 pg/ml NS3

fur alle weiteren Versuche eingesetzt.

3.1.4 Bestimmung der Antigenmenge

Zur Bestimmung der flir ein optimales Stimulationsergebnis notwendigen
Pseudotypenmenge wurde die Konzentration der HCVpp bei drei Patientenproben
titriert. Von diesen Stimulationsansatzen wurden die Ergebnisse CD8 IFN-y-T-

Lymphozyten ausgewertet.

Zu einer Probe (Probe 3) wurden 100 TU/ml, 200 TU/ml und 400 TU/ml| der HCV-
Pseudotypen (HCVpp) gegeben. Zwei weitere Proben wurden mit 200 TU/ml und 400
TU/ml der HCVpp getestet. Die Resultate sind in Grafik 3.1 dargestellt. Probe 1 zeigte
nur bei 400 TU/ml HCVpp eine Stimulationsantwort. In Probe 2 und 3 unterschieden

sich die Antworten auf 200 TU/ml und 400 TU/ml HCVpp nur sehr geringfligig.

Aufgrund dieser Daten wurden in allen weiteren Versuchen 400 TU/ml HCVpp
eingesetzt. Grol3ere Mengen wurden nicht getestet, da die Pseudotypen nur in

begrenztem Umfang zu Verfigung standen.
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Grafik 3.1: Titration der zugegebenen Menge an HCVpp zu einem Stimulationsansatz.
Es wurden drei Patienten mit 200 TU/ml und 400 TU/ml getestet, eine Patientenprobe (Probe
3) zusatzlich mit 100 TU/ml. Angegeben sind die % CD8 IFN-y-T-Lymphozyten.

3.1.5 Vergleich der Kontrollantigene mit den Stimulationsantigenen

Um die Spezifitdt der Stimulation sowohl mit HCVpp als auch mit NS3 zu Uberprifen,
wurden die Stimulationsergebnisse des Proteinantigens mit denen der unstimulierten
Probe, die Antworten auf HCVpp mit den Antworten gegen VSVpp statistisch mittels

Wilcoxon Test verglichen.

Vor allem far CD8 IFN-y-Lymphozyten konnten HCV-spezifische
Stimulationsantworten gemessen werden (Grafik 3.2). Dagegen war die Detektion
einer Antigen-spezifischen Zytokinproduktion nicht fur alle CD4-Messungen mdglich,
was sich in sehr geringen oder nicht messbaren CD4-Antworten widerspiegelt (Grafik
3.3 — Grafik 3.5). Dabei konnten die deutlichsten Stimulationsergebnisse innerhalb der
CD4 IL-4-Lymphozyten detektiert werden (bis zu 84,8% CD4 IL-4-produzierende
Zellen), gefolgt von den CD4 IL-10-Lymphozyten. Die Analyse CD4 IFN-y-
Lymphozyten ergab insgesamt sehr niedrige oder nicht messbare
Stimulationsergebnisse. Die Antworten auf HCVpp waren dabei jedoch signifikant
hoher als die VSVpp-Kontrolle, wahrend das HCV-Protein keine spezifische

Zytokinproduktion stimulieren konnte.
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Beim Vergleich CD8 IFN-y-Lymphozyten der HCV-Protein-stimulierten Probe mit der
unstimulierten Kontrolle oder der HCVpp-stimulierten Probe mit der VSVpp-
stimulierten Probe unterschieden sich diese jeweils signifikant (p < 0,01, Grafik 3.2).
Innerhalb der CD4 IFN-y-T-Zellen unterschied sich die Proteinstimulation nicht von der
unstimulierten Probe, die HCVpp-Stimulation jedoch signifikant von der VSV-

Pseudotypen-Stimulation (p < 0,01, Grafik 3.3).

Die Messwerte der CD4 IL-4-Lymphozyten ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen Antigenstimulation und Kontrolle (Grafik 3.4). In Grafik 3.5 ist der Vergleich
der CD4 IL-10-Lymphozyten dargestellt. Auch hier gab es keinen signifikanten

Unterschied zwischen Antigen- und Kontrollstimulationen.
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Grafik 3.2: Vergleich der antigenstimulierten Proben mit den Kontrollansatzen
(unstimulierte Probe, VSVpp) der CD8 IFN-y-Lymphozyten. Die Stimulationen der
Patientenproben mit 10 pg/ml Proteinantigen und HCVpp (400 TU/ml) unterscheiden sich
signifikant von der unstimulierte Kontrolle und VSVpp (p < 0,01).
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Grafik 3.3: Auswertung der antigenstimulierten Proben sowie der Kontrollen
(unstimulierte Kontrolle, VSVpp) der CD4 IFN-y-Lymphozyten. Die unstimulierte Kontrolle
und mit 10 pg/ml NS3 stimulierte Probe unterschieden sich nicht signifikant, wohingegen sich
die Stimulationen mit den HCV-Pseudotypen (400 TU/ml) signifikant von denen der VSV-
Pseudotypen unterschieden (p < 0,01).
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Grafik 3.4: Gegenuberstellung der antigenstimulierten Proben sowie der Kontrollen
(unstimulierte Kontrolle, VSVpp) der CD4 IL-4-Lymphozyten. Die Messergebnisse zeigten
keine signifikanten Differenzen zwischen antigenstimulierter Probe (10 pg/ml Proteinantigen,

400 TU/ml HCVpp) und Kontrolle (unstimulierte Kontrolle, VSVpp).
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Grafik 3.5: Vergleich der antigenstimulierten Proben sowie der Kontrollen
(unstimulierte Kontrolle, VSVpp) der CD4 IL-10-Lymphozyten. Die Antigenstimulationen
(10 pg/ml Proteinantigen, 400 TU/ml HCVpp) zeigten keine signifikanten Differenzen zu den

Kontrollproben (unstimulierte Kontrolle, VSVpp).

3.1.6 Vergleich der Stimulation mit Protein oder Pseudotypen

Um die Qualitat und Effektivitat der Stimulation mit den HCV-Pseudotypen zu
Uberprufen, wurden die Ergebnisse der Proteinstimulation und die der HCVpp-

Stimulation statistisch miteinander verglichen.

Analysiert wurden hierbei 75 Proben beziiglich der CD8 IFN-y-Antwort, 70 Proben auf
CD4 IFN-y, 11 Proben hinsichtlich CD4 IL-10 und 41 Proben auf CD4 IL-4-
Lymphozyten. Wie in den folgenden Abbildungen (Grafik 3.6 und Grafik 3.7) detailliert
dargestellt ist, ergaben sich bei allen Messungen ahnliche Ergebnisse nach Protein-
oder HCVpp-Stimulation. Lediglich die HCVpp-Stimulation der CD4 IFN-y-
Lymphozyten erzielte signifikant hoher Ergebnisse im Vergleich zur HCV-Protein-
Stimulation (p = 0,028). In allen Messungen zeigten die unstimulierten Kontrollen

keinen Unterschied zu den VSVpp-stimulierten Proben.



36 Ergebnisse

08 *

0,6 el H ’_—Ll
l—_l_—‘l

% CD4+ IFN+ NS3 % CD4+ |FN+ HCVpp

% Cytokine
o ) .
E) &

o
o
a

2
o
=]

1

% Cytokine
o
1
L]

T

00- L —_ 2 - | |

T T T T T T
% CD8+IFN+ NS3 % CDB+FN+ HCVpp % CD4+IFN+ NS3 % CD4+IFN+ HCVpp % CD4+IL-10+ NS3 9% CD4+IL-10+ HCVpp
n=75 n=75 n=70 n=70 n=11 n=11

Grafik 3.6: Vergleichende Darstellung der Messergebnisse der CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y-
und CD4 IL-10-T-Lymphozyten nach Stimulation mit dem Proteinantigen und den
HCVpp. Alle Messungen ergaben vergleichbare Ergebnisse nach HCV-Protein- oder HCVpp-
Stimulation (10 pg/ml Proteinantigen, 400 TU/ml HCVpp). Mit Ausnahme der CD4 IFN-y-
Lymphozyten, die signifikant héhere Messergebnisse nach der Stimulation mit HCVpp im
Vergleich zur Protein-Stimulation zeigten (p = 0,028). Die Ergebnisse der CD4 IFN-y-
Lymphozyten sind rechts oben in der Abbildung vergrof3ert dargestellt.
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Grafik 3.7: Der Vergleich der Protein- und HCVpp-Stimulation der CD4 IL-4-Zellen. Die
Stimulationen mit HCV-Protein (10 pg/ml) oder HCVpp (400 TU/ml) ergaben vergleichbare

Stimulationsresultate.

3.1.7 Einfluss des Genotypen auf die Stimulation mit HCVpp

Die in dieser Arbeit getesteten Blutproben stammen von Patienten, die mit
unterschiedlichen HCV-Genotypen infiziert sind oder waren (Genotyp la/b, 2, 3, 4).
Die fur die Lymphozytenstimulation verwendeten Antigene jedoch stammen vom
HCV-Genotypen 1. Die HCV-Proteine NS3 und Core sind rekombinante Proteine vom
HCV-Genotyp 1b, die Pseudotypen tragen an ihrer Oberflache HCV la E1- und E2-
Hullglykoproteine.

Um einen Einfluss des Genotypen auf die Stimulationsergebnisse zu Uberprifen
wurden innerhalb der Messungen von CD8 IFN-y, CD4 IFN-y, CD4 IL-10 und CD4 IL-
4-Lymphozyten die Antworten von Genotyp 1-Infizierten statistisch mit denen von
Genotyp 2-, 3- oder 4-Infizierten verglichen. Es liel3en sich keine Unterschiede in den
Stimulationsantworten nachweisen, die Ergebnisse korrelieren nicht mit dem

Genotypen.
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3.1.8 Ergebnisse der Stimulationen gesunder Probanden

In der folgenden Tabelle 3.3 sind die durchschnittlichen Antworten der gesunden
Kontrollprobanden (anti-HCV negativ) und der Patienten (anti-HCV positiv) dargestellt.
Danach sind die Stimulationsergebnisse der gesunden Probanden signifikant niedriger
als die der HCV-Patienten. Eine Ausnahme bilden hierbei die Resultate der CD4 IFN-
y-T-Zellen, die auch bei den Patienten im Durchschnitt keine HCV-spezifische
Stimulation aufwiesen. Die Ergebnisse der CD4 IL-10-Messungen nach HCVpp-
Stimulation sind statistisch nicht signifikant, zeigen jedoch die Tendenz zu einer

deutlicheren Antwort der Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden.

Fur die Bewertung des Lymphozytenstimulationstestes bedeutet dies, dass die
verwendeten Antigene zu HCV-spezifischen Zytokinexpressionen fuhrten. Bei der
Stimulation von Proben gesunder Probanden konnten keine bzw. nur sehr geringe
(CD4

Grundsatzlich sind die Stimulationsergebnisse relativ niedrig. Mit Ausnahme der CD4

IL-4-Lymphozyten) unspezifische Reaktionen nachgewiesen werden.

IL-4-Lymphozytenstimulationen wurde selten Werte Uber 1% Zytokin-sezernierende

Zellen erreicht.

Tabelle 3.3: Durchschnittliche Antworten auf die Lymphozytenstimulation mit NS3 und
HCVpp gesunder Kontrollprobanden. Angaben in Mittelwert, Standardabweichung. Die p-
Werte geben die statistische Signifikanz des Unterschiedes der Antworten von

Kontrollprobanden und Patienten an.

% CDBIIENT %% CDAHENT % CDATIL-A+ %% CDA+IL-10+
NS3 HCVpp NS3 HCVpp NS3 HCVpp NS3 HCVpp

gesunde Kontroll- 0.02+005 | 0.03+0.06 | 0.00+0.01 | 004006 | 0.44+085 | 1.13+2.01 | 0.01£0.01 | 0.01+0.02

probanden

Patienten 0.28+0.41 | 0.32+042 | 0.04£0.13 | 0.060.16 |15.88 % 25.52| 13.85 + 23.90] 1.02 +3.64 | 0.38 + 1.19

b-Werte 0,000 0,000 0,212 0,976 0,001 0,006 0,029 0,087
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3.2 Einteilung der Patienten in Gruppen

Zur Auswertung der Messergebnisse wurden die Patienten in Gruppen eingeteilt, die
miteinander  statistisch ~ verglichen  wurden. Die  Charakterisierung  der
Patientengruppen ist in Tabelle 3.4 dargestellt. Zur Anonymisierung des Kollektivs
wurden die Patienten durchgehend von P1 — P73 (Patient 1 - Patient 73) nummeriert.
Die Patienten wurden in folgende Gruppen gegliedert:

@ Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Messung unter Therapie mit Interferon-a
in  Kombination mit Ribavirin in der Medizinischen Klinik | des
Universitatsklinikums Frankfurt am Main befanden

@ Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Messung nicht in Therapie befanden, mit
der Unterteilung in

§ PCR-positiv
§ PCR-negativ (mit positivem anti-HCV Status)
§ PCR-positiv zum Zeitpunkt der Messung, Therapiebeginn nach der
Lymphozytenstimulation
@ anti-HCV positive Patienten mit unbekanntem Krankheits- und Therapieverlauf
@Kontrollprobanden, serologisch anti-HCV negativ

Als ,Nonresponder® wurden Patienten bezeichnet, die kein Ansprechen auf eine
erfolgte Therapie zeigten und PCR-positiv blieben. Als ,Relapse* wurden HCV
Infizierte benannt, die innerhalb von 24 Wochen nach Therapieende wieder HCV-PCR
positiv getestet wurden.

Patienten, die innerhalb der ersten vier Wochen nach Therapiebeginn PCR-negativ
wurden, werden im Folgenden als ,initiale Responder® bezeichnet. Fir sie geht man
von einer besseren Prognose aus als fur Patienten, bei denen unter Therapie langer
als vier Wochen ein Virustiter nachgewiesen werden kann (,late Responder®). Je
schneller die Viruslast wahrend der Therapie abféllt, desto besser ist die Chance der
Patienten ein Ansprechen auf die Therapie zu haben [69,70].

Das Durchschnittsalter des Patientenkollektivs (n=73) betrug 47,0 Jahre, 63% waren

Méanner, 37% Frauen. Von 2 Patienten war das Alter zum Zeitpunkt der Messung
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unbekannt (P65 und P57). Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe (n=11) betrug
31,7 Jahre, 27% waren Manner, 73% Frauen.

Genotypenverteilung im Patientenkollektiv

25 7% unbekannt

47 3% Genotyp 1
5,8% Genotyp 4

2.7% Genotyp 2
27 0% Genotyp 3

Abbildung 3.3: Prozentuale Genotypenverteilung im Patientenkollektiv.

Infektionswege

IVDAMPiercing/T atoo
28%

unbekannt
39%

I'VDA/Transfusion
5%

OP 5%

OP/Piercing 5%

Piercing 1%
Transfusion/Piercing/ | Tatoo 1% | sexuell 1%
Tatoo/OP
15%

Abbildung 3.4: Prozentuale Verteilung der moglichen Infektionswege mit HCV im

untersuchten Patientenkollektiv. [IVDA: intraventser Drogenabusus; OP: Operation.
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Tabelle 3.4: Patientengruppierung. Charakterisierung der verschiedenen

Patientengruppen, in die die Patienten zur statistischen Auswertung eingeteilt wurden.

Die Patienten durchgehend von P1 — P73 (Patient 1 - Patient 73) nummeriert. Patienten unter

Therapie wurden mit Ribavirin und Interferon-a behandelt. Einige Patienten befanden sich in

einer klinischen Studie, bei der Amantadin mit der Therapie aus Ribavirin und Interferon-a

kombiniert wurde (,w* weiblich, ,m*“ mannlich).

Genotyp
| Patient |Geschlecht| Alter HCV. Therapiebeginn Ansprechen auf Therapie | 1. Messung [ 2. Messung | 3. Messung | Zeitpunkt der Messung

Patienten, zum Zeitpunkt der Messung unter Therapie

P1 m 51 1 18.10.04 - Nonresponder 07.02.05 - - 4.Monat der Therapie

P2 w 63 la 02.12.03 - 06.04 initialer Responder 11.06.04 - - 6. Monat der Therapie

P3 m 50 1b 02.07.04 - 06.05 initialer Responder 20.09.04 - - 2. Monat der Therapie

P4 m 38 3a 08.07.04 - initialer Responder 13.09.04 - - 2.Monat der Therapie

P5 m 35 la 24.06.04 - late Responder 29.07.04 - - 1. Monat der Therapie

P6 w 58 1b 06.05.04 - late Responder 15.07.04 - - 3. Monat der Therapie

P7 w 24 1 05.02.04 - 01.05 initialer Responder 14.10.04 - - 9. Monat der Therapie

P8 w 37 3a 27.05.04 - 11.04 initialer Responder 11.11.04 - - 6. Monat der Therapie

P9 m 35 3a 04.04. - 09.04 late Responder 22.07.04 - - 3. Monat der Therapie

P10 w 66 2alc 26.08.04 - initialer Responder 25.10.04 - - 2. Monat der Therapie
ohne Therapie zum Messzeitpunkt, PCR-negativ

P11 w 25 - - spontan ausgeheilt 27.09.04 - - -

P12 m 27 - - spontan ausgeheilt 22.11.04 - - -

P13 m 27 3a 15.03.02 - 27.08.02 Responder 18.09.04 - - -

P14 m 56 - 08.03 - 08.04 Responder 21.10.04 - - -
ohne Therapie zum Messzeitpunkt, PCR-positiv

P15 m 60 1b - 08.11.04 - - -

P16 w 44 3a 11.10.04 - Nonresponder 10.08.04 - - -

P17 w 51 1b 1995, 1996, 1997, 1998, 2003- Nonresponder 20.09.04 - - -

P18 m 38 1b - 19.08.04 - - -

P19 U 66 3a 18.10.04 - initialer Responder 26.08.04 25.10.04 - -

P20 m 49 la - 11.10.04 - - -

P21 w 51 la - 04.10.04 - - -

P22 w 34 2 - 26.07.04 - - -

P23 m 48 1 11.11.04 - late Responder 11.10.04 - - -

P24 m 24 1 09.12.04 - late Responder 25.10.04 - - -

P25 m 37 4 - 30.03.04 - - -

P26 m 41 4 1998, 2000, 1/2004 - 4/2004 Nonresponder 25.10.04 - - -

P27 m 26 1b 05.01.05 - Nonresponder 08.11.04 - - -

P28 w 52 la - 07.02.05 - - -

P29 m 36 la - 14.10.04 - - -

P30 m 36 3a - 15.07.04 10.08.04 01.03.05 -

P31 m 48 3a - 16.12.04 - - -

P32 w 33 la 17.01.05 - late Responder 16.12.04 - - -

P33 m 43 3a - 20.09.04 - - -

P34 w 46 3a 1196-1997 Nonresponder 30.09.04 - - -

P35 m 34 4 - 30.09.04 - - -

P36 m 51 la 19.08.04 - late Responder 19.08.04 - - -

P37 m 28 3a - 04.10.04 - - -

P38 m 60 1b - 08.07.04 - - -

P39 m 39 3a 01.10.04 - initialer Responder 10.08.04 - - -

P40 m 45 1b 14.10.04 - late Responder 19.08.04 - - -

P41 m 51 1b 18.10.04 - late Responder 02.08.04 - - -

P42 m 47 1b 03.02.05 - late Responder 21.10.04 - - -

P43 m 33 3a 03/2003 - 09/2003 Relapse 08.11.04 - - -

P44 m 61 1b 15.03.00 Nonresponder 16.12.04 - - -

P45 m 29 - - 13.12.04 - - -

P46 w 51 - - 27.09.04 - - -

P47 m 28 - - 02.07.05 - - -

P48 w 19 1b 16.12.04 - Nonresponder 11.08.04 - - -

P49 m 31 3a 20.10.04 - late Responder 04.10.04 - - -

P50 w 45 3 03.12.04 - initialer Responder 04.10.04 - - -

P51 m 45 - - 25.11.04 - - -

P52 w 23 - - 16.12.04 - - -

P53 m 44 3a 21.10.04 - late Responder 19.07.04 - - -

P54 w 28 3a 11.10.04 - initialer Responder 22.07.04 - - -

P55 m 63 - - 07.12.04 - - -

P56 w 62 - 27.01.05 - late Responder 15.11.04 - - -
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Genotyp
Patient | Geschlecht | Alter HCV Therapiebeginn Ansprechen auf Therapie| 1. Messung [ 2. Messung | 3. Messung
Therapie nach Messung
P16 w 44 3a 11.10.04 - Nonresponder 10.08.04 - -
P19 w 66 3a 18.10.04 - initialer Responder 26.08.04 25.10.04 -
P23 m 48 1 11.11.04 - late Responder 11.10.04 - -
P24 m 24 1 09.12.04 - late Responder 25.10.04 - -
P27 m 26 1b 05.01.05 - Nonresponder 08.11.04 - -
P32 w 33 la 17.01.05 - late Responder 16.12.04 - -
P36 m 51 la 19.08.04 - late Responder 19.08.04 - -
P39 m 39 3a 01.10.04 - initialer Responder 10.08.04 - -
P40 m 45 1b 14.10.04 - late Responder 19.08.04 - -
P41 m 51 1b 18.10.04 - late Responder 02.08.04 - -
P42 m 47 1b 03.02.05 - late Responder 21.10.04 - -
P48 w 19 1b 16.12.04 - Nonresponder 11.08.04 - -
P49 m 31 3a 20.10.04 - late Responder 04.10.04 - -
P50 w 45 3 03.12.04 - initialer Responder 04.10.04 - -
P53 m 44 3a 21.10.04 - late Responder 19.07.04 - -
P54 w 28 3a 11.10.04 - initialer Responder 22.07.04 - -
P56 W 62 27.01.05 - late Responder 15.11.04 - -
Patienten mit unbekannten Krankheits- und Therapieverlauf
P57 m - - - - 07.12.2004 - -
P58 w 45 la - - 15.11.2004 - -
P59 w 49 1b - - 05.08.2004 - -
P60 w 53 - - - 02.10.2004 - -
P61 m 27 3 - - 22.04.2004 - -
P62 w 59 - - - 04.10.2004 - -
P63 m 47 - - - 16.12.2004 - -
P64 m 73 - - - 08.11.2004 - -
P65 w - 1b - - 18.10.2004 - -
P66 m 60 3a - - 18.10.2004 - -
P67 w 59 - - - 23.09.2004 - -
P68 w 52 - - - 15.11.2004 - -
P69 m 42 1b - - 19.08.2004 - -
P70 m 49 1 - - 29.07.2004 - -
P71 m 36 - - 25.10.2004 | 11.11.2004 -
P72 m 70 - - - 18.11.2004 - -
P73 m 53 1b - - 07.12.2004 - -
Negativkontrollen
K1 m 26 - - - 03.03.05 - -
K2 w 43 - - - 08.09.04 - -
K3 w 29 - - - 08.03.05 - -
K4 w 36 - - - 09.08.04 - -
K5 w 30 - - - 15.07.04 - -
K6 w 27 - - - 08.03.05 - -
K7 w 29 - - - 17.11.04 - -
K8 m 27 - - - 17.11.04 - -
K9 w 34 - - - 22.07.04 - -
K10 m 40 - - - 26.07.04 - -
K11 w 28 - - - 20.07.04 - -
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3.3 Messungen von Proben von Patienten, die sich zum Zeitpunkt
der Entnahme in Therapie befanden

3.3.1 Vergleich der Patientengruppen

Grafik 3.8 verdeutlicht den Vergleich der IFN-y-Produktion von CD8-Zellen nach
Stimulation mit NS3 und HCVpp von Blutproben, die von Patienten stammen, die sich
zu diesem Zeitpunkt in Therapie befanden. Sowohl bei initialen Respondern als auch
Patienten, die nicht auf die Therapie ansprachen (Nonresponder) war die
gemessenen Zahl der CD8 IFN-y-T-Lymphozyten signifikant geringer als die der late
Responder, bei denen eine starke Aktivierung ihrer CD8 Lymphozyten nachzuweisen
war.

Im Vergleich der IFN-y Produktion der CD4-T-Lymphozyten war kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten nachzuweisen. Tendenziell zeigen aber auch
hier Patienten mit einer late Response eine deutliche und hdhere IFN-y-Antwort.

Diese Ergebnisse sind in Grafik 3.9 illustriert.

3.3.2 Zytokinprofile innerhalb der Patientengruppen

Die Analyse des Zytokinprofils der initialen Responder zeigt, dass bei diesen
Patienten der Vergleich CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y- und CD4 IL-4-T-Zellen eine
interessante Tendenz zu einer deutlichen IFN-y-Antwort der CD8-T-Lymphozyten
zeigt. Eine IL-4-Produktion durch CD4-Zellen war hingegen nicht nachweisbar (Grafik
3.10).

Das Zytokinmuster der late Responder zeigt eine signifikant starkere IFN-y-Antwort
der CD8-T-Lymphozyten als der CD4-T-Lymphozyten, wobei die HCV-Pseudotypen
zu einer starkeren Aktivierung der CD4-Lymphozyten zu fihren scheinen als NS3
(Grafik 3.11).
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Grafik 3.8: Vergleich der CD8 IFN-y-T-Lymphozyten nach NS3- und HCVpp-Stimulation

von Blutproben, die den Patienten wahrend der Therapie entnommen wurden. In der

linken Grafik sind die Ergebnisse nach NS3-Stimulation, in der rechten Grafik nach HCVpp-

Stimulation dargestellt. Initiale Responder und die Patientengruppe der Nonresponder

unterscheiden sich in den Stimulationsergebnissen der CD8 IFN-y-Lymphozyten signifikant

von den late Respondern (nach NS3-Stimulation: initiale Responder versus late Responder p

= 0,02; Nonresponder versus late Responder p = 0,01; nach HCVpp-Stimulation: initiale

Responder versus late Responder p = 0,02; Nonresponder versus late Responder p = 0,05).

=
o

I=]
w
=]

|

0,60 —

o
.
o

|

% CD4+ IFNgamma+ Lymphozyten nach NS3 Stimulation
0
[=]
|

——

o
[=]
=]

|
intiale Responder
(n=6)

1
late Responder
(n=4)

I
Monresponder
(n=8)

-
=
a

o
m
=]

1

0,60 —

o
T
o

|

o
(5]
=]

|

% CD4+ IFNgamma+ Lymphozyten nach HCVpp Stimulation

=
[=]
(=]

—

*_

|
initiale Responder
(n=6)

I
late Responder
(n=2)

MNonresponder
(n=8)

Grafik 3.9: Auswertung der CD4 IFN-y-T-Lymphozyten nach NS3- und HCVpp-

Stimulation von Patientenproben, die wahrend der Therapie getestet wurden. Der

Vergleich der CD4 IFN-y-T-Lymphozyten nach NS3- oder HCVpp-Vollblutstimulation von

initialen und late Respondern zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede. Wie bei den

CD8 IFN-y-T-Zellen zeigen aber auch hier Patienten, die erst nach tber vier Wochen Therapie

auf die Behandlung ansprachen, eine starkere IFN-y-Antwort der CD4-Lymphozyten.
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Grafik 3.10: Auswertung der Zytokin-Antworten nach Stimulation von Proben initialer
Responder. Der Vergleich der CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y- und CD4 IL-4-T-Zellen zeigt eine
interessante Tendenz zu einer deutlichen IFN-y-Antwort der CD8-T-Lymphozyten und zu einer

nicht nachweisbaren IL-4-Produktion der CD4-T-Zellen.
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Grafik 3.11: Vergleich der CD8 und CD4 IFN-y-T-Lymphozyten bei late Respondern. Die
Gegenuberstellung der CD8 IFN-y- und CD4 IFN-y-T-Lymphozyten ergab einen signifikanten
Unterschied (p = 0,03) zwischen der IFN-y-Produktion hach NS3-Stimulation von CD8- und
CDA4-T-Lymphozyten sowie einen, obgleich nicht signifikanten Unterschied (p = 0,1) nach
Stimulation mit HCVpp.
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3.4 Messungen von Patientenproben, die vor Therapiebeginn
entnommen wurden

3.4.1 Vergleich der Patientengruppen

Im Gegensatz zu Messungen von Proben von Patienten, die zum Entnahmezeitpunkt
therapiert wurden, konnten bei Patientenproben vor Therapiebeginn keine statistisch
signifikanten Unterschiede der IFN-y-Werte der CDS8-Zellen gemessen werden.
Vollblutproben von Patienten, die initial auf die spatere Therapie ansprachen, zeigten
aber tendenziell hohere Werte der CD8-Lymphozyten als die zukUnftigen late
Responder oder Nonresponder. Generell lieRen sich, wie in Grafik 3.12 dargestellt,
hohe Werte an CD8 IFN-y-T-Lymphozyten messen, wahrend nur eine sehr geringe
oder gar keine IFN-y Produktion durch CD4-T-Zellen nach Pseudotypen-Stimulation
zu detektieren war. Dies ist besonders interessant im Vergleich zu Messungen von
Patienten unter Therapie, bei denen durchaus CD4 IFN-y-Werte detektierbar waren.
Die IL-4 Antworten der CD4-T-Zellen waren bei den Nonrespondern signifikant starker
als bei late Respondern (p = 0,02). Die Tendenz zu einer starken IL-4-Antwort der
CDA4-T-Zellen bei Nonrespondern bestatigt sich auch, wenn man diese mit
Ergebnissen aller nicht therapierten und ausgeheilten Patienten vergleicht (Grafik
3.13). Von initialen Respondern liegen in dieser Gruppe leider keine IL-4-Messungen

Vor.

3.4.2 Zytokinprofile innerhalb der Patientengruppen

Grafik 3.14 stellt die Ergebnisse der Patienten dar, die nach der Messung eine
Therapie begannen und initial auf die Therapie ansprachen. Die IFN-y-Antwort der
CD8-Zellen nach NS3-Stimulation war schwacher als nach HCVpp-Stimulation. Leider
liegt innerhalb dieser Gruppe nur ein Messwert von CD4 IL-4-T-Lymphozyten nach
Proteinstimulation vor (1.76% CD4 IL-4+).

In der Gruppe der late Responder konnten signifikant mehr CD8 IFN-y- als CD4 IFN-y
-T-Lymphozyten detektieren werden (p = 0,04). Die IL-4-Antwort der CD4-T-Zellen
nach Proteinstimulation war signifikant hoher als die IFN-y-Antwort sowohl der CD8-
als auch der CD4-T-Zellen (CD8 IFN-y versus CD4 IL-4 p = 0,05, CD4 IFN-y versus
CD4 IL-4 p < 0,01, Grafik 3.15). Mit den HCVpp war keine IL-4 Antwort der CD4-T-

Lymphozyten zu detektieren, was an den niedrigen Fallzahlen liegen kénnte.
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Grafik 3.12: Vergleich der Patienten, deren Lymphozytenstimulation vor Therapiebeginn

gemessen wurde. Bezlglich CD8 IFN-y-Zellen ergeben sich zwar zwischen initialen

Respondern und late Responder oder Patienten, die gar nicht auf die Therapie ansprachen
keine signifikanten Unterschiede. Es lieRen sich aber CD8 IFN-y-T-Lymphozyten messen

(linke Grafik), wahrend praktisch keine IFN-y-Produktion durch CD4-T-Zellen nach

Pseudotypen-Stimulation zu detektieren war (mittlere Grafik). Die IL-4-Antworten der CD4-T-

Zellen war bei den Nonrespondern signifikant starker als bei Patienten, die hach vier Wochen

PCR-negativ wurden (p = 0,02, rechte Grafik).

Grafik 3.13: Vergleich von Nonrespondern / Relapsern, nicht therapierten und
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ausgeheilten Patienten beziiglich der IL-4-Produktion nach HCVpp-Stimulation. Die

Gruppe der Nonresponse/Relapse zeigte eine wesentlich deutlichere Tendenz zu einer

starkeren IL-4-Antwort als die Gruppe der untherapierten und ausgeheilten Probanden.
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Grafik 3.14: Ergebnisse der CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y- und der CD4 IL-4-T-Lymphozyten
von initialen Respondern, die vor ihrer Therapie analysiert wurden. Auf eine NS3-
Stimulation war in dieser Patientengruppe nur eine geringe IFN-y-Antwort messbar, wahrend
héhere Werte an CD8 IFN-y-Lymphozyten nach einer Stimulation mit HCV-Pseudotypen zu

detektieren waren.
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Grafik 3.15: Vergleich der Zytokin-Antworten der late Responder. Nach NS3-Stimulation
waren signifikant mehr CD8 IFN-y-T-Lymphozyten als CD4 IFN-y zu detektieren (p = 0,04).
Die IL-4-Antwort der CD4-T-Zellen war signifikant héher als die IFN-y-Antwort sowohl der
CDS8- als auch der CD4-T-Zellen (CD8 IFN-y versus CD4 IL-4+ p = 0,05, CD4 IFN-y versus
CD4 IL-4+ p < 0,01). Die Zahl an CD8 IFN-y-T-Lymphozyten war auch nach Stimulation mit
HCVpp signifikant héher als die der CD4 IFN-y-T-Lymphozyten (p = 0,04). Eine IL-4-Antwort
der CD4-T-Lymphozyten war hier jedoch nicht zu detektieren.
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3.5 Lymphozytenstimulation von Blutproben von Patienten ohne
Ansprechen auf die Therapie

Bei der Stimulation von Proben der Nonresponder konnten, wie aus Grafik 3.16 zu
entnehmen ist, erhebliche IL-4-Werte der CD4-T-Zellen gemessen werden, im
Gegensatz zu niedrigen IFN-y-Werten der CD4- und CD8-T-Zellen. Dies bestatigen
auch die Vergleiche mit untherapierten und ausgeheilten Patienten, wie unter 3.4.1
dargestellt ist, in denen Nonresponder wesentlich hohere IL-4 Werte erreichen. Diese
Ergebnisse zeigen eine deutliche Tendenz zu einer Verschiebung zu einem Th2-Profil
der Lymphozyten bei Patienten, die nicht auf eine Therapie ansprechen.

Die CD8-Zellen zeigten eine starkere Aktivierung als die CD4 IFN-y-T-Lymphozyten,

wobei dieser Unterschied nicht signifikant ist.
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Grafik 3.16: Zytokinvergleich der Nonresponder nach NS3- und HCVpp-Stimulation. Es
konnten, im Gegensatz zu niedrigen IFN-y Werten der CD4- und CD8-T-Zellen, erhebliche IL-
4-Werte der CD4-T-Zellen gemessen werden. Die Zahl der CD4 IL-4-Zellen nach HCVpp-
Stimulation war signifikant hdher als die CD4 IFN-y-T-Lymphozyten (p = 0,045). Der
Unterschied zu CD8 IFN-y-Lymphozyten war nicht signifikant, ist aber ebenfalls sehr deutlich.
Die IFN-y-Werte der CD4-T-Lymphozyten waren geringer als die der CD8-T-Zellen, wobei
dieser Unterschied nicht signifikant ist. Auch die Differenzen nach NS3-Stimulation waren

nicht signifikant.
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3.6 Kasuistik einer akuten HCV-Infektion

3.6.1 Anamnese und Therapieverlauf

Im Verlauf dieser Arbeit ergab sich die interessante Moglichkeit der Untersuchung
zweier Blutproben einer Patientin mit einer akuten Hepatitis C-Infektion.

Bei der ersten Untersuchung am 27.07.2004 wurde die 66 Jahre alte Patientin mit
einer unklaren Hepatopathie und intermittierenden Bauchschmerzen vorstellig. Sie
gab an, Anfang des Jahres 5 Wochen in Sidafrika und Namibia verbracht zu haben.
Seitdem leide sie unter Fieber, Nachtschweil3 und Kraftlosigkeit. Bei der
Blutuntersuchung zeigten sich deutlich erhdhte Transaminasen-Werte. Eine bereits
am 19.07.2004 durchgefihrte PCR-Untersuchung zeigte eine Viruslast von > 700.000
IlU/ml, im ELISA am 22.07.2004 war sie allerdings anti-HCV negativ. Anti-HCV
Antikorper konnten erst ab dem 06.08.2004 nachgewiesen werden. Die Typisierung
ergab eine Infektion mit Genotyp 3a. Durch diesen Befund kam die behandelnde
Arztin zu dem Schluss, dass es sich hierbei um einen Fall einer akuten HCV-Infektion
handelte. Es wurde zunachst abgewartet, ob es zu einer Spontanremission kommt.
Am 06.09.2004 ergab die Untersuchung zwar eine leichte Senkung der Viruslast auf
267.000 1U/ml, nachdem diese aber am 18.10. 2004 auf > 700.000 1U/ml angestiegen
war, begann die Patientin mit einer Peginterferon-Therapie (100 pg/Woche s.c.). Im
Verlauf dieser Therapie sank die Viruslast bereits am 25.10.2004 auf 21.000 1U/ml, ab
dem 15.11.2004 war kein Virus mehr nachweisbar. Die Patientin blieb bis zur letzten
bekannten Untersuchung am 19.03.2007 PCR-negativ. Eine Ubersicht der

Untersuchungsergebnisse im zeitlichen Verlauf ist in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5: Ubersicht der Untersuchungsergebnisse einer Patientin mit akuter HCV-
Infektion Genotyp 3a. Nachdem die Patientin keine Spontanremission zeigte, wurde sie
unter Therapie mit Peginterferon innerhalb von 28 Tagen PCR-negativ (,+* kennzeichnet eine

Erhdéhung des Wertes tber Normwert).

Messparameter (Normwerte) 19.07.04 22.07.04 05.08.04 06.08.04 26.08.04 06.09.04 18.10.04 25.10.04 15.11.04 19.03.2007

GOT (< 32 U/l) 480+ 480+ 67+ 93+ 29 22
GPT (< 31 U/l) 426+ 426+ 122+ 119+ 46+ 21
GT (< 38 U/l) 630+ 630+ 269+ 190+ 159+ 85+
alkalische Phophatase (35-104 U/l) 111+ 111+ 49 42 39

quant. PCR 1U/ml > 700.000 > 700.000 267.000,00 > 700.000 21.000,00 negativ negativ

ELISA negativ! positiv

Lymphozyten-
stimulation

Lymphozyten-
stimulation

Therapiebeginn
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3.6.2 Lymphozytenstimulation zweier Blutproben

Von der oben beschriebenen Patientin konnten im Verlauf ihrer Behandlung zwei
Blutproben in der Lymphozytenstimulation gemessen werden. Die erste Blutprobe
stammte vom 26.08.2004 und damit vor dem Beginn der Therapie, die zweite Probe
wurde am 25.10.2004 gemessen, als die Patientin bereits ein Ansprechen auf die
Therapie zeigte. Von beiden Proben liegen leider nur Messergebnisse der IFN-y +
CD8- und CD4-T-Lymphozyten vor. Zu beiden Zeitpunkten waren die Antworten der
CD8-Lymphozyten sowohl nach NS3- als auch nach HCVpp-Stimulation &uf3erst
gering, wie dies in Tabelle 3.6 dargestellt ist. Eine IFN-y Antwort der CD4-Zellen war
nicht zu detektieren.

Tabelle 3.6: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Lymphozytenstimulation der Patientin
mit akuter HCV-Infektion. Messungen der IL-4- und IL-10-Antwort der CD4-Zellen liegen
nicht vor, die IFN-y Werte der CD8- Lymphozyten sind &uf3erst gering, eine IFN-y Antwort der

CD4-Lymphozyten war nicht zu detektieren.

% CD8+IFN+ % CD4+IFN+ % CDA+IL -4+ % CDA+IL-10+

NS3 HCVpp NS3 HCVpp NS3 HCVpp NS3 HCVpp
26.08.04 0.10 0.01 0.00 0.00 : - = 2
25.10.04 0.05 0.07 0.00 0.00




52 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Die Durchflusszytometrie zur Bestimmung HCV-spezifischer
Lymphozyten

Die Generierung und Erhaltung einer Immunitat gegen die meisten viralen Infektionen
bedarf einer komplexen Balance zwischen der humoralen und der zellularen
Immunantwort. Eine erfolgreiche Kontrolle einer Virusinfektion bendétigt die effektive
Zusammenarbeit verschiedener Komponenten des angeborenen und adaptiven
Immunsystems. Vielfach wird die Wirksamkeit der Immunantwort gegen virale
Antigene anhand der Antikérperantwort mittels Radioimmunoassay (RIA) oder
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. In den letzten Jahren stellte
sich jedoch mehr und mehr heraus, dass sowohl die CD4- als auch die CD8-T-
Lymphozytenantwort gegen eine Vakzine oder ein infektioses Pathogen eine
signifikante Rolle beim Schutz gegen virale Infektionen und Krankheiten spielen.
Folglich rickte die Quantifizierung dieser T-Zellantworten in den Fokus der
Untersuchungen zum Verstandnis der protektiven Immunantwort bei zahlreichen
infektiosen Erkrankungen.

T-Lymphozyten sind Teil des adaptiven Immunsystems und spielen eine essentielle
Rolle bei der Abwehr eindringender mikrobieller Pathogene. T-Helferzellen kénnen
Uber die Zytokinproduktion die Funktion und Differenzierung anderer Immunzell-
Populationen unterstlitzen, zytotoxische T-Zellen sind in der Lage infizierte Zellen zu
téten, regulatorische T-Zellen kontrollieren die Funktion anderer Immunzellen.

Die Zytokin-Durchflusszytometrie kombiniert die Vorteile einer Multiparameter-Analyse
der Durchflusszytometrie mit der funktionellen Uberprifung der Zytokinproduktion zur
Charakterisierung einer Antigen-spezifischen T-Zellantwort.

Mit der Zytokin-Durchflusszytometrie kann man die Antwort Antigen-spezifischer
Lymphozyten gegen Proteine, Viruslysat oder Peptide messen. Im Gegensatz zur

Analyse von spezifischen T-Zellen mittels MHC-Peptid-Oligomeren (Tetramere oder
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Pentamere), bei denen das Epitop sowie die MHC-Klasse bekannt sein muss, kann
man in der Zytokin-Durchflusszytometrie die Zytokinantwort von Zellen unbekannter
MHC-Klasse bestimmen. Zusatzlich zu den intrazellularen Zytokinen kdnnen
verschiedene Oberflachenmarker bestimmt werden. Diese wiederum ermdglichen die
Charakterisierung der einzelnen Zellpopulationen sowie die Analyse ihres
Differenzierungs- und Aktivierungsstatus.

Die Methode der Zytokin-Durchflusszytometrie beinhaltet grundsatzlich eine in vitro
Kurzzeit-Aktivierung der Lymphozyten von meist sechs Stunden mit Protein,
Peptidantigenen oder Mitogenen. Die Zugabe des Sekretionshemmers Brefeldin A
(BFA) fahrt zur Akkumulation der Zytokine in der Zelle. Bei Peptiden oder Mitogenen,
die nicht von antigenprasentierenden Zellen prozessiert werden missen, kann BFA
sofort zur Probe gegeben werden. Bei Proteinantigenen ist eine initiale Inkubationszeit
von ein bis zwei Stunden vor BFA-Zugabe notwendig, damit das Antigen optimal
prozessiert und prasentiert werden kann. Die gesamte Inkubationszeit ist relativ kurz,
um die Viabilitat der Zellen zu erhalten. So kdnnen akkurate Aussagen Uber den Antell
Antigen-spezifischer Zellen in peripheren mononuklearen Zellen oder in
Vollblutproben getroffen werden. Langere Inkubationszeiten beeinflussen
maoglicherweise die quantitative Aussage des Lymphozytenstimulationstests, da die
Ergebnisse durch unvorhersehbare proliferative und/oder apoptotische Prozesse
beeinflusst werden, die nach etwa 12 Stunden Stimulationszeit einsetzen [71].

Die Zytokin-Durchflusszytometrie ist eine sehr sensitive Methode, die eine breite
Spanne an Antworten detektieren und, im Gegensatz zur Tetramertechnologie,
zahlreiche Phanotypen erfassen kann. Dennoch gibt es Einschrankungen beziglich
der Komplexitat und der Zahl der zu bearbeitenden Proben. Da es sich um eine
Stimulation lebender Zellen handelt, die Zellen fixiert, permeabilisiert und zuletzt
gefarbt werden mussen, ist die Durchfihrung durchaus anspruchsvoll. Die Zahl der
Proben, die auf einmal bearbeitet werden kénnen, ist abhéngig von der Kapazitat des
Durchflusszytometers und kann eine Limitierung darstellen.

Mononukleare Zellen, die aus dem peripheren Blut isoliert werden, liefern nutzliche
Informationen Uber individuelle Zelltypen. Funktionelle Antworten dieser praparierten
Zellen reflektieren jedoch mdglicherweise nicht die physiologische in vivo-Antwort. Die
Isolation der mononuklearen Zellen mittels Gradienten, wie Ficoll-Hypaque, und die
Kultivierung in synthetischem Medium, welches meist fotales Kélberserum enthalt,
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fuhrt mit groBer Wabhrscheinlichkeit zu artefiziellen Effekten auf die
Leukozytenfunktion. Vollblut, das physiologische Level regulatorischer Zytokine
enthalt, entspricht mehr den in vivo Gegebenheiten und spiegelt deshalb eher
krankheitsbedingte Veranderungen zellularer und nicht-zellularer Komponenten wider
[60].

4.1.1 Die Immunabwehr gegen HCV

Die angeborene und die adaptive Immunantwort sind zu unterschiedlichen Anteilen in
den Verlauf einer Hepatitis C-Infektion involviert. Starke Interaktionen mit dem
angeborenen Immunsystem wurden in verschiedenen Studien demonstriert. So
induziert HCV in Schimpansen signifikant Typ I-Interferon, unabhangig vom Verlauf
der Erkrankung. Dies kdnnte eine exzessive Replikation des Virus im frihen Stadium
der Infektion einschranken. Die Herabregulierung des IFNa/B-Rezeptors und die
Blockade der IFN-Signalkaskade durch HCV-Proteine konnten zu einer
Viruspersistenz beitragen. In transfizierten Zelllinien wurde gezeigt, dass auch
naturliche Killerzellen in ihrer Funktion von HCV-Proteinen gehemmt werden.
Antikdrper werden von fast allen immunkompetenten Patienten gegen verschiedene
Virusproteine gebildet. Die humorale Immunantwort korreliert allerdings nicht mit

einem gunstigen Ausgang der Infektion [6].

4.1.1.1 Die frihe Immunantwort gegen HCV

Die frihesten Funktionen der angeborenen und adaptiven Immunantwort gegen HCV
sind im Menschen sehr schwer zu untersuchen, da Symptome in der Regel erst einige
Wochen nach der Infektion auftreten. Au3erdem finden initiale Abwehrmechanismen
in der Leber statt und lassen sich wahrscheinlich nur eingeschréankt in leichter
zuganglichen Geweben wie im Blut nachvollziehen.

RNA, die aus Leberproben von Schimpansen isoliert werden konnte, wurde mittels
Microarray analysiert. Gene der angeborenen Immunitat werden sehr schnell als
Antwort auf virale doppelstrdngige RNA induziert, die auch ein wesentliches Merkmal
der HCV-Replikation darstellt. Verschiedene Typ I-Interferon-induzierbare Gene und
Transkriptionsfaktoren, die mit der angeborenen Immunantwort assoziiert sind,
werden heraufreguliert. Die Expression dieser Gene wird in der Leber von
Schimpansen allerdings unabh&ngig vom Ausgang der Infektion beobachtet, weshalb

man annimmt, dass das HCV gegen diese Abwehrmechanismen relativ resistent ist.
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Dies konnte daran liegen, dass einige HCV-Proteine mit angeborenen
Abwehrmechanismen interferieren. Hierbei spielen das NS5A-Protein, das E2-Protein
sowie das NS3/4A-Holoenzym eine Rolle.

Auf der Seite der adaptiven Immunantwort werden IFN-y-Gene vor allem in der Leber
derjenigen Individuen exprimiert, die eine transiente Kontrolle der HCV-Replikation
zeigen. Die Expression dieser Gene ist typischerweise auf einige Wochen nach der
Infektion verschoben und trifft mit der Detektion von CD3-mRNA zusammen. Dies
lasst darauf schlieBen, dass T-Lymphozyten die Hauptquelle dieser antiviralen
Zytokine sind. DNA-Microarray-Analysen des Lebergewebes von Schimpansen
bestatigen die Verbindung zwischen der Expression solcher Gene, die mit der

adaptiven Immunantwort assoziiert sind, und dem gunstigen Ausgang der Infektion

[6].

4.1.1.2 Die zellvermittelte Immunantwort wahrend der akuten Infektion

CD4-T-Lymphozyten spielen bei der antiviralen Immunitat eine essentielle Rolle fur
die Entstehung und die Erhaltung einer zytotoxischen CD8-Lymphozytenantwort,
werden aber durch verschiedene persistierende RNA-Viren inaktiviert. Eine solche
Inaktivierung kdnnte auch Strategie des HCV sein. In der Leber von Schimpansen, die
die Virusreplikation transient oder dauerhaft kontrollieren konnten, wurden CDA4-
Helferzellen gefunden, die HCV-Proteine erkannten. Dies war jedoch nicht der Fall bei
solchen Tieren, die einer Infektion nicht entgegensteuern konnten [6,72]. Die CDA4-
Antwort in der Leber konnte beim Menschen bisher nicht charakterisiert werden.

Die Effektivitdt der CD4-Zellen hangt sowohl von der Zahl der erkannten Epitope ab,
als auch von der Erkennung dominanter Epitope. Ein dominantes Target der T-
Helferzellen ist das NS3-Protein, wobei neuere Studien belegen, dass bei
selbstlimitierenden Infektionen die CD4-T-Zellen die meisten HCV-Proteine erkennen
[6,72-76].

Die CD8-T-Zellen sind ein Schlisselfaktor bei der Bestimmung des Verlaufs einer
HCV-Infektion sowohl beim Menschen als auch beim Schimpansen, da zwischen dem
Auftreten von CD8-T-Zellen im peripheren Blut und in der Leber und der Kontrolle
einer Viramie ein zeitlicher Zusammenhang besteht.

Wie in Studien mit Schimpansen gezeigt werden konnte, migrieren HCV-spezifische

CD8-T-Lymphozyten wéhrend einer akuten Infektion in die Leber und kénnen zur



56 Diskussion

Virusbeseitigung beitragen. CD8-T-Zellen aus der Leber von Schimpansen sind
zytotoxisch aktiv und produzieren nach Stimulation mit HCV-Antigenen IFN-y [77,78].
Das Auftreten solcher Zellen in der Leber einige Wochen nach Infektion war zeitlich
mit einem starken Anstieg der Transaminasen und der transienten Beseitigung von
HCV-RNA aus dem Plasma assoziiert. Alle Tiere, die keine CD8-T-Zellantwort
aufwiesen, entwickelten eine persistierende Infektion.

Auch im Blut expandieren HCV-spezifische CD8-Lymphozyten wahrend einer akuten
Infektion, die Uberwunden werden kann. Interessanterweise scheinen CD8-Zellen
wahrend der frilhen Phase der Infektion in ihrer Funktion beeintrachtigt zu sein, wie
mittels Analyse der IFN-y-Produktion nach ex vivo Antigenstimulation nachgewiesen
wurde [75,76]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei Schimpansen gemacht, was
darauf schlieRen lasst, dass eine verspéatete Effektorfunktion ein bestandiges Merkmal
einer akuten HCV-Primarinfektion ist, auch wenn das Virus tiberwunden werden kann.
Hierbei konnte eine temporare virus-induzierte Anergie eine Rolle spielen. Eine solche
verzogerte Effektorfunktion trat nicht bei Schimpansen auf, bei denen Memory-T-
Zellen auf eine zweite Infektion antworteten [79].

Obwohl ein direkter Zusammenhang zwischen CD8-T-Lymphozyten und der
Beseitigung einer HCV-Infektion besteht, weil3 man wenig dartber, wie die T-Zellen
das Virus aus infizierten Hepatozyten beseitigen. Es ist bemerkenswert, das HCV sich
normalerweise wochenlang in der Leber repliziert, ohne Symptome zu verursachen,
bevor es gleichzeitig zu einem Anstieg der Transaminasen und dem Auftreten
zytotoxischer CD8-T-Lymphozyten kommt. Hieraus interpretiert man, dass die
zytotoxischen T-Lymphozyten sowohl eine Schadigung der Leber verursachen als
auch die Kontrolle des Virus bedingen. Trotzdem kommt es teilweise zu Ausheilungen
ohne biochemische Anzeichen einer Leberschadigung. Dies kdnnte auf eine nicht-
zytolytische Kontrolle der infizierten Hepatozyten zurlckzufiihren sein. Ein
Mechanismus involviert mdglicherweise IFN-y, denn dieses wird Dbei
Spontanausheilungen in der Leber exprimiert und es hemmt die Replikation
subgenomischer HCV-Replicons in Zellkultur [6].
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4.1.1.3 Die zellvermittelte Immunantwort bei einer chronischen Infektion

Der Ubergang einer akuten zur chronischen Hepatitis C-Infektion ist mit dem Verlust
HCV-spezifischer CD4-Lymphozyten verbunden, die auch nicht mehr wiederzukehren
scheinen. Auch die CD8-T-Zell-Aktivitat scheint beeintrachtigt zu sein.

Eine antivirale Behandlung mit IFN-a und Ribavirin fuhrt bei 40-70% chronisch
infizierter Patienten zur Viruskontrolle, abhé&ngig vom Genotyp des Virus. Es ist noch
nicht bekannt, ob eine antivirale Therapie eine de novo T-Zell-Antwort unterstitzt,
oder ob sie die Wiederherstellung bereits geprimter, aber funktionell beeintrachtigter

Zellen ermdglicht [6].

Die Untersuchung der Funktion der CD4- und CD8-Lymphozyten in der akuten Phase
einer HCV-Infektion stellt sich beim Menschen als dufRerst schwierig dar, da in den
meisten Fallen die Erkrankung in diesem Stadium nicht erkannt wird.

In der Klinischen Praxis ware es von grof3er Bedeutung, wenn es nach der
Diagnosestellung einer HCV-Infektion fur Therapieverlauf und —erfolg prognostische
Anhaltspunkte géabe. Die antivirale Therapie mit Interferon-a und Ribavirin kénnte
individueller auf den Patienten abgestimmt werden. Ware es anhand immunologischer
Parameter moglich festzustellen, dass der Patient auf die Therapie nicht anspricht,
konnte die mit starken Nebenwirkungen verbundene Therapie neu tUberdacht werden.
Um ein routinemaliges Screening von Patientenproben bezlglich einer
Lymphozytenantwort gegen das Hepatitis C-Virus zu ermoglichen, wurde in dieser
Arbeit ein Kurzzeit-Lymphozytenstimulationstest unter Verwendung von Heptitis-C-

Pseudotypen etabliert.
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4.1.2 Optimierung der Methode fur die Messung HCV-spezifischer Lymphozyten
Die in dieser Arbeit angewandte Methode basiert auf Protokollen, wie sie von
zahlreichen Arbeitsgruppen zum Nachweis einer spezifischen Lymphozytenantwort
gegen verschiedenste Antigene (CMV, VZV, HIV) verwendet werden [60,71,80-82],
sowie auf dem Protokoll eines kommerziell erhaltlichen Test-Kits zur intrazellularen
Zytokinmessung (Fastimmune Intracellular Cytokine Detection Kits, BD Biosciences)
[52-54]. Der Einsatz eines Kits erméglicht die Standardisierung des Tests und somit
den Einsatz in der Routinediagnostik, die zahlreichen Qualitatskriterien unterliegt (z.B.
Akkreditierung).

Zur Optimierung dieses Testprotokolls fur die Messung HCV-spezifischer
Lymphozyten wurden verschiedene Parameter Uberprift und variiert. Fir den
Zeitpunkt der BFA-Zugabe lieR3en sich in den Versuchsansatzen sieben verschiedener
Blutproben keine eindeutigen Tendenzen erkennen. Deshalb wurde fur die
Durchfihrung des Tests eine Stunde Vorinkubation vor BFA-Zugabe festgelegt. Dies
basiert vor allem auf Protokollen anderer Arbeitsgruppen [49,50,62,64,65] und den
Empfehlungen von BD Biosciences fir das Fastimmune Intracellular Cytokine
Detection Kit [52,53].

Da das Hepatitis C-Virus nur sehr ineffizient in Zellkultur repliziert, gibt es
verschiedene Surrogatmodelle, um das Virus und seine Pathogenese genauer zu
untersuchen. Vielfach werden verschiedene rekombinante HCV-Proteine eingesetzt,
um die Lymphozytenfunktion zu Uberprifen. Allerdings ist unklar, inwieweit solche
Antigene in vivo tatsachlich den T-Zellen prasentiert werden. Als neues
Stimulationsmodell wurden in dieser Arbeit HCV-Pseudotypen untersucht. Die
infektibsen Pseudotypen bestehen aus lentiviralen Core-Partikeln, die auf ihrer
Oberflache nicht modifizierte E1- und E2-Hullglykoproteine des Hepatitis C-Virus
tragen und so die Funktion nativer HCV-Partikel imitieren. Die Idee war, dass diese
HCVpp mdglicherweise mehr der in vivo Situation entsprechen als rekombinante
virale Proteine. So konnte eine deutlichere und gut interpretierbare
Stimulationsantwort der Lymphozyten erzielt werden. Um die Qualitdt und Effektivitat
der Stimulation mit den HCV-Pseudotypen zu Uberpriufen, sollten die Ergebnisse der

HCVpp-Stimulation mit denen einer Proteinstimulation verglichen werden.
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Aus Vergleichsanséatzen von sieben Blutproben von HCV-infizierten Patienten mit den
HCV-Proteinen NS3 und Core wurde ein Protein fir die weiteren Versuche
ausgewahlt.

NS3 ist, neben dem Core-Protein, das am starksten konservierte Antigen und deshalb
moglicherweise gut geeignet, um eine Immunantwort gegen verschiedene
Virusvarianten zu detektieren [83]. Es wurde unter anderem nachgewiesen, dass eine
starke NS3-spezifische Antwort der T-Helferzellen bei Patienten, die eine Behandlung
mit IFN-a erhalten, mit der Virusbeseitigung assoziiert ist [66]. Auch Patienten, die
eine HCV-Infektion in der akuten Phase spontan tberwunden haben, zeigten eine
signifikante Proliferationsantwort der T-Zellen gegen HCV-NS3 [84], NS3-spezifische
zytotoxische T-Lymphozyten wurden in Zusammenhang mit einer Ausheilung der
Infektion beschrieben [67]. Da aus den vergleichenden Versuchen nicht eindeutig zu
entnehmen war, welches Protein am besten fur den Lymphozytenstimulationstest
geeignet ist, d.h. welches die deutlicheren Antworten stimuliert, wurde NS3 aus den
oben genannten Grinden fur alle weiteren Versuche eingesetzt.

Zum Einsatz der HCV-Pseudotypen in der Lymphozytenstimulation wurden diese
zunachst titriert, um bestmaogliche Antworten zu erhalten. Die HCVpp wurden nach
ithrer Anzucht in Zellkultur ultrazentrifugiert, wodurch eine Konzentration von
10.000 TU/ml erreicht werden konnte. Allerdings muss man davon ausgehen, dass die
.rransducing Units* (TU) nicht mit der realen Menge der in der Suspension
enthaltenen Viruspartikel tGbereinstimmen. Sie reflektieren die Menge an infektiosen
Viruspartikeln. Es sind wahrscheinlich jedoch mehr - ,defekte” - Viruspartikel in der
Suspension enthalten. Fir die weiteren Stimulationsansatze wurden nach den
Titrationsversuchen 400 TU/ml HCVpp eingesetzt.

Um die Spezifitat der Stimulation und damit die Spezifitat der Lymphozytenantworten
zu Uberprifen, wurden fur die verwendeten Antigene (HCVpp und NS3) jeweils
entsprechende Kontrollantigene zur Stimulation der Patientenproben eingesetzt. Als
Kontrolle der HCVpp wurden Pseudotypen von VSV verwendet. Das vesikulare
Stomatitis-Virus (VSV) ist der Erreger einer hochkontagiosen, fieberhaften Erkrankung
bei Pferden, Maultieren und Rindern, seltener beim Schwein. Der Krankheitsverlauf ist
meist gutartig, das Auftreten ist anzeigepflichtig. Die Ubertragung von VSV vom Tier
auf den Menschen erfolgt durch Kontakt tierischen Speichels eines infizierten Tieres
mit der menschlichen Schleimhaut oder einer Wunde, der Infektionsverlauf &hnelt
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einer Influenzainfektion. Solche Falle sind aber relativ selten, da die Infektigsitat von
VSV fur den Menschen gering ist. Deshalb eignen sich die VSVpp sehr gut als
Kontrolle fur die HCV-Pseudotypen, da eine spezifische Reaktivitdt der Patienten
gegen VSV in der Regel nicht zu erwarten ist [85].

Das rekombinante NS3-Protein ist vom Hersteller in einem Puffer gel6st, der Tris,
Glycin sowie SDS enthalt. Dieser Puffer wurde als Kontrolle fur die NS3-Stimulation
eingesetzt, um unspezifische Stimulationseffekte durch eine der enthaltenen

Komponenten ausschlie3en zu kénnen.

Vor allem far CD8 IFN-y-Lymphozyten konnten HCV-spezifische
Stimulationsantworten gemessen werden. Beim Vergleich der CD8 IFN-y-
Lymphozyten der HCV-Protein-stimulierten Proben mit den unstimulierten Kontrollen
oder der HCVpp-stimulierten Proben mit den VSVpp-stimulierten Proben
unterschieden sich diese jeweils signifikant (p < 0,01). Dagegen war die Detektion
einer Antigen-spezifischen Zytokinproduktion nicht fur alle CD4-Messungen mdglich,
was sich in sehr geringen oder nicht messbaren CD4-Antworten widerspiegelte. Dabei
konnten die deutlichsten Stimulationsergebnisse innerhalb der CD4 IL-4-Lymphozyten
detektiert werden (bis zu 84,8% CD4 IL-4-produzierende Zellen), gefolgt von den CD4
IL-10-Lymphozyten. In der statistischen Analyse aller Messungen der CD4 IL-4- und
der CD4 IL-10-Lymphozyten ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Antigen- und der Kontrollstimulation. Die Analyse der CD4 IFN-y-Lymphozyten ergab
insgesamt sehr niedrige oder nicht messbare Stimulationsergebnisse. Die Antworten
auf HCVpp waren dabei jedoch signifikant hoéher als die VSVpp-Kontrolle
(p < 0,01), wahrend das HCV-Protein keine signifikant hoheren Antworten als die
Kontrolle stimulieren konnte.

Diese nicht-signifikanten  Unterschiede  zwischen  Antigenstimulation und
Kontrollstimulation betreffen die statistische Signifikanz bezogen auf das gesamte
Patientenkollektiv. FUr die einzelne Blutprobe bedeutet dies jedoch, dass bei manchen
Patienten auch hier durchaus spezifische Antworten messbar waren.

In allen Messungen zeigten die unstimulierten Kontrollen keinen Unterschied zu den

VSVpp-stimulierten Proben.

Die Spezifitdt der Stimulationsantworten wurde auch durch die Auswertung der

gesunden, anti-HCV negativen Kontrollprobanden belegt. Diese zeigten nur &uf3erst
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geringe Stimulationsantworten, durchschnittlich 0,01-0,04% fir die Messungen CD8
IFN-y-, CD4 IFN-y- und CD4 IL-10-Lymphozyten, sowie 0,44% und 1,13% CD4 IL-4-
Lymphozyten. Diese Antworten sind signifikant niedriger als die Stimulationsresultate
HCV-infizierter Patienten und belegen somit die Spezifitdt der Lymphozytenantworten
bezuglich der verwendeten Antigene. Nicht signifikant unterschieden sich hierbei die
Ergebnisse der CD4 IFN-y-T-Zellen, die auch bei den Patienten im Durchschnitt eine
kaum nachweisbare HCV-spezifische Stimulation aufwiesen. Auch die Auswertung
der CD4 IL-10 Messungen nach HCVpp-Stimulation ergaben keine statistische
Signifikanz, zeigten jedoch die Tendenz zu einer deutlicheren Antwort der Patienten

im Vergleich zu den Kontrollprobanden.

Grundsatzlich sind die Stimulationsergebnisse der HCV-positiven Proben jedoch sehr
niedrig. Mit Ausnahme der CD4 IL-4-Lymphozytenstimulationen wurde selten Werte
Uber 1% Zytokin-sezernierende Zellen erreicht. Dies verdeutlicht die Schwierigkeit des
Nachweises HCV-spezifischer Lymphozyten. Bei anderen viralen Antigenen, wie z.B.

HCMV (humanes Cytomegalievirus), kdnnen deutlich hdhere Resultate erzielt werden.

4.1.3 Einsatzmaoglichkeiten der HCVpp als Stimulationsantigen

Normalerweise werden Peptide, Peptidmischungen oder komplexere Molekulle (z.B.
Proteine oder Proteinmischungen) verwendet, um die T-Zellfunktion in vitro zu
analysieren. Alternativ werden MHC-Molekil-Multimere verwendet, an die ein
entsprechendes Peptid gekoppelt ist [44].

Da eine effektive Anzucht von HCV in Zellkultur bis heute nicht mdglich ist, werden
gentechnologische Verfahren angewendet, um HCV-Antigene herzustellen. Diese
Methoden sind jedoch sehr arbeits-, zeit- und kostenintensiv und kdnnen demnach
kaum in einer klinischen Routinediagnostik eingesetzt werden. Das Hepatitis C-Virus
ist zwar nicht in der Lage Zellkulturen produktiv zu infizieren, aber die Hulle vermittelt
die Virusadsorption und -penetration in die Zelle. Die Vermehrung scheint in einem
spateren Stadium der Replikation abgebrochen zu werden. Ein Surrogatsystem zur
Untersuchung von HCV sind deshalb in Zellkultur vermehrungsféahige Retroviren, die
an ihrer Oberflache Hullantigene von HCV tragen, die Glycoproteine E1 und E2.

Die HCV-Glycoproteine E1 und E2 werden wahrend der Virusreplikation durch eine
Peptidase aus dem  HCV-Polyprotein abgespalten. Sie sind  Typ-I-



62 Diskussion

Transmembranproteine mit einer grof3en N-terminalen Ectodoméne und einer C-
terminalen Transmembrandomane. Diese lagern sich zu nicht-kovalenten
Heterodimeren zusammen. Die Ectodomanen der HCV-Hdllproteine E1 und E2 sind
durch N-gekoppelte Glykane modifiziert. Tatsachlich besitzen E1 und E2 sechs bis elf
potentielle Glycolisierungsstellen, die meisten von ihnen sind hoch konserviert. Einige
dieser Glykane spielen eine Rolle bei der HCV-Glycoprotein-Faltung und dem
Viruseintritt. Da sie fur die Infektion von essentieller Bedeutung sind, stellen die
Hullglycoproteine ein geeignetes Target fur die Entwicklung antiviral wirksamer
Molekule dar, die den Viruseintritt verhindern kénnen.

Im E2-Hullglycoprotein wurden hypervariable Regionen (HVR) identifiziert. Die ersten
27 Aminosauren der E2-Ectodoméne bilden die HVRL1. Die deutliche Variabilitat dieser
Region wird wohl durch Antikérperselektion von neuen Virusvarianten verursacht.
Funktionell scheint diese Region am Viruseintritt beteiligt zu sein. Aber abgesehen
von der hohen Sequenzvariabilitdt scheinen die physiko-chemischen Eigenschaften
sowie die Konformation der HVR1 zwischen den verschiedenen Genotypen
konserviert zu sein. Eine weitere hypervariable Region wurde fiir E2 beschrieben,
HVR2. Von dieser nimmt man an, dass sie die Rezeptorbindung von E2 moduliert.

Die beiden Hullglycoproteine, E1 und E2, sind entscheidend fir den HCV-
Lebenszyklus. Sie sind essentiell fir den Viruseintritt und sie sind am Zusammenbau
der infektibsen Partikel beteiligt. Das E1-E2-Heterodimer spielt offensichtlich als
Ligand fur zellulare Rezeptoren eine Rolle. Eine l6sliche Form des Hullglycoproteins
E2 kann beispielsweise an CD81 auf der Oberflache von Naturlichen Killerzellen (NK-
Zellen) binden. Diese Interaktion inhibiert die Zytotoxizitat und die Zytokinproduktion
dieser Zellen. Die Bindung von loslichem E2 an CD81 kann aul3erdem ein co-
stimulatorisches Signal fur T-Lymphozyten sein und es aktiviert B-Lymphozyten. Es
muss jedoch noch untersucht werden, ob das E2-Glycoprotein auch im Kontext
nativer Viruspartikel die gleichen Effekte und Funktionen erfullt [86].

Zudem sind E1 und E2, durch ihre exponierte Lage an der Oberflache des Virions,
Targets fur neutralisierende Antikdrper. Die Entwicklung von retroviralen Pseudotypen
mit unmodifizierten HCV E1- und E2-Hillproteinen hat Analysen HCV-
neutralisierender Antikorper ermdglicht [51,87]. Die Mehrzahl der chronisch infizierten
Patienten scheint kreuzreaktive neutralisierende Antikorper (nAK) zu besitzen.

Dagegen wurden in einigen Fallen einer akuten Gberwundenen Infektion keine nAK
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gefunden und in akut infizierten Patienten scheinen sie nicht mit der Virusbeseitigung
assoziiert zu sein [86].

In dieser Arbeit wurden nun HCVpp eingesetzt, um die spezifische T-Zellantwort in
chronisch infizierten Patienten zu untersuchen. Um die Qualitat und Effektivitat der
Stimulation mit den HCV-Pseudotypen zu Uberprifen, wurden die Ergebnisse der
HCVpp-Stimulation und die der HCV-Proteinstimulation miteinander verglichen.

Bei allen Messungen ergaben sich ahnliche Ergebnisse nach Protein- oder HCVpp-
Stimulation. Die Ergebnisse der CD4 IFN-y —Lymphozyten aber waren nach HCVpp-
Stimulation im Vergleich zur HCV-Protein-Stimulation signifikant héher (p = 0,028).
Dies ist sehr interessant fur weitere Studien, da gerade die CD4-Antwort in HCV-
infizierten Patienten sehr schwierig zu messen ist.

Da die HCVpp an ihrer Oberflache die Hullantigene E1 und E2 vom Genotyp 1 tragen,
stellt sich die Frage, ob dies einen Einfluss auf die T-Zellstimulation bei solchen
Patienten hat, die mit einem anderen HCV-Genotypen infiziert sind. Die in dieser
Arbeit getesteten Blutproben stammen von Patienten, die mit unterschiedlichen HCV-
Subtypen infiziert sind oder waren, sowohl Genotyp-l1a/b als auch Genotyp-2, -3 und -
4. Aber auch die verwendeten HCV-spezifischen Proteine NS3 und Core sind
rekombinante Proteine vom HCV-Genotyp 1b.

Bei der Uberprufung der Messungen von CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y-, CD4 IL-10- und
CD4 IL-4-Lymphozyten von Patienten, die mit Genotyp-1 infiziert sind oder solchen,
die eine Infektion mit Genotyp-2, -3 oder -4 haben, lie3en sich keine Unterschiede in
den Stimulationsantworten nachweisen. Dies bedeutet, dass der Genotyp des
Stimulationsantigens zu keiner Beeinflussung der Antwort von Patientenproben zu
fuhren scheint, die eine Infektion mit einem anderen HCV-Genotyp aufweisen.

Auch bei gesunden Kontrollprobanden fuhrten die HCV-Pseudotypen zu keinen
unspezifischen Stimulationsergebnissen. Ob die leicht erhdhten Durchschnittswerte
innerhalb der CD4 IL-4-Messungen (durchschnittlich 0,01-0,04% fur die Messungen
CD8 IFN-y-, CD4 IFN-y- und CD4 IL-10-Lymphozyten, 1,13% CD4 IL-4-Lymphozyten)
auf der Verwendung von Pseudotypen beruhen oder lediglich auf die generelle
Grundproduktion von IL-4 unter diesen Kulturbedingungen zurtickzufiihren sind, bleibt
in weiteren Studien zu evaluieren. Allerdings unterschieden sich auch hier die
Ergebnisse der gesunden Kontrollprobanden signifikant von denen der getesteten
Patientenproben, was die Spezifitat der Ergebnisse unterstreicht.
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4.2 Auswertung des Patientenkollektivs

Die CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten sind flr die Beseitigung Virus-infizierter
Zellen oder anderer intrazellularer Pathogene sowie maligner Zellen zustandig. CD4-
Zellen haben vor allem eine regulative Aufgabe und werden demnach auch als T-
Helferzellen (Th) bezeichnet. Mosmann und Coffman fanden heraus, dass die Th-
Zellen aus zwei funktionellen Untergruppen bestehen, den Thl- und Th2-Zellen, die
die Immunantwort regulieren [88,89]. Heute besteht der Konsensus, dass naive Th-
Zellen nach der Aktivierung zu Thl oder Th2 ausdifferenzieren. Thl-Zellen
produzieren pro-inflammatorische Zytokine, wie beispielsweise IFN-y, und vermitteln
die zellulare Immunitat. Im Gegensatz hierzu produzieren die Effektor-Th2-Zellen
Zytokine wie Interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-9, IL-10. Diese beeinflussen die humorale
Immunantwort. Obwohl es vermutlich weitere Th-Untergruppen gibt, die das
Immunsystem beeinflussen, scheint die primare Funktion der Th-Zellen die negative
Regulation der Immunantwort zu sein [90].

Verschiedene infektiose Antigene fliihren zu einer Thl- oder Th2-Aktivierung. Viren
induzieren meist eine Thl-Antwort, Thl-Zytokine spielen bei der antiviralen
Verteidigung Uber die Aktivierung von T-Zellen und Phagozyten eine entscheidende
Rolle [91]. Uber den Einfluss der Zytokine auf den Verlauf einer HCV-Infektion ist noch
nicht sehr viel bekannt. Zurzeit wird in Bezug auf Hepatitis C kontrovers diskutiert, ob
eine Verschiebung von Thl zu Th2 eine kritische Determinante fur die Entwicklung
einer chronischen Infektion darstellt [64,66,68,91-94].

Die Zytokin-Durchflusszytometrie ist vor allem besonders gut geeignet, um eine Th1l-
oder Th2-gerichtete Lymphozytenantwort bei einer Infektion oder Erkrankung zu
charakterisieren. In dieser Arbeit wurden 73 HCV-infizierte Patienten beztglich ihrer
CD8-, CD4-Th1l- und CD4-Th2-Antwort analysiert. Von den meisten Patienten konnte
nur eine Blutprobe wahrend oder vor der Therapie, oder vor bzw. nach ihrer
(spontanen) Ausheilung gemessen werden. Generell war die Beurteilung der
Messergebnisse schwierig, da kein definiertes Patientenkollektiv zur Verfigung stand
und die Antworten in hohem Male variierten. Um eine Auswertung der
Stimulationsergebnisse zu ermdglichen, wurden deshalb die Patienten in Gruppen mit

gemeinsamen Merkmalen zusammengefasst. Zum einen wurden Patienten
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untersucht, die zum Zeitpunkt der Messung eine antivirale Therapie erhielten. Zum
anderen wurden Patienten, die zum Zeitpunkt der Messung der Probe nicht therapiert
wurden, in PCR-positive und PCR-negative unterteilt. Gesondert wurden hier
aulBerdem solche betrachtet, die eine Therapie nach dem Messzeitpunkt begannen,
um prospektive Daten zu erhalten. Aul3erdem wurden zur Test-Validierung Daten von
Patienten ausgewertet, deren Krankheits- und Therapieverlauf im Laufe dieser Arbeit
nicht weiter verfolgt werden konnte.

Bei der Analyse der Stimulationsergebnisse von Patienten, die eine
Kombinationstherapie aus INF-a und Ribavirin erhielten, zeigte sich eine deutliche
Tendenz einer signifikant hoheren IFN-y-Antwort der CD8-Lymphozyten der late
Responder im Vergleich zu den initialen Repondern oder Patienten, die das Virus
nicht beseitigen konnten. Die IFN-y-Antwort der CD4-T-Zellen zeigte das gleiche
Muster.

Initiale Responder zeigten in ihren Stimulationsantworten die Tendenz zu einer
nachweisbaren IFN-y Produktion, sowohl der CD4- als auch der CD8-Lymphozyten,
aber keine Antigen-spezifische Produktion von IL-4. Late Responder hatten eine
signifikant hohere IFN-y Produktion der CD8- gegenlber den CD4-Zellen, wobei die
HCV-Pseudotypen zu einer starkeren Aktivierung der CD4-Lymphozyten zu fuhren
scheinen als NS3. Eine etwas starkere Aktivierung der CD4 IFN-y-Lymphozyten durch

die HCVpp liel3 sich auch bei den initialen Respondern erkennen.

Die Auswertung der Stimulationsergebnisse von Patienten vor dem Beginn einer anti-
HCV-spezifischen Therapie ergab zwar keine signifikanten Unterschiede der CD8
IFN-y-Zellen zwischen Patienten mit einem initialen Ansprechen auf die spatere
Therapie, late Respondern oder Nonrespondern. Allerdings konnte generell eine IFN-
y-Produktion der CD8-Lymphozyten gemessen werden, kaum aber der CD4-T-Zellen.
Dies ist besonders interessant im Vergleich zu Messungen von Patienten unter
Therapie, bei denen CD4 IFN-y-Werte detektierbar waren.

Patienten, die initial auf die spatere Therapie ansprachen, zeigten tendenziell hdhere
Werte der CD8-Zellen als die zukinftigen late Responder oder Nonresponder. Bei late
Respondern war die IL-4-Antwort der CD4-Zellen nach NS3-Stimulation signifikant
hoher als die IFN-y-Ergebnisse der CD8- und der CD4-Lymphozyten. Dies konnte
durch die Stimulation mit den HCVpp nicht bestatigt werden, hier war keine IL-4-
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Produktion messbar. Aber sowohl nach Protein- als auch nach HCVpp-Stimulation
war die IFN-y-Ausschittung der CD8-Lymphozyten hoher als die der CD4-Zellen.

Die Gruppe der Nonresponder/Relapse zeigte eine deutliche Tendenz zu einer
starken IL-4-Antwort im Gegensatz zur Gruppe der untherapierten oder ausgeheilten
Probanden. Die IL-4-Werte waren auch im Vergleich mit late Respondern, die vor
einer Therapie gemessen wurden, signifikant erhdht. Die Nonresponder/Relapser
hatten hohe IL-4-Werte im Gegensatz zu niedrigen IFN-y-Werten, sowohl der CD8-
als auch der CD4-Zellen.

Die CD8-T-Zellen sind wichtig fur die Virusbeseitigung. Sie t6ten entweder direkt
infizierte Zellen oder wirken Uber nicht-zytotoxische Mechanismen, wie die Sekretion
antiviraler Zytokine (IFN-y). Die CD4-Lymphozyten verstarken tUber Thl-Zytokine die
Immunantwort, indem sie die Expression von HLA-Molekulen auf infizierten Zellen
erhéhen und damit die Prasentation von Antigenen fur Immunzellen. Aul3erdem
werden hierdurch CD8-Zellen aktiviert.

Sowohl bei den initialen als auch vor allem bei den late Respondern konnte wahrend
der Therapie eine Thl-Antwort der CD4-Zellen sowie eine IFN-y-Produktion der CD8-
Zellen nachgewiesen werden. Interessanterweise konnten bei spateren initialen und
late Respondern vor ihrer Therapie kaum CD4 IFN-y-Lymphozyten detektiert werden.
Auch die Nonresponder hatten eine kaum nachweisbare IFN-y-Produktion der CD4-
Zellen. Dies unterstreicht die Bedeutung der CD4-Zellen innerhalb der antiviralen
Immunantwort gegen HCV. CD4 T-Lymphozyten spielen bei der antiviralen
Immunantwort eine essentielle Rolle fur die Entstehung und die Erhaltung einer
zytotoxischen  CD8-Lymphozytenantwort, werden aber durch verschiedene
persistierende RNA-Viren inaktiviert. Eine solche Inaktivierung kénnte auch Strategie
des HCV sein. Verschiedene Studien haben bereits die enge Korrelation zwischen
einer polyklonalen, multispezifischen proliferativen CD4-T-Zellantwort und der
Beseitigung des Hepatitis C-Virus wahrend der akuten Infektion nachgewiesen [95-
97]. Tsai et al. [68] zeigten, dass es haufiger zu einer Virusbeseitigung kommt, wenn
periphere mononukledre Blutzellen ein Thl-Profil aufweisen als bei einem Th2-
Phanotypen. Der Ubergang einer akuten zur chronischen Hepatitis C-Infektion ist mit
dem Verlust HCV-spezifischer CD4- Lymphozyten verbunden, die nicht mehr

wiederzukehren scheinen. Auch wéahrend einer chronischen Infektion kdnnte eine
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starke Thl-Anwort mit einem besseren Krankheitsausgang und geringeren
entztindlichen Prozessen verbunden sein [97]. Moglicherweise fuhrt die Therapie zu
einer Reaktivierung oder Neuentstehung einer Thl-Antwort und somit zur
erfolgreichen Bekadmpfung der Infektion. Dies wirde die Detektion einer IFN-y-
Produktion durch CD4-Lymphozyten wahrend der Therapie und das Fehlen einer
solchen vor einer Therapie erklaren. Diese Unterschiede zeigen sich allerdings in
dieser Arbeit nur bei den late Respondern deutlich. Die initialen Responder lassen
sowohl vor der Therapie als auch wahrend einer solchen keine deutliche Th1-Antwort

erkennen.

Wahrend der Therapie zeigten in dieser Arbeit die late Responder eine signifikant
hohere IFN-y-Produktion der CD8-Zellen als der CD4-Zellen. Messungen vor der
Therapie ergaben dieses Bild bei den spateren initialen Respondern. Gegebenenfalls
ist die erhohte Menge IFN-y+ CD8-Zellen ein Zeichen fir die erfolgreiche Bekampfung
der Infektion. Patienten, die bereits vor der Therapie IFN-y-produzierende CD8-Zellen
haben, kénnten das Virus sehr schnell unter der Therapie beseitigen, late Responder
missen eine solche Antwort mdglicherweise erst wahrend der Therapie entwickeln.
Thimme et al. zeigten die Bedeutung IFN-y-produzierender CD8-Zellen bei
Untersuchungen von funf Personen, die sich durch Nadelstichverletzungen mit HCV
infizierten. Ein Proband, dessen CD8-Zellen kein IFN-y produzierten, hatte nur eine
geringe Abnahme der Virdmie und zeigte Anzeichen einer Leberzellschadigung.
Dagegen korrelierte bei den anderen Patienten das Auftreten von IFN-y+ CD8-Zellen
mit einem deutlichen Abfall des Virustiters. Die Bedeutung der CD8-Zellen wéhrend
der chronischen Infektion hingegen ist noch nicht vollstandig geklart. Trotz
vorhandener HCV-spezifischer CD8 zytotoxischer T-Zellen im peripheren Blut und in
der Leber kann das Virus persistieren. Dies zeigt sich auch in der vorliegenden Arbeit
an der hohen Zahl IFN-y-produzierender CD8-Zellen bei den Patienten, die erst in der
folgenden Therapie ein initiales Ansprechen zeigen. Diese Persistenz, trotz der
Anwesenheit zytotoxischer Zellen, weist darauf hin, dass eine Zelllyse durch
Lymphozyten allein nicht ausreicht, um das Virus zu beseitigen. Die Immunreaktion
dieser Zellen fuhrt zudem zu einer lang andauernden Entzindungsreaktion, die nach
einigen Jahren fur die Entwicklung einer Zirrhose und eines hepatozellularen
Karzinoms verantwortlich ist. Durch die zytotoxischen T-Zellen werden nicht nur

infizierte sondern auch nicht-infizierte Zellen getdtet, sogenannte Umgebungszellen
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(engl.: bystander cells, Zellen, die sich in der Nachbarschaft zu infizierten Zellen
befinden). Untersuchungen von Gremion et al. belegten, dass 0,8%-1,5% HCV-
antigenprasentierende Zellen gentigen, um die Lyse von 10%-29% Umgebungszellen
zu verursachen [97]. Diese Zerstérung von nicht infizierten Zellen wahrend der
chronischen Infektion erklart moglicherweise das Ausmald der Leberzerstérung, trotz
der niedrigen Zahl HCV-infizierter Zellen und wenigen HCV-spezifischen CD8-Zellen
in der Leber. Willberg et al. vertreten die Theorie, dass die Prasentation von HCV-
Antigenen in der Leber die T-Zelldysfunktion und die virale Persistenz férdert,
wahrend die Prasentation in lymphatischen Organen eine effektive T-Zellantwort und
die Kontrolle der Viramie unterstiutzt [98,99]. Bei der chronischen Infektion Uberwiegt
die Attenuierung der T-Zellantwort, wahrend bei einer tUberwundenen Infektion die
Aktivierung in den lymphatischen Organen dominiert. Dieses Muster ist sowohl bei
Hepatitis B als auch bei Hepatitis C zu beobachten, was sie deutlich von anderen
Viren wie EBV, CMV und HIV unterscheidet, wo sehr starke zellulare Immunantworten
induziert werden. Diese Theorie wirde erklaren, warum trotz einer schwachen T-
Zellantwort die intrahepatische Inflammation persistiert. T-Zellen, die tGber das Blut in
die Leber gelangen, erhalten dort Signale, die zu deren Tod oder Funktionsverlust
fuhren [100]. Dies kdnnte auch, trotz intakter Zellbildung, der Grund fur die geringe
Zahl an HCV-spezifischen T-Zellen sein. Wird dieses Gleichgewicht beispielsweise
durch eine Therapie verandert, kénnte das zur Reduktion des intrahepatischen

Zelltodes und somit zu einer Wiederherstellung der Immunantwort fihren.

Vor der Therapie konnte in dieser Arbeit bei den spateren late Respondern eine grol3e
Zahl IL-4-produzierender CD4-Zellen gemessen werden. Warum dies nur nach HCV-
Proteinstimulation und nicht nach HCVpp-Stimulation zu messen war, bleibt zu
evaluieren. Es konnte aber an den geringen Fallzahlen liegen. Auch bei Patienten mit
einem Nonresponse oder Relapse war eine deutliche IL-4-Antwort zu messen. Diese
Verschiebung hin zu einer Th2-Immunantwort konnte ein Indikator fir eine nicht
ausreichende bzw. nicht erfolgreiche Immunantwort gegen HCV sein. Offensichtlich
gelingt aber dennoch unter Therapie einigen Patienten die Uberwindung der Infektion.
Vor dem Therapiebeginn zeigten spatere late Responder eine Th2-Verschiebung.
Patienten, die unter Therapie gemessen wurden, zeigten bei einem frihen
Ansprechen auf die Therapie keine Produktion von IL-4 durch CD4-Lymphozyten. Von

late Respondern liegen hierzu leider keine IL-4-Messungen vor.
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Die Aussagen in der Literatur zu einer solchen Imbalance der Thl- und Th2-Zytokine
sind nicht Gbereinstimmend. Zum einen wird eine Verschiebung zu einer Th2-Antwort
fur die Entwicklung einer chronischen Erkrankung verantwortlich gemacht [68,92],
zum anderen kann eine solche Verschiebung von Thl nach Th2 nicht bestatigt
werden [64,66]. Auch Amati et al. konnten in HCV-infizierten Patienten nachweisen,
dass systemisch mehr Th2- als Thl- Zytokine zu messen waren [101]. Erh6hte IL-10-
Serumlevel (Th2) wirden auch erklaren, warum die IFN-y-Produktion trotz der HCV-
Infektion nicht erhoht ist. Aul3erdem ist zu bemerken, dass zahlreiche Studien an
Patienten durchgefihrt wurden, die keine antivirale Therapie erhielten. Das antivirale
Ansprechen auf eine INF-a-Monotherapie ist sehr schwach. Erst durch die
Kombination von INF-a und Ribavirin konnte die Therapie einer Hepatitis-C-Infektion
deutlich verbessert werden. INF-a scheint eher die de novo Infektion von
empfanglichen Zellen, als die Replikation des Virus zu verhindern [101].

Ribavirin ist ein synthetisches Nukleosidanalogon, das Guanosin gleicht. Es besitzt
ein breites Spektrum an Aktivitat sowohl gegen DNA- als auch gegen RNA-Viren,
auch gegen Flaviviridae. Ribavirin wirkt maoglicherweise Uber die Depletion von
Phosphatvorraten, die Inhibierung der viralen Polymerase oder tUber die Modulation
der Zytokine [101,102]. Studien in Tieren haben gezeigt, dass Ribavirin eine Thl-
Antwort unterstitzt, indem es das Th2-Profil supprimiert und/oder die Thl-
Zytokinproduktion verstarkt [101,103-107]. Diese Verstarkung einer Thl-Antwort
konnte der Grund fur die Beobachtung in dieser Arbeit sein, dass vor Therapiebeginn
spatere late Responder eine Th2-Verschiebung zeigten und auch bei spateren
initialen Respondern zundchst nur sehr wenige CD4 IFN-y-Lymphozyten zu
detektieren waren. Patienten unter Therapie aber hatten eine deutlichere Th1-Antwort.
Unter Therapie zeigten late Responder eine starke Aktivierung der CD8-Lymphozyten.
Auch dies konnte darauf beruhen, dass eine Kombinationstherapie von INF-a und
Ribavirin mdglicherweise die virusspezifische Aktivitdt der zytotoxischen T-Zellen
verstarkt. Warum allerdings die initialen Responder im Vergleich zu den late
Respondern eine niedrigere Zahl IFN-y+ CD8-Zellen zeigten, bleibt zu klaren. Ein
Grund konnte sein, dass die initialen Responder sich zum Zeitpunkt der Messung seit
mindestens zwei Monaten unter Therapie befanden und das Virus bereits beseitigen

konnten.
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4.2.1Kasuistik einer akuten HCV-Infektion

Im Verlauf dieser Arbeit ergab sich die interessante Moglichkeit der Untersuchung
zweier Blutproben einer Patientin mit einer akuten Hepatitis C-Infektion. Die 66 Jahre
alte Patientin wurde mit einer unklaren Hepatopathie und intermittierenden
Bauchschmerzen vorstellig. Nach einem Aufenthalt in Sudafrika und Namibia litt die
Patientin unter Fieber, Nachtschweil3 und Kraftlosigkeit. Die Diagnose war eine akute
HCV-Infektion mit Genotyp 3a. Nachdem es nicht zu einer Spontanremission kam,
begann die Patientin eine Therapie mit Peginterferon. Sie wurde innerhalb von vier
Wochen PCR-negativ, zeigte einen initialen Response auf die Therapie. Bis zur
letzten Untersuchung nach 26 Monaten blieb die Patientin PCR-negativ. Im Verlauf
der Behandlung konnten zwei Blutproben in der Lymphozytenstimulation gemessen
werden. Die erste Blutprobe wurde vor dem Beginn der Therapie entnommen. Die
zweite Probe wurde nach sieben Tagen unter Therapie gemessen, als die Patientin
bereits ein Ansprechen auf die Therapie zeigte (von >700.000 IU/ml vor
Therapiebeginn auf 21.000 1U/ml nach sieben Tagen Therapie in der quantitativen
HCV-PCR).

Zu beiden Zeitpunkten waren die Antworten CD8-Lymphozyten aul3erst gering, eine
IFN-y Antwort CD4-Zellen war nicht zu detektieren.

Diese Ergebnisse bestétigen die Untersuchungen von Dustin und Rice sowie Lechner
et al. [13,76], die eine starke IFN-y-Antwort der T-Zellen fir eine spontane Heilung
verantwortlich machen. In vorliegenden Fall hatte die Patientin eine kaum
nachweisbare IFN-y-Antwort, weder der CD4- noch der CD8-Zellen. Sie war erst unter
Therapie in der Lage, das Virus zu eliminieren. Lechner et al. fanden zudem zu einem
frihen Zeitpunkt der akuten Infektion stark aktivierte CD8-Lymphozyten, die zeitweise
kein IFN-y sezernierten. Da in dieser Arbeit die CD8-Zellen auf ihre IFN-y-Produktion
untersucht wurden, kann es durchaus sein, dass die CD8-Lymphozyten bei der
untersuchten Patientin zwar aktiviert waren, aber aufgrund fehlender IFN-y-Sekretion

nicht in die Analyse miteinbezogen wurden.
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4.3 Die zelluldare Immunantwort gegen animale Pestiviren

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines durchflusszytometrischen Testsystems,
mit dessen Hilfe HCV-spezifische T-Lymphozyten bestimmt werden kénnen und so
ein Beitrag zum besseren Verstandnis der Immunantwort gegen das Virus geleistet
werden kann. Wertvolle Einblicke in die virusspezifische Immunantwort konnte dieses
System des Lymphozytenstimulationstestes auch bei weiteren verwandten humanen,
aber auch animalen Viren geben, wie das Klassische Schweinepest-Virus und das
Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal Disease (BVD/MD)-Virus.

Das Wissen uber die Antigen-spezifische zellulare Immunantwort kann zur
Entwicklung von Impfstoffen sowie zur Pravention und Therapie einer Erkrankung

entscheidend beitragen.

4.3.1 Das Klassische Schweinepest-Virus

Das Klassische Schweinepestvirus (KSPV) gehort innerhalb der Familie der
Flaviviridae zu den Pestiviren. Es verursacht eine hoch kontagiése und oft fatal
verlaufende perakute, akute, subakute oder chronische Erkrankung bei Schweinen,
die durch Fieber, schwere Leukopenie und Hamorrhagien charakterisiert ist. KSPV
kann bei Ferkeln nach in utero-Infektion zur Persistenz fihren, die auf einer
immunologischen Toleranz beruht. Derart infizierte Tiere bleiben lebenslang
Virustrager und scheiden Viren aus, ohne klinisch erkrankt zu sein [85]. Ein Ausbruch
der klassischen Schweinepest verursacht schwere ©6konomische Verluste in der
Schweinehaltung.

KSPV kann verschiedene immunologische Anomalien wie Leukopenie, reduzierte
Ansprechbarkeit der Lymphozyten auf antigene Stimuli sowie die Depletion von B-
Lymphozyten verursachen [108]. Der Einsatz von Vakzinen wurde aber 1990 durch
die Europaische Union untersagt. Um alternative Impfstoffe zu entwickeln wurde
begonnen, die porcine Immunantwort gegen KSPV detailiert zu untersuchen [109-
112]. Ziel verschiedener Studien ist die Entwicklung Protein-basierender Subunit-
Vakzinen.

Subunit-Vakzinen, die auf dem immundominanten viralen Glycoprotein E2 basieren,

induzieren erst drei Wochen nach der Vakzination einen effektiven Schutz. Bei
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Infektion zu einem friheren Zeitpunkt kommt es zu chronischen oder persistierenden
Infektionen [113].

Die zellulare Immunantwort, vor allem die der zytotoxischen T-Lymphozyten, ist ein
weiterer wichtiger Bestandteil einer antiviralen Immunantwort [114]. Die virale Infektion
induziert eine starke T-Zellantwort mit einer hohen Aktivitat zytotoxischer T-Zellen
einschlielBlich starker IFN-g-Produktion, wéahrend nach Vakzination mit einer
Lebendvakzine eine Th2-Antwort induziert wird [116]. KSPV-spezifische T-
Lymphozyten produzieren neben IFN-g auch IL-2, IL-4 und IL-10, was Einfluss auf die
Induktion einer humoralen Immunantwort gegen KSPV haben koénnte [120,120,120-
122]. Sanchez-Cordon et al. [121] fanden in der frihen und mittleren Phase einer
Infektion eine Thl-T-Zellantwort, wahrend sich diese spéter zu einer Th2-Antwort
veranderte. Die Autoren vermuten, dass hierin die Ursache der verspateten
humoralen Immunantwort gegen KSPV liegt.

Mittels eines rekombinanten Vacciniavirus, das strukturelle Proteine von KSPV
exprimierte, konnte eine protektive Immunantwort gegen KSPV induziert werden.
Diese wurde allerdings nicht durch neutralisierende Antikdrper vermittelt, was auf eine
schitzende Rolle der T-Zellantwort oder nicht-neutralisierender Antikorper schliel3en
lasst. In den nicht-strukturellen Proteinen des KSPV befinden sich T-Zellepitope
[117,118], Rau et al. [113] entdeckten fur NS3 das Potential, eine Antwort der CD4
und CD8 T-Zellen gegen KSPV zu induzieren. Aber auch Epitope von E2 induzieren
eine frihe zytotoxische T-Zellantwort (1-3 Wochen nach KSPV-Infektion), wie von
Ceppi et al. gezeigt wurde [119].

Da eine zellvermittelte Immunantwort eine entscheidende Rolle beim Schutz vor einer
KSPV-Infektion spielt, konnte die Induktion einer potenten T-Zellantwort die
Wirksamkeit von KSPV-Vakzinen verbessern [113].

4.3.2 Das Bovine Virus Diarrhoe-Virus

Das Bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) ist ein Pestivirus, das fir massive
Okonomische Verluste in der Rinderhaltung sorgt. Das Virus fuhrt zu respiratorischen,
enteralen und reproduktiven Erkrankungen. Die Manifestation variiert mit dem
Biotypen, dem Genotypen und dem Stamm des BVD-Virus. Die Isolate werden
aufgrund ihrer Fahigkeit, in Zellkulturen eine Lyse auszuldsen, in zytopathogen oder

nicht-zytopathogen eingeteilt. Beide Biotypen konnen die Plazentaschranke
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uberwinden und zu Aborten, Mumifikationen und kongenitalen Defekten fiihren. Eine
Infektion des FOtus mit nicht-zytopathogenen Stdmmen kann zu immuntoleranten,
persistent infizierten Tieren fuhren. Dies stellt einen der haufigsten
Ubertragungsmechanismen in einer Herde dar. Die Superinfektion eines persistent
infizierten Tieres mit einem homologen zytopathogenen Stamm kann eine fatale
Mucosal Disease ausl6sen [123-125].

Nicht-zytopathogene Biotypen fuhren in vitro zu keiner IFN-Produktion, aber in vivo
|l6sen sie eine starke IFN-Antwort bei Kélbern aus. Im Fotus allerdings wird kein IFN
durch nicht-zytopathogenes BVDV induziert und das Virus ist in der Lage zu
persistieren [126-129,129].

Grundsatzlich geht man davon aus, dass die humorale Immunantwort eine Hauptrolle
beim Schutz gegen BVDV spielt. Maternale Antikérper schitzen Kalber vor einer
Infektion, hohe Titer kdnnen eine aktive AntikOrperantwort auf eine Vakzination
verhindern. Allerdings kann trotzdem eine protektive Antwort durch T-
Gedachtniszellen gegen das Virus induziert werden. Die CD4 und CD8 T-
Lymphozyten produzieren IFN-g und schitzen gegen eine Infektion mit BVDV, auch
nachdem die maternalen Antikoérper verschwunden sind [130].

Lambot et al. [131] zeigten, dass es vom Biotypen des BVDV abhangt, ob eine
humorale oder zellulare Immunantwort induziert wird. Nach einer akuten Infektion
werden sowohl CD4- als auch CD8-Lymphozyten induziert [132]. Die T-Zellantwort
scheint invers mit den Antikorpertitern zu korrelieren. Die Autoren vermuten, dass dies
von der Th1/Th2-Regulation der Immunantwort gegen das Virus abhangt. Wahrend
NS3 ein immundominantes Antigen der Antikdrperantwort ist, scheinen die
Hullproteine E™ und E2 sowie das nicht-strukturelle Protein NS2-3 T-Zell-
determinanten zu sein [133].

In seropositiven Rindern detektierten Rhodes et al. [134] eine Th2 CD4 T-Zellantwort
mit hohen Leveln an IL-4, sowie eine CD8-Antwort mit einer deutlichen IFN-g-

Produktion.
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5 Zusammenfassung

Das Hepatitis C-Virus ist eines der am weitesten verbreiteten persistierenden
humanen Viren, mit dem weltweit Uber 170 Millionen Menschen chronisch infiziert
sind. Bei Uber 80 Prozent der infizierten Personen kommt es zu einer chronischen
Infektion, 20 bis 30 Prozent der Patienten erkranken an Leberzirrhose und bei 2,5
Prozent treten hepatozellulare Karzinome auf. Gegenwartig existiert keine Impfung
gegen HCV, die derzeitige antivirale Therapie ist mit starken Nebenwirkungen
verbunden, und Uberhaupt nur bei 50-60 Prozent der behandelten Patienten
erfolgreich. Zudem stellen die Folgen einer Infektion mit HCV heute in den USA und
Europa die vorherrschende Ursache fir die Notwendigkeit einer Lebertransplantation

dar.

Es ist anzunehmen, dass im Verlauf einer Infektion mit dem Hepatitis C-Virus der
zellularen Immunantwort eine Schlisselrolle zukommt. Ziel dieser Arbeit war es, ein
Testsystem zu etablieren, mit dessen Hilfe HCV-spezifische T-Lymphozyten mittels
Durchflusszytometrie gemessen werden kénnen, um so einen Beitrag zum besseren
Verstandnis fur die Immunantwort gegen das Hepatitis C-Virus zu leisten. Das System
des Lymphozytenstimulationstestes soll aul3erdem als Modell fir die Messung der
Immunantwort gegen weitere Viren dienen, wie das verwandte Klassische
Schweinepest-Virus oder das Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal Disease (BVD/MD)-Virus.
Das bessere Verstandnis der zellularen Immunantwort kann zur Entwicklung von
Impfstoffen sowie zur Pravention und Therapie einer Erkrankung entscheidend
beitragen.

Die vorliegende Arbeit etabliert ein Testsystem zur Messung HCV-spezifischer T-
Lymphozyten. Da das Hepatitis C-Virus nur sehr ineffizient in Zellkultur repliziert, gibt
es verschiedene Surrogatmodelle, um das Virus und seine Pathogenese genauer zu
untersuchen. Vielfach werden verschiedene rekombinante HCV-Proteine eingesetzt,

um die Lymphozytenfunktion zu Uberprifen. Es bleibt allerdings unklar, inwieweit
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solche Antigene in vivo tatséchlich den T-Zellen prasentiert werden. Als neues
Stimulationsmodell setzt diese Arbeit HCV-Pseudotypen ein. Dabei bestehen die
HCVpp aus lentiviralen Core-Partiken, die an ihrer Oberflache unmodifizierte HCV E1-
und E2-Hullglykoproteine tragen, um so als Pseudotypen das native Hepatitis C-Virus

ZU imitieren.

Die Verwendung von HCVpp im Lymphozytenstimulationstest fiihrte zu vergleichbaren
Ergebnissen wie die Protein-Stimulation, wobei die HCVpp zu einer starkeren
Stimulation der CD4-Lymphozyten fiihrten. Falls sich diese Uberlegenheit der HCVpp
in weiteren Studien bestéatigen wirde, ware dies ein grofR3er Vorteil gegenuber der
herkbmmlichen Stimulation mit HCV-Proteinen, da die CD4-Lymphozyten eine

entscheidende Rolle im Verlauf der HCV-Infektion spielen.

Die Auswertung der Patientendaten ergab eine Th2-Verschiebung der
Lymphozytenantwort bei denjenigen Patienten, die das Virus nicht beseitigen konnten.
Zudem lassen die Ergebnisse vermuten, dass eine antivirale Therapie zu einer
Rekonstitution oder Entwicklung einer Thl-Antwort und damit zur erfolgreichen
Uberwindung der HCV-Infektion fiihren kénnte. Warum bei einigen Patienten die

Therapie jedoch versagt, bleibt in weiteren Studien zu klaren.
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6 Summary

The hepatitis C virus is one of the most prevalent persistent human viruses, more than
170 million humans worldwide are chronically infected. In more than 80 percent of
infected persons the infection causes chronicity, which leads in 20 to 30 percent of
patients to cirrhosis of the liver and in 2.5 percent to hepatocellular carcinoma. There
is still no vaccine against HCV, the current antiviral therapy has strong side effects,
and the treatment is successful in only 50 to 60 percent of patients. An infection with

HCV is the leading cause for liver transplantation in the United States and Europe.

The cellular immune response is supposed to play an important role in the course of
infection with the HCV. The objective of this work was to establish a test system for
the analysis of HCV-specific T lymphocytes by flow cytometry to achieve a better
understanding of the immune response against the hepatitis C virus. In addition, the
system could serve as a model for analysing the immune response against other
viruses such as the related Classical Swine Fever Virus or Bovine Virus
Diarrhea/Mucosal Disease (BVD/MD) Virus. The enhanced understanding of the
cellular immune response can support the development of vaccines as well as be

helpful for the prevention and treatment of iliness.

In this study, a test system for the analysis of HCV-specific T lymphocytes could be
established. Given that the hepatitis C virus replicates very insufficiently in a cell
culture, there are several surrogate markers for the virus and its pathogenesis.
Different recombinant HCV proteins are used for the investigation of lymphocyte
function. But it still remains unclear, how such antigens are presented to the T cells in
vivo. In this study, HCV pseudoparticles (HCVpp) are used as a new model for the
specific stimulation of T cells. The HCVpp consist of lentiviral core particles which are
carrying unmodified HCV E1 and E2 glycoproteins on their surface. This

pseudoparticles mimic the native hepatitis C virus.
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The use of HCVpp for the stimulation of antigen specific T lymphocytes led to similar
results in comparison to the stimulation with HCV proteins. Notably, in CD4+
lymphocytes the stimulation with HCVpp resulted in stronger cytokine responses. As
CD4+ lymphocytes play a crucial role in the course of HCV infections, this superiority
of the HCVpp is a big advantage over conventional stimulation approaches with HCV
proteins. However, these enhanced stimulation properties remain to be confirmed in
further studies.

The analysis of patient data showed a shift to Th2 response for those patients who
could not eliminate the virus. Moreover, the results suggest that the antiviral therapy
leads to a reconstitution or development of a Thl response, and thus a successful
resolution of HCV infection could result. The reason for therapy failure in some

patients remains to be scrutinized in further studies.
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