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Einleitung

Einleitung

1.1. Virologie

Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde erstmals 1989 auf molekularer Ebene als
Hauptverursacher der vormas as Non-A-Non-B-Hepatitis bezeichneten Infektion
charakterisiert. Es ist ein umhdlltes, lineares, einzelstrangiges RNA-Virus und gehort zur
Familie der Flaviviridae (Choo et al. 1989 und Kuo et al. 1989). Das HCV-Genom besteht aus
einem grof3en, offenen Leserahmen, der fir ein virales Vorlaufer-Protein mit strukturellen und
nicht-strukturellen Doménen kodiert und das post-translational proteolytisch gespalten wird.
Die strukturellen Proteine, zum einen das Kern-Antigen (Core-Ag), zum anderen die zwei
Glykoproteine E1 und E2 (Envelope, Hille), befinden sich am 5-Ende. Die nicht-
strukturellen Proteine NS-2, NS-3, NS-4 und NS-5 stammen von der 3"-Region (Houghton et
al. 1991 und Lin et al. 1994). Fur NS-3 wird die Funktion einer Serinprotease / RNA-Helicase
und fir NS5 die einer RNA-abhangigen-RNA-Polymerase angenommen. Das NS-4A-
Polypeptid scheint ein Kofaktor der NS-3-vermittelten Proteolyse zu sein (Grakoui et al.
1993, Bartenschlager et al. 1993 und Tomei et al. 1993) (Abb. 1).

Das Hepatits C Virus ist durch eine hohe genetische Variabilitdt gekennzeichnet. Die
Mutationsrate der Nukleotidsequenz wird auf etwa 10 pro RNA-Strang und Jahr geschétzt.
Die meisten Basenveranderungen treten in der hypervariablen Region E2, aber auch in der
Core- und NS5-Region, sowie in dem noch wenig charakterisierten nichttrandatierten 3'-Ende
des Virus auf (Simmonds et al. 1995 und Bukh et al. 1995). Die Hypervariabilitét steht
moglicherweise im Zusammenhang mit der Viruspersistenz, da das Hepatitis C Virus dadurch
einer effektiven Immunantwort entgehen kann.

Entsprechend den Ahnlichkeiten der Nukleotidsequenz in der NS5-Region und der darin
vermuteten phylogenetischen Herkunft der bisher entdeckten Hepatitis C Viren wurden sechs
verschiedene Genotypen und mehr als 80 Subtypen weltweit identifiziert (Simmonds et al.
1994). Zwischen den einzelnen Genotypen bestehen annéhernd 65%ige Homologien und bel
verwandten Subtypen sogar bis zu 77-79%. Das 5 nicht-trand atierte Ende des HCV-Genoms
enthdlt eine relativ hoch konservierte Region mit 92%igen Homologien zwischen den
verschiedenen Genotypen (Simmonds et al. 1993, Simmonds et al. 1995 und Bukh et al.
1993). Bel den sechs Genotypen wurden Unterschiede in der Schwere der Erkrankung, dem

Therapieansprechen sowie den Virus-Wirt-Interaktionen nachgewiesen. Zum Beispidl ist der
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Genotyp 1b, der zusammen mit dem Genotyp la am haufigsten in den USA und in
Nordeuropa vertreten ist, mit hohen HCV-RNA-Serumspiegeln, progredientem
Krankheitsverlauf und schlechtem Ansprechen auf eine Interferon-Therapie verbunden
(Yoshioka et al. 1992, Shakil et al. 1995 und Nousbaum et al. 1995). Die Genotypen 1b, 2a
und 2b treten gehauft in Japan und Taiwan auf. Dagegen findet sich der Genotyp 3 vor allem
in Thailand, Nordeuropa und Australien. Im Mittleren Osten dominiert der Genotyp 4,
wohingegen der Genotyp 5 in Sudafrika vorherrscht. In Hongkong wurde ein gehauftes
Auftreten des Genotyp 6 beschrieben (McOmish et al. 1994).

Abb. 1: Positiv einzelstrangige RNA des Hepatitis C Virus
5 Ende 3 Ende

offenes Leseraster der Basenpaare

1 342 Trandation 9374 9401
nicht translatiert nicht translatiert
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posttranslationale M odifikation:

Proteasenspaltung
strukturelle Region nicht-strukturelle Region
C El E2 NS2 NS3 NS4 NS5
AS-Lange: 191 192 367 250 ~500 ~460 1051
Funktion: Kapsid Hille Hille Helicase, RNA-Polymerase
Protease

1. 2 Epidemiologie, Klinik und Diagnose der HCV-Infektion

Weltweit werden etwa 200 Millionen mit dem Hepatitis C Virus infizierte Menschen
angenommen. In Deutschland nimmt die HCV-Infektion mittlerweile zahlenméldig den

grofdten Teil in der Haufigkeit von alen Virushepatitiden ein (0,4%) (Kuo et al. 1989 und
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Aach et al. 1991). Das Hepatitis C Virus wird parenteral Ubertragen, vor allem durch Blut.
Nachweisbar ist das Virus aber auch in anderen Korperflissigkeiten wie z.B. Speichel oder
Sperma (Liou et al. 1993). Eine vertikale Ubertragung von der Mutter auf das Kind findet bei
der HCV-Infektion eher selten statt, bei sehr hohen mutterlichen viralen Titern oder einer
mutterlichen HIV-Koinfektion ist eine perinatale Infektion jedoch nicht ungewdhnlich (Ohto
et al. 1994 und Lin et al. 1994). Die Risikogruppen entsprechen weitgehend denen der HBV -
Infektion. Der Ubertragungsweg bleibt aber bei 40-50% aller HCV-Infektionen ungeklart
(Laufs et al. 1994).

Ein grof3es klinisch-epidemiologisches Problem ist es, dal? ca. 60-80% der HCV-Infektionen
chronisch mit zum Teil asymptomatischen bzw. wenig symptomatischen Veranderungen
einhergehen. Nach einer Inkubationszeit von 7-8 Wochen konnen drei Klinisch-
symptomatische Verlaufsformen unterschieden werden (Farci et al. 1992 und Shimizu et al.
1990): Erstens, Patienten mit akuter, selbstlimitierender Infektion die durch enen
monophasischen entziindlichen Schub mit hohen Serumtransaminasen und nachfolgendem
Abfall auf Normalwerte gekennzeichnet ist. Diese Patienten eliminieren meist die HCV-RNA
aus dem Serum und gelten als ausgeheilt. Zweitens, Patienten deren Infektionsverlauf
asymptomatisch verlauft. Sie sind gekennzeichnet durch einen initial biphasischen
Transaminasenverlauf mit nachfolgender Reduktion auf niedrig-pathologische Werte. Diese
Patienten zeigen danach oft fur viele Jahre nur geringe Transaminasenerhohung trotz
nachweisbarer Viramie. Drittens, Patienten mit einem priméar chronischen Verlauf mit von
Beginn an nur wenig erhdhten schwankenden Transaminasen. 10-20% der Patienten mit
chronischer Hepatitis C entwickeln nach ca. 20 jahrigem Verlauf eine Leberzirrhose oder ein
priméres Leberzellkarzinom (Shakil et al. 1995), es gibt jedoch auch asymptomatische
Langzeitverlaufe mit normalen Transaminasen und in einer Minderheit auch Verlaufe, die
binnen weniger Jahre eine rasche Progredenz aufweisen. Das hepatozelluldre Karzinom
entsteht haufig erst bei Patienten mit Leberzirrhose und selten bei aleiniger chronischer HCV -
Infektion (Kiyosawa et al. 1990 und De Mitri et al. 1995). Zudem ist die chronische Hepatitis
C haufig mit anderen Erkrankungen, wie z.B. der Porphyria cutanea tarda, der
membranoproliferativen Glomerulonephritis, der Kryoglobulinamie Typ 1l sowie der LKM-1
Antikérper positiven autoimmunen Hepatitis, assoziiert (De Castro et al. 1993, Agnello et al.
1992, Johnson et al. 1993 und Michel et al. 1992).

Therapeutisch wird neuerdings eine Kombinationstherapie aus Interferon-a und dem

Nukleosidanalogon Ribavirin eingesetzt, die in ca. 45% zur dauerhaften Viruselimination
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fahrt (Gary et al. 1998 und McHutchinson et al. 1998). Alternative Therapieansétze, die die
Immunpathogenese der chronischen Hepatitis C berticksichtigen, sind dringend erforderlich.
Biglang steht noch keine Vakzine zur Verfigung (Farci et al. 1992).

Die Diagnose der HCV-Infektion erfolgt indirekt durch den Nachweis virusspezifischer
Antikorper, die gegen verschiedene strukturelle und nicht-strukturelle Antigene gerichtet sind
oder direkt durch den Nachweis der HCV-RNA mittels reverser Transkription und
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) (Malnick et al. 1997).

1.3 Pathogenese und Immunologie der HCV-Infektion

Dafur das Hepatitis C Virus bislang kein direkter zytopathischer Effekt nachgewiesen werden
konnte (Okanue et al. 1996 und Jin et al. 1997), wird angenommen, dal3 die Pathogenese der
Zerstérung von virusinfizierten Zellen und die Viruselimination durch zellulére und humorale
Immunreaktionen auf strukturelle und nicht-stukturelle Hepatitis C Virusantigene bedingt
wird (Missale et al. 1996). Vieles deutet daraufhin, dal3 die Starke der HCV-spezifischen
Klasse Il restringierten CD4" T-Zellantwort, die gegen die nicht-strukturellen Antigene NS3
und NS gerichtet ist, die Viruselimination bei akuter Hepatitis C Virusinfektion vermitteln
konnte (Diepolder et al. 1995 und Ferrari et al. 1994). Funktionell, sekretieren die NS3 und
NS4 spezifischen T-Helferzellen in der akuten Hepatitis C grof3e Mengen Interferon-y (IFN-y)
und weisen damit auf ein TH1 Zytokinprofil hin (Ferrari et al. 1994 und Diepolder et al.
1997).

Patienten mit chronischer HCV-Infektion zeigen dagegen eine geringere proliferative Antwort
der peripheren Blut T-Zellen und eine Kompartimentalisierung der spezifischen CD4" T-
Helferzellen im Lebergewebe (Cerny et al. 1999, Lohr et al. 1996, Minutello et al. 1993). Die
longitudinale Analyse der zelluldren Immunantwort in IFN-a behandelten chronischen HCV -
Tragern erbrachte, dal3 bel Patienten mit dauerhaftem Therapieansprechen bevorzugt NS3,
NS4 und Helicase spezifische T-Helferzellen induziert werden, wahrend die Patienten mit
Nichtansprechen auf die Therapie bevorzugt Core und NS5 spezifische T-Zellreaktionen
beobachtet werden konnten (Lohr et al. 1998 und Leroux-Roels et al. 1996).

Basierend auf ihrem Zytokinsekretionsprofil kénnen zwei Subpopulationen von CD4™ T-
Helferzellen unterschieden werden, T-Helfer 1 (TH1) und T-Helfer 2 (TH2) (Mosmann et al.
1986). TH1 Zellen produzieren hauptsachlich IL-2, IFN-y und TNF- und fordern damit die
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zelluldre Immunantwort. TH2 Zellen produzieren 1L-4, IL-5, IL-10 oder 1L-13 und bedingen
damit eine Verstéarkung der humoralen Immunantwort (Del Prete et al. 1994). Obwohl die
Dichotomie der TH1 und TH2 dhnlichen Helferzellen im Menschen weniger stark ausgepréagt
ist, wird in experimentellen Mausmodellen diskutiert, ob ein Ungleichgewicht dieser T-
Zellensubpopulationen sich auf die Chronizité und den Verlauf von Infektionen austiben kann
(Mosmann et al. 1986 und Romagnani et al. 1994). Zytokine, die eine pathogenetische Rolle
far die Viruselimination oder -persistenz bel der humanen HCV-Infektion spielen kénnen,
sind besonders IFN-y, Tumornekrosefaktor (TNF) -a, Interleukin (IL) -4, IL-5 und 1L-10.

Die Zytokinsekretion von HCV-stimulierten T-Zellen bel chronischen HCV-Infektionen wird
kontrovers diskutiert. Die meisten Studien zeigten bisher eine starke IFN-y Sekretion von
HCV-spezifischen CD4" T-Zellklonen, welche aus Lebergewebe und peripherem Blut isoliert
werden konnten (Lohr et al. 1996, Leroux-Roels et al. 1996 und Lechmann et al. 1999).
Andere Forscher stellten eine fehlende IL-12 Sekretion von HCV-stimulierten peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) bel Patienten mit chronischer Hepatitis C fest. Dies konnte
bewirken, dal3 Patienten mit chronischer Hepatitis C Virusinfektion eine unzureichende TH1-
Helferzellantwort oder sogar tUberwiegend TH2 &hnliche Zytokinproduktion HCV-stimulierter
T-Zellen hétten (Rossol et al. 1997 und Tsai et al. 1997).

Durch die hoch sensitive ELISPOT Technik wurde unlangst gezeigt, dal3 erhohte Frequenzen
von HCV-spezifischen Klasse | restringierten zytotoxischen T-Zellen (CTL) mit der
Viruselimination in IFN-a behandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C korrelieren
(Lohr et al. 1999). Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) gehtren zu den CD8" T-Zdllen. Ihr
Wachstum und ihre Differenzierung werden hauptsachlich durch das TH1 Zytokin IL-2
angeregt und ihre zytotoxischen Eigenschaften vermitteln sie durch die Sekretion von
Perforinen und Zytokinen wie TNF-a, -3 und IFN-y (Wong et al. 1996 und Griffiths et al.
1995). Somit kdnnten virusinfizierte Zellen durch den zelluldren Arm der Immunantwort, die
TH1-Helferzell- und CTL-Induktion, kontrolliert werden. Andererseits sind nahezu alle
Patienten mit akuter und chronischer HCV-Infektion durch das Auftreten von
multispezifischen Anti-HCV-Antikérpern charakterisiert. Bislang existieren jedoch nur
limitierte Daten bezlglich ihrer pathogenetischen Relevanz (Chen et al. 1999).

Nachweise ener polyklonalen Hypergammaglobulindmie, einer quantitativen IgG-
Vermehrung sowie virusspezifischer Antikorper im Serum deuten indirekt auf eine wichtige
Rolle der HCV-spezifischen humoralen Immunantwort hin. Zudem finden sich haufig

Kryoglobuline und zirkulierende Immunkomplexe im Serum, in denen neben
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virusspezifischen Antigenen und Antikdrpern auch HCV-RNA gebunden ist (Marcellin et al.
1993 und Misani et al. 1994). HCV-spezifische Antikdrper der IgM- und 1gG-Klasse im
Serum korrelierten mit der entzindlichen Aktivitdt und waren nach Viruselimination durch
eine Interferontherapie nicht mehr nachweisbar (Brillanti et al. 1991, Quiroga et al. 1992 und
Lohr et al. 1996). Die in vitro von aktivierten Lymphozyten produzierten Anti-HCV-
Antikorper korrelierten ebenfalls mit der entzindlichen Aktivitét, der Viramie, der
Therapieantwort auf Interferon und der extrahepatischen Virusreplikation in PBMC (L6hr et
al. 1994 und 1995). Die oben genannten Untersuchungen konnten vermuten lassen, dal3 die
humorale Immunantwort gegen das HCV kein Epiph&nomen darstellt, sondern dald die
Antikérper womdglich eine Rolle in der Pathogenese der hepatozelluldren Schadigung
spielen.

Blockierende und neutralisierende Aktivitéten wurden vorgeschlagen, besonders fir
Antikorper, die spezifisch sind fur die hypervariable Region-1 (HVR-1) innerhalb des HCV -
Hullantigens-2. Es zeigte sich jedoch, dal3 HCV-Antikorper positive Schimpansen nicht gegen
eine Reinfektion geschiitzt werden konnten (Rosa et al. 1996, Zibert et al. 1995, Farci et al.
1992). Moglicherweise kénnten die Antikorper an zytotoxischen Reaktionen beteiligt sein. Zu
diesen zytotoxischen Reaktionen gehdrt eine antikorperabhangige zellvermittelte zytotoxische
Reaktion (ADCC), bei der antikdrperbehaftete Zielzellen durch natirliche Killerzellen (NK-
Zéellen) erkannt werden (Shimizu et al. 1994). Sie wird ausgel 6st, wenn Antikorper, die an die
Oberflache einer Zelle gebunden sind, mit den Fc-Rezeptoren auf einer NK-Zelle in Kontakt
treten (Lanier et al. 1986). Eine weitere zytotoxische Reaktion stellt die Komplement
vermittelte Lyse dar, bel der das C1g-Komplementmolekil mit den an Zielzellen haftenden
Antikdrpern assoziiert und damit den klassischen Weg der Komplementaktivierung ausl 6st
(Tomlinson et al. 1993). Hypothetisch konnten anti-HCV-Antikérper mit der zelluléren
virusspezifischen Immunantwort interferieren, so dal3 z.B. HCV-spezifische CTL in ihrer
Aktivitdt gehemmt werden konnten. Diese Antikoérper konnten moglicherweise
neutraliserende Effekte, wie Inhibition der Bindung an Zellen oder Verstarkung der
Opsonisierung von viralen Partikeln vermitteln (Zibert et al. 1997, Ishii et al. 1998 und Rosa
et al. 1996).
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1. 4. Zidledieser Arbeit

Aufgrund der bisher noch unzureichenden Befunde Uber die Pathogenese der HCV Infektion
ist anzunehmen, dal3 sowohl die zelluldre Immunantwort (CD4*, CD8") as auch die HCV-
spezifische Immunglobulinsynthese an der Pathogenese der Hepatitis C Virusinfektion

beteiligt sein konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst, die Regulation der HCV-spezifischen zelluléaren
und humoralen Immunantwort im Krankheitsverlauf einer Gruppe eindeutig definierter
Patienten mit chronischer Hepatitis C zu untersuchen und die gewonnenen Ergebnisse mit
dem Ausgang der Therapie zu korrelieren. Hierdurch sollten Aussagen Uber eine mdgliche
funktionelle Bedeutung der humoralen Immunantwort in der Pathogenese der chronischen

Hepatitis C Infektion gemacht werden.

Da die Immunglobulinsynthese im Allgemeinen abhéngig ist von Interaktionen mit T-
Helferzellen und den von ihnen produzierten Zytokinen, sollte neben der Analyse der HCV-
spezifischen Antikorpersynthese und ihrer 1gG-Subklassenverteilung die Antigen-spezifische
proliferative T-Helferzellantwort anhand der *[H]-Thymidin Einbaurate bestimmt werden.
Zusétzlich sollten die von den PBMC auf Antigen-spezifische Stimulation hin sezernierten

Zytokine quantitativ gemessen werden.

Im weiteren sollte gepriift werden, ob affinitatsgereinigte HCV-spezifische Antikorper solche
Zellen binden und lysieren konnen, die Virusantigene exprimieren. Besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Komplement-vermittelte Lyse und den Nachweis einer Antikorper-

vermittelten zytotoxischen Aktivitdt (ADCC) gelegt.
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Material

2.1. Material

2.1.1. Laborgeréte

Auflichtmikroskop

CO, Inkubator

Durchfluf3zytometer FACScan

M agnetische Separationsei nrichtungen :
2. MiniMACS Separator
(Hochenergie-Permanentmagnet)

ELISA-Reader: Lambda E

ELISA-Reader Software KC4 Junior

Reinraumbank Lamin Air HA2472

Stereo-Dissektionsauflichtmikroskop SV 6

Taumel schittler

Zellerntegerdt: Harvester 96

Flissig Scintillationscounter:

Betaplate Model 1205

Gamma-Counter: Cobralll

Zentrifuge 1.0 Sepatech

Zentrifuge 2.0 RS Sepatech

SPSS fur Windows 8.0

Peristaltikpumpe

Leitz DME, Wetzlar
Heraeus, Hanau

Becton-Dickinson, Hamburg

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

MWG-Biotech, Ebersberg

Bio-Tek Instruments, Vermont, USA
Heraeus, Hanau

Zeiss, Oberkochen

Heidolph, Kehlheim

Tomtec, Hamden, USA

Wallac, Freiburg

Canberra Packard, Sprendlingen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

SPSSinc., Chicago, USA
Pharmacia, Freiburg



Material und Methoden

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Ammonium-Heparin-Monovetten
Einfrierbehélter, Nr. 5100
Einfrierréhrchen, (Cryotube) 1,8 ml
Erntefilter

ELISA-Mikrotiterplatten, 96 Well
FACS Rohrchen

Fuchs-Rosenthal Zellzahlkammer
Neubauer Zellzéhlkammer
Mikrotiterplatten, 96 Well, Flachboden
Mikrotiterplatten, 96 Well, Rundboden
Mikrotiterplatten, 96 Well, Spitzboden
15 ml Reaktionsgefalie

50 ml Reaktionsgefalie

PS-R6hrchen 0,6 mi

Pipette mit Spitze 2 ml; 5ml; 10 ml
Trennsaulen, Typ MS+

Sterilfilter, 0,2 um Porengrol3e
Sterilfilter, 0,45 um Porengrof3e
HiTrap Affinity Column 1ml (NHS-activated)
PD-10 Saule

2.1.3. Zdlkulturmedien und -Zusatze

Fotales Ké berserum (FCS)

Gentamycin

Geniticin (G418)

HEPES (2-[4-(2-Hydroxyéthyl)-1-piperazinyl]-
dthansulfonsaure)

Humanserum AB (HUS)

L-Glutamin 200 mM

Sarstedt, Numbrecht

Nalgene, Brissel, Belgien

Nunc, Wiesbaden

LKB-Wallac, Bad Wildbad

Costar, Bodenheim
Becton-Dickinson, Heidel berg
Labotec, Wieshaden

Labotec, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Vitromex, Vilshofen
Gibco BRL, Eggenheim
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenheim

Blutbank, Universitét Mainz
Gibco BRL, Eggenheim
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Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640

IMDM

Tetracyclin

2.1.4. Chemikalien

Aceton
3-Amino-9-Ethylcarbazol
Bovines Serumalbumin
Brefeldin A
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Eosinrot

Essigsaure, mind. 99,8%
Ethanol

Ficoll 1,077

Salzsdure (HCI)

HCV-Core (aa: 1-115)
HCV-Helicase (aa 1207-1488)
HCV-NS3 (aa: 1007-1534)
HCV-N$4 (aa: 1680-1796)
HCV-NS5-4 (aa: 2622-2868)
Kaninchen-K omplement
Na[*'Cr] Oq

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat

N, N-Dimethylformamid
PBS Instamed

Paraformal dehyd
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat
(Tween 20)

10

Biochrom Seromed, Berlin
PAA, Colbe
PAA, Codlbe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Riedel-de Haen, Seelze
Biochrom Seromed, Berlin
Merck, Darmstadt
Mikrogen, Munchen
Mikrogen, Minchen
Mikrogen, Munchen
Mikrogen, Minchen
Mikrogen, Munchen
Behringwerke, Marburg
Amersham Pharmacia, Buckinghamshire
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Biochrom Seromed, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Schwefelsaure, 97%ige

SzintillationsflUssigkeit Rotiszint 11 eco

3,3, 5, 5'-Tetramethylbenzidin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
3[H]-Tritium-Thymidin (5 mCi/ml)
Triton X-100

Wasserstoffperoxid 30%ig

Zitronensaure-Monohydrat

2.1.5.Kits

Simultest IMK-Lymphocyte Kit
MACS-CD4-Microbeads
MACS-CD14-Microbeads
MACS-CD56-Microbeads
Peroxidase-konjugiertes Streptavidin
Vectastain Elite ABC Standard Kit
QIAamp Blood Kit™

Amplicor sample preparation kit

HCV-Amplicor

HCV-Amplicor Monitor

INNO-LiPA 1l test system

AXSYM System (HCV version 3.0)
PeliKine Compact:

Human IL-10 ELISA Kit

Human IL-4 ELISA Kit

Human IFN-y ELISA Kit

OptEIA ELISA Set IL-5

OPptEIA ELISA Set IL-12 (p70)
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Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Amersham, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton-Dickinson, Heidelberg
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Dako, Heidelberg

Camon, Wiesbaden

Qiagen, Hilden

Roche Molecular systems,
Grenzach-Wyhlen

Roche Molecular systems,
Grenzach-Wyhlen

Roche Molecular systems,
Grenzach-Wyhlen

Innogenetics, Belgium

Abbott, Wiesbaden-Delkenheim

Hiss, Freiburg
Hiss, Freiburg
Hiss, Freiburg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
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Cytofix/Cytoperm Kit Pharmingen, Heidelberg
Perm/Wash Buffer Kit Pharmingen, Heidelberg

2.1.6. Antikor per

anti-human CD3 (Orthoclone-3)

anti-human CD28 Becton Dickinson, Heidelberg
anti-Rabbit 1gG, Peroxidase gekoppelt Dianova, Hamburg
anti-human CD3-Cy-Chrome Diaclone, Kéln

anti-human IL-10-PE Pharmingen, Heidelberg
anti-human IFN-y-FITC Becton Dickinson, Heidelberg
anti-CD69-Cy-Chrome Pharmingen, Heidelberg
Rabbit anti-human 1gG1 Dianova, Hamburg

Rabbit anti-human 1gG2 Dianova, Hamburg

Rabbit anti-human 1gG3 Dianova, Hamburg

Rabbit anti-human 1gG4 Dianova, Hamburg

2.1.7. Zusammensetzung der Zellkulturmedien

RPMI

RPMI 1640

2mM L-Glutamin

0,1 % (v/v) Gentamycin

0,1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
0,1 % (v/v) HEPES

5% FCS-Medium

RPMI 1640 95 ml
fotales Kélberserum 5 ml
(hitzeinaktiviert bel 56°C 30 min)
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5% HUS-Medium

RPMI 1640 95 ml
Humanserum AB Smi
(hitzeinaktiviert bel 56°C 30 min)

UHCV-Medium mit Tetracyclin

IMDM 176 mi
fotales K&l berserum 20 ml
Penicilin 1ml
Streptomycin 1ml
Geniticin 2ml
Tetracyclin 0,007 ml

Einfriermedium fir PBM C und T-Zéllen (2x)
50 % (v/v) RPMI 1640

2mM L-Glutamin

30 % (v/v) fotaes Kéberserum

20 % (v/v) DMSO

0,1% (v/v) Gentamycin

0,1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

0,1% (v/v) HEPES

2.1.8. LOosungen

Par aformaldehyd 1% (Fixierung von Zellen)

Paraformal dehyd 109
PBS (1x) ad 1l
bei 37°C lésen

PBS-Puffer (10x)
PBS Instamed 9559
H,O adll
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autoklavieren

PBS + 0.5% BSA
Bovines Serum Albumin
PBS (1x)

sterilfiltrieren

PBS + 0.1% BSA
Bovines Serumalbumin
PBS (1x)

PBS + 2% FCS
PBS (1x)

fotales Kélberserum

Absattigungspuffer (ELISA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 12.1 g

dest. H,O
pH 7.5
dest. H,O

Abstoppldsung (ELISA)
Schwefelsaure, 97%ige
dest. H,O

Beschichtungspuffer (ELISA)

Losung A:
Natriumcarbonat
dest. H,O
L6sung B:

Natriumhydrogencarbonat

dest. H,O

pH von Lésung A mit Lésung B 9.6

2ml

059
ad 100 ml

01g
ad 100 ml

98 ml

400 ml

ad 500 ml

28 mi
500 ml

1.03¢
ad 100 ml

168¢g
ad 200 ml
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Substratpuffer (ELISA)

Zitronensaure-Monohydrat 6.3¢9

dest. H,O ad 800 ml
pH auf 4.1 einstellen

dest. H,O ad 1000 ml

TMB-Ldsung (ELISA)

3, 3, 5, 5 -Tetramethylbenzidin 240 mg
Aceton 5ml
[6sen

Ethanol 45 ml
Wasserstoffperoxid, 30%ig 300 pl

lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur aufbewahren

Start-Puffer
20 mM Na-Phosphat( NaH»PO,), pH 7,0;
1,2 gin 500 ml H,O I6sen, auf pH 7 einstellen.

Elutions-Puffer

0,1 M Glycine-HCI, pH 2,7

far 1 M Losung:

75,1 g Glycinein 900 ml H,O l6sen;
mit konz. HCI auf pH 2,7 einstellen;
auf 1| auffillen.

Fur 0,1 M 1:10 verdunnen

IM Tris-HCI, pH 9,0
121 g Trisin 800 ml H,O ldsen,
auf pH 9,0 einstellen mit konz. HCL (14 ml HCI),

auf 1| auffllen.
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Standard coupling Puffer
0,2 M NaHCO;
8,4 g NaHCO3in 500 ml H,O ldsen

0,5M NaCl, pH 8,3
14,61 g NaCl in 500 ml H,O lésen und pH einstellen

Puffer A
0,5 M Ethanolamine
15,27 g Ethanolamine in 500 ml H,O |dsen

0,5M NaCl, pH 8,3
14,61 g NaCl in 500 ml H,O lésen und pH einstellen

Puffer B
0,1 M Na-Acetat
6,8 g Na-Acetat in 500 ml H,O ldsen

0,5M NaCl; pH 4,0
14,61 g NaCl in 500 ml H,O lésen und pH einstellen

L ager puffer
0,05 M NaHPO,

3,55 g NapHPO,4in 500 ml H,O lésen

0,1 % NaNgs, pH 7,0
0,5 g Natriumazid in 500 ml 16sen, pH einstellen
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2.2. Patienten

2.2.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 31 Patienten mit chronischer Hepatitis C Infektion und funf
gesunde Blutspender als Kontrollen ausgesucht. Die chronischen Hepatitis C Patienten
wurden bezlglich ihres Ansprechens auf eine IFN-a Therapie untertellt in Patienten, die keine
IFN-a Therapie erhielten (unbehandelt, UTR, n=10), Patienten mit biochemischem und
virologischem Ansprechen auf Therapie (normale Serumtransaminasen und negative Serum
HCV-RNA) mindestens sechs Monate nach Beendigung der IFN-a Therapie (sustained
complete responder, SCR, n=8) und Patienten, bei denen es nicht zur Normalisierung der
Transaminasen wahrend der Behandlung mit IFN-a kam und die virdmisch blieben
(Nonresponder, NR, n=13). Die HCV Infektion wurde in allen Patienten bestétigt durch den
Nachweis von Anti-HCV Antikorpern. Alle Patienten waren HCV-RNA positiv vor dem
Beginn der IFN-a Behandlung. Die Patienten wurden mit 3 x 3 bis 3 x 6 Millionen
Injektionseinheiten (IE) Interferon-a 2x pro Woche behandelt. Der Therapiezeitraum betrug
durchschnittlich 12 Monate (5-16 Monate) bei SCR und 8,3 Monate (3-15 Monate) bei NR.
Ein SCR und zwei NR wurden in Kombination mit 800 mg Ribavirin pro Tag behandelt.
Koinfektionen mit HIV und chronischer Hepatitis B wurden serologisch ausgeschlossen und
nur in einem NR wurden geringe Titer antinukledre Autoantikorper detektiert. Alanin-
Aminotransferasen (ALT)-Spiegel und quantitative virologische und serologische Marker
wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmt. Patienten ohne Anti-HCV Antikorper,
HCV-RNA und mit normalen ALT dienten als gesunde Kontrollen (HC) (Tabelle 1). Alle
Patienten wurden Uber die Studie aufgeklért und gaben ihre Einwilligung gemal3 der Helsinki
Deklaration fur ethische Richtlinien.
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Tabelle 1:
Klinische und virologische Daten von chronischen HCV Patienten zum Zeitpunkt der Studie
Fall Geschlecht Alter ALT HCV- Anti- HCV  Behandlungs-
(mw)  (Jahre) (U/l) RNA HCV Genotyp  Ansprechen
1 w 44 44 + + 2 UTR
2 m 47 38 + + 4 UTR
3 w 26 19 + + 1 UTR
4 w 66 31 + + 1 UTR
5 w 28 113 + + 1b UTR
6 m 29 63 + + 1a/lb UTR
7 m 62 165 + + 1 UTR
8 m 48 54 + + 1 UTR
9 w 33 202 + + 1 UTR
10 w 65 136 + + 1 UTR
11 w 41 10 - + 3 SCR
12 w 34 12 - + 2 SCR
13 w 40 32 - + 1 SCR
14 m 60 21 - + 1 SCR
15 w 42 17 - + 3 SCR
16 w 38 13 - + 1 SCR
17 m 58 23 - + 1 SCR
18 m 33 23 - + 3 SCR
19 w 45 82 + + 1 NR
20 w 36 283 + + 1 NR
21 m 58 78 + + 1 NR
22 w 49 79 + + 1 NR
23 m 46 36 + + 1 NR
24 m 39 609 + + 2 NR
25 m 44 96 + + 1 NR
26 m 47 67 + + la NR
27 w 55 50 + + 1b NR
28 m 48 247 + + 1,4 NR
29 w 35 144 + + 1 NR
30 w 52 123 + + 1 NR
31 w 46 125 + + 1 NR

ALT, Alanin Aminotransferase Spiegel (normal > 38 U/l);

HCV Genotypen geméal3 der Simmonds' Klassifikation (Simmonds et al. 1993);
UTR: unbehandelte chronische HCV Tréger;

SCR: Patienten mit anhaltendem Therapieansprechen mindestens sechs Monate nach IFN-a

Therapie;

NR: IFN-a Therapie Nonresponder
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Methoden

2.3. Methoden

2.3.1. HCV Virédmie

Zur Bestimmung einer HCV-Infektion wurden die Blutproben der Patienten in
Serumprobenréhrchen gesammelt. Aus dem Serum wurde die RNA nach dem Protokoll des
Qiagen RNeasy Kit isoliert. Die so gewonnene RNA wurde in dem Amplicor Hepatitis C
Virus Testsystem eingesetzt. Dieser Test basiert auf vier Hauptprozessen: Reverse
Transkription der Ziel-RNA zur Generation komplementérer DNA (cDNA); Vermehrung der
Ziel-cDNA mittels PCR durch den Einsatz von HCV -spezifischen komplementdren Primern;
Hybridisierung der vermehrten PCR Produkte gegen Oligonukleotid-Sonden, spezifisch fir
die Ziel-DNA; und Nachweis der an die vermehrten PCR Produkte gebundenen Sonden durch
Messen einer Farbstoffreaktion.

Zur Bestimmung der HCV-Genotypen wurde das INNO-LiPA 1l Testsystem eingesetzt. Dieser
Test basiert auf einer Line-Probe reversen Hybridisierung, deren Zuverlassigkeit durch eine
direkte Festphasen Sequenzierung mittels biotinylierten Amplicons Uberprift wurde. Diese
Amplicons wurden mit universellen Primern generiert, die gegen die 5’ -untrand atierte Region
des HCV-Genoms gerichtet waren. Die HCV-Genotypen wurden gemald der Nomenklatur
nach Simmonds klassifiziert (Smmonds et al. 1994).

2.3.2. Isolation von PBMC

Die Fraktion mononukledrer Zellen (PBMC) wurden jewelils aus 20 - 40 ml heparinisiertem
Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (Béyum 1968). Dazu wurden 20
ml Heparinblut mit 15 ml Ficoll der Dichte 1,077 g/ml unterschichtet und 20 Minuten bei
2000 rpm und 4°C (800 x g) zentrifugiert. Die in der Interphase befindlichen Zellen wurden
abgenommen und zweimal in RPMI bei 1200 rpm und 4°C fur 10 Minuten gewaschen.
Anschlief3end wurden die PBMC in RPMI + 5% HUS aufgenommen und auf Eis gelagert.
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2.3.2.1. Z€dllzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 pl der Zellsuspension im Verhdtnis 1:10 mit einer
1%igen Eosinrotlosung verdinnt und die Zellzahl anschliefend in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Da der Farbstoff von vitalen Zellen aktiv durch die Membran nach
aul3en transportiert wird, lief3en sich diese von nicht-vitalen Zellen abgrenzen, indem diese

sich rot anférbten. Zur Berechnung der Zellkonzentration diente die folgende Formel:

Zellzahl/ml = Anzahl der gezéhlten Zellen x 100 / (Anzahl gezahlter
Quadranten x Verdinnungsfaktor)

2.3.2.2. Kryokonservierung von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurde die Zellsuspension tropfenweise in einem Verhdtnis von
1:2 mit gekihltem Einfriermedium verdinnt und in Kryoréhrchen Uberfihrt. Die Zellen
wurden in einem isopropanolhaltigen Einfriergefa? schonend (1°C/Minute) auf -75°C
heruntergekiihlt und anschlief3end in fllssigem Stickstoff bei -196°C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen kurz in der Hand angetaut und
tropfenweise Medium zugesetzt. Anschlief3end wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm fur 10

Minuten zentrifugiert und die sedimentierten Zellen in RPMI + 5% FCS aufgenommen.

2.3.3. Proliferationsassay

Zur Untersuchung der proliferativen Antwort von PBMC auf verschiedene HCV-Antigene,
wurden 1x10° PBMC jeweils in 100 pl RPMI + 5% HUS aufgenommen und in eine 96 Loch
Rundboden-Mikrotiterplatte pipettiert. Anschlief3end wurden 100 pl der Antigenldsung
hinzugegeben. Die in Voruntersuchungen als optimal ermittelten Konzentrationen der HCV -
Antigene waren 1 pg/ml (Core), 0,5 pg/ml (Helikase) sowie je 2,5 pg/ml (NS-3, NS-4 und
NS-5-4). Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit den Antikdrpern Anti-CD3 und
Anti-CD28 (eingesetzte Konzentration: 1 pg/ml) und als Negativkontrolle Medium ohne
Antigen. Von jedem Ansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Nach einer
20
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Inkubation von sechs Tagen bei 37°C in einer wassergeséttigten Atmosphére und 5% CO.-
Begasung, erfolgte die Zugabe von 0,15 pCi *[H]-Thymidin in 25 pl RPMI + 1% FCS. Die
Einbaurate (cpm, counts per minute) des radioaktiv markierten Thymidins in die
proliferierenden T-Zellen wurde nach weiteren 24 Stunden Inkubation bestimmt. Dazu wurde
die Zell-DNA mittels eines Erntegerédtes an einen Glasfaserfilter gebunden. Nach Zugabe von
SzintillationsflUssigkeit erfolgte die Messung in einem Hissigkeitsszintillationszahler
(Betaplate). Der Stimulationsindex wurde relativ. zum Mediumwert (Negativkontrolle)
angegeben und mit folgender Formel berechnet:

Stimulationsindex = cpM antigen / CPM Medium

Ein Stimulationsindex > 3 wurde a's positiv gewertet.

2.3.4. Zytokin-ELISA

Die Bestimmung der Zytokine erfolgte aus den Zellkulturtiberstdnden der Proliferationsassays.
Fur die Zytokine IL-4, 1L-5, I1L-10 und IL-12 wurden die Ubersténde nach 24 Stunden und fir
IFN-y die Uberstande nach 48 Stunden entnommen.

Fur die Zytokine IL-4, IL-10 und IFN-y wurden zusammengestellte ELISAs von der Firma
Hiss verwendet und fir die Zytokine IL-4 und IL-12 zusammengestellte ELISAs von der
Firma Pharmingen. Im ersten Schritt wurde der Beschichtungs-Antikorper 1:100 in
Beschichtungspuffer verdinnt und mit einem Volumen von 40ul in eine 96 Loch ELISA-
Mikrotiterplatte pipettiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert, um dem Antikorper zu
ermoglichen kovalent an den Boden der Mikrotiterplatte zu binden. Im néchsten Schritt wurde
der Uberschissige Beschichtungsantikorper aus der Platte entfernt und die Mikrotiterplatte 4
mal mit PBS gewaschen. Die freien Bindungsstellen wurden im nun folgenden Schritt durch
Inkubation mit 100ul Blockingpuffer pro Loch fir eine Stunde abgeséttigt. Nach weiteren
vierWaschschritten mit PBS/Tween, wurden die Zellkulturliberstande und der Standard in
Zweierwerten in die Platte gegeben. Die Zdlkulturibersténde fur die Zytokine IL-4, IL-5,
IFN-y wurden 1:2 und fur 1L-10 1:3 mit Verdinnungspuffer verdinnt. Der Uberstand zur
Bestimmung von IL-12 wurde unverdinnt eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von einer

Stunde bei Raumtemperatur (RT) wurde die Mikrotiterplatte erneut vier Ma mit PBS/Tween
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gewaschen und fur eine Stunde bei RT mit einem enzymgekoppelten Antikorper inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurden 100ul Substratlésung zugegeben. Die
Farbstoffreaktion wurde nach 30 Minuten Inkubation bei RT durch Zugabe von 1N H,SO,
Losung abgestoppt. Die Messung der Farbstoffreaktion erfolgte bei 490 nm im ELISA-
Reader. Die Auswertung der gemessenen Adsorptionen wurde mit der Software KCjunior von

MWG-Biotech vorgenommen.

2.3.5. HCV-Antikor per-ELI1SA

Um die Diagnose einer HCV-Infektion zu bestdtigen, wurden die HCV-spezifischen
Antikérper in den Patientenseren durch den Einsatz des AXSYM Systems (HCV-Version 3.0)
gemessen. Dieser Test wurde gemald der Angaben des Herstellers durchgefuihrt. Der Test
wurde entworfen, um Antikorper gegen die HCV-Antigene HCr43 (Fusionsprotein exprimiert
in E. coli, Aminosduren 1-150 und 1192-1457), c200 (Fusionsprotein exprimiert in s.
cerevisae, Aminosauren 1192-1931), c100-3 (Fusionsprotein exprimiert in s. cerevisiae,
Aminosauren 1569-1931), und NS5 (Fusionsprotein exprimiert in s. cerevisiae, Aminosauren
2054-2995) nachzuweisen.

Die Bestimmung der HCV-spezifischen Antikérpertiter und der entsprechenden Subklassen
erfolgte aus dem Serum der Patienten.

Zu Beginn dieses Testes wurden ELISA-Mikratiterplatten mit den HCV-Antigenen Core und
Helicase beschichtet, indem die Antigene in einer Konzentration von lug/ml in
Beschichtungspuffer aufgenommen und mit 40ul/Loch Uber Nacht bel 4°C inkubiert wurden.
Nach viermaligem Waschen mit PBS wurden die frelen Bindungsstellen besetzt durch
Inkubation mit 100ul Blockingpuffer pro Loch fir 1h. Nach erneutem viermaligen Waschen
mit PBS/Tween, wurden die Patientenseren in verschiedenen Verdinnungsstufen (1:5; 1:25;
1. 125; 1.625; 1:3125) und zu Zweierwerten in die Mikrotiterplatte pipettiert und fir eine
Stunde bel RT inkubiert. Nach weiteren vier Waschschritten wurden Antikérper gegen
humane Antikorper und deren Subklassen (IgG1 1:1000, 1gG2 1:500, 1gG3 1:1000, 1gG4
1:1000 und 1gG 1:1000) eingesetzt und fur 1h bei RT inkubiert. Ein Anti-Maus Antikorper
gekoppelt mit Meerrettichperoxidase wurde nach wiederholtem Waschen 1:2000 verdinnt in
die ELISA-Platte gegeben und fur 1h bei RT inkubiert. Abschlief?end wurde nach dem
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Waschen der ELISA-Platte 100ul der Substratlésung zu den Proben gegeben und nach 30
Minuten Inkubation die Farbstoffreaktion mit 1IN H,SO, Ldsung abgestoppt. Die Messung der
Farbstoffreaktion erfolgte bei 560 nm im ELISA-Reader und die Auswertung der gemessenen
Adsorptionen wurde mit der Software KCjunior von MWG-Biotech vorgenommen. Zur
Quantifizierung der HCV-spezifischen Antikorper wurden eine Standardreihe bestehend aus

den verschiedenen Immunglobulinsubklassen mitgefthrt.

2.3.6. Separation von CD4, CD14 und CD56 positiven Zellen

Bel dieser Methode wurden monoklonale anti-humane CD4, CD14 und CD56 Antikdrper, die
an magnetische Partikel gekoppelt waren, zur Positivselektion der T-Helferzellen und NK-
Zellen verwendet. Aufgrund ihrer geringen Grofe (50 nm) reagieren sie ahnlich wie
Makromolekile und missen nach der Separation nicht wieder entfernt werden (Miltenyi et al.
1990; Semple et al. 1993). Den aufgearbeiteten PBMC wurden 80 ul PBS + 0,5% BSA und
20 ul Anti-CD-Mikroperlen zugesetzt und anschlief3end resuspendiert. Nach einer Inkubation
von 15 min. bei 4°C wurden 2 ml PBS + 0,5% BSA hinzugefiigt und nachfolgend bei 1200
rpm fir zehn Minuten gewaschen. Das Zellsediment wurde in 500 pl PBS + 0,5% BSA
aufgenommen und die Zelsuspension auf eine Trennsdule gegeben, die in einer
Magnethalterung eingesetzt wurde. Die Saule wurde kurz zuvor mit 500 pl PBS + 0,5% BSA
aquilibriert. Nachdem die Zellsuspension durch die Séule gelaufen war, wurde die Saule
viermal mit 500 ul PBS + 0,5% BSA gewaschen. Dann wurde die Trennsaule vom Magneten
entfernt und 1 ml PBS + 0,5% BSA zugesetzt. Mit Hilfe eines ,Stempels* wurden die
Mikroperlen markierten T-Lymphozyten schliefflich aus der Saule gedriickt, bei 1200 rpm fir
zehn Minuten gewaschen und anschlief3end die Zellzahl bestimmt.

2.3.7. Quantitative Analyse von HCV-spezifischen T-Zellen durch intrazellulére
Zytokinfarbung

Zur Detektion von intrazelluldren Zytokinen wurden aus den PBMC von Probanden die CD4*
und CD14" T-Zellen separiert. Diese Zellen wurden im CD4'/CD14" Verhaltnis von 10:1 (5 x

10° : 5x 10% in 96-Loch Rundbodenplatten fiir 18 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurden
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die Zellen nur mit Medium inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit HCV-Core (1 pg/ml) und
HCV-NS3 (2,5 pg/ml) und as positive Stimulationskontrolle wurde PMA (25 ng/ml) /
lonomycin (1 pg/ml) eingesetzt. Fur weitere 6 h wurde Brefeldin A (10pg/ml) zu den Proben
gegeben. Nach Abschlul3 der Stimulation wurden die Zellen in FACS-Probenréhrchen
Uberfuhrt und zweimal mit ,, Staining”-Puffer (PBS, 1% FCS) gewaschen. Im anschliel3enden
Schritt wurden die Zelloberflachenantigene geférbt. Zu diesem Zweck wurde Flourochrome-
konjugierter Anti-CD3 Antikorper (5pl  Antikorperlosung in 50ul  Puffer) zu dem
Zellsediment gegeben und nach Resuspendieren fir 30 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen
wurden nach einem weiteren Waschschritt zur Fixierung und Permeabilisierung in
» Cytofix/Cytoperm”-Puffer resuspendiert und 20 min bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit ,Perm/Wash*-Ldsung wurden die Zelen in 50ul ,Perm/Wash®*-Ldsung
resuspendiert und die Antikérper gegen CD69 (5ul) und die Zytokine IL-10 (1,5ul) und IFN-y
(7ul) hinzugegeben und bei 4°C fur 30 min inkubiert. Im Anschluf3 an den abschlief3enden
Waschschritt, wurden die Zellen in 400ul ,, Staining”-Puffer aufgenommen und im FACS-
MeRgerét analysiert. Fir die Analyse wurden 5 x 10* Zellen gemessen.

2.3.8. Kopplung der Antigene auf die Affinitatschromatographiesaule

Zum Aufreinigen von HCV-spezifischen Antikorpern aus Patientenseren wurden jeweils die
HCV-Antigene Core, Helicase und NS3 in einer Konzentration von 3mg/ml in 1 ml Standard-
Kopplungspuffer gelost. Nach Entfernen des oberen Sdulenverschlusses wurde ein Tropfen
eiskalte ImM HCI auf die Saule gegeben, um Luftblasen in der Sdule zu vermeiden. Nach
Anbringen des Schlauchadapters wurde der untere VerschluR der Saule entfernt. Zur
Aktivierung der Saule wurde das Isopropanol aus der Séule durch dreimaliges Waschen mit
2ml ImM HCI ausgewaschen. Die FHulrate wurde in alen Waschschritten auf 1ml/min
beschrankt. Im Anschlul3 wurde sofort die Ligandenldsung auf die Saule gegeben, diese
verschlossen und fur 30 min bei 25°C inkubiert. Nach der Liganden-Kopplung wurde die
Saule deaktiviert und Uberschissige Liganden entfernt durch jewells dreimaliges Waschen mit
2ml Puffer A, 2ml Puffer B und 2ml Puffer A. Anschlief3end wurde nach 30 min Inkubation
die Saule noch eilnmal gewaschen mit je drei Ma 2ml Puffer B, Puffer A und Puffer B.
Abschlief3end wurde der pH-Wert der Séule durch Waschen mit einem pH neutralen Puffer
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eingestellt und somit fur die Aufreinigung der Antikorper vorbereitet. Bei Nichtgebrauch
wurde die Saule in einer Lésung aus. 0,05M Na,HPO,4, 0,1% NaN3, pH 7,0 gelagert.

2.3.9. Aufreinigen von HCV-Antikorpern

Vor Gebrauch der HCV-Antigen beschichteten Affinitétschromatographiesulen wurden die
Saulen mit 3ml Startpuffer gewaschen, gefolgt von 3ml Elutionspuffer. Anschlief3end wurde
die Saule mit Startpuffer aquilibriert. Die Serumproben wurden vor dem Aufbringen auf die
Saule mit einem 0,45um Filter filtriert, um Verstopfungen in der Saule zu vermeiden. Die
Proben wurden mit einer Fluf3geschwindigkeit von 1ml/min luftblasenfrei auf die Saule
gegeben. Im Anschlu3 daran wurde die Saule mit Startpuffer gewaschen, bis kein
Probenmaterial mehr im Ausflud sichtbar war. Die Elution der Antigen-spezifischen
Antikérper erfolgte durch Zugabe von 3ml Elutionspuffer. Zur sofortigen Neutralisation der
Antikorper-Elutionslosung waren die Probengeféie mit 1 M TrissHCI, pH 9,0 geflllt. In
einem weiteren Schritt wurden die Antikorperproben mit PD-10 Saulen umgepuffert in PBS.

2.3.10. Antikor perbindungsstudie

2.3.10.1. Antikor perbindungsstudie mit Molt-4 Zellen

Fir den Nachweis, ob die aufgereinigten anti-HCV Antikorper an die Molt-4 Zellen binden
kénnen, wurden je Testansatz, bestehend aus 1 x 10° Molt-4 Zellen, die entweder tber Nacht
mit hoch-titrigem HCV-Serum inkubiert wurden oder Hepatitis C Virus frei waren, mit PBS
gewaschen und anschlieffend in 50ul PBS aufgenommen. Danach wurden pro Ansatz 20ul
aufgereinigte Antikorperldsung oder Patientenserum zu den Zellen gegeben. Als Positiv-
Kontrolle wurde ein anti-HLA Klasse | Antikdrper (W6/32) eingesetzt. Nach 30 mindtiger
Inkubation bel 4°C wurden die Proben zweimal gewaschen und in 50ul PBS aufgenommen.
Im nun folgenden Schritt wurden die Proben mit einem FITC gekoppelten anti-Human 1gG
Antikorper fur 30 min bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen, wurden die Zellen zur
Fixierung in 1% PFA-L6sung aufgenommen. Der Nachweis der gebundenen Antikorper
erfolgte im FACScan.
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2.3.10.2. Antikor perbindungsstudie mit UHCV-11 Zellen

Zur Uberprifung in welchem Umfang die aufgereinigten anti-HCV Antikorper an die UHCV -
11 Zellen binden kénnen, wurde jeder Testansatz, bestehend aus 1 x 10° UHCV-11 Zellen, die
entweder HCV-Proteine exprimierten oder HCV-Protein frel waren, mit PBS gewaschen und
anschlief3end in 50ul PBS aufgenommen. Danach wurden pro Ansatz 20ul aufgereinigte
Antikdrperlésung oder Patientenserum zu den Zellen gegeben. Als positiv-Kontrolle wurde
ein anti-HLA Klasse | Antikérper (W6/32) eingesetzt. Nach 30 minttiger Inkubation bei 4°C
wurden die Proben zweimal gewaschen und in 50ul PBS aufgenommen. Im nun folgenden
Schritt wurden die Proben mit einem FITC gekoppelten anti-Human 1gG Antikorper fur 30
min bel 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen, wurden die Zellen zur Fixierung in 1%

PFA-L6sung aufgenommen. Der Nachwels der gebundenen Antikérper erfolgte im FACScan.

2.3.11. Analyse der Antikorper-ver mittelten zytotoxischen Aktivitat (ADCC)

2.3.11.1. ADCC mit Daudi und Molt-4 Zdllen

Um zu Uberpriifen in welchem Umfang die Anti-HCV Antikorper die Antikorper vermittelte
zellulére Zytotoxizitét (ADCC) vermitteln kénnen, wurde die T-Zellinie Molt-4 als Zielzelle
eingesetzt, die zuvor entweder mit HCV-Serum infiziert oder Virusfrei gehalten worden
waren (Shimizu et al. 1992). Durch Inkubation mit 100uCi radioaktivem Natriumchromat
CY[Cr]) fir 1h bei 37°C wurden 1 x 10° dieser Zellen markiert. Nach zweimaligem Waschen
mit Medium wurden jeweils 5 x 10° Zellen pro Loch in eine 96-Loch Spitzbodenplatte
ausgebracht. Zur Vermittlung der Lyse wurden AntikOrper eingesetzt, die mittels
Affitidtschromatographie antigenspezifisch aus Patientenseren aufgereinigt worden waren.
Die Antikorper waren gegen die Antigene HCV-Core und HCV-Helicase gerichtet. Sie
wurden in den Konzentrationen 0,5ug/Loch und 5ug/Loch eingesetzt. Als Effektorzellen
dienten aus ,Buffy-Coat“ isoliete CD56" Zellen. Diese wurden in verschiedenen
Verhdltnissen von Effektor- zu Zielzellen (10:1; 30:1 und 60:1) eingesetzt. Nach 4h
Inkubation bei 37°C und 5% CO, Atmosphére wurden 100ul Uberstand von den Ansitzen
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abgenommen und im Gamma-Counter gemessen. Die prozentuale Lyserate wurde nach
folgender Formel bestimmt:

(experimentelle Lyse — spontane Lyse)

% spezifische Lyse =100*
P y (maximaleLyse - spontane Lyse)

2.3.11.2. ADCC mit UHCV-11 Zéllen

Fur die Methode der Antikorper vermittelten zelluldren Zytotoxizitédt (ADCC) wurden
Osteosarcomzellen als Zielzellen eingesetzt, die mit Tellen des HCV-Genoms transfiziert
worden waren (UHCV-11) (Moradpour et al. 1998). Durch Inkubation mit 100uCi
radioaktivem Natriumchromat (*{Cr]) furr 1h bei 37°C wurden 1 x 10° dieser Zellen markiert.
Nach zweimaligem Waschen mit Medium wurden jeweils 5 x 10° Zellen pro Loch in einer 96-
Loch Spitzbodenplatte ausgebracht. Als HCV-Protein produzierende Zellen dienten UHCV-
11 Zellen, die fir 24 h in Abwesenheit von Tetracyclin wuchsen, dienten als Negativ-
Kontrollzellen, die in Tetracyclin-haltigem Medium expandiert wurden. Zur Vermittlung der
Lyse wurden Antikorper eingesetzt, die mittels Affitiaschromatographie antigenspezifisch aus
Patientenseren aufgereinigt worden waren. Die Antikorper waren gegen die Antigene HCV-
Core, HCV-NS3 und HCV-Helicase gerichtet. Sie wurden in den Konzentrationen 1ug/Loch,
5ug/Loch und 25ug/Loch eingesetzt. Aus ,Buffy-Coat” isolierte PBMC wurden als
Effektorzellen in diesem Test mit verschiedenen Verhdtnissen von Effektor- zu Zielzellen
(10:1; 50:1 und 250:1) eingesetzt. Nach 4h Inkubation bel 37°C und 5% CO, Atmosphéare
wurden 100pl Uberstand von den Asitzen abgenommen und im Gamma-Counter gemessen.
Die prozentual e Lyserate wurde nach folgender Formel bestimmt:

(experimentelle Lyse — spontane Lyse)

% spezifische Lyse =100*
P Y (maximaleLyse - spontane Lyse)

2.3.12. Komplement ver mittelte Lyse

Zur Bestimmung der Antikorper abhéngigen Komplement vermittelten Lyse wurden sowohl
Molt-4 Zellen als auch UHCV-11 Zellen mit radioaktivem Chrom (**[Cr]) markiert, indem
diese Zellen fur 1h mit 100uCi Natriumchromat bel 37°C inkubiert wurden. Anschlief3end

wurden die Zellen zweimal mit Medium gewaschen und mit 5 x 10° Zellen pro Loch in einer
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96-Loch Spitzbodenplatte ausgebracht. Als HCV-Protein tragende Zellen dienten zum einen
UHCV-11 Zé€llen, die fur 24 h unter Abwesenheit von Tetracyclin wuchsen und zum anderen
Molt-4 Zellen, die mit HCV-Serum infiziert wurden. Als Negativ-Kontrolle wurden UHCV-
11 Zellen eingesetzt, die in Tetracyclin-haltigem Medium expandiert wurden oder Molt-4
Zéellen, die nicht infiziert worden waren. Zur Vermittlung der Lyse wurden Antikérper
eingesetzt, die mittels Affitidtschromatographie antigenspezifisch aus Patientenseren
aufgereinigt worden waren. Die Antikdrper waren gegen die Antigene HCV-Core, HCV-NS3
und HCV-Helicase gerichtet. Sie wurden in den Konzentrationen 1ug/Loch, 5ug/Loch und
25ug/Loch eingesetzt. Das Komplement wurde in den Verdinnungsstufen 1:16 und 1:4
eingesetzt. Zur Bestimmung spontaner Lyse, ausgelost durch Antikérper oder Komplement
alleine, wurden Testansdtze ohne Antikdrper und ohne Komplement durchgefuihrt. Des-
weiteren wurde ein Anti-MHC | Antikorper (W6/32) a's Positiv-Kontrolle und menschliches
Immunglobulin von gesunden Spendern a's Negativ-Kontrolle eingesetzt. Nach 4h Inkubation
bei 37°C und 5% CO, Atmosphére wurden 100ul Uberstand von den Ansétzen abgenommen
und im Gamma-Counter gemessen. Die prozentuale Lyserate wurde nach folgender Formel
bestimmt:

(experimentelle Lyse — spontane Lyse)
(maximaleLyse - spontane Lyse)

% spezifische Lyse =100*

2.3.13. Statistische Auswertung

Der arithmetische Mittelwert, die Standardabweichung eines Einzelwertes einer Stichprobe
sowie die Standardabweichung der Mittelwerte einer Stichprobe (SEM) wurden berechnet
(Harms 1992 a).

Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen wurde

der Wilcoxon-Test (Rangsummentest) fur unverbundene Stichproben (Signifikanzniveau p <

0,05) herangezogen (Harms 1992 a).
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3. Ergebnisse

3.1. HCV gperzifische proliferative T-Zellantwort

Zur ldentifizieeung einer HCV spezifischen zelluldren Immunantwort, die mit der
Viruselimination bei IFN-a behandelten chronischen Hepatitis C Patienten assoziiert ist,
wurden PBMC von 8 SCR, 13 NR, 10 UTR und 5 gesunden Kontrollen mit verschiedenen
HCV-Antigenen stimuliert. Sieben SCR reagierten mit den Antigenen NS3 und Helicase (87,5
%) und sechs SCR reagierten mit dem Core Antigen (75 %), wahrend sechs UTR einen
positiven Stimulationsindex (Sl) auf das Core (60 %) und vier auf das NS3 und Helicase
Antigen (40 %) hatten. Von den 13 NR zeigten nur funf Probanden eine proliferative Antwort
auf das Core und NS3 Antigen (38 %) und drei NR auf das Helicase Antigen (23 %).

Im besonderen Hinblick auf die positive T-Zellantwort bei den SCR zeigte sich ene
signifikant starkere (Median) NS3 spezifische T-Zellstimulation im Vergleich zu den anderen
Patientengruppen (SI: SCR: 16,3 (range: 8,9-28,1, n=7) vs. UTR: 5,2 (range: 3,2-6,6, n=4)
p=0,006 vs. NR: 6,1 (range:3,6-15,9, n=5) p= 0,03 vs. HC: 4,0 (n=1) p= 0,04).

Im Vergleich zu den NR Patienten und HC konnte in den SCR und UTR eine weniger
auffallende, aber signifikant hohere (Median) proliferative T-Zellantwort auf das teilweise
Uberlappende Helicase Antigen festgestellt werden (SI: SCR: 7,7 (range: 4,4-22,3, n=7) und
UTR: 8,9 (range: 3,3-69,7, n=4) vs. NR: 3,8 (range: 3,8-3,9, n=3) p=0,02 vs. HC: 3,6 (range:
3,0-4,2, n=2) p=n.s.).

Eine dhnliche, aber nicht signifikant stérkere (Median) proliferative T-Zellantwort spezifisch
fur das HCV-Core Antigen konnte in den SCR und UTR gegeniiber den NR und HC
festgestellt werden (SI: SCR: 7,4 (range: 3,3-22,9, n=6) vs. UTR: 8.4 (5,0-21,3, n=6) p=n.s.
vs. NR: 4,5 (3,9-35,1, n=5) p=n.s. vs. HC: 4,8 (3,5-6,1, n=2) p=n.s.).

Die anderen HCV-Antigene, NS4 und NS5-4 wurden weniger haufig erkannt und zwischen
den Patientengruppen zeigten sich keine grof3en Unterschiede. Im Detail zeigten nur drei SCR,
ein NR und zwel UTR eine proliferative Antwort auf das NS4 Antigen. Zwei SCR, zwel NR
und drel UTR zeigten eine Antwort auf das NS5-4 Antigen (Abb. 2).
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Abb.2: Proliferative Antwort auf verschiedene HCV-Antigne bei chronischen HCV-Patienten
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Die proliferative Antwort der mononukleéren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x105) von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-
Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,
NS4 und NS5-4 mittels Einbau von *[H]-Thymidin bestimmt (SI: Stimulationsindex). Dabei zeigten die SCR eine signifikant
starkere NS3 und Helicase spezifische zellulare Immunantwort verglichen mit den NR (p<0,006), UTR (p<0,004) und HC
(p<0,003).

3.2. Zytokinsekretion von HCV stimulierten PBMC

Die HCV stiimulierten T-Helferzellen wurden funktionell durch Messen ihrer
Zytokinsekretion in den PBMC Uberstanden mittels ELISA untersucht. Sowohl die HCV-
Antigen stimulierten PBMC von SCR, als auch die PBMC von NR sind charakterisiert durch
eine starke IFN-y Sekretion auf eine NS3-spezifische Stimulation im Vergleich zu den UTR
und den HC. Im Detail sind die Median-Werte und die 25 und 75 Percentilen: SCR: 29,4
pg/ml (7,6-75,9 pg/ml) vs. NR: 28,4 pg/ml (4,7-41,6 pg/ml), p=n.s. vs. UTR: 11,8 pg/ml (2,8-
32,9 pg/ml), p=n.s. vs. HC: 6,9 pg/ml (2,2-15,2 pg/ml), p=0.05. Eine starke IFN-y Sekretion
konnte auch nach PBMC Stimulation mit dem Core-Antigen in UTR festgestellt werden (24,6
pg/ml, 3,7-90,0 pg/ml) (Abb. 3a).
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Abb. 3a: IFN-y Sekretion
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Die Zytokinsekretion der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x10°) von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-
Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,
NS4 und NS5-4 mittels ELISA bestimmt (pg/ml). Dabei zeigten die HCV-stimulierten PBMC von SCR und NR eine starke IFN-y
Sekretion auf eine NS3-spezifische Stimulation im Vergleich zu den UTR und den HC (p<0,05).

In Hinsicht auf das TH2 Markerzytokin I1L-4 konnte eine leicht reduzierte Sekretion in NR
PBMC nach Stimulation mit rekombinanten HCV-Antigenen im Vergleich zu den UTR und
den SCR festgestellt werden (Abb. 3b). Im Detail sind die Median-Werte und die 25 und 75
Percentilen: Core: 0,0 pg/ml (0,0-4,0 pg/ml; NR) vs. 5,9 pg/ml (2,2-16,2 pg/ml; UTR), p=0,01
vs. 6,8 pg/ml (82,5-13,2 pg/ml; SCR), p=0,02 vs. 1,0 pg/ml (0,9-20,1 pg/ml; HC), p=n.s,;
Helicase: 0,8 pg/ml (0,0-10,4 pg/ml; NR) vs. 9,6 pg/ml (2,9-16,9 pg/ml; UTR), p=n.s. vs. 9,1
pg/ml (2,0-17,9 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 0,9 pg/ml (0,9-19,0 pg/ml; HC), p=n.s.; NS3: 3,5
pg/ml (0,07-5,6 pg/ml; NR) vs. 6,1 pg/ml (3,4-14,7 pg/ml; UTR), p=n.s. vs. 8,5 pg/ml (1,9-
15,2 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 1,3 pg/ml (1,0-22,9 pg/ml; HC), p=n.s.; N$4: 1,5 pg/ml (0,0-3,4
pg/ml; NR) vs. 5,3 pg/ml (3,6-19,1 pg/ml; UTR), p=0,003 vs. 6,3 pg/ml (80,1-17,8 pg/ml;
SCR), p=n.s. vs. 1,1 pg/ml (1,0-20,4 pg/ml; HC), p=n.s.; NS5-4: 2,0 pg/ml (0,0-2,7 pg/ml;
NR) vs. 4,2 pg/ml (2,6-17,1 pg/ml; UTR), p=0,01 vs. 7,1 pg/ml (1,5-20,0 pg/ml; SCR),
p=0,03 vs. 1,1 pg/ml (0,9-21,5 pg/ml; HC), p=n.s..
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Abb. 3b: IL-4 Sekretion
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Die Zytokinsekretion der mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x105) von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-
Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,
NS4 und NS5-4 mittels ELISA bestimmt (pg/ml). Dabei zeigten die HCV-stimulierten PBMC von NR eine leichte Reduktion der
IL-4 Sekretion im Vergleich zu den UTR und den SCR.

Desweiteren sekretierten PBMC von SCR und UTR grof3ere Mengen IL-5 auf Stimulation mit
den Antigenen Core, Helicase und NS3 als die PBMC von NR. Diese waren jedoch nicht
verschiedenen zu den Grundspiegeln, die in HC festgestellt wurden (Abb. 3c). Im Detail sind
die Median-Werte und die 25 und 75 Percentilen: Core: 5.7 pg/ml (0.0-42.4 pg/ml; SCR);
13.1 pg/ml (7.9-18.3 pg/ml; UTR) vs. 10.4 pg/ml (2.6-14.3 pg/ml; NR), p=n.s. vs. 11.6 pg/ml
(5.4-19.0 pg/ml; HC), p=n.s.; helicase: 6.9 pg/ml (0.0-26.1 pg/ml; SCR); 8.6 pg/ml (3.2-13.0
pg/ml; UTR) vs. 10.0 pg/ml (2.1-12.5 pg/ml; NR), p=n.s. vs. 11.2 pg/ml (7.2-19.7 pg/ml;
HC), p=n.s.; NS3: 12.6 pg/ml (1.2-28.6 pg/ml; SCR); 20.9 pg/ml (5.4-29.3 pg/ml; UTR) vs.
11.9 pg/ml (4.1-19.8 pg/ml; NR), p=n.s. vs. 20.8 pg/ml (9.0-26.8 pg/ml; HC), p=n.s. (Fig. 3c).
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Abb. 3c: IL-5 Sekretion
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Die Zytokinsekretion der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x10°) von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-
Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,
NS4 und NS5-4 mittels ELISA bestimmt (pg/ml). Die IL-5 Produktion offenbarte keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Patientengruppen.

Zusétzlich wurde die Sekretion von IL-10, einem weiteren Anti-inflammatorischen TH2
ahnlichem Zytokin, in den Zellkulturibersténden von HCV-Antigen stimulierten PBMC
bestimmt. Wiederum konnte eine nicht signifikant verringerte Sekretion von IL-10 in den NR
nach Stimulation mit allen HCV-Antigenen im Vergleich zu den UTR und den SCR
festgestellt werden (Abb. 3d). Im Detail sind die Median-Werte und die 25 und 75 Percentilen
far Core: 15,9 pg/ml (6,7-37,1 pg/ml; NR) vs. 75,7 pg/ml (10,3-129,7 pg/ml; UTR), p=n.s. vs.
67,2 pg/ml (11,4-354,6 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 16,1 pg/ml (10,1-17,5 pg/ml; HC), p=n.s.,
Helicase: 20,8 pg/ml (2,3-31,5 pg/ml; NR) vs. 24,4 pg/ml (14,6-133,2 pg/ml; UTR), p=n.s. vs.
94,8 pg/ml (1,5-193,5 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 14,6 pg/ml (13,8-16,1 pg/ml; HC), p=n.s.; NS3:
18,8 pg/ml (6,2-54,2 pg/ml; NR) vs. 39,8 pg/ml (6,9-187,2 pg/ml; UTR), p=n.s. vs. 108,2
pg/ml (7,2-239,6 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 13,9 pg/ml (9,3-15,2 pg/ml; HC), p=n.s.; NS4: 28,1
pg/ml (5,1-37,2 pg/ml; NR) vs. 24,8 pg/ml (8,8-157,9 pg/ml; UTR), p=n.s. vs. 83,1 pg/ml
(18,6-174,3 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 13,4 pg/ml (6,7-13,7 pg/ml; HC), p=n.s.; NS5-5: 30,4
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pg/ml (10,7-48,4 pg/ml; NR) vs. 23,1 pg/ml (13,7-145,8 pg/ml; UTR), p=n.s. vs. 103,6 pg/ml
(22,2-168,0 pg/ml, SCR), p=n.s. vs. 17,4 pg/ml (12,5-18,9 pg/ml; HC), p=n.s..

Abb. 3d: IL-10 Sekretion
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Die Zytokinsekretion der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x10°) von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-
Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,
NS4 und NS5-4 mittels ELISA bestimmt (pg/ml). Dabei zeigten die NR nach Stimulation mit allen HCV-Antigenen im Vergleich
zu den UTR und den SCR eine verringerte IL-10 Sekretion.

Zum Schlufd wurde die Sekretion von IL-12 durch Antigen prasentierende Zellen innerhalb
der PBMC analysiert, da dieses Zytokin moglicherweise eine regulatorische Rolle spielt bel
einer Veranderung der zelluldren Immunantwort in Richtung eines TH1 Zytokinprofils. Es
konnten allerdings keine Unterschiede bel der Stimulation mit den rekombinanten HCV-
Antigenen zwischen UTR, SCR, NR und HC feststellt werden (Abb. 3€). Im Detail sind die
Median-Werte und die 25 und 75 Percentilen fir Core: 212,0 pg/ml (50,3-313,5 pg/ml; UTR)
vs. 45,2 pg/ml (0,0-306,6 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 105,6 pg/ml (4,2-261,1 pg/ml; NR), p=n.s.
vs. 1815 pg/ml (65,9-213,2 pg/ml; HC), p=n.s.; Helicase: 149,1 pg/ml (68,0-213,9 pg/ml;
UTR) vs. 24,0 pg/ml (1,9-292,3 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 59,4 pg/ml (9,8-221,3 pg/ml; NR),
p=n.s. vs. 118,2 pg/ml (69,6-267,7 pg/ml; HC), p=n.s.; NS3: 139,9 pg/ml (40,1-264,8 pg/ml;
UTR) vs. 45,3 pg/ml (6,4-289,9 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 99,7 pg/ml (53,0-233,3 pg/ml; NR),
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p=n.s. vs. 97,7 pg/ml (48,0-155,0 pg/ml; HC), p=n.s.; N&4: 147,1 pg/ml (92,7-221,9 pg/ml;
UTR) vs. 37,5 pg/ml (5,8-132,4 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 93,1 pg/ml (6,5-193,1 pg/ml; NR),
p=n.s. vs. 66,6 pg/ml (45,1-144,8 pg/ml; HC), p=n.s.; NS5-4: 165,0 pg/ml (93,0-259,6 pg/ml;
UTR) vs. 56,8 pg/ml (13,1-194,9 pg/ml; SCR), p=n.s. vs. 73,6 pg/ml (36,8-186,8 pg/ml; NR),

p=n.s. vs. 127,5 pg/ml (93,7-315,4 pg/ml; HC), p=n.s..

Abb. 3e: IL-12 p70 Sekretion
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Die Zytokinsekretion der mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC; 1 x105) von Patienten mit anhaltender

Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie von unbehandelten HCV-

Patienten und gesunden Kontrollen (HC) wurde nach Stimulation mit den rekombinanten HCV-Antigenen Core, Helicase, NS3,

NS4 und NS5-4 mittels ELISA bestimmt (pg/ml). Dabei zeigten die HCV-stimulierten PBMC von allen Patientengruppen keine
Unterschiede bei der Sekretion des Zytokins IL-12 p70.
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3.3. Nachweisintrazellularer Zytokine mittels Durchflul3zytometrie

Um zur proliferativen Antwort und der daraus resultierenden Zytokinsekretion detailliertere
Informationen Uber die Frequenzen der Zytokin-produzierenden-T-Zellen zu erhaten, wurde
die sehr sensitive Methode des intrazelluldren Zytokin  Nachweises mittels
DurchflulRzytometrie eingesetzt. Von funf SCR und sieben NR wurden die CD4™ T Zellen
nach Stimulation mit den HCV-Antigenen Core und NS3 auf die Zytokine IFN-y und IL-10
gefarbt.

Hinsichtlich der IFN-y sekretierenden TH1 Zellen hatten die SCR eine nicht signifikant
hohere Frequenz von HCV-Core und NS3 spezifischen T-Zellen verglichen mit den NR. Im
Detail waren die Medianwerte und die 25/75 Perzentielen fir Core: 0,49 % (0,18-0,9 %; SCR)
vs. 0,09 % (0,06-0,26 %; NR), p=n.s.; NS3: 0,3 % (0,18-0,45 %; SCR) vs. 0,07 % (0,06-0,26
%; NR), p=n.s). Die Frequenzen der IL-10 sezernierenden TH2-Zellen zeigten eine sehr
ahnliche Verteillung zwischen den SCR und den NR auf Stimulation mit den Antigenen Core
und NS3. Im Detail waren die Medianwerte und die 25/75 Perzentilen fur Core: 0,56 % (0,3-
0,83 %; SCR) vs. 0,4 % (0,29-0,83 %; NR), p=n.s.; NS3: 0,47 % (0,25-1,0 %; SCR) vs. 0,51
% (0,33-0,86 %: NR), p = n.s. (Abb. 4).

Abb.4: Intrazellulére Zytokin Férbung
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Zur Bestimmung der intrazellularen Zytokinsekretion wurden CD4+ T-Zellen und CD14+ Monozyten von Patienten mit
anhaltender Therapieresponse (SCR) und Therapie Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie im Verhéltnis
10:1 fur 24h mit den rekombinaten HCV-Antigenen Core (Abb. A) und NS3 (Abb. B) stimuliert und anschlieRend die Anzahl der
Zytokin-sekretierenden CD4+ Zellen bestimmt. Hinsichtlich der IFN-y sekretierenden TH1 Zellen hatten die SCR eine nicht
signifikant héhere Frequenz von HCV-Core und NS3 spezifischen T Zellen gegenlber den NR. Die Frequenzen der IL-10
sezernierenden TH2 Zellen zeigten eine sehr &hnliche Verteilung zwischen den SCR und den NR auf Stimulation mit den

Antigenen Core und NS3.
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3.4. Quantitative Anti-HCV Antikorperanalyse und 1gG Subklassenbestimmung

Bel der quantitativen Anti-HCV Antikorperanalyse konnten in den gesunden Kontrollen durch
den Einsatz eines , Inhouse” ELISAs keine Anti-HCV Antikorper nachgewiesen werden. Die
Quantifizierung der Anti-HCV Antikdrper in den chronischen HCV Patienten zeigte
signifikant geringere absolute Mengen von Core und NS3 spezifischen Antikorpern in SCR
im Vergleich zu den NR und UTR (Median und 25/75 Perzentilen); Core: 49,8 ug/ml (21,7-
87,9 ug/ml; SCR) vs. 171,2 pg/ml (96,5-398,5 pg/ml; NR), p = 0,006 vs. 135,1 pug/ml (53-
1214 pg/ml; UTR), p = 0,009; NS3: 16,9 pg/ml (6,9-21,2 pg/ml, SCR) vs. 121,0 pg/ml (30,2-
279,9 pg/ml; NR), p<0.001 vs. 93,5 pg/ml (12,2-625,9 ug/ml, UTR), p=ns. (Abb. 5a).

Abb.5a: Quantitative Anti-HCV Antikorperanalyse
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Die quantitative Analyse der Anti-HCV Core und NS3 spezifischen Antikdrper aus dem Serum von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR) und Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie sowie unbehandelten HCV-Patienten
und gesunden Kontrollen (HC) zeigte eine signifikant geringere absolute Mengen von Core und NS3 spezifischen Antikdrpern
in SCR im Vergleich zu den NR und UTR. In den gesunden Kontrollen konnten keine Anti-HCV spezifischen Antikorper

nachgewiesen werden.
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Hinsichtlich der relativen HCV-spezifischen Antikorper 1gG Subklassenverteilung zeigte sich,
dal3 mehr als 90% der Core und NS3 spezifischen Antikorper dem Subtyp 1gG1 angehdren.
Antikorper vom Subtyp 1gG2 konnten Uberhaupt nicht detektiert werden und nur geringe
Mengen der Subtyp-Antikorper 1gG3 und 1gG4 waren in einigen Patientenseren detektierbar
(Abb. 5b).

Zusétzlich, waren die absoluten Konzentrationen der HCV-Core und NS3 spezifischen 1gG1
Antikorper signifikant geringer in den SCR gegeniuiber den NR und UTR (Median und 25/75
Perzentilen); Core: 40,9 pg/ml (20,3-85,2 pg/ml, SCR) vs. 120,0 pg/ml (85,8-373,2 pg/mi;
NR), p=0,006 vs. 132,4 ug/ml (90,8-300,0 pg/ml; UTR), p=0,016; NS3: 15,8 ug/ml (6,5-19,8
nug/ml; SCR) vs. 120,0 pg/ml (29,6-279,3 pg/ml; NR), p<0,001 vs. 92,4 pg/ml (11,8-625,3
pug/ml; UTR), p=n.s..

Abb. 5b: HCV-spezifische IgG Subklassenverteilung
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Die quantitative Analyse der Anti-HCV Core und NS3 spezifischen IgG Subklassenverteilung im Serum von Patienten mit
anhaltender Therapieresponse (SCR), Non-Respondern (NR) sechs Monate nach IFN-a Therapie und unbehandelten HCV-
Patienten zeigte, da mehr als 90% der Core und NS3 spezifischen Antikdrper dem Subtyp 1gG1 angehéren. Antikérper vom
Subtyp 19G2 konnten Uberhaupt nicht detektiert werden und nur geringe Mengen der Subtyp-Antikérper IgG3 und 1gG4 waren
detektierbar in einigen Patientenseren. Zusétzlich waren die absoluten Konzentrationen der HCV-Core und NS3 spezifischen

IgG1 Antikdrper signifikant geringer in den SCR gegeniiber den NR und UTR.
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3.5. Bindung von Anti-HCV Antikorpern an Zielzellen

Eine Grundvoraussetzung, um eine Antikorper vermittelte Lyse ablaufen zu lassen, ist die
Bindung der spezifischen Antikorper an die Zielzelle. Aus diesem Grund wurde bestimmt, in
welchem Umfang die HCV-spezifischen Antikorper, die fir die Bestimmung der ADCC und
Komplement vermittelte Lyse eingesetzt wurden an entsprechende Zielzellen binden. Als
Zielzellen wurden entweder Hepatitis C Virus freie oder infizierte Molt-4 Zellen eingesetzt.
Zusatzlich wurden UHCV-11 Zellen eingesetzt, die in Abhéngigkeit der Zusammensetzung
des Mediums HCV Proteine exprimieren. Fur die weiteren Versuche wurden sowohl die aus
Patientenserum Antigen spezifisch aufgereinigten Anti-HCV Antikorper als auch die
Patientenseren selbst mit den Zielzellen inkubiert und mittels Fluoreszenz markiertem
Zweitantikorper die gebundenen Antikorper detektiert und im DurchfluRzytometer die

Bindung nachgewiesen.

3.5.1. Bindung von Anti-HCV Antikdrpern an UHCV-11 Zellen

Bel der Bestimmung der Anti-HCV-Antikorper Bindungskapazitét an UHCV-11 Zellen zeigte
sich, da3 die Antigen-spezifisch aufgereinigten Antikdrper nur in einem sehr geringen
Umfang an die UHCV-11 Zellen binden im Vergleich zur negativen Kontrolle bestehend aus
humanen Antikdrpern von gesunden Spendern. Zwischen den HCV-Protein exprimierenden
Zellen und den HCV-Protein frelen Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede
unabhéngig von der Antigen-Spezifitdt der Antikorper festgestellt werden (Abb. 6). Bel den
Antikorpern aus den entsprechenden Patientenseren konnte eine starkere Bindung an die
UHCV-11 Zellen beobachtet werden im Vergleich zu den aufgereinigten HCV-spezifischen
Antikorpern. Auch hier konnten keine Unterschiede zwischen HCV-Antigen produzierenden
und nicht produzierenden Zellen festgestel It werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Bindung aufgereinigter Anti-HCV Antikdrpern an UHCV-11 Zellen
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Zur Bestimmung der Bindung von Anti-HCV Antikdrpern an UHCV-11 Zellen wurden sowohl die affinitatsgereinigten Anti-HCV
Antikorper, als auch Patientenseren zu UHCV-11 Zellen gegeben, die entweder HCV Proteine exprimierten oder HCV Protein
frei waren. Mit Hilfe von Fluoreszenz markierten Anti-Human Ig Antikdrpern wurden die gebundenen Antikorper detektiert und
mittels DurchfluBzytometrie die unterschiedlichen Bindungskapazitaten bestimmt. Es zeigten sich dabei keine Unterschiede in
der Bindungskapazitat zwischen den Zellen mit und ohne HCV Proteinen.

3.5.2. Bindung von Anti-HCV Antikor per an Molt-4 Zellen

In einem weiteren Ansatz wurde die Bindung der HCV-spezifischen Antikorper an die T-
Z€llinie Molt-4 untersucht, die entweder mit dem Hepatitis C Virus infiziert wurde oder zur
Kontrolle virusfrei gehalten wurde.

Zu diesem Zweck wurden sowohl die aufgereinigten Anti-HCV Antikérper as auch die
Patientenseren mit den Zielzellen inkubiert und mittels Fluoreszenz-markiertem Zweit-
Antikorper detektiert und im FACS die Bindung nachgewiesen.

Dabel zeigte sich, dal3 die Antigen-spezifisch aufgereinigten Antikdrper nur in einem sehr
geringen Umfang an die mit Hepatitis C Virus beladenen Molt-4 Zellen binden. Im Vergleich
zu den unspezifischen Antikorpern zeigten die aufgereinigten Anti-HCV Antikorper eine
stérkere Bindung an die Molt-4 Zellen, sowohl bei den unbeladenen als auch bei den mit

Hepatitis C Virus beladenen Zellen. Im weiteren Vergleich zwischen den beladenen und den
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unbeladenen Molt-4 Zellen zeigte sich bei den nicht infizierten Zellen eine nicht signifikant
hohere spezifische Bindung der aufgereinigten Anti-HCV Antikorper im Vergleich zu den
infizierten Zellen. Dieser Unterschied findet sich sowohl bel den Anti-HCV Core Antikdrpern
als auch bei den Antikorpern spezifisch fur die Antigene Helicase und NS3 wieder. Einen
etwas grofReren Unterschied erhdt man beim Einsatz von Anti-HCV Antikorper-haltigem
Serum zwischen den mit dem Hepatitis C-Virus infizierten Molt-4 Zellen und den nicht

infizierten Zdllen.

Abb. 7: Bindung aufgereinigter Anti-HCV Antikdrper an Molt-4 Zellen
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Zur Bestimmung der Bindung von Anti-HCV Antikérpern an Molt-4 Zellen wurden sowohl die affinitdtsgereinigten Anti-HCV
Antikorper als auch Patientenseren zu Molt-4 Zellen gegeben, die entweder mit dem HC Virus infiziert wurden oder HCV frei
gehalten wurden. Mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Anti-Human Ig Antikérpern wurden die gebundenen Antikdrper
detektiert und mittels DurchfluRzytometrie die unterschiedlichen Bindungskapazitaten bestimmt. Es zeigten sich dabei keine
Unterschiede in der Bindungskapazitat zwischen den Zellen mit und ohne HCV Proteinen. Dabei zeigte sich, da die Antigen-
spezifisch aufgereinigten Antikdrper nur in einem sehr geringen Umfang an die mit Hepatitis C Virus beladenen Molt-4 Zellen
binden. Im Vergleich zu den unspezifischen Antikdrpern zeigten die aufgereinigten Anti-HCV Antikdrper eine stérkere Bindung
an die Molt-4 Zellen, sowohl bei den unbeladenen als auch bei den mit Hepatitis C Virus beladenen Zellen.
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3.6. Antikorper-abhangige zellulare Zytotoxizitéat (ADCC) vermittelt durch Anti-HCV
Antikorper

Eine Art der Antikorper-vermittelten Lyse ist die Antikorper-abhangige zellulére Zytotoxizitét
(ADCC). Bei dieser Form der Zytotoxizitdt wird der spezifisch auf der Zielzelle gebundene
Antikorper durch den Fc-Rezeptor der NK-Zelle erkannt und die NK-Zelle erhédlt so die
Moglichkeit die Zielzelle zu lysieren.

3.6.1. ADCC bei Molt-4 und Daudi Z€ellen ver mittelt durch Anti-HCV Antikérper

Zur Bestimmung einer maglichen Antikorper-abhangigen zelluléren Zytotoxizitat vermittelt
durch Anti-HCV Antikorper wurden sowohl Daudi- als auch Molt-4 Zellen mit dem Hepatitis
C Virus infiziert oder zur Kontrolle virusfrei gehalten. Dabel zeigte sich unabhéngig vom
Infektionsstatus und von der eingesetzten Antikorper Konzentration bei den Daudi Zellen eine
Zunahme der spezifischen Lyse. Bei den mit dem Hepatitis C Virus infizierten Daudi Zellen
zeigte sich eine geringfugig schwéachere Lyserate gegentiber den nicht infizierten Zellen. Der
Einsatz von verschiedenen Antikorperkonzentrationen erbrachte keine signifikanten

Unterschiede bei der spezifischen Lyse (Abb.8).
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Abb. 8: ADCC mit Anti-HCV Core Antikorpern bei Daudi Zellen
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Zur Bestimmung der Antikdrper abhangigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC), vermittelt durch Anti-HCV Core Antikdrper bei
Daudi Zellen wurden HCV infizierte und virusfreie Daudi Zellen (1x10%/Test) mit radioaktivem Chrom 5Y[Cr] beladen und mit
verschiedenen Antikdrperkonzentrationen und verschiedenen Mengen NK-Zellen (CD56+) fur 4h inkubiert. Dabei zeigte sich
unabhéngig vom Infektionsstatus und von der eingesetzten Antikérperkonzentration bei den Daudi Zellen eine Zunahme der
spezifischen Lyse. Bei den mit dem Hepatitis C Virus infizierten Daudi Zellen zeigte sich eine geringfugig schwéchere Lyserate

gegeniber den nicht infizierten Zellen.

Beim Einsatz der Molt-4 Zellen in das ADCC in vitro Testsystem mit Anti-HCV Core
Antikorpern zeigte sich eine geringe Abnahme der Antikorper spezifischen Lyse bei den
infizierten Zellen bei zunehmender E:T Ratio. Be den HCV-negativen Zellen konnte
hingegen eine leichte Zunahme der Lyse detektiert werden bei zunehmender E:T Ratio (Abb.
9a).

Bel den HCV-Helicase Antikorpern zeigte sich sowohl bei den infizierten Zellen a's auch bei
den nicht infizierten Zellen eine Abnahme der Antikorper spezifischen Lyserate bel
zunehmender E:T Ratio. Diese Abnahme zeigte keine Korrelation mit der

Antikorperkonzentration (Abb.9b).
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Abb. 9: ADCC mit Anti-HCV Antikdrpern bei Molt-4 Zellen
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Zur weiteren Bestimmung der Antikdrper abhéngigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC) vermittelt durch Anti-HCV Core und

Helicase Antikorper bei Molt-4 Zellen wurden HCV infizierte und virusfreie Molt-4 Zellen (1x103/Test) mit radioaktivem Chrom

51[Cr] beladen und mit verschiedenen Antikdrperkonzentrationen und verschiedenen Mengen NK-Zellen (CD56+) fiur 4h

inkubiert. Beim Einsatz der Molt-4 Zellen in das ADCC in vitro Testsystem mit Anti-HCV Core Antikdrpern zeigte sich eine

geringe Abnahme der Antikorper spezifischen Lyse bei den infizierten Zellen bei zunehmender E:T Ratio. Bei den HCV-

negativen Zellen konnte hingegen eine leichte Zunahme der Lyse detektiert werden bei zunehmender E:T Ratio (Abb. 9a).

Bei den HCV-Helicase Antikdrpern zeigte sich sowohl bei den infizierten Zellen, als auch bei den nicht infizierten Zellen eine

Abnahme der Antikorper spezifischen Lyserate bei zunehmender E:T Ratio. Diese Abnahme zeigte keine Korrelation mit der

Antikdrperkonzentration (Abb.9b).
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3.6.2. ADCC bei UHCV-11 Z€len ver mittelt durch Anti-HCV Antikor per

Da das ADCC in vitro Zelkultursystem mit infizierten B-Zell- und T-Zelinien keine
Vergleichbarkeit bel der Infektionsrate zuldl?t, wurde in diesem in vitro Testsystem die
Zellinie UHCV-11 eingesetzt, die Hepatitis C Proteine exprimiert (Mordpour et. al. 1998).

Bel Einsatz der affinitétsgereinigten Anti-HCV-Core Antikorper in das in vitro Testsystem
zeigte sich eine Abnahme der Antikorper-abhangigen zelluléaren Zytotoxizitét (ADCC) bel
zunehmender E:T Ratio ausgehend vom Mediumwert. Auch der Einsatz von verschiedenen
Antikorperkonzentrationen zeigte keine signifikanten Unterschiede in der spezifischen
Lyserate (Abb. 10a).

Bel der Zugabe von Anti-HCV-NS3 Antikorpern zeigte sich nur bel den geringeren
Antikodrperkonzentrationen (1jug und 5ug) eine leichte Zunahme der Lyserate bei den E:T
Ratios von 10:1 und 50:1. Bei der Antikorperkonzentration von 25ug konnte nur eine
Abnahme der spezifischen Lyse bel zunehmenden E:T Ratios festgestellt werden (Abb. 10b).
Ein dhnliches Bild wie bel den NS3 Antikorpern ergab sich auch bei den Anti-HCV-Helicase
Antikorpern. Auch hier zeigte sich nur bei der geringsten Antikorperkonzentration eine leichte
Zunahme der spezifischen Lyserate gegeniber dem Mediumwert. Bel  der
Antikorperkonzentration von 25ug zeigte sich auch hier eine Abnahme der Lyserate (Abb.
10c).

Setzte man das Serum der entsprechenden HCV -Patienten in diesem Testsystem ein, so zeigte
sich bel alen Antikdrperkonzentrationen eine leichte Zunahme der spezifischen Lyse bis zur
E:T Ratio 50:1 ausgehend vom Mediumwert. Bei der E:T Ratio von 250:1 konnte bei keiner
Antikorperkonzentration eine Lyseaktivitét detektiert werden (Abb. 10d).
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Abb.10: ADCC mit Anti-HCV Antikérpern bei UHCV-11 Zellen
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Zur weiteren Bestimmung der Antikdrper-abhéngigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC) vermittelt durch Anti-HCV Antikoérpern bei
UHCV-11 Zellen wurden UHCV-11 Zellen eingesetzt, die entweder HCV-Proteine exprimieren oder HCV-Protein frei waren
(1x10%/Test) mit radioaktivem Chrom '[Cr] beladen und mit verschiedenen Antikérperkonzentrationen und verschiedenen
Mengen PBMC fur 4h inkubiert. Bei Einsatz der Anti-HCV-Core Antikodrper zeigte sich eine Abnahme der Antikorper-
abhangigen zelluldaren Zytotoxizitat bei zunehmender E:T Ratio ausgehend vom Mediumwert. Auch der Einsatz von
verschiedenen Antikdrperkonzentrationen zeigte keine signifikanten Unterschiede in der spezifischen Lyserate (Abb. 10a).

Bei Zugabe von Anti-HCV-NS3 Antikdrpern zeigte sich nur bei den geringeren Antikérperkonzentrationen (1pg und 5ug) eine
leichte Zunahme der Lyserate bei den E:T Ratios von 10:1 und 50:1. Bei der Antikdrperkonzentration von 25ug konnte nur eine
Abnahme der spezifischen Lyse bei zunehmenden E:T Ratios festgestellt werden (Abb. 10b).

Ein ahnliches Bild wie bei den NS3 Antikdrpern ergibt sich auch bei den Anti-HCV-Helicase Antikdrpern. Hier zeigte sich nur
bei der geringsten Antikdrperkonzentration eine leichte Zunahme der spezifischen Lyserate gegeniiber dem Mediumwert. Bei
der Antikdrperkonzentration von 25ug zeigte sich auch hier eine Abnahme der Lyserate (Abb. 10c).
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Setzte man das Serum der entsprechenden HCV-Patienten in diesem Testsystem ein, so zeigt sich bei allen
Antikdrperkonzentrationen eine leichte Zunahme der spezifischen Lyse bis zur E:T Ratio 50:1 ausgehend vom Mediumwert. Bei
der E:T Ratio von 250:1 konnte bei keiner Antikdrperkonzentration eine Lyseaktivitat detektiert werden (Abb. 10d).

3.7. Komplement-ver mittelte Lyse durch Anti-HCV Antikor per

Die Komplement-vermittelte Lyse stellt eine weitere Art der Antikorper-vermittelten Lyse
dar. Bel ihr wird durch den Fc-Teil des an die Zielzelle gebundenen spezifischen Antikorpers
die Komplementkaskade aktiviert und die Zielzelle lysiert.

3.7.1. Komplement-ver mittelte Lyse bei Molt-4 Zellen

Zur Bestimmung einer moglichen Komplement-vermittelten Lyse durch die Anti-HCV
Antikorper bei Molt-4 Zellen, die mit dem Hepatitis C Virus infiziert wurden, wurden
affinitétsgereinigte  HCV-Antikorper mit bekannter Spezifitdt in enem in vitro
Zdlkultursystem eingesetzt.

Bel Einsatz der HCV-Core Antikdrper konnte keine spezifische Lyse festgestellt werden
unabhangig von der Menge der eingesetzten Antikorpermenge. Auch hdhere Komplement-
konzentrationen zeigten keine Auswirkungen auf die Lyserate (Abb. 11a).

Auch die Zugabe von HCV-Helicase und HCV-NS3 spezifischen Antikorpern fuhrte nicht zu
einer spezifischen Komplement-vermittelten Lyse. Wie auch bei den HCV-Core Antikorpern
zeigten sowohl hohere Antikorper- als auch hohere Komplementkonzentrationen keine
Zunahme der Komplement vermittelten Lyse (Abb. 11 b, ¢).

Bel Zugabe von Anti-HCV Antikorper-haltigem Serum zeigte sich bel einer Antikorpermenge
von 1ul/Well und bel der niedrigen Komplementkonzentration erst eine Zunahme der
Komplement-vermittelten Lyse, die aber bei der héchsten Komplementkonzentration wieder
auf Mediumwerte abfiel. Bel einer Serummenge von 5ul zeigte sich nur eine schwache
Zunahme der Lyserate bei Zunahme der Komplementkonzentration. Bel der hochsten

Serummenge zeigte sich keine spezifische Lyse mehr (Abb. 11d).
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Abb. 11
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Zur Bestimmung der Komplement-vermittelten Lyse vermittelt durch Anti-HCV Antikorper bei Molt-4 Zellen wurden HCV
infizierte  und virusfreie Molt-4 Zellen (1x10%/Test) mit radioaktivem Chrom 5Y[Cr] beladen und mit verschiedenen
Antikdrperkonzentrationen und verschiedenen Mengen Komplement fir 4h inkubiert. Bei Einsatz der HCV-Core Antikorper
konnte keine spezifische Lyse festgestellt werden unabh&éngig von der eingesetzten Antikdrpermenge. Auch hohere
Komplementkonzentrationen zeigten keine Auswirkungen auf die Lyserate (Abb. 11a). Die Zugabe von Anti-HCV-Helicase und
-NS3 Antikdrpern fiihrte nicht zu einer spezifischen Komplement-vermittelten Lyse. Hohere Antikdrper- oder hohere
Komplementkonzentrationen fiihrten zu keiner Zunahme der Komplement vermittelten Lyse (Abb. 11 b, c). Zugabe von Anti-
HCV Antikorper-haltigem Serum zeigte bei der Antikérpermenge von 1pl und bei der niedrigen Komplementkonzentration eine
Zunahme der Komplement-vermittelten Lyse, die bei der hochsten Komplementkonzentration wieder auf Mediumwerte abfiel.
Bei einer Serummenge von 5pl/Test zeigte sich nur eine schwache Zunahme der Lyserate bei Zunahme der
Komplementkonzentration. Bei der hdchsten Serummenge zeigte sich keine spezifische Lyse mehr (Abb. 11d).
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3.7.2. Komplement ver mittelte Lyse bei UHCV-11 Zellen

Zur Uberpriifung einer Komplement-vermittelten Lyse in einem weiteren in vitro Testsystem
wurden die affinitétsgereinigten Antikorper auf UHCV-11 Zellen eingesetzt.

Bel der Anti-HCV-Core Antikorperkonzentration von 1ug/Well zeigte sich bei der héchsten
Komplementkonzentration eine geringe Zunahme der spezifischen Lyse. Eine spezifische
Lyse konnte auch bei den beiden hoheren Antikorperkonzentrationen (5ug/Well und
25ug/Well) nicht detektiert werden (Abb. 12a).

Auch bel den Anti-HCV-Helicase Antikorpern zeigte sich bel der hochsten
Komplementkonzentration eine geringe spezifische Lyse. Diese war unabhangig von der
Menge der eingesetzten Antikorper (Abb. 12b).

Der Einsatz der Anti-HCV-NS3 Antikorper fuhrte bei der mittleren Antikdrperkonzentration
(5ug/Well) und auch nicht bei der héchsten Komplementkonzentration zu einer spezifischen
Antikorper vermittelten Lyse (Abb. 12¢).

Setzt man das Serum von HCV infizierten Patienten in diesem Zellkulturtestsystem ein, so
kann man bei geringer Serummenge (1ul) und bel der héchsten Komplementkonzentration
eine Zunahme der spezifischen Lsyseaktivitdt detektieren. Bei den beiden hdchsten
Serumkonzentrationen konnte bei keiner der Komplementkonzentrationen eine spezifische
Lyse festgestellt werden (Abb. 12d).

53



Ergebnisse

Abb. 12: Komplement vermittelte Lyse bei UHCV-11 Zellen durch Anti-HCV Antikorper
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Zur Bestimmung der Komplement-vermittelten Lyse durch Anti-HCV Antikorper bei UHCV-11 Zellen wurden UHCV-11 Zellen
eingesetzt, die entweder HCV-Proteine exprimieren oder HCV-Proteinfrei waren (1x10%/Test). Diese wurden mit radioaktivem
Chrom ®*[Cr] beladen und mit verschiedenen Antikérperkonzentrationen und verschiedenen Mengen Komplement fir 4h
inkubiert.

Bei der Anti-HCV-Core Antikodrperkonzentration von 1ug/Well zeigte sich bei der hdchsten Komplementkonzentration eine
geringe Zunahme der spezifischen Lyse. Eine spezifische Lyse konnte auch bei den beiden héheren Antikdrperkonzentrationen
(5pg/Well und 25pg/Well) nicht detektiert werden (Abb. 12a). Bei den Anti-HCV-Helicase Antikdrpern zeigte sich bei der
héchsten Komplementkonzentration eine geringe spezifische Lyse. Diese war unabh&ngig von der Menge der eingesetzten
Antikdrper (Abb. 12b). Der Einsatz der Anti-HCV-NS3 Antikorper filhrte bei keiner der Antikoérper- und
Komplementkonzentrationen zu einer spezifischen Antikdrper vermittelten Lyse (Abb. 12c). Bei Einsatz des Serums von HCV
infizierten Patienten zeigte sich bei geringer Serummenge (1pl) und bei hdchster Komplementkonzentration eine Zunahme der
spezifischen Lyseaktivitat. Bei den beiden héchsten Serumkonzentrationen konnte bei keiner der Komplementkonzentrationen
eine spezifischen Lyse festgestellt werden (Abb. 12d).
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Es gibt eine grol3e Zahl von Hinweisen, dal3 HCV-spezifische T-Helferzellen die antivirale
Immunantwort induzieren kdnnen durch virusspezifische Klasse | restringierte cytotoxische T-
Lymphozyten (CTL) und auf3erdem konnen sie die Anti-HCV Antikorper produzierende B-
Zellen regulieren. Diese B-Zellen konnen ebenfalls die antivirale Immunantwort Uber
Zytokine durch Interaktion mit infizierten Hepatozyten modifizieren (Missale et al. 1996,
Cacciarelli et al. 1996 und Koziel et al. 1995). Eine andere attraktive Hypothese zur
Viruspersistenz fordert ein Ungleichgewicht in der TH1-TH2 Helferzellantwort al's kritischen
Faktor, der zur Viruspersistenz fuhrt (Fan et al. 1998). Diese Daten werden in der Literatur
sehr kontrovers diskutiert, was auf den Einsatz von verschiedenen Antigenpraparationen,
verschiedene Techniken und nicht sehr gut charakterisierte Patientengruppen zurtickzufihren
ist (Lechmann et al. 1999, Rossol et al. 1997 und Tsai et al. 1997). In dieser Arbeit wurde die
proliferative T-Helferzellantwort in einem Kollektiv von sehr gut charakterisierten Patienten
mit unbehandelter chronischer Hepatitis C Infektion oder Patienten, die einer IFN-a
Behandlung unterzogen wurden genauso wie in gesunden Kontrollen analysiert. Die
Ergebnisse demonstrieren eine signifikant stérkere T-Zellantwort spezifisch fur die Hepatitis
C Antigene NS3 und Helicase in SCR verglichen mit den anderen Patientengruppen. Die
Blockierung der proliferativen T-Zellantwort durch die Zugabe von Anti-HLA Klasse Il
Antikorpern charakterisierte diese Antwort als CD4" T-Zellantwort. Diese Ergebnisse waren
entsprechend zu einer vorangegangenen Verlaufsstudie, die eine Induktion von NS3, N&4 und
Helicase spezifischen T-Zellantworten in IFN-a behandelten Patienten mit Viruselimination
und bevorzugte Reaktivitdten auf die Antigene Core und NS5 in IFN-a behandelten
Nonrespondern zeigte (Lohr et al. 1998). Ahnlich starke NS3 und NS4 Antigen spezifische
zelluldre Immunantworten konnten in Patienten mit akuter, selbst limitierender HCV-
Infektion und in einem geringeren Mal3e in Patienten, die eine chronische Hepatitis C
entwickeln, festgestellt werden (Diepolder et al. 1995 und 1997, Ferrari et al. 1994). Deshab
erscheint es sehr wahrscheinlich, dal3 NS3 spezifische T-Helferzellen mit der Viruselimination
assoziiert sind und dieses Antigen moglicherweise as Impfkandidat in zukinftigen

praklinischen Studien eingesetzt werden kann.

Um die Hypothese vom Ungleichgewicht der THI1-TH2-Helferzellantwort, die

moglicherweise eine Viruspersistenz fordert, zu bestétigen, wurden verschiedene TH1- und
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TH2-Zytokine in den HCV-Antigen stimulierten PBMC-Uberstanden analysiert. Dabel
konnten signifikant hohere Mengen des Zytokins IFN-y in den PBMC-Uberstanden von
Patienten, die eine IFN-a Therapie erhalten hatten, nachgewiesen werden. Diese hohen IFN-y
Spiegel waren unabhangig vom Ausgang der Therapie verglichen mit den unbehandelten
chronischen HCV Patienten und den gesunden Kontrollen. Es ist bekannt, dal3 IFN-y als
wichtigstes TH1-Zytokin Klasse | restringierte CTL aktivieren kann und deshalb die Lyse von
infizierten Zellen fordert (Cacciarelli et al. 1996). Desweiteren ist von experimentellen
Hepatitis-B-Infektionsmodellen  bekannt, dal3 IFN-y moglicherweise in der Lage ist
intrazelluldre Viren zu inaktivieren, bevor die infizierten Zellen lysiert werden (Guidotti et al.
1996 und 1999). Obwohl eine verringerte IFN-y Produktion bei HCV-stimulierten T-Zellen
als Faktor fur die virale Persistenz diskutiert wird, argumentieren die in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse gegen diese Hypothese (Rossol et al. 1997 und Tsai et al. 1997). Auf
der anderen Seite konnte ein verandertes Verhatnis von HCV-stimulierten TH1 zu TH2
Zellen von Bedeutung sein fur die hohe Chronifizierungsrate in natirlichen HCV-Infektionen
und fur die hohe Rate von Therapie-Nichtansprechern nach einer IFN-a Therapie. Dennoch
konnten nur geringflgig verringerte Mengen der Zytokine IL-4 und IL-10 in den PBMC
Zellkulturiberstanden bei IFN-a behandelten ,, Nonrespondern® nach HCV-Antigen
Stimulation feststel It werden.

Der Einsatz der hochsensitiven Methode der intrazellul&ren Zytokinfarbung zeigte hohere
Frequenzen IFN-y-produzierender CD4" T-Zellen nach Stimulation mit den HCV-Antigenen
Core und NS3 in den SCR verglichen mit den NR, wobei die Frequenzen der IL-10
produzierenden CD4" T-Zellen im Blut von SCR und NR dabei sehr ghnlich waren (Prussin et
al. 1995 und Waldrop et al. 1997). Zusammen mit den Befunden einer starken NS3-
spezifischen T-Helferzellantwort deuten diese Ergebnisse darauf hin, dal3 IFN-y eine wichtige
Rolle bel der Pathogenese der Viruselimination spielt. Zusétzlich wurde die Sekretion von IL-
5 untersucht, einem dritten TH2 abhangigen Zytokin, dal3 die Immunglobulinsynthese bei den
B-Zellen fordert (Swain et al. 1998). Auch hier konnten keine Unterschiede bel der IL-5
Sekretion zwischen den HCV-infizierten Patientengruppen und den gesunden Kontrollen
festgestellt werden. Zum Schlufd wurden die Konzentrationen des funktionellen IL-12 p70
Heterodimers in den Uberstanden der HCV-stimulierten PBMC analysiert. Es zeigten sich
dabel aber keine Unterschiede in den IL-12 Spiegeln zwischen den Patienten, die das Virus
unter der IFN-a Therapie eliminiert hatten und den Patienten mit chronischer Viruspersistenz.

Deshalb erscheint es wahrscheinlich, dal3 eine unzureichende 1L-12 Sekretion, hervorgerufen
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durch antigenpréasentierende Zellen wie Makrophagen, einen moglichen Hauptfaktor darstellt
fUr eine unzureichende TH1-Zell-Induktion (Rossol et al. 1997). Die gesamte Zytokinanalyse
lieferte keine Anhaltspunkte fir die Hypothese einer verstarkten TH2-Helferzellstimulation,
die mit der viralen Persistenz in chronischen HCV-Infektionen oder dem Nichtansprechen auf

eine IFN-a Behandlung korreliert.

Unabhangig vom Ausgang der Therapie bei akuter oder chronischer HCV-Infektion sind die
meisten Patienten charakterisiert durch persistierende Anti-HCV-Antikorper im Serum. Dabei
ist die pathogenetische Relevanz der humoralen Immunantwort noch unklar (Bled et al. 1999).
In Ubereinstimmung mit kirzlich veroffentlichten Studien zeigte sich eine Korrelation der
Anti-HCV-Antikdrpersynthese in vitro und im Serum mit der Viruspersistenz und dem
Nichtansprechen auf eine IFN-a Therapie, denn es konnten signifikant geringere Anti-HCV
Antikorperspiegel in den Seren von SCR nachgewiesen werden verglichen mit den Seren von
UTR und NR (L6hr et al. 1994 und 1996). In experimentellen Modellen konnte gezeigt
werden, dal3 die 1gG Subklassenbildung durch verschiedene Zytokine reguliert wird. Dabel
scheint es, dal3 beim Menschen die 1gG1 Produktion IL-2 abhangig ist, wahrend die 1gG2
Antikorper durch das Zytokin IFN-y reguliert werden. Die Antikoérpersubklassen 1gG3 und
1gG4 sind letztendlich abhangig von TH2 Zytokinen wie IL-4 und IL-5 (Kawano et al. 1994
und Kitani et al. 1993). Bisher hat nur eine Studie die HCV-spezifische zellulare
Immunantwort zusammen mit der humoralen Immunantwort charakterisiert (Lechmann et al.
1996). In dieser Studie konnte in den korrespondierenden Seren von allen Patientengruppen
eine vorherrschende 1gGl Antikorpersynthese nachgewiesen werden, unabhéngig vom
Therapieausgang. Zusétzlich wurde eine Abnahme der absoluten Konzentration der Anti-HCV
IgG1 Antikorper in den SCR festgestellt. Erneut geben diese Daten weitere Hinweise davon,
dal3 es bel der zelluldren Immunantwort keine TH2 zu TH1 Verschiebung gibt, die mit der

Virusdimination in SCR assoziiert ist.

Wie im Vorfeld schon beschrieben, sind HCV-Infektionen gekennzeichnet durch Antikorper,
die gegen verschiedene strukturelle und nicht strukturelle Virusantigene gerichtet sind. Diese
Antikérper konnen moglicherweise neben der Funktion der Neutralisation auch Funktionen
vermitteln wie Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitédt (ADCC) und Komplement-
vermittelte Lyse. Fir die Anti-HVR1 Antikorper konnten neutralisierende Eigenschaften
gezeigt werden (Zibert et al. 1995 und 1997). Dal3 Virus-spezifische Antikorper auch in der
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Lage sind eine Komplement-vermittelte Lyse vermitteln zu kénnen, konnte in vitro schon bei
Hepatitis B Infektionen gezeigt werden (Michalak et al. 1995). Auch die Vermittlung von
ADCC durch spezifische Antikérper konnte in verschiedenen Féllen gezeigt werden (Alsmadi
et al. 1998 und Ozaki et al. 1997). Ob nun vergleichbare Mechanismen bel der Hepatitis C

Infektion moglich sind, wurde mit Anti-HCV -spezifischen Antikorpern untersucht.

Zur Uberpriifung, ob die affinitétsgereinigten Antikorper tberhaupt in der Lage sind an
entsprechende Zielzellen zu binden und somit die Mdglichkeit gegeben ist, Zellen als Ziele fr
entweder eine Komplement-vermittelte Lyse oder fir eine zellvermittelte Lyse kenntlich zu
machen, wurden die Bindungseigenschaften der HCV-Antikdrper in Bindungsstudien néher
untersucht. Das Vorkommen dieser Virus-spezifischen Antikorper im Serum macht man sich
auch zunutze fur die klinische Diagnostik einer Hepatitis C Infektion (Brillanti et al. 1991,
Quiroga et al. 1992 und Lohr et al. 1996). Ein direkter Nachweis der Bindung der
affinitétsgereinigten HCV-Antikorper an die HCV-Antigen tragenden Zielzellen konnte
mittels der Durchfluf3zytometrie nicht gefiihrt werden, da mdglicherweise die Zielzellen nur
sehr geringe Virusmengen auf der Zelloberfléche trugen und somit unter dem Detektionslimit
dieser Meldmethode lagen. Fur das Virushillprotein E2 konnte dies zum Beispiel gezeigt
werden (Rosa et al. 1996).

Die Bestimmung der Komplement-vermittelten Lyse zeigt in den in vitro Versuchen, dal3
diese nicht von den HCV-spezifischen Antikorpern vermittelt werden konnte, wie dies z.B.
bei Antikdrpern gegen das Hepatitis B Virus moglich ist (Michalak et al. 1995). Hier kann
zum enen ads ene Ursache ene geringe Bindung der Antikérper an die
Zelloberflachenantigene gesehen werden und zum anderen das Vorherrschen der
Immunglobulinsubklasse-1 aufgrund der 1gG-Subklassenverteilung. In Mausmodellen konnte
die 1gG-Subklasse M as Hauptverantwortlicher fir die Komplement-vermittelte Lyse
ermittelt werden (Janeway et al. 1967). In wieweit dies auf den Menschen Ubertragbar ist, ist
noch nicht genau bekannt. Ob jedoch diese autologen Antikdrper unter in vivo Bedingungen
moglicherweise eine Komplement-vermittelte Lyse von virusinfizierten Zellen bewirken
kénnen, mufld weiterhin bestimmt werden. Aufgrund einer sehr aktiven Produktion von
Komplementkomponenten in den Leberzellen 1813t sich dies nicht ausschlief3en (Ramadori et
al. 1984). Die Ergebnisse der Kontrollexperimente bestétigen die nicht detektierbaren
zytotoxischen Effekte bedingt durch die HCV-spezifischen Antikorper. Diese
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Kontrollexperimente umfaldten Zielzellen inkubiert mit vergleichbaren Verdinnungen der
gleichen Antikorper in Anwesenheit von Hitze inaktiviertem Komplement, Komplement
alleine oder mit relevanten oder irrelevanten humanen Antikorpern inkubierte Zielzellen. Die
Gultigkeit der Befunde wird durch diese Ergebnisse unterstiitzt und sie schlief?en die
Moglichkeit von nicht-spezifischen toxischen Effekten oder direkten zytotoxischen Aktionen

ausgelibt durch die Antikdrper oder das Komplement alleine aus.

Die Bestimmung der ADCC zeigte, dal3 die HCV-spezifischen Antikorper keine Lyse weder
bel infizierten T-Zellen noch bel den HCV-Antigen exprimierenden Zellen vermitteln
konnten. Dies kann unter Umstanden daran liegen, dal3 die aufgereinigten Serumantikérper
nicht mehr an antigene Strukturen auf der Zelloberflache binden kdnnen bzw. wenn, dann nur
in sehr geringem Umfang, der fir eine spezifische Lysereaktion nicht ausreichend ist. Somit
stehen zu wenige Antikorper zur Verfigung um ADCC vermitteln zu kdnnen. Im gleichen
Male ist denkbar, dal? die 1gG-Subklassenverteilung in den Patienten dergestalt ist, dal3 nur
Immunglobulinsubklassen vorherrschen, die nicht an den Fc-Rezeptor der Zielzelle binden
kénnen (Ravetch et al. 1993 und Lanier et al. 1988). Somit ist die Moglichkeit von ADCC
nicht mehr gegeben. In vivo kann das Fehlen von spezifischen NK-Zellen auch eine Ursache
sein fur eine nicht vorhandene ADCC (Corado et al. 1997 und Kaser et al. 1999). Das Fehlen
einer in vitro Anti-HCV Antikorper induzierten zellularen Zytotoxizitét tragt moglicherweise
eine pathogenetische Relevanz zur klinischen Situation. Da die antivirale humorae
Immunantwort stark limitiert ist auf mehr oder weniger einen 1gG Isotyp, wie es der Fall zu
sein scheint bei der chronischen Hepatitis C Infektion, ist auch nicht zu erwarten, dald sie
effiziente Virusneutralisation und Beseitigungsmechanismen vermitteln (Malnick et al. 1997
und Chen et al. 1999).

Deshalb erscheint es wahrscheinlich, dald andere Faktoren an der Vermittlung der
Virusdimination oder der Persistenz beteiligt sind, wie z.B. die Anwesenheit von
verschiedenen Virusstdmmen oder Genotypen, die Virudast oder eine schlechte
Antigenprozessierung und Présentation (Schlaak et al. 1997 und Bell et al. 1997). Genetische
Faktoren wie der HLA-Haplotyp oder Koinfektionen mit HBV oder HIV oder hoher
Alkoholgenul3 sind zusétzliche Faktoren, die den Ausgang der Infektion mit dem Hepatitis C
Virus bestimmen (Mangia et al. 1999 und Alberti et al. 1999). Die herunterregulierte HCV-
gpezifische Antikorpersynthese in den SCR spricht gegen Neutralisation oder
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virusinhibierende Kapazitéten der virus-spezifischen Antikorper wie es in anderen Arbeiten
propagiert wurde (Rosa et al. 1996 und Zibert et al. 1995). Ob die Anti-HCV Antikorper ein

Epiphé&nomen darstellen oder in die Pathogenese der HCV -Infektion eingebunden sind mul3in
weiteren Studien bewertet werden.

61



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Patienten mit akuter, selbstlimitierender HCV-Infektion und solche mit IFN-a
Therapieresponse (SCR) zeigten eine hochregulierte NS3-spezifische T-Helferzellantwort.
Uber die funktionelle Bedeutung der T-Helferzellantwort und der Antikorpersynthese besteht
jedoch noch Unklarheit.

In dieser Studie wurde die proliferative Antwort der PBMC von Patienten mit anhaltender
Therapieresponse (SCR; n=8), Non-Respondern (NR; n=13) und unbehandelten HCV-
Patienten (UTR; n=10) sowie gesunden Kontrollen (HC; n=5) auf die rekombinanten HCV-
Antigene Core, Helicase, NS3, NS4 und NS5-4 bestimmt und ihre Sekretion von IFN-y, I1L-4,

IL-5, IL-10 und IL-12 analysiert. Die IFN-y und IL-10 sezernierenden CD4* T-Zellen wurden
durch intrazelluldre Zytokinfarbung quantifiziert. Zusétzlich wurden Anti-HCV Core und NS3
spezifische 1gG-Subklassenantikdrper in den korrespondierenden Seren bestimmt.

SCR zeigten dabei eine signifikant starkere NS3 und Helicase spezifische zellulére
Immunantwort verglichen mit den NR, UTR und HC. Die Zytokinanalyse und die
intrazelluldre Zytokinfarbung ergaben, dal3 HCV-stimulierte T-Zellen von SCR vorzugsweise
IFN-y sezernierten (TH1). Jedoch waren die TH2 Zytokine IL-4 und I1L-10 bei NR verringert
und die IL-12 Sekretion in alen Gruppen vergleichbar. Eine signifikant geringere IFN-y
unabhangige Anti-HCV Core und NS3 IgGl-Antikdrpersynthese zeigten die SCR im
Vergleich zu den UTR und den NR.

Desweiteren wurden funktionelle Eigenschaften von Anti-HCV AntikOrpern untersucht.
Hierzu wurden affinitétsgereinigte Anti-HCV Core, Helicase und NS3 Antikorper in in vitro
Testsystemen auf ihre Fahigkeit getestet, Komplement vermittelte Lyse und ADCC zu
vermitteln. Jedoch konnte bei keinem dieser Antikorper eine auf das Therapieansprechen
korrelierte Funktion detektiert werden.

Hohere Frequenzen NS3-spezifischer IFN-y sezernierender T-Helferzellen vermitteln
moglicherweise eine Viruselimination in IFN-a behandelten Patienten. Es gibt aber keine
Hinweise fir eine verstérkte TH2-dhnliche T-Zell-Aktivitdt, die mit dem Therapie
Nichtansprechen korreliert. Auch die Analyse der funktionellen Eigenschaften der Virus-
spezifischen Antikorper ergab keinen Hinwels auf ihre Bedeutung in der Immunantwort der

chronischen Hepatitis C Infektion.
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Abkirzungen

Abklrzungen

ADCC
APZ
BSA
CD4
Ci
Cpm
CTL
DMSO
DNA
FCS
HTC
GOT
GPT
HC
HCV
HEPES
HLA
HUS
HVR-1
IFN-y

1gG

Antibody dependent cellular cytotoxicity
Antigen présentierende Zellen

Bovines Serumalbumin

Cluster of differentiation 4

Curie

Counts per minute (Zerféle pro Minute)
Cytotoxic T-lymphocyte
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Fetal calf serum
Fluorescein-1sothiocyanate
Glutamat-Oxylacetat-Transaminase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase

Healthy control

Hepatitis C Virus bzw. Hepatitis C Virusinfektion
2-[4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonsaure
Human leukocyte antigen

Humanserum

Hyper variable region 1
Interferon-gamma

Immunglobulin Gamma

Immunglobulin M
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Abkirzungen

IL-4

MHC

NR

NS3 (4, 5-4)
PBMC

PBS

PE

RNA

Sl

UTR

VGT

Interleukin-4

Mayor histocompartibility complex
Nonresponder Patienten
Nichtstrukturelles Antigen Nr. 3 (4, 5-4)
Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte K ochsal zI 6sung)
R-Phycoerythrin

Ribonucleic acid

Sustained complete responder
Stimulationsindex

Untreated Patienten

Gamma-Glutamyl-transferase
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Anhang

Hiermit versichereich, dal3 ich die vorliegende Arbeit selbststéandig angefertigt habe und nur
die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe.

Mainz, den 07.05.2001
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