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1 Einleitung

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist beim Menschen ein haufiger Erreger der infektidsen Hepatitis,
welche bei chronischem Verlauf zu Leberzirrhose, Hepatozelluldrem Karzinom (HCC) und Tod
des Patienten fuhren kann. Trotz grof3er Fortschritte in der Therapie ist die Zahl der Neuinfektionen
anhaltend hoch, die dringend bendtigte Impfung weiterhin nicht verfigbar. Auf Grund der mit
HCYV assoziierten Krankheitslast zahlt das Virus auch heute noch zu den Erregern mit hochster

Bedeutung fur das deutsche Gesundheitssystem.
1.1 Hepatitis-C-Virus

1.1.1 Aufbau und Replikation

Das Hepatitis-C-Virus ist ein Hepacivirus aus der Familie der Flaviviridae. Derzeit sind sieben
verschiedene Genotypen mit zahlreichen Subtypen bekannt, welche regional unterschiedlich
gehauft auftreten und sich z.T. stark voneinander unterscheiden. Diese Varianz von > 30 % macht
es derzeit so schwierig, eine Impfung gegen HCV zu entwickeln (Simmonds et al., 2005; Smith et
al., 2014).

Die positiv gerichtete Einzelstrang-RNA (ss+ RNA) liegt umgeben vom Nukleokapsid (Core-
Protein) und den Oberflachenglykoproteinen Envelope (E) 1 und E2 vor und das Virion hat einen

Durchmesser von ca. 40-50nm.

Um seinen Wirt zu infizieren, dringt das HCV nach hdmatogener Ubertragung tiber Endozytose in
die Zelle ein. Hierzu kann das Virus CD81, Scavenger Rezeptor (SR — Bl), Claudin und Occludin
binden (Perrault et al., 2009). Dies geschieht bevorzugt in Hepatozyten, wodurch sich die
leberspezifische Klinik erklart. Eine erste Prozessierung der Strukturproteine wird durch zellulére
Peptidasen vorgenommen, wodurch das Virion freigelegt wird. Auf der Virus-RNA befindet sich
ein offener Leserahmen, in welchem fir ein ca. 3000 Aminosduren langes Polypeptid kodiert wird.
Bereits wahrend der Translation am rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) wird dieses Peptid

von zellul&ren Peptidasen und Proteasen zu diversen Proteinen prozessiert:
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Abbildung 1.1: Virales Polyprotein mit Schnittstellen der Prozessierung

Abgebildet sind die Virusproteine von HCV: Stukturproteine (gelb), Viroporin (griin) und Nichtstrukturproteine (rot).
Zusatzlich sind die Schnittstellen der Enzyme angegeben, welche an der Prozessierung beteiligt sind:
Signalpeptidpeptidase (gelb), Signalpeptidase (rot), NS2-Protease (griin) und NS3-Protease (blau). (nach Doerr et al.,
2010, Abb. 39.2)
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Das Core-Protein bildet das Viruskapsid und verankert das Virion mit der Virushille (Boulant et
al., 2005), E1 und E2 sind Hillproteine und fir die Rezeptorbindung am Wirt zustandig (Fraser et
al., 2011). P7 induziert als Viroporin die Freisetzung von Viruspartikeln aus infizierten Zellen und
koordiniert zusammen mit NS2 die intrazellulare Virusmontage (Popescu et al., 2011). NS3 ist
durch eine RNA — Helikase — Funktion ein wichtiger Bestandteil der Replikation und wird als
Serinprotease flr die Hemmung der Interferon (IFN)-Induktion beim Wirt verantwortlich gemacht
(P. S. Pang et al., 2002; Tomei et al., 1993), NS4A wirkt zusétzlich als Cofaktor fiir NS3(Koch et
al., 1996). NS4B ordnet den viralen Replikationskomplex in membrandse Vesikel (Egger et al.,
2002). NS5A koordiniert die RNA-Replikation und unterstiitzt sowohl NS2 bei der Virusmontage
als auch NS3 bei der Hemmung der IFN-Induktion (Elazar et al., 2003; Polyak et al., 2001;
Popescu et al., 2011). NS5B bildet die RNA-abh&ngige RNA-Polymerase (Behrens et al., 1996).

Die Replikation und die Prozessierung von Hepatitis-C-Virus findet iberwiegend in membrandsen
Vesikeln (den ,,viral factories) statt, die Assemblierung (das Zusammensetzen) der Viren findet
am Golgi-Apparat in hydrophoben Zellorganellen, in sogenannten Lipid Droplets, statt, welche zur
Membranbildung und Speicherung von Cholesterol und Signalmolekilen dienen (Miyanari et al.,
2007) (siehe auch Abb.1.2: Lebenszyklus und Prozessierung von HCV).

1.1.2 Epidemiologie

Obwohl die Hepatitis C namentlich meldepflichtig ist, sind Daten zur Inzidenz weiterhin
unzureichend, da zum einen 75% der Neuinfektionen asymptomatisch verlaufen und zum anderen
von der positiven Testung auf Antikorper nicht zuverlassig auf den genauen Zeitpunkt der
Infektion riickgeschlossen werden kann. Im Jahr 2011 wurde HCV durch das Robert Koch Institut
(RKI) unter 127 infektidsen Erregern bzgl. Krankheitslast und Bedeutung flr die medizinische
Uberwachung zu den Erregern mit der hochsten Prioritat eingeordnet. Ein direkter Vergleich von
HCV mit dem gesellschaftlich prasenteren Humanen Immundefizienz Virus (HIV) verdeutlicht,
wie das RKI zu dieser Einschatzung kommt: Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzt, dass
im Jahre 2017 weltweit ca. 71 Mio. Menschen chronisch mit HCV infiziert sind. Zur gleichen Zeit
waren nur ca. 36,7 Mio. Menschen am Humanen Immundefienz Virus (HIV) infiziert. Jedes Jahr
infizieren sich ca. 1,75 Mio. Menschen neu mit HCV (HIV: 1,8 Mio.) und bis zu 400 000
Menschen versterben jéhrlich an den Folgen einer HCV-Infektion (HIV: 1 Mio.) (WHO, 20173,
2017b). In Deutschland sind die Folgen einer HCV-Erkrankung der hdufigste Grund flr eine
Lebertransplantation.(RKI, 2014a)

Die Ubertragung der HCV-Infektion erfolgt parenteral iber den Blutweg. Am haufigsten lassen
sich kausale Zusammenhange einer Ansteckung beim Teilen von Spritzbesteck unter intravendsen
Drogenkonsumenten (IDUs, 80%) sowie bei verletzungstrachtigen Sexualpraktiken, insbesondere

bei Méannern, die Sex mit Mannern haben (MSM, 7,5%), feststellen. Weitere mdgliche



Infektionswege sind die Dialyse (0,6%) sowie Nadelstichverletzungen im Gesundheitswesen und

Tatowierungen/Piercings unter mangelhaften hygienischen Bedingungen. (RKI, 20144, 2019)

Die Inzidenz von HCV in Deutschland ist durch die Anderung der Falldefinition im Jahre 2015 nur
eingeschrankt beurteilbar. Jedoch konnte nach lange rucklaufiger Inzidenz zuletzt wieder ein
leichter Anstieg der Neuinfektionsraten verzeichnet werden (2004 noch 9044 Erstdiagnosen, 2016
nur 4429 Erstdiagnosen, 2018 dagegen 5198 Erstdiagnosen)(RKI, 2019). Daher spielt HCV nicht
nur weltweit, sondern auch speziell in Deutschland weiterhin eine bedeutende Rolle in der

medizinischen Versorgung von leberinsuffizienten Patienten.

1.1.3 Kilinik

Obwohl das Hepatitis-C-Virus auch in anderen Geweben als der Leber (lateinisch: hepar)
nachgewiesen werden konnte, tritt es als Giberwiegend hepatotropes Virus in Erscheinung (Fletcher
etal., 2012).

Eine akute Hepatitis-C manifestiert sich zwei bis sechs Wochen nach der Infektion, z. T. auch
erheblich spater. In bis zu 80% der Falle verlauft diese akute Infektion asymptomatisch oder zeigt
sich mit einer milden, unspezifischen Klinik, die an eine leichte Grippe erinnern kann:
Leistungsminderung, Mudigkeit, Ubelkeit, Appetitlosigkeit. Nur in 15-20% steigen die
Transaminasen und Bilirubinkonzentration derart stark an, dass sich ein Ikterus manifestiert (RKI,

2014b). Daher wird eine akute Hepatitis-C nur selten erkannt.

In bis zu 80% der Infektionen kommt es im Verlauf zu einer chronischen Hepatitis, welche
definitionsgemaR langer als sechs Monate besteht. (RKI, 2014b) Auch hier bleiben die Symptome
lange Zeit unspezifisch: zu den Symptomen einer akuten HCV-Infektion wie Leistungsminderung
und Appetitlosigkeit kommen haufig zusatzlich auch Muskel- und Gelenkschmerzen. Erst wenn
sich im Verlauf eine fortgeschrittene Leberzirrhose manifestiert (bis zu 30% innerhalb von 20
Jahren (RKI, 20144a)), deutet auch die Klinik zunehmend auf eine Pathologie der Leber hin: wird
die Synthesefunktion der Leber eingeschrénkt, kann es zu Blutungsneigung (Mangel der
Gerinnungsfaktoren), Aszites oder auch peripheren Odemen (Albuminmangel) kommen.
Auftretende Leberhautzeichen sind Zeichen von portaler Hypertension und mangelnder
Entgiftungsfunktion der Leber (Herold, 2015).

2-4% der chronisch Infizierten entwickeln pro Jahr ein Hepatozelluldres Karzinom (HCC) (RKI,
2014a), welches mit zunehmendem Leberversagen, der Gefahr der lymphogenen, pulmonalen oder
auch osteogenen Metastasierung, sowie typischen paraneoplastischen Symptomen einhergeht. Fir
die Entwicklung eines HCCs haben sich das méannliche Geschlecht, Alkoholabusus, ein
bestehender Diabetes mellitus sowie Co-Infektionen mit HIV oder Hepatitis-B-Virus (HBV) als

negativ-prédiktive Faktoren erwiesen. (Herold, 2015)



Der Schweregrad der Erkrankung wird mittels des MELD-Scores ermittelt, fir welchen im Serum
Billirubin, Kreatinin und die Blutgerinnung Uber INR (International Normalized Ratio) beurteilt
werden (Dultz et al., 2013).

1.1.4 Therapie

Die Therapie einer Hepatitis-C-Infektion unterlag in den letzten Jahren einem starken Wandel
durch die Einfuhrung von direkt wirksamen antiviralen Substanzen. Eine Impfung zur

Primérprophylaxe einer HCV-Infektion liegt derzeit noch nicht vor.

Fur die Therapie der chronischen Hepatitis-C war fiir lange Zeit peglFN-a der Goldstandard. Eine
auf peglFN basierendeTherapie ist jedoch belastend fiir den Patienten und von unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen (UAW) geprégt. Hierzu gehdren Depressionen bis zur Suizidalitét, grippale
Allgemeinsymptome und u. U. behandlungsbedurftige Zytopenien (Herold, 2015, pp. 24-25).

Seit 2014 stehen diverse direkt antivirale Substanzen (direct acting antiviral, DAA) zur Verfligung,
welche in den aktuell geltenden Leitlinien der DGVS (Deutsche Gesellschaft der
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) zur Therapie empfohlen werden.
(Sarrazin et al., 2018) .In der Substanzklasse der DAA ist aktuell eine Vielzahl an Medikamenten
verfligbar. Hierzu zahlen NS3-Protease-Inhibitoren (Glecaprevir, Grazoprevir, Voxilaprevir),
NS5A-Inhibitoren (Elbasvir, Ledipasvir, Velpatasvir, Pibrentasvir), Nicht-nukleosidische NS5B-
Inhibitoren (Dasabuvir — mittlerweile vom Markt genommen) und Nukleosidische NS5B-
Inhibitoren (Sofosbuvir) (Sarrazin et al., 2018). Die Auswahl der optimalen Kombinationstherapie
erfolgt anhand Kriterien wie des vorliegenden Genotyps sowie ggf. dem Therapieansprechen
vorhergegangener Therapien. Bevorzugt wird eine Kombinationstherapie aus Ledipasvir +
Sofosbuvir (Harvoni®) oder Velpatasvir + Sofosbuvir (Epclusa®) empfohlen. Derzeit fur alle
Genotypen zugelassen sind Kombinationstherapien aus Glecaprevir + Pibrentasvir (Maviret®,
Zulassung fiir alle Stadien der Nierenfunktionseinschrankung) und Velpatasvir + Sofosbuvir +
Voxilaprevir (Vosevi®). Mit diesen neuen Therapiekombinationen kann bei nahezu allen HCV-
Infektionen innerhalb von 8-12 Wochen eine anhaltende Therapieantwort erreicht werden, definiert

als fehlenden Virusnachweis 12 Wochen nach Therapieende.

Bei einer akuten Hepatitis C besteht nach aktuellen Empfehlungen keine generelle Indikation zu

einer Therapie.

1.2 Immunabwehr und Hepatitis-C-Virus
Das Hepatitis-C-Virus ist in der Lage trotz eines intakten Immunsystems in der Leber zu
persistieren und eine chronische Infektion auszuldsen. Es wurden Falle beschrieben, bei denen

Patienten ohne kompetentes Immunsystem (Hypoglobulindmie, welche in einem Mangel an



neutralisierenden Antikorpern resultiert), die HCV-Infektion durch eine Therapie mit IFN-ao
ausheilen kdnnen. (Semmo et al., 2006). Die Interaktionen zwischen Virus und Mensch sind sehr
komplex und bis heute noch nicht im Detail verstanden. Es herrscht ein stdndiger Wettbewerb
zwischen der menschlichen Immunabwehr und dem Virus, mit dem Ziel der Immunabwehr, das
Pathogen zu eliminieren und dem Ziel des Virus, sich dem Immunsystem zu entziehen und die
Wirtszelle flr die eigene Replikation zu nutzen. Hierdurch kommt es zu zahlreichen Interaktionen
zwischen dem Hepatitis -C-Virus und dem menschlichen Organismus. Im folgenden Kapitel sollen
grundsétzliche Vorgange der viralen Immunabwehr und Charakteristika im Verlauf einer HCV-

Infektion aufgezeigt werden.

1.2.1 Angeborene Immunabwehr

Die angeborene Immunabwehr zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass die Reaktion einheitlich
und kurzfristig ablauft, ohne dass zuvor ein Antigenkontakt oder ein Priming der beteiligten Zellen
héatte stattfinden miissen. Wichtige Protagonisten sind Dendritische Zellen (DZ), Natlrliche

Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten und Makrophagen.

Fur die vorliegende Arbeit sind sie im Einzelnen nicht relevant, da der Fokus auf die Verbesserung
die adaptive Immunabwehr gelegt werden soll. Daher wird an dieser Stelle nicht weiter auf die

angeborene Immunabwehr eingegangen.

1.2.2 Adaptive Immunabwehr

Kennzeichnend fiir das adaptive Immunsystem sind die Antikorper-produzierenden B-Zellen sowie

T-Zellen, welche zusammen die zellulare Immunantwort repréasentieren.

B-Zellen

Wird eine B-Zelle durch Bindung an ein Antigen (Ag) aktiviert, differenziert sie zu einer
Plasmazelle und ist in der Lage Ag-spezifische Antikdrper (AK) zu bilden, welche das
Komplementsystem aktivieren. Des Weiteren werden Antigene internalisiert, prozessiert und tber
Haupthistokompabilitatskomplex Il (Major Histocompability Complex, MHC) den sogenannten
CDA4+ T-Zellen (Zellen, positiv fur den Cluster of Differentiation 4) prasentiert (Murphy et al.,
2018).

T-Zellen

T-Zellen erkennen ein Antigen, das im Komplex mit einem MHC-Molekdl prasentiert wird. In dem
MHC-Komplex befinden sich spezifische Epitope, die als kurzes Peptid aus dem Polyprotein eines
Pathogens prozessiert und préasentiert werden und tber T-Zellrezeptoren (TZR) auf T-Zellen
gebunden werden. Um fir die Vielzahl verschiedener Pathogene die Verfiigbarkeit entsprechender
Antigen-Rezeptoren sicherzustellen, ist eine enorme Diversitat der TZR nétig, die durch

Rekombination der genetischen Elemente des Rezeptors entsteht. Ein TZR besteht aus
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verschiedenen Untereinheiten (a, B, v, 0, €), wobei jeweils o und f fiir die Bindung zu Antigenen
verantwortlich sind. Die Untereinheiten weisen jeweils verschiedene Abschnitte auf, welche als V,
(D) und J bezeichnet werden. Fir jede dieser Untereinheiten liegen genomisch mehrere Varianten
vor. Welche Variante von der entsprechenden Untereinheit im Rezeptor Verwendung findet,
entscheidet sich zuféllig (Rekombination). Anschlielend werden diese Konstrukte enzymatisch
(ebenfalls zufallig) geschnitten, verkirzt oder es werden einzelne Nukleotide eingefiigt (junktionale
Diversifizierung / somatische Hypermutation). Dieser Prozess der Entstehung der TZR wird
somatische Rekombination (auch: V(D)J-Rekombination) genannt (Murphy et al., 2018). Die
hierdurch entstehende Diversitat ermoglicht es den T-Zellen an zahllose unterschiedliche Antigene
zu binden. Die Haufigkeit, mit der eine bestimmte Sequenzfolge entsteht, bezeichnet man als
Vorlaufersequenz. Diese ist ein entscheidender Aspekt in der Ausbildung von Immundominanz (s.
Kap. 1.3).

Man unterscheidet CD4+ und CD8+ T-Zellen (Murphy et al., 2018).

CD4+ Zellen binden an durch MHC-I1I préasentierte Antigenfragmente und werden auch T-
Helferzellen (Th) genannt. Insbesondere die Ths-Zellen spielen eine wichtige Funktion in der
viralen Abwehr, da sie IFN-y und TNF-a produzieren. Hierdurch induzieren Sie zum einen in B-
Zellen eine vermehrte MHC-Produktion, zum anderen werden Makrophagen zur Phagozytose von
infizierten Zellen angeregt. In Abhangigkeit von jeweils charakteristischen Transkriptionsfaktoren
bei der Zelldifferenzierung und dem ausgeschiitteten Zytokinprofil werden unterschiedliche CD4+
T Zellpopulationen unterschieden, einschliellich regulatorischer CD4 T-Zellen mit einer eher

immunsuppressiven Wirkung.

Schliellich gibt es noch die CD8+ oder auch zytotoxischen T-Zellen (Cytotoxic T-Lymphocyte,
CTL). Sie werden durch Bindung an den MHC-I-Komplex aktiviert. Auch sie produzieren IFN-y
und TNF-o, ihre Besonderheit in der Immunantwort ist jedoch die zytotoxische Wirkung: Ahnlich
den NK-Zellen schiitten auch sie Perforin und Granzym aus, um eine infizierte Zelle zu zerstéren.
Aulerdem kénnen CD8+ T-Zellen bei Bindung Uber Fas-Liganden (FasL, CD154, CD95L) an

Zielzellen Gber Induktion von Caspasen eine Apoptose einleiten (Murphy et al., 2018).

Der fur die zytotoxischen T-Zellen bendtigte MHC-I-Komplex wird von Antigen-présentierenden
Zellen (APZ), insbesondere von DZ présentiert. Hierzu werden Antigene aus dem Zytosol
prozessiert. Fir die Antigenprozessierung werden Proteine zunédchst im Zytosol durch das
Proteasom in 2 — 32 Aminosauren-groRBe Fragmente zerlegt. Gegebenenfalls folgt eine weitere
Kiirzung der Fragmente durch Endopeptidasen und Aminopeptidasen. AnschlieRend werden alle
Fragmente, die mindestens 8 Aminosauren lang sind ber den TAP (transporter, associated with
antigen-processing) in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Hier erfolgt eine

weitere Kiirzung der Antigenfragmente durch ERAP-1 und -2 (ER-resident aminopeptidases).
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Diese Reste der viralen Antigene entsprechen den exakten Epitop—Sequenzen. Flankierende
Regionen werden géanzlich entfernt und enzymatisch zerkleinert. Die Epitope werden nun auf
MHC-1-Molekiile geladen und tber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert. Dort
werden sie gezielt den CD8+ Zellen prasentiert (Kloetzel, 2001) (s. a. Abb. 1.2: Lebenszyklus und

Prozessierung von HCV).

Immunoproteasom

Im Verlauf einer Infektion kénnen unter Einfluss von IFN-y die Untereinheiten -1, p-2 und -5
des Proteasoms gegen LMP2;7 (low molecular mass protein) und MECL-1 (multicatalytic
endopeptidase complex like) ausgetauscht werden, wodurch sich die Produktivitit des Proteasoms
noch steigern lasst (Basler et al., 2013). Die IFN—y-Ausschittung in Folge einer HCV-Infektion
bildet hierbei keine Ausnahme (Shin et al., 2006). Die Fahigkeit unseres Organismus ein solches
Immunoproteasom zu bilden unterstreicht sowohl die Bedeutung von IFN-y in der viralen Abwehr,
als auch die Bedeutung der Prozessierung an sich im komplexen Zusammenspiel der adaptiven
Abwehr. (Khu et al., 2004; Nasheri et al., 2015). Zudem gibt es bereits Hinweise darauf, dass sich
der protektive Charakter von Merkmalen wie dem HLA-B*27 Allel bei HCV-Infektionen auf einen
deutlich gesteigerten Abbau viraler Ag durch das Proteasom zurtickfuhren lasst (Schmidt et al.,
2012).
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Abbildung 1.2: Lebenszyklus und Prozessierung von HCV

Das HC-Virus dringt (iber Endozytose in die Zelle ein und das Virion wird durch zellulare Peptidasen freigelegt.

Im Verlauf einer Infektion erfolgt die Translation und Prozessierung zu Struktur- und Nicht-Strukturproteinen im rauen
Endoplasmatischen Retikulum (rER). Die anschliefende Assemblierung geschieht im Golgi-Apparat, wonach neue HCV-
Partikel aus der Zelle freigesetzt werden kénnen.

Im Rahmen der adaptiven Immunreaktion dagegen werden virale Proteine im Proteasom in 2 — 32 Aminoséduren grofie
Partikel zerteilt. Anschlieend werden diese noch zusétzlich tiber zelluldre Endopeptidasen und Aminopeptidasen
gekdrzt. Alle Virusfragmente, die nun noch mindestens 8 Aminosauren lang sind, werden (iber TAP (transporter,
associated with antigen — processing) in das rER transportiert. Hier werden die Peptide auf die MHC-I Molekiile geladen
und ggf. Uberstehende Aminosauren durch ER-standige Aminopeptidasen (ERAP, ER — resident aminopeptidases)
verdaut, bis nur noch exakt passende Epitopsequenzen verbleiben. Diese werden dann tiber den Golgi-Apparat an die
Zelloberflache transportiert. Hier kdnnen durch den MHC-1-Komplex, CD8+ zytotoxische T-Zellen aktiviert werden.
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1.2.3  Verlauf einer Hepatitis-C-Virus-Infektion

Im Verlauf einer akuten Infektion mit dem HC-Virus kommt es zundchst im Rahmen der
angeborenen Immunantwort sehr schnell zum Anstieg der Typ | und HlI Interferone, jedoch ohne
den weiteren Verlauf der Infektion zu verhindern (Thimme et al., 2002). Erst nach sechs bis acht
Wochen beginnt der Anstieg der T-Zellen und IFN-y als Zeichen, dass die adaptive Immunabwehr
in die Infektion eingreift. Die Viruslast beginnt zu sinken. Hier gilt es festzuhalten, dass eine friihe
Bildung von neutralisierenden Antikorpern als Pradiktor gilt, dass die Infektion spontan ausheilt

(Pestka et al., 2007), wahrend ein spétes Auftreten eher fiir eine Chronifizierung spricht.

Gleichzeitig weist das Hepatitis-C-Virus Methoden auf, sich dem Immunsystem erfolgreich zu
entziehen. Beispielsweise wird die IFN-B Ausschiittung verringert, wenn Phagosomen
(Makrophagen oder Dendritische Zellen) HCV internalisiert haben und hiertiber die angeborene
Immunantwort abgeschwacht (Ke et al., 2011). Des Weiteren inhibieren NS3 und NS4A die
Induktion von TLR3 und Rig-1 (Toll-like-receptor 3 und retinoic acid inducible gene I) (Foy et al.,
2003), NS5A hemmt die PKR- sowie die ISG-Expression (Protein kinase R und Interferone-
stimulated Genes) (Pflugheber et al., 2002) und Core unterbindet die IFN-Typ I-Produktion tber
die Blockade des JAK/STAT-Pfades (Janus kinases / Signal Transducer and Activator of
Transcription proteins) (Lin et al., 2005), was im Weiteren in einer verminderten Aktivierung des
Proteasomes resultiert (Stevenson et al., 2013).

Zusétzlich ist HCV ein hochreproduktives Virus, wodurch es zu zahlreichen Mutationen im
Replikationszyklus kommt. Hierdurch liegt das Virus in verschiedensten Varianten im Organismus
vor. Im Rahmen einer akuten Infektion kommt es unter dem Selektionsdruck des adaptive
Immunsystems zu einer Selektion von Mutationen, die zu einer Immunevasion flihren (Timm et al.,
2004). Der Erfolg dieser Immunevasion hat ma3geblichen Einfluss auf den weiteren Verlauf der
Infektion (Erickson et al., 2001). Ublicherweise sind diese sogenannten ,,Escape*“-Mutationen in
den Zielepitopen der Immunantwort lokalisiert und verhindern so die Interaktion zwischen Peptide,
MHC-Molekiil und TZR. Es gibt aber in HCV und auch bei anderen Viren Beispiele, dass in den
flankierenden Regionen eines Epitops ,,Escape““-Mutationen selektiert werden, die die
Antigenprozessierung beeintrachtigen und damit zu einer Immunevasion filhren (Seifert et al.,
2004; Walker et al., 2016). Jede Mutation kann die Funktionalitat der betroffenen Proteine
beeintrachtigen und damit die virale Fitness herabsetzen (sogen. Fitnesskosten), so dass es unter
Abnahme des Selektionsdruckes zu einer Reversion kommt (Timm et al., 2004). Dementsprechend
gibt es die Annahme, dass die erfolgreichsten T-Zellantworten gegen hochkonservierte, eher stabile
Epitope (z.B. in Core, NS3, NS5B) (Simmonds et al., 2005) gerichtet sind, welche aufgrund zu

hoher Fitnesskosten keinen oder nur sehr geringen Sequenzénderungen unterliegen.


https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
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Zusammenfassend sind die adaptive Immunantwort mit CD8+ T-Zellen und die Ausschiittung von
IFN-y die Schliisselkomponenten bei der Abwehr von HCV. Seitens HCV sind die Proteine Core,
NS3, NS4B und NS5B wichtige Gegenspieler des Immunsystems. Zusétzlich sind

Sequenzvariationen im Genom ein wichtiger Schliissel zur Virusevasion.

1.3 Immundominanz

Durch eine Infektion werden dem Organismus unzéhlige Antigene présentiert. Gleichzeitig kénnen
durch die enorme T-Zelldiversitét theoretisch eine groRe Vielzahl unterschiedlicher T-Zell-
Rezeptoren (TZR) auf die Antigene reagieren. Tatséchlich ist dies jedoch nicht der Fall. Stattdessen
werden bestimmte Antigene tberproportional haufig erkannt. Diesen Umstand bezeichnet man als
Immundominanz dieser Antigene (Sercarz et al., 1993). Die genauen Hintergriinde, die zur
Immundominanz fihren, konnten bis heute nicht endgliltig geklart werden, es werden jedoch

zahlreiche Faktoren diskutiert.

Ein maRgeblicher Einflussfaktor auf die Entstehung von Immundominanz ist die Haufigkeit in der
ein bestimmter TZR vorkommt, die sogenannte Vorldufersequenz. Bereits durch die Sequenzen
naiver T-Vorlauferzellen liegt eine gewisse Préadisposition vor, wie haufig bestimmte Antigene
erkannt werden. Es gibt einen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Vorlaufersequenz und
immundominanten Epitopen (Obar et al., 2008; Schmidt et al., 2011). Zusatzlich hat jedoch auch
die Aviditat des TZR selbst einen Einfluss darauf, wie stark ein Ag eine Immunantwort induziert:
hier gilt es, die strukturelle Aviditat (Starke der Bindung zwischen TZR und dem Peptid-MHC-I-
Komplex) und die funktionelle Aviditat (relative Menge an Antigen, die benétigt wird, um eine T-
Zelle zu aktivieren) zu unterscheiden. Die TZR-Aviditét hat einen ebenso ernstzunehmenden
Einfluss auf Immundominanz wie die Vorlaufersequenz (Cukalac et al., 2014). Des Weiteren
beeinflusst die TZR-Aviditat maligeblich die Spontanausheilung einer akuten HCV-Infektion
(Neveu et al., 2008; Yerly et al., 2008).

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Immundominanz liegt in der Prozessierung eines
Antigens, da diese die Basis jeder Epitop-Erkennung durch TZR bildet. Jede Verénderung der in
Kap. 1.2 Adaptive Immunabwehr beschriebenen Abl&ufe der Prozessierung wirkt sich demzufolge
auf die weitere Erkennung durch TZR aus und beeinflusst hierdurch schlieB8lich auch die
Immundominanz (Tenzer et al., 2009). Insbesondere das Immunoproteasom (s. Kap. 1.2.2) ist

hierbei ein deutliches Beispiel fur eine Veranderung der Immundominanz (K. C. Pang et al., 2006).

Im Falle von Hepatitis-C gelten vor allem die Proteine Core, NS3 und NS5B als immundominant,
ihre Epitope provozieren als Antigene haufig starke T-Zellantworten (Li et al., 2008; Li et al.,

2006; Simmonds et al., 2005). Daher stehen besonders diese Proteine im Fokus der Entwicklung
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einer protektiven Vakzine (Liang, 2013), sie kénnen das Potential fir eine starke und breit

aufgestellte T-Zellantwort bergen, welche fur eine Spontanausheilung von HCV nétig ist.

1.4 Immundominante Epitope weiterer Viren
Um den Einfluss flankierender Sequenzen maéglichst unabhangig vom Virus selbst untersuchen zu
kénnen, wurden in dieser Arbeit Epitope verschiedener Viren betrachtet. Diese sollen hier

vorgestellt werden.

1.4.1 Influenzavirus: Matrixprotein M1

Das Matrixprotein M1 aus dem Influenzavirus Typ A umbhiillt die Virus-RNA und verleiht dem
Virion als Kapsid seine mechanische Stabilitat. Zudem tritt das M1-Protein mit der Membran der
Wirtszelle in Wechselwirkung, um die replizierten Virione aus dem Zytoplasma freizusetzen.
Aufgrund dieser wichtigen Eigenschaften im Lebenszyklus des Virus wird das M1-Protein
mittlerweile auch als Bestandteil neuerer Influenza-Impfungen genutzt (Atsmon et al., 2012; Lillie
etal., 2012). In den hier vorliegenden Studien wurde das HLA-A*2 restringierte Epitop
GILGFVFTL verwendet.

1.4.2 Cytomegalievirus: Proteinkinase pp65

Die CMV-spezifische Proteinkinase pp65 ist vor allem fiir die Virusevasion verantwortlich. Es tritt
bereits sehr friih zu Beginn einer CMV-Infektion auf und wird klinisch zum Nachweis einer akuten
CMV-Infektion genutzt (CMV-Antigenamietest) (Mhiri et al., 2007). Zum einen phosphoryliert es
die immediate-early (IE) Proteine, welche die Antigenprasentation auf MHC—I-Molekiilen
blockieren (Gilbert et al., 1996). Zum anderen interagieren die IE mit NKp30-aktivierenden
Rezeptoren, wodurch sie einen Angriff durch NK-Zellen abwehren kdnnen (Arnon et al., 2005).
Zusatzlich vermindert pp65 die IFN-Antwort des infizierten Organismus (Abate et al., 2004). In
den hier vorliegenden Studien wurde das HLA-A*2 restringierte Epitop NLVPMVATYV verwendet.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Bedeutung der Antigenprozessierung, da jede weitere
Reaktion einer T-Zelle auf den Ergebnissen einer optimalen Prozessierung und Antigenprasentation

basiert.

Bei einer HIV-Infektion Ubt die Sequenz der Regionen, welche die Zielepitope umgeben, einen
Einfluss auf die Qualitat und Quantitat der prozessierten Epitope aus (Jallow et al., 2015). In dieser
Arbeit wird untersucht, ob dieses analog fir HCV gilt und sich iber Veradnderungen dieser Epitop-

flankierenden Sequenzen die Immunantwort steigern lasst.

Ziel ist es, die flankierenden Sequenzen der Epitope Core, NS3 und NS5B isoliert und unabhangig
von den Epitopen selbst betrachten zu kénnen. Hierzu werden artifiziell erzeugte Epitope in
verschiedenen genomischen Kontexten erzeugt und die dadurch erzeugte Immunantwort durch die

Messung von IFN-y quantifiziert und analysiert.

Mit dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass die Epitop-flankierenden Sequenzen von HCV einen
bedeutenden Einfluss auf die Effektivitat der Prozessierung haben (Kap. 3.1). In Kap. 3.2 sollen
einflussnehmende Sequenzen in der Epitop-Umgebung naher untersucht und eingegrenzt werden.
Wenn die flankierenden Regionen um ein Epitop einen Einfluss darauf haben, wie intensiv die
zytotoxische T-Zellantwort darauf ausfallt, stellt sich die Frage, ob und inwieweit dieser Einfluss
auch funktionell genutzt werden kann. Kann die Immunantwort auf ein Epitop, auf welches bislang
vergleichsweise schwach reagiert wurde, durch Veranderung der flankierenden Sequenzen
verbessert werden? In Kapitel 3.3 wird untersucht, ob sich die Immunantwort auf einzelne HCV-
Epitope durch Sequenzanderungen in den flankierenden Regionen gezielt steigern lasst.
AbschlieRend wird die Antigenprozessierung als Einflussfaktor fiir Inmundominanz in Konkurrenz

zu anderen Faktoren wie der Aviditat betrachtet (Kap. 3.4).



2 Material und Methoden

2.1 Material
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Die im Folgenden aufgefiihrten Materialien, Geréte und Substanzen wurden genutzt, um die

beschriebenen Versuche durchzufiihren.

2.1.1 Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Elektroporator

Nucleofector 11

Lonza Group Ltd.

Durchflusszytometer

Facscalibur

Becton Dickinson GmbH

BD Facs Aria &Il

Becton Dickinson GmbH

Navios Flow Cytometer

Beckman Coulter GmbH

Kdihler Nalgene Cryo 1 °C Freezing Thermo Fisher Scientific Inc,
Nalgene
Mikroskope Primo Vert Carl Zeiss AG
Nikon TMS Nikon GmbH
Leica DMIL LED Leica Microsystems GmbH
PCR-Cycler MJ Mini Bio Rad Laboratories GmbH
Pipetten Pipetman (10; 200; 1000 ul) Gilson, Inc.
Eppendorf research plus (10; 20; 200; | Eppendorf AG
1000 pl)
Pipetus Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG
Handy Step Brand GmbH & Co. KG
Rttler Thermomixer comfort Eppendorf AG

Voatex genie Il

Scientific Industries, Inc.

Reax top Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG

Thermoshake C. Gerhardt GmbH & Co. KG

GFL 3020 Peter Oehmen GmbH

Sicherheitswerkbank

Hera Safe KS12

Heraeus Holding GmbH

Hera Safe HS12

Heraeus Holding GmbH

Spektralphotometer

Gene Quant pro

GE Healthcare (Amersham

Biosciences Europe GmbH)

Nano Drop1000 Spectrophometer

Thermo Fisher Scientific Inc.
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UV-Geréte FLX-20M Eurofins MWG GmbH
Gene Genius, Bio Imaging System Synoptics Ltd.

Vakuumpume Vac-Man Laboratory Vacuum Promega Corporation
Manifold

Wasserbad Inkubations-/Inaktivierungsbad 1002 | GFL Gesellschaft fur

Labortechnik GmbH

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5415D

Eppendorf AG

Micro 200R

Andreas Hettich GmbH & Co.
KG

Heraeus Megafuge 4R Centrifuge

Thermo Scientific

Heraeus Megafuge 1.0 R Centrifuge

Thermo Fisher Scientific Inc

Avanti J-26 XP

Beckman Coulter GmbH

Tab. 2.1 Gerate

212

Kommerzielle Kits

Bezeichnung

Hersteller

Amaxa Human T Cell Nucleofactor Kit

Lonza Group Ltd.

HiSpeed Plasmid Maxi Kit (25)

Qiagen N. V.

Nucleospin Gel and PCR Clean Up

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit

Life Technologies Corporation, Invitrogen

Pure Yield Plasmid Maxiprep System

Promega Corporation

QlAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen N. V.

QIAprep Spin Miniprep Kit (250)

Qiagen N. V.

Tab. 2.2 Kommerzielle Kits

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Gegenstand

Bezeichnung

Hersteller

Einfrierrdhrchen

Cryo.S (2ml)

Greiner Bio-One GmbH

Filter

Faltenfilter 595% (3270; ¥125 mm)

Whatman GmbH

Kulturflaschen

Cellstar Cell Culture Flasks (50; 250 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Kdvetten Elektroporationskivetten Lonza Group Ltd.
Mikroreaktionsgefale | Reaktionsgefafe (0,2; 1,5; 2 ml) Eppendorf AG
Pipettenspitzen TipOne Spitzen (10; 200; 1000 pl) StarLab GmbH

Cellstar serological pipette (5; 10;
25 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Pipette Tip (200 ul)

Gilson, Inc.
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Polystyrol Gefale

Cellstar Tubes (15; 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Round Bottom Tube (5; 14 ml)

Becton Dickinson GmbH

Leucosep (50 ml)

Greiner Bio-One GmbH,

Bioscience

Zellkulturplatten

Cellstar Culture Dishes, 94 X 16 mm

Greiner Bio-One GmbH

Microtest Tissue Culture Plate, 96 Well

Becton Dickinson GmbH

Tab. 2.3 Verbrauchsmaterialien

2.1.4 Chemikalien

Puffer

Bezeichnung

Hersteller

BSA

New England BioLabs Inc.

Buffer for T4 Ligase

New England BioLabs Inc.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)

Life Technologies Corporation, Gibco

Green GoTaq Flexi Buffer

Promega Corporation

HEPES-Buffer Solution (1M)

PAA Laboratories GmbH

NEB 2; 3; 4

New England BioLabs Inc.

Opti Mem-1

Life Technologies Corporation, Gibco

Phusion HF-Buffer

New England BioLabs Inc.

Ultra Pure 10x TBE-Buffer

Life Technologies Corporation, Gibco

Tab. 2.4 Puffer

Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Bac | New England BioLabs Inc.
Bam HI New England BioLabs Inc.
Bsp HI New England BioLabs Inc.
DNase 1 Roche Diagnostics GmbH
Dpn New England BioLabs Inc.

GoTaqg Polymerase

Promega Corporation

Hind 111

New England BioLabs Inc.

Kas |

New England BioLabs Inc.

Lipofectamin

Life Technologies Corporation, Invitrogen

Milu |

New England BioLabs Inc.

Nco |

New England BioLabs Inc.

Phusion DNA-Polymerase

New England BioLabs Inc.
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Pvu ll New England BioLabs Inc.
T4 DNA Ligase M0202S New England BioLabs Inc.
Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH

Xba New England BioLabs Inc.

Tab. 2.5 Enzyme

Antikdrper

Bezeichnung Flourochrome | Hersteller

CD8 PE Becton-Dickinson GmbH
Fixable Viability Dye eFluor 780 | APC eBioscience, Inc.

IFN-y APC Becton-Dickinson GmbH

Tab. 2.6 Antikdrper

Sonstige Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Agar-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG
Agarose Eurogentec Deutschland GmbH
Ampicillin Roche Deutschland Holding GmbH

DMEM High Glucose (4,5 g/l)

PAA Laboratories GmbH

6x DNA Loading Dye

Fermentas GmbH

dNTPs

New England Laboratories

Ethanol absolute anhydrous

Carlo Erba Reagents

Ethidiumbromidldsung, 0,025%

Carl Roth GmbH & Co. KG

Fast Imune CD28 / CD49d

Becton-Dickinson GmbH

FACS-Clean Becton Dickinson GmbH
FACS-Flow Becton Dickinson GmbH
FACS-Rinse Becton Dickinson GmbH

FBS Superior

Biochrome AG

Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder

Fermentas GmbH

Glyco Blue

Life Technologies Corporation, Ambion

Human interleucin-2 (I1L-2)

Roche Diagnostics GmbH

Kanamycin

Carl Roth GmbH & Co. KG

LB-Medium (Luria-Bertani broth)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Pancoll Human

PAN Biotech GmbH

Penicillin / Streptomycin (100 %)

PAA Laboratories GmbH

Perm Wash

Becton Dickinson GmbH

RPMI 1646

PAA Laboratories GmbH
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3M Sodium Acetate (pH 5,5)

Life Technologies Corporation, Ambion

Tab. 2.7 Sonstige Chemikalien

2.1.5 Sequenzen

Primer

Alle Primer wurden von der Firma Biomers.net GmbH synthetisiert.

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3°) Flankierende | Epitop
Region

(+)-Core- -Ccct gag aag ctt cca cca tgg ata ccc tta cgt gcg | Core M1
DLMGYIPLV-to Flu | gct tcg ccg gta tct tgg gat ttg tat tta cac tgg

gcg ccc cte ttg gag geg ctg cgt cga cgg ggg

gag gcg gta cg-
(+)-NS3- -Ccct gag aag ctt cca cca tga aga agt gcg acg NS3 M1
KLVALGINAV-to agc tcg ccg cgg cgg gta tet tgg gat tat tta cac
Flu tgg cct act acc gcg gtc ttg acg tgt cga cgg ggg

gag gcg gta cg-
(+)-NS5B- -cct gag aag ctt cca cca tgg gcg tgc geg tgt NS5B M1
ALYDVVTKL-to Flu | gcg aga aga tgg gta tct tgg gat ttg tat tta cac

tgc ccc tgg ccg tga tgg gaa get cgt cga cgg

999 gag gcg gta cg-
(+)-Flu-GILGFVFTL- | -cct gag aag ctt cca cca tgce cca tec tga gee ccec | M1 M1
to Flu tga cca agg gca tcc tgg gct tcg tgt tca ccc tga

ccg tgce cca geg age ggg gec tgt cga cgg ggg

gag gcg gta cg-
(+)-Core- -Ctt gag aag ctt cca cca tgg ata ccc tta cgt gcg | Core pp65
DLMGYIPLV-to gct tcg cca acc tgg tge cca tgg tgg cca ccg tgg
CMV gcg ccc cte-
(+)-NS3- -ctt gag aag ctt cca cca tga aga agt gcg acg NS3 pp65
KLVALGINAV-to agc tcg ccg cga acc tgg tge cca tgg tgg cca ccg
CMV tgg cct act acc gcg gt-
(+)-NS5B- -ctt gag aag ctt cca cca tgg gcg tac geg tgt gcg | NS5B pp65
ALYDVVTKL-to aga aga tga acc tgg tgc cca tgg tgg cca ccg tgg
CMV cct act acc geg gt-
(+)-Flu-GILGFVFTL- | -ctt gag aag ctt cca cca tgc cca tcc tga gecc ccc | M1 pp65

to CMV

tga cca aga acc tgg tgc cca tgg tgg cca ccg tgg
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cct act acc geg gt-

(+)-Core- -Ctt gag aag ctt cca ccatgg ata ccc ttacgt gcg | Core NS5B
DLMGYIPLV-to gct tcg ccg ccc tgt acg acg tgg tta gea age tecg

NS5B gcg ccc ctce ttg g-

(+)-NS5B- -Ctt gag aag ctt cca cca tgg gcg tge geg tgt gcg | NS5B NS5B

ALYDVVTKL-to
CMV

aga aga tgg ccc tgt acg acg tgg tta gca agc tcc
cce tgg ccg tga tg-

(-)-SV40 PolyA-

Primer

-cgc aaa tgg geg gta ggce gtg-

Tab. 2.8 Primer

Peptide

Die hier aufgeflhrten Peptide wurden von dem Unternehmen Peptides & Elephants GmbH mit

einer Konzentration von 20 pg/ul in DMSO (Reinheit >70%) hergestellt. Sie sind jeweils spezifisch

fir HLA-AOQ2.

Interne Peptid-Nr. Bezeichnung Sequenz (5°—3’)
P11 NS3 KLVALGINAV
P47 NS5B ALYDVVTKL
P115 pp65 (CMV) NLVPMVATV
P260 M1 (Flu) GILGFVFTL
P296 NS5B ALYDVVSKL
P300 Core DLMGYIPLV

Tab. 2.9 Peptide

2.1.6  Pro- und Eukaryotische Zellen

Bezeichnung

Zellart

Hersteller / Herkunft

293T Human embryological kidney | LGC Standards GmbH, ATCC
cells

Huh-Cells Hepatozellulare LGC Standards GmbH, ATCC
Karzinomzellen

PBMC (HCV-) Peripheral blood mononuclear | Institut fur

cells

Transfusionsmedizin, UK

Essen

PBMC (IDU, HCV+)

Peripheral blood mononuclear

cells

LVR-Klinikum Essen
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Topl0-Cells E. Coli Life Technologies Corporation,

Invitrogen

Tab. 2.10 Pro- und Eukaryotische Zellen

2.1.7 Dienstleister, PC-Programme, Internet

Bezeichnung

Anbieter

euHCVdb

The European hepatitis C virus database

Flow Jo7.6.5

Tree Star, Inc.

HCV Sequence Database

http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html

Microsoft Office 2007 und 2010

Microsoft Corporation

NCBI Homepage

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Peptidsynthese

peptides&elephants GmbH EMC microcollections GmbH

Primersynthese

Biomers.net GmbH

Prism5.01

GraphPad Software, Inc.

Sequenzierung

GATC-Biotech
LGC Genomics GmbH

Microsoft Windows XP; 7 und 10

Microsoft Corporation

Tab. 2.11 Dienstleister, PC-Programme, Internet

2.1.8 Rezepte fur Eigenansatze

Ansatz fur:

Zusammensetzung

Agar-Platten

25 g LB-Medium

15 g Agar-Agar

1 ml Antibiotikum (Ampicillin, Kanamycin)
11 Milipore-Wasser

Antibiotika 50 mg/ml

2,5 g Ampicillin oder Kanamycin
50 ml H20

Facs-Buffer

11 DPBS
0,02 % Na-azide
0,5% FBS

Freezing-Medium

90 % FBS
10 % DMSO

R10-Medium

500 ml RPMI 1646

10 % FBS

1% Penicillin/Streptomycin
1% HEPES-Puffer

Tab. 2.12 Rezepte fur Eigenansétze




2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction dient dazu, DNA-Fragmente zu amplifizieren. Hierzu wird
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zunéchst das bendtigte DNA-Fragment (Template) durch Erhitzen auf 98 °C denaturiert, woraufhin

sich bei anschlieBender Abkuhlung auf 52 °C die Primer an die einstrangige DNA anlagern
(Annealing). Mittels erneutem Erhitzen auf 72 °C synthetisiert die Polymerase hieraus erneut

doppelstrangige DNA-Fragmente (Extension). Durch mehrfache Wiederholung des Zyklus aus

Denaturierung, Annealing und Extension kann eine grofle Anzahl an DNA-Fragmenten gewonnen

werden.

Ansatz Zusammensetzung Menge

Tag-Polymease Template 0,5 ul
(+)-Primer [10pmol/ pl] 1pl
(—)-Primer [10pmol/ pl 1l
Go Tag-Polymerase 0,5 ul
5x Green Go Taq Flexi Buffer 10 pl
dNTP’s [20 mM] 1l

Phusion High Fidelity DNA Polymerase | Template 1pl
H20 32,5ul
(+)-Primer 2,5ul
(-)-Primer 2,5ul
Phusion DNA-Polymerase 0,5ul
HF-Buffer 10ul
dNTP’s 1ul
H:0 32,5ul

Tab. 2.13 Zusammensetzung der PCR Ansétze

Phase Dauer | Temperatur Wiederholung

Initiale Denaturierung | 30sec. | 98 °C

Denaturierung 10sec. | 98 °C

Annealing 30sec. | 52°C

Extension 60 sec. | 72 °C Tag-Polymerase 25 Zyklen

30sec. | 72 °C Phusion-Polymerase | 30 Zyklen
Finale Extension Smin. | 72°C

Tab. 2.14 PCR-Programm
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PCR-Mutagenese

Bei der Mutagenese geht es darum, DNA-Sequenzen gezielt zu &ndern und gleichzeitig zu
amplifizieren. Hierbei werden das Template und die Primer so gewahlt, dass die Primer entweder
in Leserichtung am 5° -Ende gelegen sind und somit die gewuinschte Zielsequenz einschlieRen,

oder entsprechend die zu deletierende Sequenz am 3‘-Ende flankieren und somit aussparen.

Die tbrigen Schritte gleichen denen einer PRC (Erlduterung s. 0.) und dienen der Erzeugung und
Amplifizierung der gewiinschten DNA-Sequenz.

Sequenzen der verwendeten Primer siehe im Anhang.

Gelelektrophorese, Gelextraktion

Agarose-Gelelektrophorese  Die Gelelektrophorese wurde mit 0,9 % igen Agarose-Gelen bei
einer angelegten Spannung von 120 V fur ca. 45Min durchgefiihrt. Aufgrund der negativ geladenen
DNA - Seitenketten beginnen die aufgetragenen DNA-Fragmente sich von der Kathode zur Anode
zu bewegen. Durch die relative Dichte des Gels und damit einhergehenden
Geschwindigkeitsunterschieden in der Wanderung der Fragmente, werden die einzelnen DNA-
Fragmente anhand ihrer GréRe aufgetrennt. Somit werden entweder die enthaltenen Fragmente
optisch der GroRe nach beurteilt und identifiziert, oder auch ein gezieltes Fragment isoliert.

Agarose-Gelextraktion Um die durch Elektrophorese erhaltene DNA aus dem Gel zu
extrahieren, wurde das Nucleospin Gel and PCR Clean Up Kit der Firma Macherey-Nagel nach
deren Protokoll verwendet. Hierbei wird das Gel zunéchst in NT1-Puffer geldst und die DNA
durch Zentrifugation auf eine Silica-Membran gebunden. Anschlielend wird die Membran mit
NT3-Puffer zweifach gewaschen und durch Zentrifugieren von Ethanol-Riickstdnden aus den
Puffern befreit. Schlieflich wird die DNA nach Einwirken des NE-Puffers in ein Reaktionsgefal

eluiert werden.

Klonierung von PCR-Produkten

Bei der Klonierung wird ein DNA-Fragment in einen Vektor eingebracht und ber diesen die DNA
z. B. in Zellen transfiziert. Die hier verwendeten Plasmide entstehen durch die pTOPO-Klonierung.
Bakterien amplifizieren anschlieRend die transformierten Fragmente. Der Erfolg der Klonierung

wird durch eine Kontrollsequenzierung tberprift.

TOPO-Reaktion Mittels der TOPO-Reaktion wird ein PCR-Fragment in ein Plasmid
eingebracht. Hierzu ist dem Vektor pcDNA3.1TOPO bereits die Vaccinaivirus DNA der
Topoisomerase angelagert, welche reversibel die Doppelhelix der Plasmid-DNA aufschneidet und
ein Einbringen der fremden DNA des PCR-Fragmentes ermdglicht. Hierzu sind 30 Min. Inkubation

bei Raumtemperatur notig. Gemal den Herstellerangaben wird noch eine Salzlésung
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hinzugegeben, um die Topoisomerase in Losung zu halten und so die Klonierung effektiver zu

gestalten.
Ansatz Zusammensetzung Menge
Ansatz einer TOPO-Reaktion: | PCR-Produkt 4 ul

Saltsolution 1pul
Vektor pcDNA3.1TOPO 1 pl

Tab. 2.15 Ansatz einer TOPO-Reaktion

Transformation von Plasmiden in E. coli Bakterien

Zunéchst werden die bei -80 °C gelagerten E. coli Bakterien (Top 10) auf Eis aufgetaut. Nun
werden 25 ul Bakterien je 1 ul Maxi-DNA oder 2,5 ul Ligations-DNA hinzugefugt. Wéhrend der
folgenden 10 Min. Inkubation auf Eis kann sich die DNA an die Zelloberfldche der Bakterien
anlagern. Hierauf folgt ein 60 Sek. Hitzeschock bei 42 °C, durch welchen sich Poren in der
Zellmembran 6ffnen und die DNA von E. coli aufgenommen wird. Bei der anschlieRenden
Inkubation auf Eis fiir 5 Min schlieBen sich die Poren wieder. Nun wird 120 pul LB-Medium
hinzugefiigt, um das CaCl, mit welchem die Bakterien chemisch kompetent gemacht wurden,
hinreichend zu verdiinnen (Kompetenz von Bakterien = Die Fahigkeit von Bakterien, DNA
aufzunehmen). Dieser Ansatz inkubiert nun 60 Min. bei 37 °C und leichtem Riitteln (700 rpm),
damit die Zellen sich erholen kénnen und die auf der DNA enthaltene Resistenz ausreichend

exprimiert werden kann.

AbschlieRBend plattiert man die Bakterien auf einer vorgewarmten Agar-Platte aus und inkubiert sie
tiber Nacht bei 37 °C. Die Agar-Platte ist mit entsprechendem Antibiotikum versehen, damit
ausschlieBlich erfolgreich transformierte Bakterien, welche entsprechende Resistenzgene

exprimieren, Kolonien ausbilden.

Praparation von Plasmid-DNA

Fur die Praparation von Plasmid-DNA wird ausschlieBlich nach den Protokollen spezieller Kits
verfahren. Kleine DNA-Praparationen wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (250) von
Qiagen prapariert, wahrend fur groRere Praparationen Maxi-DNA Kits der Firmen Promega oder
Qiagen verwendet werden. Alle Kits funktionieren nach dem Prinzip der alkalischen Lyse, bei
welchem zunéchst die Bakterien durch eine starke Base lysiert und Proteine sowie chromosomale
DNA mittels SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat) ausgefallt werden.
Anschliefend wird die Plasmid-DNA durch Ethanol ausgefallt und auf eine entsprechende
Membran gebunden. Nach einem Waschvorgang werden die Plasmide schlieflich wieder von der

Membran gel6st und in einem Reaktionsgefal} aufgefangen.
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Aufkonzentrierung von DNA

Sollte nach der Praparation der Plasmid-DNA die Konzentration geringer als 0,6 pg/pl sein, muss
die DNA aufkonzentriert werden. Hierfur wurden zu 500 pl der Plasmid-Lésung 60 pl 3M Sodium-
Acetate (pH 5,5) sowie 1 pl Glyco Blue hinzugegeben und alles mit Ethanol absolut auf 2 ml
aufgefiillt. Uber Nacht wird dies bei -20 °C gelagert, damit die DNA aus der Lésung ausfallt.

Am Folgetag wird alles fiir 30 Min bei 4 °C und mit 13000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgetragen und das DNA-Pellet zweimal mit je 600 pl Ethanol (70 %) gewaschen und
fr 20 Min. bei 4 °C mit 13000 rpm abzentrifugiert. Abschlielend wird bei 50 °C das Ethanol
verdampft. Die reine DNA wird in 100 pl H,0 resuspendiert.

Sequenzananlyse

Die Sequenzierung der verwendeten DNA erfolgt durch die Firmen LGC und GATC-Biotech.

Ansatz Zusammensetzung Menge

Sequenzierungsansatz Plasmid-DNA 1,5 nug
Sequenzierungsprimer 25 pmol (i.d.R. 2,5 pul)
H.O ad 10 ul

Tab. 2.16 Sequenzanalyse

2.2.2  Zellbiologische Methoden

Leukozytenextraktion (Isolation von PBMCs aus peripherem Voliblut)

Die PBMCs werden aus peripherem Vollblut gewonnen, welches von gesunden Blutspendern oder
HCV-Patienten zur Verfligung gestellt wird. Hierzu wird die Blutprobe durch einen mit Biocoll
gefullten Ficoll-Falcon abzentrifugiert (2200 rpm, 7 Min), wodurch der Buffy-Coat (Schicht aus
Leukozyten und Thrombozyten aus Vollblut, auch Leukozytenfilm) (iber der Filtermenbran isoliert
wird. Dieser Uberstand wird zweimal mit PBS gewaschen. AbschlieRend wird das Pellet in 4,5 ml
FBS resuspendiert und mit 4,5 ml 20 % DMSO-L6sung aufgefullt. Das DMSO diffundiert in das
Zytosol, lasst das Wasser ausstrohmen und dadurch die Zelle schrumpfen. Hierdurch wird wéhrend
des Gefriervorganges eine intrazelluldre Kristallbildung verhindert und die Zellstruktur geschiitzt.
Nach Hinzufiigen des DMSO werden je 0,5 ml der Losung in ein Kryo-Réhrchen gegeben und in
Nalgene Cryo 1 °C Freezing uber Nacht auf -80 °C herabgekuhlt. Am né&chsten Tag kdnnen die
PBMCs bei -180 °C im Stickstofftank dauerhaft kryokonserviert werden.
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Auftauen von Zellen

Die bei -180 °C gelagerten Zellen werden im Wasserbad bei 37 °C zligig aufgetaut und mit 1 ml
FCS in einen 15 ml Falcon mit 20 ul DNase tberfuhrt. Die DNAse vermindert dabei ein mdgliches
verklumpen der Zellen. AnschlieRend wird zligig mit DPBS auf 10 ml aufgefullt und
abzentrifugiert (1800 rpm, 7 Min). Nach zwei weiteren Waschvorgéngen mit 10 ml DPBS kdnnen
die Zellen in 5 ml R10-Medium (1,5-2 Mio Zellen pro 1 ml Medium) resuspendiert und in eine

Kulturflasche Uberfihrt werden.

Transfektion

Bei einer Transfektion wird fremde DNA oder RNA in Zellen eingebracht. In dieser Arbeit wird
GFP exprimierende Plasmide in Buffy-Zellen transfiziert. Die Effizienz der Transfektion wird nach

24 Std. anhand der grinfloureszierenden Zellen mittels Durchflusszytometrie beurteilt.

Transfektion mittels Lipofectamin Fur die Lipofectamin-Transfektion werden
zunéchst 0,8 pg Plasmid-DNA mit Opti-Mem-Puffer auf eine 50 pl Losung aufgefillt, sowie 2 pl
Lipofectamin ebenfalls mit 48 ul Opti-Mem gemischt. Beide Ldsungen werden 5 Min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend werden die DNA- und die Lipofectamin-Ldsung
vermischt und flir 20 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit bildet sich ein
Komplex aus Lipofectamin und DNA. Anschlielend wird der Lipofectamin-Komplex zu einer
definierten Zahl an Zellen (hier 6 x 105 Zellen) hinzugefiigt. Nun transferiert der lipophile
Komplex die Plasmide durch die Zellmembran hindurch. Es folgen die 24 Std. Inkubationszeit bei
37 °C im Inkubator.

Transfektion mittels Elektroporation Fir die Elektroporation wird das Amaxa Human T
Cell Nucleofactor Kit der Firma Lonza verwendet. In diesem werden je Ansatz 6 x 107 Zellen fiir
max. 15 Min mit der N-Solution (je 82 pl Solution, 18 pl Supplement) sowie 7,5 pg des zu
transfizierenden Plasmids bei Raumtemperatur inkubiert und in Elektroporationskiivetten
tiberfuhrt. AnschlieBend folgt der Elektroschock durch das Elektroporationsgerat Nucleofector Il,
ebenfalls von der Firma Lonza (Programm V - 024). Daraufhin werden die Zellen ziigig in 10 ml
vorgewdrmtes R 10-Medium tberfuhrt und bei 37 °C inkubiert. Es folgen nach 30 Min sowie nach
6 Std. je ein 50 %iger Mediumwechsel, bevor nach 24 Std. Inkubation schliellich der

Transfektionserfolg beurteilt wird.
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2.2.3 Biochemische/immunologische Methoden

Intrazellulare Zytokinfarbung

Bei der ICS (Intrazellulére Zytokinfarbung) werden Intra- und Extrazellulare Zellmerkmale mittels
Antikorpern markiert und angeférbt, um diese im Durchflusszytometer zu beurteilen. Es wird
extrazelluldar CD8 und intrazellular IFN-y gefarbt, z. T. wird extrazellular als Kontrolle eine
zusétzliche Lebend-Tot-Farbung hinzugefiigt. Hierbei werden sich Defekte in der Zellmembran
von nicht lebensfahigen Zellen zu Nutze gemacht. Der Antikdrper Fixable Viability Dye eFlour
780 durchdringt dabei die Zellmembran, lagert sich an die DNA an und farbt diese ein.

Zur Durchftihrung einer intrazelluléren Zytokinfarbung werden die zu untersuchenden PBMCs
(Effektoren) 10 Tage lang in Kultur mit 0,1 pg/ml eines entsprechenden Peptids (z. B. M1, pp65
oder NS5B) stimuliert. Am Tag der Messung werden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen, dann
erneut mit 100ml Peptid (0,1 pg/ml) oder einer vorgesehenen Anzahl antigenprasentierender Zellen
(Targets) stimuliert. Hierbei werden 100 ul Brefeldin A (BFA) (1:100 000 verdiinnt) hinzugefiigt,
welche den Transport des intrazellul&r produzierten IFN-y vom rER zum Golgi-Apparat
unterbindet und so zu einer Akkumulation von IFN-y in der Zelle fuhrt. Dieser Ansatz inkubiert 4 -
5 Std. bei 37 °C. AnschlieBend werden die Zellen zweifach mit einer 1 %igen PBS/FCS-Mischung
gewaschen. Nun werden je 0,25 pul des CD8-PE oder 0,1 ul CD8-perCPCy5-Antikorpers in 100 pl
PBS auf die Zellen gegeben, welche die Zelloberflachen der CD8+ T-Zellen markieren. Nachdem
diese Antikorper 30 Min bei 4 °C inkubiert haben, wird erneut zweifach mit PBS/FCS gewaschen.
AnschlieBend werden alle Reaktionen in der Zelle durch 20 Min. Inkubation bei 4 °C mit

Fixationspuffer beendet.

Nachdem dieser Puffer zweifach mit Perm-L&sung ausgewaschen wurde, folgt ein letzter
Farbeschritt, bei welchem durch Inkubation (30 Min, 4 °C) mit einem weiteren Antikorper (APC
IFN-y) intrazellulédr das gebildete IFN-y markiert wird. AbschlieRend wird auch dieser Antikdrper
zweifach mit der Perm-Losung ausgewaschen. Nun konnen die Zellen in 200 pl PBS resuspendiert

und die Ergebnisse per Durchflusszytometrie (z.B. Facs Calibur) analysiert werden.

Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden fixierte Zellen anhand ihrer Gro3e, Granularitat und zuvor
durch Antikorper gefarbten Merkmale beurteilt und graphisch dargestellt. So erfolgt eine
detailliertere Analyse der vorhandenen Zellpopulation. Die Geréte Facs Aria | & 11 sind zusatzlich

in der Lage, ausgewdhlte Zellpopulationen aus Proben zu isolieren und diese somit zu sortieren.
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3 Ergebnisse

Fur eine suffiziente Abwehr einer HCV-Infektion ist eine gute initiale Antwort der CD8+ T-Zellen
unerlasslich (Gruner et al., 2000; Shin et al., 2006; Wedemeyer et al., 2002). Grundvoraussetzung
hierfdr ist unter anderem, dass HCV-Epitope effizient prozessiert und an der Zelloberflache
prasentiert werden. Im Folgenden wird dargestellt, inwieweit die flankierenden Sequenzen von
HCV-Epitopen einen Einfluss darauf haben. Exemplarisch wurden hierfir die immundominanten
HLA-A*02-restringierten Epitope Core, NS3 und NS5B zur Untersuchung ausgewahlt. Des
Weiteren wird hinterfragt, welcher Anteil der flankierenden Regionen hierbei Einfluss nimmt und

wie sich der Einfluss in Konkurrenz zu anderen Faktoren verhalt.

3.1 Die flankierenden Sequenzen von HCV-Epitopen haben Einfluss auf

deren Prozessierung zu MHC-1 Peptiden
Um ausschlieBlich den Einfluss der flankierenden Regionen von HCV-Epitopen auf die
Prozessierung zu untersuchen, war es zundchst wichtig, die flankierenden Sequenzen losgeldst von
ihrem urspriinglichen genomischen Kontext zu betrachten. Dazu wurden Konstrukte hergestellt, in
welchen das HLA-A*Q2 restringierte Epitop GILGFVTL aus dem Matrixprotein M1 des Influenza
A Virus von den jeweiligen flankierenden Sequenzen der HCV-Epitope umgeben ist. Das M1-
Epitop wurde ausgewéhlt, da sehr viele Blutspender eine T-Zellantwort gegen M1 aufweisen.

Bezeichnung Sequenz

Core- Flu- Core DTLTCGFA GILGFVFTL GAPLGGAA

NS3- Flu- NS3 KKCDELAA GILGFVFTL AYYRGLDV

NS5B- Flu- NS5B | GVRVCEKM  GILGFVFTL PLAVMGSS

Flu- Flu- Flu PILSPLTK GILGFVFTL TVPSERGL

Tab. 3.1 Klonierte Modellkonstrukte mit dem HLA-A*02 Epitop aus dem Matrixprotein M1
Die M1 Konstrukte sind in kursiv dargestellt.

Die verschiedenen in Tab. 3.1.1 aufgefiihrten HCV/M1-Sequenzen wurden mittels PCR-
Mutagenese an das griin-fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt um sowohl die
Transfektioneffizienz zu tberprifen, als auch die Mdglichkeit zu haben, erfolgreich transfizierte
Zellen mittels eines Zellsorters zu isolieren (s. Abb. 3.1). Die PCRs wurden anschlielend per
TOPO-Reaktion in den pcDNA3.1V5/His-Topo Vektor kloniert (siehe Abb. 5.1 im Anhang).
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Abbildung 3.1: Schema der klonierten HCV/M1-Konstrukte

Schematisch abgebildet sind die Konstrukte, welche in einem pcDNA3.1V5/His-Topo Vektor in PBMCs transfiziert
wurden. Es handelt sich jeweils um das das HLA-A*02 restringierte Epitop GILGFVTL aus dem Matrixprotein M1,
umgeben von unterschiedlichen flankierenden Sequenzen von immundominanten Epitopen des Hepatitis-C-Virus: Core,
NS3 und NS5B. Zusatzlich wurden die Konstrukte an ein GFP gekoppelt, welches fiir die spatere Detektion mittels
Durchflusszytometrie genutzt wurde.

Im Folgenden wurde der Einfluss dieser flankierenden Sequenzen auf die Prozessierung des
Modellepitops untersucht. Hierzu wurden die Vektoren mittels Elektroporation in HLA-A*02
positive PBMCs transfiziert. Nach 24 Std. wurde die Transfektionseffizienz anhand des im Zytosol

exprimierten GFPs sowohl im Fluoreszenzmikroskop als auch (iber Durchflusszytometrie

nachgewiesen.
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Abbildung 3.2: Leukozyten nach Transfektion

Mittels Elektroporation wurden die in Tab. 3.1 gezeigten Plasmide in Leukozyten transfiziert. Diese Plasmide beinhalten
je das Influenza Epitop M1, welches von den verschiedenen flankierenden Sequenzen eines HCV-Epitopes, oder als
Kontrolle von den urspriinglichen M1-Sequenzen umgeben ist. Zusatzlich enthélt das Fragment GFP, welches von den
Leukozyten nach 24 Std. im Zytosol produziert wird. Links: Erfolgreich transfizierte Zellen werden durch GFP unter
fluoreszierendem Licht eindeutig identifizierbar. Rechts: Anhand des GFP-Signals kann auch in der
Durchflusszytometrie der Transfektionserfolg iberprift und quantifiziert werden. Ebenfalls kénnen anhand des GFP-
Signals die transfizierten Zellen per Durchflusszytometer sortiert werden.

Nun wurden die transfizierten PBMCs anhand ihrer griinen Fluoreszenz im Durchflusszytometer
Facs Aria Il sortiert und von den tbrigen Zellen isoliert. AnschlieBend wurden diese Zellen zur
Stimulation von M1-spezifischen CD8+ Zellen (= Effektoren) genutzt. Die Aktivierung dieser

Effektoren kann anhand der gebildeten Menge an IFN-y gemessen werden. Dabei wird



32

angenommen, dass die Menge an IFN-y proportional zur Menge an prozessiertem Antigen auf der

Zelloberflache ist.
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Abbildung 3.3: Vom Plasmid zum endogen prozessierten Epitop

Durch PCR-Mutagenese und Transfektion erzeugte, GFP-haltige Plasmide (s. Kap. 2.2.1) werden in PBMCs per
Elektroporation transfiziert. Nach 24 Std. produzieren die PBMCs das GFP-Protein im Zytosol und présentieren nach
endogener Prozessierung das M1-Epitop an der Zelloberflache. Anhand des GFP-Signals werden diese Leukozyten im
Durchflusszytometer durch Sortieren isoliert. Diese Epitop-présentierenden Zellen dienen Epitop-spezifischen PBMCs
tUber vier Stunden als Target. Die resultierende IFN-y Produktion wird im Durchflusszytometer quantifiziert.

Durch die Kontrolle der durchschnittlichen GFP-Fluoreszenz (MFI) der jeweiligen transfizierten
Targets (s. Abb. 3.4) wird sichergestellt, dass eine gleichmaRige Transfektionseffizienz erreicht

wird.

Core — Flu- Core

NS3 — Flu — NS3

Count

Abbildung 3.4: Vergleich der MFI

Fur eine valide Beurteilung der spéter durch Effektorzellen produzierte Menge an IFN-y ist eine gleichméRige
Plasmidverteilung nach der Transfektion VVoraussetzung. Nur wenn jede PBMC gleich viel Plasmid erhdlt und dieses
unter gleichen Vorrausetzungen prozessieren kann, kann das produzierte IFN-y der verschiedenen Ansitze verglichen
werden. Anhand der MFI (Mean fluorescence intensity) kann die Menge des transfizierten Plamids beurteilt werden. In
dieser Grafik ist die Menge an Floureszenzfarbstoff (GFP-A) pro Effektorzelle (Count) dargestellt.
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Bei Durchfiihrung des Versuches vermochte Core-Flu-Core die Effektorzellen zu einer IFN-y
Produktion von 4,73% zu stimulieren, bei NS3-FIu-NS3 waren es 2,37% und bei NS5B lediglich
0,55% (s. Abb. 3.5). Bei Wiederholung der Versuche (n = 3) zeigte sich im Median bei Core-Flu-
Core eine IFN-y Produktion von 3,59 % (4,73 — 2,44 %), bei NS3-Flu-NS3 war dies 2,32 % (1,86 —
2,38 %) und bei NS5B-FIu-NS5B war es 0,4 % (0,32 — 0,57 %). Normiert man diese Daten auf die
Kontrolle (hier: Flu-Flu-Flu) ergibt dies eine durchschnittliche IFN-y Produktion bei Core-Flu-Core
von 59,3%, bei NS3-Flu-NS3 von 44,5% und bei NS5B von 10,6%. Des Weiteren fallt bei der
Wiederholung der Versuche eine reproduzierbare Hierarchie der resultierenden IFN-y Produktion
auf: Core-Flu-Core aktiviert die CD8+ T-Zellen am starksten, NS5B-FIu-NS5B ist dazu am
wenigsten in der Lage. Im Median ist die IFN-y Produktion der von Core-flankierten Fragmente
mit 59,3 % mehr als finffach so stark ausgepréagt wie die IFN-y Produktion der NS5B-flankierten
Fragmente mit lediglich 10,62 % (s. Abb. 3.6). Dieser Unterschied ist signifikant (P = 0.0012) und
reproduzierbar. Die Ergebnisse in Abb. 3.6 werden auf die Postitivkontrolle (Flu-Flu-Flu) normiert

dargestellt.
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Abbildung 3.5: Vergleich der IFN-y-Produktion

Obwohl jedem PBMC die gleiche Menge an Plasmid transfiziert wurde (s. Abb. 3.4 Vergleich der MFI) und jeweils das
gleiche Flu-Epitop prozessiert und den Effektorzellen présentiert wurde, unterscheidet sich die resultierende IFN-y
Produktion zwischen den flankierenden Regionen. Das transfizierte Plasmid mit dem Core-Flu-Core-Fragment provoziert
hierbei jeweils die stirkste IFN-y Produktion, wihrend NS5B-FIlu-NS5B dies am wenigsten vermag. Abgebildet ist ein
einzelner Versuchslauf mit den absoluten, nicht normierten IFN-y-Werten.
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Abbildung 3.6: IFN-y-Produktion nach Prozessierung des Flu-Peptids
Gezeigt ist die IFN-y-Produktion der Effektorzellen, nachdem sie mit dem identischen, endogen prozessierten Influenza -
Epitop stimuliert wurden, jeweils differenziert nach der beigefugten flankierenden Sequenz. Die IFN-y-Antwort wird in

% und normiert auf die Positivkontrolle (PK) dargestellt, bei welcher die Effektoren lediglich mit freiem Influenza-Peptid

stimuliert werden. Es zeigt sich, dass das Core-Flu-Core-Peptid reproduzierbar die Effektorzellen zu einer deutlich
erhéhten IFN-y-Produktion stimuliert, als dies beispielsweise NS5B-FIu-NS5B vermag.

3.2 Differenzierte Betrachtung des Einflusses der N- und C-terminalen

flankierenden Sequenz

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die flankierenden Sequenzen einen Einfluss auf die
Antigenprozessierung und die Effektivitat der resultierenden CD8+ T-Zellantwort haben, soll die

Lokalisierung der einflussnehmenden Sequenz nun naher untersucht werden.

Hierzu wurden wie in Kap. 3.1 beschrieben erneut Konstrukte generiert, welche das Influenza-
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Epitop M1 enthalten, nun jedoch umgeben von jeweils einer Core- und einer NS5B-flankierenden

Sequenz. Diese wurden im Vergleich zu einheitlichen Core- oder NS5B-flankierenden Sequenzen

(Vergleich Kapitel 3.1) untersucht.

Bezeichnung Sequenz

Core-Flu-Core DTLTCGFA GILGFVFTL GAPLGGAA
NS5B-FIu-NS5B | GVRVCEKM  GILGFVFTL PLAVMGSS
Core-FIu-NS5B | DTLTCGFA  GILGFVFTL PLAVMGSS
NS5B-Flu-Core | GVRVCEKM GILGFVFTL GAPLGGAA

Tab. 3.2 Austausch der flankierenden Regionen
Die M1 Konstrukte sind in kursiv dargestellt.



35

[0)]
a
o

[ Core ]—[ Matrixprotein M1 H Core
NS5B ]—[ Matrixprotein M1 H Core
NS5B ]—[ Matrixprotein M1 H NS5B
NS5B ]—[ Matrixprotein M1 H NS5B

Abbildung 3.7: Klonierte HCV/M1 Konstrukte mit flankierenden HCV-Sequenzen

Erneut wurden die flankierenden Sequenzen der HCV-Epitope Core und NS5B um das Matrixprotein M1 kloniert und an
ein GFP gekoppelt. Im Gegensatz zu den Versuchen in Kapitel 3.1 und 3.3 wurden hier C- und N-terminal Sequenzen
unterschiedlicher HCV-Epitop-Umgebungen verwendet.
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Die Versuche wurden dreifach wiederholt und es liel3 sich erneut eine konstante Hierarchie
zwischen den verwendeten Plasmiden nachweisen. Normiert auf die PK konnten die homogenen
Umgebungssequenzen von Core um das Epitop des Matrixproteines eine INF-y-Antwort von

57,0 %, die flankierenden Sequenzen von NS5B dagegen nur Antwort von 10,4 % induzieren. Liegt
dagegen die NS5B-flankierende Sequenz N-terminal und die Core-Umgebung C-terminal des
Influenza-Epitopes (NS5B-Flu-Core), ist die resultierende INF-y - Produktion mit 43,3 % im Mittel
um 27,9 % hoher als in umgekehrter Anordnung der flankierenden Sequenzen (15,4 %, Core-Flu-
NS5B). Es ist also festzustellen, dass lediglich durch die Anderung der C-terminal flankierenden
Sequenz (z. B. von NS5B-FIu-NS5B zu NS5B-Flu-Core) die resultierende T-Zellstimulation auf
das Vierfache (von 10,4 % auf 43,3 %) gesteigert werden kann. Die Anderung der N-terminalen
Flanke (von NS5B-FIu-NS5B zu Core-Flu-NS5B) wirkt sich dagegen deutlich schwécher aus (von
10,4% auf 15,4%).

Die jeweils C-terminal liegende Sequenz scheint einen deutlich starkeren Einfluss auf die letztlich

resultierende IFN-y-Produktion auszutiben, als die N-terminale Sequenz.
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Abbildung 3.8: IFN-y Produktion nach Prozessierung des Influenza-Peptids

Gezeigt ist die IFN-y Produktion der Effektorzellen, nachdem sie mit dem identischen, endogen prozessierten Influenza-
Epitop M1 stimuliert wurden, jeweils differenziert nach den beigefiigten flankierenden Sequenzen. Das IFN-y wird in %
und normiert auf die PK dargestellt, bei welcher die Effektoren lediglich mit freiem M1 - Peptid stimuliert wurden.
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3.3 Veranderlichkeit der T-Zell-Antwort auf das NS5B-Epitop

Im Folgenden wurde versucht, die IFN-y-Antwort der CD8+ T-Zellen auf das subdominante
NS5B-Epitop gezielt zu steigern. Dieses Epitop gilt zwar als sehr stabil, vermag aber wéhrend einer
akuten Infektion nur eine geringe Menge an IFN-y zu produzieren (Lechner et al., 2000).

Um zu untersuchen, ob sich die Antigenitat des NS5B Epitops steigern lasst, wurden Plasmide
generiert, welche das NS5B Epitop entweder im natlrlichen Kontext, oder mit den Core
flankierenden Sequenzen enthielten. AnschlieBend wurden diese Plasmide analog zu den
Versuchen in Kapitel 3.1 in HLA-A*2 positive PBMCs transfiziert und in den Prozessierungsassay
wie in Kapitel 3.1 beschrieben eingesetzt.

Die NS5B spezifischen T Zellen wurden aus einem IDU mit HCV - Infektion generiert. Die

Antwort, im Sinne der IFN-y-Produktion wurde auf die Peptid Kontrolle normiert.

Bezeichnung Sequenz

Core- NS5B- Core DTLTCGFA  ALYDVVTKL GAPLGGAA

NS5B- NS5B- NS5B | GVRVCEKM  ALYDVVTKL PLAVMGSS

Tab. 3.3 Klonierte Konstrukte mit NS5B

Die NS5B Konstrukte sind in kursiv dargestelit.

Nach vierfacher Wiederholung der Versuche l&sst sich im Median die IFN-y-Produktion von
90,3 % auf 106,5 % in Relation zur Peptidkontrolle durch den Austausch der flankierenden
Sequenzen nachweisen. Die Immunantwort auf das NS5B-Epitop liel3 sich also wie erwartet

steigern, diese Steigerung ist jedoch statistisch nicht signifikant (P = 0,38).
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Abbildung 3.9: IFN-y-Produktion nach Prozessierung des NS5B-Peptids

Gezeigt ist die IFN-y-Produktion der Effektorzellen, nachdem sie mit dem identischen, endogen prozessierten NS5B-
Epitop stimuliert wurden, jeweils differenziert nach der beigefiigten flankierenden Sequenz. Die IFN-y-Produktion wird
in % und normiert auf die PK dargestellt, bei welcher die Effektoren lediglich mit freiem NS5B-Peptid stimuliert wurden.
Auch hier kann das Epitop, welches vor der Prozessierung von der Core-flankierenden Sequenz umgeben wurde,
wiederholt eine hdhere Stimulation der Effektorzellen erreichen.
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3.4 Antigenprozessierung als Einflussfaktor auf die Immunantwort im

Vergleich zur Aviditat
In den Kapiteln 3.1 bis 3.3 konnte gezeigt werden, dass die flankierenden Sequenzen von Epitopen
einen deutlichen Einfluss auf die resultierende Aktivierung der CTL im Sinne einer INF-y-
Produktion haben. Dieser Einfluss liel8 sich jedoch nicht signifikant auf hochavide T-Zellen gegen
das Epitop NS5B ubertragen. Im Kapitel 1.3 wurde bereits beschrieben, dass nicht nur die
Prozessierung, sondern auch die Vorlauferfrequenz von TZR und deren Aviditat zu den Epitopen
bedeutend fur die Immundominanz ist. Wir postulierten daher, dass eine hohe Aviditat ein
moglicher Storfaktor fur den Einfluss der Epitop-flankierenden Sequenzen sein kénnte. Daher
sollte nun untersucht werden, wie stark sich der Einfluss der Prozessierung in Konkurrenz mit der

Aviditat auswirkt.

Hierzu sollten die Versuche aus Kap. 3.1 mit einem hochaviden Epitop wiederholt werden. Dafur
wurde das CMV-Epitop pp65 ausgewdhlt. Es wird von der zellularen Abwehr sowohl
immundominant (Wills et al., 1996) als auch funktionell hochavide erkannt. In diesem Punkt
unterscheidet sich pp65 deutlich von dem bislang untersuchten M1-Epitop, welches zwar ebenfalls

immundominant, jedoch mit einer sehr geringen Aviditat erkannt wird (Vitiello et al., 1996).

Um diese Unterschiede in der Aviditat von den verwendeten Epitopen besser quantifizieren zu
kénnen, wird zundchst eine Verdlnnungstitration durchgefiihrt. Hierbei wurden die Effektorzellen
mit sinkenden Peptidkonzentrationen von M1 (Influenza), pp65 (CMV) und NS5B (HCV)

stimuliert und die IFN-y-Antworten gegeneinander abgegrenzt.
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Abbildung 3.10: Verdiinnungstitration der Peptide

Dargestellt sind die IFN-y-Antworten auf Stimulation durch sinkende Peptidkonzentrationen von M1 (Flu), pp65 (CMV)
und NS5B (HCV). Hierbei wird deutlich, dass es sich um Peptide mit unterschiedlichster Aviditat handelt: pp65 und
NS5B werden relativ hoch avide erkannt, M1 dagegen nur sehr gering.

Wahrend das Matrixprotein M1 bereits ab einer Peptidverdiinnung von 102mg/ml keine messhare
IFN-y-Antwort auszulésen vermag, wurden die pp65-spezifischen CD8+ T-Zellen auch noch bei

einer Stimulation durch 10-°mg/ml gleichbleibend hoch stimuliert. Hierdurch wird die erheblich
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héhere Aviditat von pp65 deutlich. NS5B liegt hierbei genau zwischen M1 und pp65. Bei geringen
Verdinnungen vermag NS5B noch ahnlich stark zu stimmulieren wie pp65, mit sinkender

Konzentration nimmt die IFN-y-Antwort jedoch ab.

AnschlieRend sollte untersucht werden, ob eine optimierte Prozessierung durch Veranderung der
flankierenden Sequenzen auch zu einer verbesserten Stimulation der Effektorzellen von hochaviden
Epitopen flhren kann. Hierzu wurden, in den Konstrukten aus Kap. 3.1 das Influenza-
Matrixprotein M1 Epitop durch das CMV Epitop ausgestauscht. Anschlielend wurden die
Konstrukte wieder in HLA-A*2 positive PBMC transfiziert und die GFP positive Zellen heraus
sortiert. Diese wurden dann zur Stimulation von pp65-spezifischen Effektorzellen genutzt. Die
resultierende IFN-y-Produktion wurde gemessen und die Ergebnisse zwischen den Konstrukten der

unterschiedlich flankierenden Sequenzen verglichen.

Bezeichnung Sequenz

Core-CMV-Core DTLTCGFA  NLVPMVATV GAPLGGAA

NS3-CMV-NS3 KKCDELAA NLVPMVATV AYYRGLDV

NS5B-CMV-NS5B | GVRVCEKM NLVPMVATV PLAVMGSS

Flu-CMV-Flu PILSPLTK NLVPMVATV TVPSERGL

Tab. 3.4 pp65-Konstrukte

Das pp65 - Konstrukt ist in kursiv dargestellt.

Es zeigt sich, dass mit Nutzung des CMV-Epitops pp65 weder Unterschiede in der IFN-y-
Produktion, noch eine einheitliche Hierarchie zwischen den Konstrukten erzeugt werden kénnen.
Vielmehr zeigt sich tber die Versuche hinweg (n=3) eine einheitlich hohe CD8+ T-Zellstimulation,
deren IFN-y-Antwort von 45 % (flankierende Flu-Sequenzen) bis 61 % (flankierende NS5B-
Sequenz) variiert. Die Unterschiede sind weder statistisch signifikant (P = 0,7), noch zeigten sich

erkennbare Hierarchien.
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Abbildung 3.11: Fehlende Hierarchie in der IFN-y-Antwort auf das CMV-Epitop

Gezeigt ist die IFN-y-Produktion der Effektorzellen einzelner Versuchsabldufe, nachdem sie mit dem identischen,
endogen prozessierten CMV-pp65-Epitop stimuliert wurden, jeweils differenziert nach der beigefiigten flankierenden
Sequenz. Die IFN-y-Antwort wird in % und normiert auf die PK dargestellt, bei welcher die Effektoren lediglich mit
freiem pp65-Peptid stimuliert wurden. Es lassen sich keine reproduzierbaren Unterschiede in der IFN-y-Antwort oder
eine Hierarchie der erzeugten IFN-y-Menge zwischen den unterschiedlichen Peptiden feststellen.

Um zu untersuchen, ob sich der Effekt hohen Aviditét durch eine Reduktion des Effektor-Target-
Verhéltnisses ausgleichen I&sst, wurden die Versuche mit Reduktion der Targets wiederholt. Unter
einer Erh6hung des Effektor-Target-Verhaltnisses um den Faktor 10 reduziert sich die quantitativ
ausgeschiittete Menge des IFN-y, jedoch lassen sich weiterhin keine reproduzierbaren Unterschiede

zwischen den T-Zell-Antworten der einzelnen flankierenden Sequenzen aufzeigen (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Verringerung des Effektor-Target-Verhaltnisses

Auch durch Erhéhung des Effektor-Target-Verhéltnisses lieen sich keine reproduzierbaren Unterschiede zeigen: Gezeigt
ist die IFN-y Produktion der Effektorzellen, nachdem sie mit dem identischen, endogen prozessierten CMV-Epitop
stimuliert wurden, jeweils differenziert nach der beigefiigten flankierenden Sequenz und Verdiinnung des Effektor-
Target-Verhéltnisses. Die IFN-y-Antwort wird in % und normiert auf die PK dargestellt, bei welcher die Effektoren
lediglich mit freiem pp65-Peptid stimuliert wurden. Durch die relative Verringerung der Targetanzahl konnte zwar die
resultierende Antwort der Effektorzellen vermindert werden, jedoch blieb auch hier eine reproduzierbare Hierarchie aus.



40

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie wurde untersucht, inwieweit die flankierenden Sequenzen von HCV-Epitopen
(Core, NS3 und NS5B) einen Einfluss auf die Antigenerkennung im Sinne einer IFN-y-Produktion
austiben kénnen. Um die flankierenden Regionen unabhédngig von ihren Epitopen untersuchen zu
konnen, wurden artifiziell verschiedene Konstrukte erzeugt, welche via Elektroporation in PBMCs
eingebracht wurden und dort endogen prozessiert wurden. Schlie3lich wurden diese PBMCs dann
jeweils Epitop-spezifischen Effektorzellen prasentiert und die resultierende IFN-y-Produktion

gemessen.

Zunéchst konnte in Kap. 3.1 nachgewiesen werden, dass sich die resultierende IFN-y-Produktion
unter den verschiedenen flankierenden Regionen signifikant unterscheidet. Mit Core-flankiertes
Influenza-spezifisches Epitop GILGFVFTL (M1) stimuliert spezifische Effektor-Zellen am
starksten, mit NS5B-flankierte Epitope vermdgen dies am wenigsten. In Kap. 3.2 wurde des
Weiteren gezeigt, dass der entscheidende Einfluss dabei vor allem von der C-Terminalen

flankierenden Region auszugehen zu scheint.

In Kap. 3.3 sollten die bisher gezeigten Ergebnisse auf das eher schwach immunogene HCV-Epitop
ALYDVVTKL (NS5B) ubertragen werden. Hier zeigte sich zwar eine gleichbleibende Hierarchie
unter der Immunogenitét der flankierenden Regionen, die resultierende IFN-y-Produktion
unterschied sich jedoch nicht signifikant. Als mogliche Ursache hierfur sehen wir mogliche
Unterschiede in der Aviditét de verwendeten Epitope.

In Kap. 3.4 zeigten wir, dass sich der signifikante Einfluss der flankierenden Sequenzen auf ein
niedrigavides Epitop wie M1 nicht reproduzieren lasst, wenn es sich stattdessen um ein hochavides
Epitop wie das CMV-spezifische Epitop NLVPMVATYV (pp65) handelt. Das bereits untersuchte
Epitop NS5B zeigte sich in unseren Untersuchungen in den ersten Verdiinnungstitrationen &dhnlich
hochavide wie pp65, was die fehlende Signifikanz in den Ergebnissen aus Kap. 3.3 erklaren

konnte.
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4 Diskussion

Infektionen mit dem Hepatitis-C-Virus stellen auch heute noch in Deutschland wie auch weltweit
ein gesundheitliches Problem dar. Geschétzte 71 Millionen Menschen leiden derzeit an den Folgen
der Infektion (WHO, 2017a). Trotz wirksamer Therapie besteht weiterhin ein grol3er Bedarf an
einer Impfung gegen HCV. Gleichzeitig liegt diese, trotz intensiver Forschung, noch nicht vor.

In Fachkreisen besteht Einigkeit dariiber, dass eine breite und starke Antwort der CD8+ T-Zellen
entscheidend fur eine Ausheilung einer HCV-Infektion ist. Hierzu muss zuvor eine erfolgreiche
Prozessierung der Antigene erfolgen. Unter IFN-y-Einfluss ist das Proteasom in der Lage,
Untereinheiten zu &ndern, um somit die Produktivitéat der Prozessierung zu erhéhen und so auch
das HC-Virus effektiver abwehren zu kénnen (Basler et al., 2013; Shin et al., 2006). Es gibt eine
Vielzahl an Studien, die einen markanten Zusammenhang zwischen der CD8+ T-Zellantwort
mittels IFN-y und dem Verlauf der HCV-Infektion aufzeigen: Zum einen ist eine gute IFN-y-
Antwort mit der Ausheilung einer HCV-Infektion assoziiert (Gruner et al., 2000; Shin et al., 2006),
zum anderen wei3 man, dass die Erschépfung der CD8+ T-Zellen bzgl. Proliferation und
Zytokinausschittung mit einer Chronifizierung einhergeht (Gruner et al., 2000; Wedemeyer et al.,
2002). Auch Studien mit Schimpansen zeigen, dass eine Inhibition von CTL zur Persistenz von
HCV im Organismus fuhrt. Bei wiederhergestellter CTL-Funktion sinkt die Viruslast sofort
deutlich (Shoukry et al., 2003).

Grundsatzlich unterstiitzt eine starke und breit ausgelegte T-Zellantwort gegen diverse Epitope
unterschiedlicher Proteine des HC-Virus die erfolgreiche Elimination von HCV (Cooper et al.,
1999; Yerly et al., 2008). Hierbei stehen insbesondere die Proteine Core, NS3, NS4 und NS5B im
Fokus der protektiven Immunantwort, da diese als besonders hoch konserviert und immundominant
gelten (Ferrari et al., 1994; Missale et al., 1996).

Die hier vorliegende Studie befasst sich mit der Frage, wie T-Zell-Antwort wahrend einer Infektion
mit HCV gesteigert werden kann. Als zu untersuchende Zielstruktur wurden die flankierenden
Sequenzen jener hoch konservierten und immundominanten HLA-*A2-Epitope (Core, NS3, NS5B)
gewdhlt. Im komplexen Prozess der Aktivierung der CTL’s treten die flankierenden Sequenzen der
Epitope nur wahrend der Prozessierung in Erscheinung, da sie bei Antigenprasentation nicht mehr
als solche existent sind. Durch die Untersuchung der flankierenden Sequenzen war es uns mdglich
zu untersuchen, den Prozess der Prozessierung der Epitope losgeldst der Antigenprésentation zu
untersuchen. Durch die Konzentration auf stabile und immundominante Epitope besteht
perspektivisch die Hoffnung, unsere Forschungsergebnisse in die Entwicklung einer Vakzine gegen

HCV einfliellen zu lassen.
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4.1 Die flankierenden Sequenzen immundominanter HCV-Epitope

beeinflussen die Prozessierung
In Studien zu HIV konnte bereits gezeigt werden, dass die flankierenden Sequenzen von Epitopen
einen Einfluss auf die T-Zell-Antwort haben (Le Gall et al., 2007; Pacheco et al., 2011). Auch fur
Studien zu HCV konnten wir und andere bereits zeigen, dass eine einzige Mutation in
flankierenden Sequenzen von Epitopen zu einer verénderten Prozessierung und verminderten IFN-
y-Ausschittung fihren kdnnen(Seifert et al., 2004; Walker et al., 2016). Steers et al. designte
bereits HIV- und CMV-Epitope, welche von génzlich artifiziellen flankierenden Sequenzen
umgeben waren, um eine moglichst hohe Aktivierung von T-Zellen zu erreichen (Steers et al.,
2014).

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie wurden zundchst artifizielle Konstrukte mit je einem
gemeinsamen Virusepitop (zundchst M1 des Influenza-Virus), umgeben von je den flankierenden
Sequenzen ausgewahlter HCV-Epitope (Core, NS3 und NS5B) erzeugt. Diese wurden in PBMCs
transfiziert und endogen prozessiert. AnschlieRend wurden hiermit humane PBMCs stimuliert und
die resultierende T-Zellantwort in Sinne der IFN-y-Produktion gemessen. Besonders an diesem
Studiendesign war hierbei, dass die Epitop-flankierenden Regionen unabhéngig von ihren
zugehdrigen Epitopen untersucht und miteinander verglichen wurden. AuBerdem wurde ab der
Transfektion nicht mehr manipulativ in die Prozessierung, die Antigenprasentation und die
Stimulierung der CTL eingegriffen, womit die Prozesse der humanen Immunabwehr (in-vitro)

mdoglichst gut abgebildet werden sollten.

Die Experimente, in welchen das M1 Epitop umgeben von flankierenden Sequenzen der HCV-
Epitope untersucht wurde, zeigen anschaulich, dass die flankierenden Sequenzen von
immundominanten HCV-Epitopen einen entscheidenden Einfluss auf die resultierende IFN-y-
Produktion haben. Hierbei zeigt sich, dass es unter den flankierenden Sequenzen von Core, NS3
und NS5B sogar eine fest bestehende Hierarchie herrscht: die genomische Umgebung des Core-
Epitops kann die Prozessierung des Influenza-M1-Epitops reproduzierbar positiv beeinflussen,
wahrend sich die flankierenden Sequenzen von NS5B die Prozessierung eher kontraproduktiv
auswirken. Die resultierende IFN-y-Produktion unterschied sich dabei zwischen Core-Flu-Core und
NS5B-FIu-NS5B um mehr als den Faktor funf. Die Prozessierung von NS3-FIu-NS3 lieferte stets
IFN-y-Werte, welche sich zwischen denen der flankierenden Regionen von Core und NS5B
befinden. Wiirde lediglich die Sequenz des Influenza-Epitops die Prozessierung und
Antigenprasentation beeinflussen, waren bei diesem Versuch identische Ergebnisse in der IFN-y-
Antwort der CTL zu erwarten gewesen. Durch die nicht nur z. T. sehr unterschiedlichen IFN-y-
Antworten, sondern die auch stets gleiche Auspragung in Relation untereinander, muss davon
ausgegangen werden, dass auch die flankierenden Regionen der Peptide dariiber entscheiden, wie

effizient ein Antigen den CTL présentiert wird. Die stets ahnliche Auspragung der IFN-y-Antwort
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und die identische Hierarchie in der Stimulation der T-Zellen gibt dabei einen Hinweis darauf, dass
der Einfluss der flankierenden Region stabil auch in andere Kontexte tUbertragbar und

reproduzierbar sein kénnte.

Unklar ist bislang, wodurch genau sich der Einfluss der Core-flankierenden Sequenzen erklart. In
verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine eingeschrankte Prozessierung
konsekutiv zu einer reduzierten Aktivierung der CTLs fiihrt (Schatz et al., 2008; Zhang et al.,
2012). Auch wurde versucht zu beurteilen, welche Aminoséuren bevorzugt aufgespalten werden
und damit zu einer Optimierung der Immunantwort fiihren kénnen. Hier unterscheiden sich jedoch
die Studienergebnisse. Wahrend Zhang et al. beispielsweise beschrieben, dass bei HIV-Infektionen
neben Leucin, Lysin und Methionin auch Phenylalanin bevorzugt im Proteasom aufgespalten
werden (Zhang et al., 2012), deuteten Seifert et al. eine Mutation im HCV-Epitop NS3 von
Thyrosin zu Phenylalanin als Escape-Mutation, da es hierdurch zu einer verminderten
Prozessierung kam (Seifert et al., 2004). Eine viel untersuchte Aminosaure ist in diesem Kontext
auch Prolin. Boulant et al postulierten, dass eine Mutation im Core Protein von Prolin zu Alanin
verminderter Virusreplikation fiihrt (Boulant et al., 2007). Walker et al. beobachteten dagegen eine
Mutation von Serin zu Prolin im Kontext von verminderter Prozessierung und einer damit
einhergehenden Escape-Mutation (Walker et al., 2016). Schatz et al differenzierten bereits 2008 die
verwandten Aminosauren nach dem Ort der Prozessierung: Prolin wird beispielsweise bevorzugt
im Zytosol geschnitten, jedoch nicht im endoplasmatischen Retikulum (Schatz et al., 2008).
Hierdurch gewinnt die Position der entsprechenden Aminosaure der flankierenden Sequenz in
Bezug zum Epitop an Bedeutung. Zundchst werden die Antigene im Zytosol durch Peptidasen und
das Proteasom stark verkiirzt. Erst anschlielend werden die Fragmente durch TAP in das ER
transportiert und dort weiter geschnitten. Wenn beispielsweise Prolin in grél3erer Entfernung zum
Epitop gelegen ist, wird es friihzeitig und bevorzugt im Zytosol entfernt. In direkter Lage zum
Epitop dagegen ist zu erwarten, dass eine Prozessierung erst im ER erfolgt und dies, bei dem
Beispiel von Prolin, sich nachteilig auf die Prozessierungseffizienz auswirkt. Auch bei den durch
uns untersuchten flankierenden Sequenzen befindet sich sowohl in den Regionen um das Core-, als
auch um das NS5B-Epitop die Aminosaure Prolin. Bei NS5B ist Prolin jedoch ndher an der
eigentlichen Epitop-Region gelegen (+1) als bei Core (+3). Die Tatsache, dass Epitope, die von
Core-typischen Sequenzen flankiert werden, die Effektor-Zellen stérker stimulieren, als dies die
NS5B-spezifischen Sequenzen vermdgen, konnte also durch eine bevorzugte Prozessierung von
Prolin im Zytosol (Core) und einer eingeschrankten Prozessierung im ER (NS5B) verursacht sein.
Es ist jedoch davon auszugehen, dass nicht nur eine einzelne Aminoséure und deren exakte

Position zum Epitop den entscheidenden Ausschlag zur erfolgreichen Prozessierung gibt.

Daher wurden in Kap. 3.2 wurden die einflussnehmenden Strukturen der flankierenden Sequenzen

selbst ndher untersucht. Wir konnten zeigen, dass nicht die flankierenden Sequenzen in ihrer
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Gesamtheit wirken, sondern man die N- von der C-terminalen Sequenz differenzieren muss. Wir
vertauschten die N- und C-terminalen Sequenzen von Core und NS5B um das einheitliche
Influenza-spezifische Epitop M1. Die gezeigten Daten (siehe Kap. 3.2) veranschaulichen, dass es in
der resultierenden IFN-y-Produktion einen Unterschied macht, ob ein Epitop N- oder C-terminale
Sequenzen flankieren. Dieser Unterschied betragt durchschnittlich 27,9% der IFN-y-Produktion,
normiert auf die PK. Hierbei ist auffallig, dass jeweils die C-terminale Sequenz den Ausschlag fur
die insgesamt resultierende Effizienz der Prozessierung zu geben scheint. Liegt die flankierende
Sequenz des Core-Epitops C-terminal, so ahnelt auch die resultierende IFN-y-Produktion der des
homogen mit Core-Sequenzen umgebenen M1-Epitops (NS5B-Flu-Core ahnelt Core-Flu-Core).
Umgekehrt dhnelt auch die Reaktion auf das Konstrukt, welches C-terminal die NS5B-Sequenz
tragt, auch stark dem einheitlich flankiertem NS5B-Konstrukt (Core-Flu-NS5B &hnelt NS5B-Flu-
NS5B).

Der Einfluss der C-terminalen Flanke auf die Prozessierung steht in Einklang mit Studien von z. B.
Shastri et al., welche in Experimenten mit Influenza Nukleoprotein nachweisen konnten, dass die
flankierenden Regionen C-terminal einen deutlich groReren Einfluss haben, als die N-terminal
gelegenen Sequenzen (Shastri et al., 1995). Auch Lindenstrem et al. konnten diese Beobachtung im
Tiermodel bei Infektionen mit M. tuberkulosis bestatigen (Lindenstrom et al., 2014). Hierbei ist
besonders interessant, dass hier ein in-vivo Model verwendet wurde. Damit konnten externe
Storfaktoren auf die Prozessierung minimiert werden und darf annehmen, dass auch unsere
Ergebnisse von in-vitro-Studien im Wesentlichen auf ein natlrliches Immunsystem Ubertragbar
wadren. Zum anderen wies Lindenstrgm den Einfluss der flankierenden Sequenzen anhand von
einzelnen Punktmutationen nach, was wiederum in Einklang mit den Daten von Seifert, Schatz und
Walker steht. Hochstwahrscheinlich ist der Unterschied von N- zu C-terminaler Flankierung auch
auf Aminosauren-Ebene zu suchen, hier sind jedoch noch weitergehende Studien nétig, um dies

weiter einzugrenzen.

Insgesamt konnten wir nachweisen, dass auch bei HCV die flankierenden Sequenzen einen
malgeblichen Einfluss auf die resultierende Stimulation des adaptiven Immunsystems haben.
Hierbei hat insbesondere der C-terminale Anteil der flankierenden Sequenz des Core-Proteins
einen positiven, d.h. steigernden Einfluss auf die entstehende IFN-y-Produktion. Dieses ist am
ehesten auf eine optimierte Prozessierung des entsprechenden Epitopes zuriickzufthren, stimuliert

durch die umgebende flankierende Sequenz.
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4.2 Eingeschrankte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf NS5B aufgrund von

Unterschieden in der Immundominanz der Epitope
Nach dem Nachweis, dass die Epitop-flankierenden Sequenzen einen Einfluss auf die Effizienz des
Prozessierung und nachfolgende Antigenprésentation haben, sollte untersucht werden, ob durch
Verénderung / Austausch der flankierenden Sequenzen auch ein HCV-spezifisches Epitop
verbessert erkannt wird. Hierfiir wéhlten wir NS5B und seine dazugehdrigen flankierenden
Sequenzen, sowie als Vergleich die flankierenden Sequenzen des Core-Epitops (siehe Kap. 3.3), da

sich hier in den Versuchen mit dem M1-Epitop die grofiten Unterschiede nachweisen lief3en.

Interessanterweise unterschieden sich die Konstrukte des NS5B-Epitop, im natiirlichen Kontext
bzw. umgeben von Core-flankierenden Sequenzen, nur geringftigig in ihrer Aktivitat. Beide
erreichten eine IFN-y-Ausschiittung 96% (NS5B-NS5B-NS5B) bzw. 106% (Core-NS5B-Core) der
Positivkontrolle. Zwar waren die Core flankierenden Sequenzen etwas stérker und die Hierarchie
war konstant reproduzierbar, jedoch wurde nach den vorangegangenen Versuchen eine deutlich
stérkere Steigerung erwartet. Dartber hinaus fiel auf, dass beide Konstrukte bereits eine sehr hohe
Aktivierung erreichten, welche ahnlich zur Positivkontrolle ausfiel. Man muss also davon
ausgehen, dass eine maximale Stimulation der IFN-y-Ausschiittung unabhangig vom Einfluss der
flankierenden Regionen erfolgt. Eine maximale Aktivierung von CD8 T-Zellen trotz verminderter
Antigenprasentation kdnnte durch eine hohe funktionelle Aviditat der CD8 T-Zellen erklart

werden, indem kleinste Antigenmengen bereits flir eine vollstandige T-Zellaktivierung ausreichen.

Um dies naher zu untersuchen, wurden weitergehende Experimente durchgefiihrt. Nun wurden
Konstrukte erstellt, welche das hochavide, CMV-spezifische Epitop pp65 im Kontext der bisher
verwendeten flankierenden Regionen von Core, NS3 sowie NS5B enthielten und wir verglichen
nach endogener Prozessierung erneut die resultierende IFN-y-Antwort (siehe Kap. 3.4). Es wurde
deutlich, dass bei einer sehr hohen Aviditat, wie z.B. dem verwendeten CMV-Epitop pp65, bereits
kleinste Mengen an prasentiertem Antigen ausreichen, um eine maximale Aktivierung der CD8+ T-
Zellen zu erreichen. Unterschiede durch eine verbesserte Prozessierung, wie sie in unseren
bisherigen Experimenten dargestellt wurden, konnten nun nicht mehr dargestellt werden. Der
Einfluss der hohen Aviditét schien hier die Verdnderungen in der Prozessierung zu tberwiegen.
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass der in den Kap. 3.1 bis Kap. 3.3 dargestellte Einfluss der
flankierenden Regionen auf Prozessierung und Présentation dagegen gut bei niedrig-aviden
Epitopen greift. Die steht in Einklang mit den Experimenten, in welchen wir die flankierende
Sequenz von Core mit der homologen Sequenz des NS5B-Epitopes verglichen. Hier konnte zwar
durch Anderung der Epitopumgebung eine reproduzierbare Steigerung der IFN-y-Ausschittung
erreicht werden, jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden. Grund hierfur kénnte die

vergleichsweise hohe Aviditat von NS5B sein, wie in Abbildung 3.10 gezeigt. Die Aviditat scheint
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nicht, wie bei pp65, den Einfluss der verdnderten Prozessierung komplett zu Giberwiegen, ist aber

dennoch wahrscheinlich ein limitierender Faktor.

4.3 Studienergebnisse im Hinblick auf die Entwicklung einer Vakzine gegen
HCV

Immundominante Antigene wie Core, NS3 und NS5B sind essentiell fur eine gute T-Zellantwort
im Rahmen einer Infektion mit HCV (L.i et al., 2006). Forschungsarbeiten zur Entwicklung einer
Vakzine konzentrieren sich derzeit u. a. darauf, wie man Escape-Mutationen minimieren und die T-
Zellantworten auf diese zugleich hochkonservierte Genregionen (Core, NS3, NS5B) verlangern
und intensivieren kann (Liang, 2013). Gleichzeitig beeinflussen weitere Faktoren wie die
Vorlaufersequenz der TZR, die Aviditat der T-Zellen zu den Epitopen sowie die

Antigenprozessierung die Immundominanz.

Schmidt et al konnten zeigen, dass die Vorlaufersequenz fiir das Epitop NS3 deutlich haufiger
aufzufinden ist, als die Vorlaufersequenzen anderer Epitope. Dazu passend wird auch das NS3-
Epitop bei einer Infektion bevorzugt erkannt, was sich in Versuchen mit Mausen bestétigen liel}
(Schmidt et al., 2011). Jedoch ist die Vorlaufersequenz durch ihr praterminiertes Wesen nur schwer
artifiziell zu verandern/verbessern. Anders ist es hier mit der Prozessierung. In den hier
vorliegenden Studien wurde gezeigt, wie durch Veranderung der flankierenden Sequenzen der
Epitope die Effektivitt der Prozessierung verbessert und die resultierende IFN-y-Produktion
gesteigert werden kann. Interessant ware an dieser Stelle, ob die Aktivierung der hdaufig
auftretenden NS3-spezifischen CD8+ T-Zellen durch einen Austausch der flankierenden
Sequenzen durch z.B. den C-terminalen Anteil der Core-flankierenden Sequenzen gesteigert
werden konnte. Auch wére interessant, ob durch eine optimierte Prozessierung der vermeintliche

Nachteil von eher selten angelegten TZR ausgeglichen werden konnte.

Ein weiterer wichtiger Ansatz zur Einflussnahme auf die Immundominanz ist die Aviditat der TZR
zu den Antigenen. Hierzu wurde bereits gezeigt, dass hochavide TZR eng mit einer spontanen
Ausheilung einer HCV-Infektion korrelieren (Neveu et al., 2008; Yerly et al., 2008). Unsere Daten
zeigen anschaulich, dass der Einfluss von Epitop-flankierenden Sequenzen auf Prozessierung und
Antigenprasentation dem Einfluss der Immundominanz unterlegen ist. Da die Immundominanz
jedoch noch nicht beeinflussbar ist und die Verwendung hochavider Epitope noch zu keinem
zufriedenstellenden Erfolg bei der Entwicklung einer Vakzine gegen HCV gefihrt hat, waére die
Kombination aus hochaviden Epitopen sowie niedrig-aviden Epitopen, welche in ihrer
Immunogenitét gesteigert wurden mit den gezielten Einsatz von entsprechenden flankierenden

Sequenzen, ein mdglicher Ansatz zur weiteren Entwicklung einer Impfung gegen HCV.
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4.4 Ausblick

Mit der Einfiihrung der DAAs im Jahre 2014 konnte ein groRer Fortschritt in der Therapie der
HCV-Infektion erreicht werden. Das Hauptproblem der Therapie von HCV liegt heute nicht mehr
in einer mangelnden Wirksamkeit der Medikamente, in moglichen UAWSs oder Kontraindikationen
flr die Therapie, sondern in der Schwierigkeit, alle infizierten Personen zu diagnostizieren und
einer Therapie zuzufiihren. So konnten bisher nur 13% der infizierten Patienten eine wirksame
antivirale Therapie erhalten (WHO, 2017a). Zudem stellen die Kosten fiir die neuen, noch
patentgeschitzten DAAs eine enorme Belastung fiir die Gesundheitssysteme dar. AuRerdem ist
eine konsequente Therapie unter Hochrisikogruppen wie z. B. Drogenkonsumenten sowie in
Entwicklungslandern auch zukiinftig als schwierig anzusehen. Ein wichtiges Augenmerk gilt somit
weiterhin den Allgemeinmal3nahmen zur Prophylaxe der Infektion (RKI, 2014b; WHO, 2017a),

welche sich ebenfalls im Kreis der IDU nur schwer umsetzen lassen.

Des Weiteren gilt es abzuwarten, wie sich die Neuinfektionsraten von HCV mit zunehmendem
Therapieerfolg verhalten werden. Als Vergleich seien hier die Neuinfektionsraten von HIV
angefihrt. Trotz intensiven MalRnahmen zur Infektionsprophylaxe ist die Neuinfektionsrate von
HIV in Europa steigend (Europa, 2018) Auch in Deutschland sind zwar die Neuinfektionsraten bei
MSM riicklaufig, die Zahl der Neuinfektionen mit HIV unter heterosexuellen Patienten hat sich
dagegen zwischen 2010 und 2015 verdoppelt.(RKI, 2017) Dies lasst sich zum Teil mit einer
verbesserten Meldequalitat und auch Migration aus Hochrisikolandern erklaren. Allerdings muss
man bei verbesserten Therapiemdglichkeiten auch mit einem wieder ansteigenden Risikoverhalten
der Menschen rechnen. Daher besteht auch weiterhin ein gro3er Bedarf an einem wirkungsvollen
Impfstoff gegen HCV, welcher jedoch bislang noch nicht verfugbar ist. Dies liegt zum einen an der
flr HCV typischen hohen genomischen Varianz, sowie dessen Plastizitat, mit welcher sich HCV

dem Immunsystem entzieht (Timm et al., 2015).

Durch die hier vorliegenden Studienergebnisse wird nachgewiesen, dass die Epitop-flankierenden
Sequenzen von HCV die Prozessierung relevant beeinflussen und eine Veranderung dieser
flankierenden Regionen zu einer Beeinflussung der menschlichen Immunabwehr fiihrt. Trotz der
Verwendung von humanen Immunzellen fir die Versuche, wurde ein artifizielles System in vitro

verwendet, eine Abweichung der Ergebnisse in in vivo Studien kann nicht ausgeschlossen werden.

Vor in vivo angelegten Studien sollten die Einfluss-nehmenden Sequenzen der Epitop-umgebenden
Regionen noch eingehender untersucht werden. Zum Beispiel geht aus den Untersuchungen der N-
/ C-terminalen flankierenden Regionen noch nicht eindeutig hervor, ob letztlich die C-terminale
Lage der flankierenden Sequenz hierbei fur die Auspragung verantwortlich ist oder die
Sequenzfolge der Aminosduren selbst, unabhangig von der Lokalisation. Hierzu waren weitere
Nachforschungen interessant. Beispielsweise kdnnten neue Konstrukte generiert werden, welche

die urspriinglich N-terminale Sequenz in C-terminaler Position enthalten. Zusétzlich kdnnte durch
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weitere Variationen der Konstrukte versucht werden, die einflussnehmenden Strukturen in den
flankierenden Sequenzen auf die Basis einzelner Aminosauren und deren Position herunter zu
brechen.

Es gibt Hinweise darauf, dass in virusinfizierten Patienten (HIV, CMV, EBV und Influenza) die
polyfunktionell angelegten T-Zellantworten fur die Kontrolle einer Infektion verantwortlich sind.
Diese Immunantwort scheint tberwiegend durch HLA-B-Allele getriggert zu werden und wird
insbesondere Uber niedrigavide TRZ gesteuert. HLA-A-Allele aktivieren dagegen eher eine
isolierte zytotoxische IFN-y-Ausschiittung, welche allein zur Kontrolle einer Infektion nicht
ausreicht (Harari et al., 2007). Gleichzeitig weilt man, dass eine gute CTL-Antwort im Sinne einer
IFN-y-Produktion unerlésslich zur Ausheilung einer HCV-Infektion ist (Basler et al., 2013; Shin et
al., 2006). Ware es nun also mdglich, z. B. tber eine Modifikation der flankierenden Sequenzen,
eine verbesserte Reaktion der CTLs auf niedrig avide Epitope zu erreichen, kénnte dies ein
weiterer Schritt zur Entwicklung einer suffizienten Impfung gegen HCV sein. Die hier
dargestellten Studienergebnisse legen nahe, dass dies durch eine Modifikation der Epitop-
flankierenden Sequenzen insbesondere bei niedrig aviden Epitopen moglich ist. Ein effizientes
Zusammenspiel aus aviden Epitopen und einer optimalen Prozessierung, sowie eine breite und
starke Immunantwort auf hoch- wie auch niedrig avide Epitope kdnnten eine Prophylaxe gegen
HCV ermdglichen.
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5 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Studie wurde untersucht, inwieweit die flankierenden Sequenzen der
immundominanten Hepatitis-C-Virus-Epitope Core, NS3 und NS5B einen Einfluss auf die
Prozessierung eines Epitopes haben und ob sich dieser im Sinne einer effektiveren Aktivierung

zytotoxischer T-Zellen (CTL) verbessern l&sst.

Hierzu wurden artifizielle Konstrukte erstellt, welche ein fremdes Epitop (M1 des Influenza-Virus
und pp65 des Cytomegalie-Virus) in der genomischen Umgebung der HCV Epitope Core, NS3
oder NS5B beinhalteten. Diese wurden per Elektroporation in humane mononukleére Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) transfiziert und endogen durch diese prozessiert. Anschlieend wurde
die Reaktion von humanen CTLs auf die antigenprasentierenden PBMCs in Form der Interferon-
gamma-Ausschittung (IFN-y) gemessen. Durch den Vergleich der flankierenden Sequenzen von
HCV-Epitopen bei identischem Epitop konnte isoliert der Einfluss der Epitopumgebung analysiert
werden.

Es zeigt sich, dass es auf das niedrig avide Epitop M1 signifikante Unterschiede in der IFN-y-
Produktion zwischen den Konstrukten gibt und diese reproduzierbar eine feste Hierarchie
untereinander ausbilden. Hierbei scheint nicht nur die Sequenzfolge selbst, sondern auch deren
Position zum Epitop ausschlaggebend zu sein. Die C-terminale Region présentiert sich hierbei als
die Region mit dem gewichtigeren Einfluss auf die Aktivierung der CTL. Die Modifikation der
flankierenden Region um NS5B zeigte, dass auch bei einem hoheraviden HCV-Epitop (im

Vegleich zu M1) eine verbesserte IFN-y-Produktion erreicht werden kann.

Des Weiteren wurde der Einfluss der optimierten Prozessierung dem von hochaviden T-
Zellrezeptoren gegentbergestellt, in dem das untersuchte Epitop durch pp65 des Cytomegalie-
Virus ausgetauscht wurde. Hier, bei einem hochaviden Epitop, lieen sich die Unterschiede durch
verbesserte Prozessierung nicht mehr darstellen, der Einfluss der Aviditét scheint also hier in

Bezug auf Immundominanz zu tberwiegen.

Die Erkenntnis, dass es maglich ist, durch eine Modifikation der genomischen Umgebung von
HCV-Epitopen die IFN-y-Antwort zu verbessern, kdnnte ein wichtiger Baustein zur Entwicklung
einer Impfung gegen HCV sein. Durch die verbesserte Immunantwort auf niedrigavide Epitope
konnte das Spektrum der effektiv nutzbaren Antigene einer Vakzine relevant erweitert werden.
Vielleicht wére es so méglich, sich dem durch die Weltgesundheitsorganisation und dem Robert

Koch Institut erhofften Ziel einer effektiven Prophylaxe gegen HCV einen Schritt zu n&hern.
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7 Anhang

7.1 Zusatzliche Abbildungen

PCR-Mutagenese

a) (+)-HCV-Core to NS5B:
Template pcDNA3.1
(+)-Primer: CTTGAGAAGCTTCCACCATGGATACCCTTACGTGCGGCTTCGCCGCC
CTGTACGACGTGGTTAGCAAGCTCGGCGCCCCTCTTGG
b) (+)-HCV-NS5B to NS5B:
Template pcDNA3.1
(+)- Primer: CTTGAGAAGCTTCCACCATGGGCGTGCGCGTGTGCGAGAAGATGG
CCCTGTACGACGTGGTTAGCAAGCTCCCCCTGGCCGTGATG

Vektor fur Transfekion und fertiges Plasmid

5,523
P %o

6,443

T7 promoter

V5 epitope /
6xHis

4250

f1 origin

pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5,523 bp

pcDNA3.1-HCV-Core-to Flu

6,443 bp V5 epitope~_,
6xHis~JJ

4,000

@y,

Vektor fur Transfektion und fertiges Plasmid

A: der urspriingliche Vektor pcDNA3.1V5/His-Topo mit einem Ampicillin-Resistenzgen. Mit dem Amaxa Human T Cell
Nucleofactor Kit der Firma Lonza wurden verschiedene, an GFP gekoppelte Fragmente in das Plasmid transfiziert. B: das
Plasmid nach Transfektion mit eingefiigtem Core-Flu-Core-Fragment und GFP. Durch die Ampicillin-Resistenz konnten
die erfolgreich transfizierten E. Coli-Zellen auf Ampicillin-angereicherten Nahrbdden von untransfizierten E. Coli
selektiert werden. Das beigefligte GFP an das Core-Flu-Core-Fragment wurde fir die spatere Detektion mittels
Durchflusszytometrie genutzt.
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7.2 Abkurzungsverzeichnis

BFA
bp
CaCl
CD
CMV
CTL
DAA
DMSO
DNA
DPBS
EBV
E. coli
EDTA
FBS
GFP
GT
H,O
HCC
HEPES
HIV
ICS
IDU
IFN
JAK
Kap
LB-Medium
LDL
MHC
MSM
NaCl
NE
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PCR
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RKI
RNA
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STAT
SDS
TAE

Brefeldin A
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Cluster of Differentiation

Cytomegalie Virus
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Direct Antiviral Agens
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Desoxyribonucleinséure

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
Epstein-Barr-Virus

Escherichia coli
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Fetales bovines (Rinder-) Serum

Grin fluoreszierendes Protein

Genotyp(-en)

Diwasserstoffmonoxid; Wasser
Hepatozellulares Karzinom
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure, Puffersubstanz
Humanes-Immundefizienz-Virus
Intrazelluldre Zytokinfarbung

Patienten mit intravendsem Drogenabusus
Interferon

Janus-Kinase

Kapitel

Luria-Bertani broth, Bakterienkulturmedium
Low density Lipoprotein

Major Histocompability Complex

Man having sex with man

Natrium-Chlorid

Elution Buffer (Macherey Nagel)

Binding Buffer (Macherey Nagel)

Wash Buffer (Macherey Nagel)

Peripheral blood mononuclear cell
Polymerase Chain Reaction

Raues Endoplasmatisches Retikulum
Robert Koch Institut

Ribonucleinsaure

Roswell Park Memorial Institute, Zellkulturmedium
STAT-Proteine, signaltransduzierende Transkriptionsaktivatoren
Sodium dodecyl sulphate
Tris-Acetate-EDTA



TAP
TBE
u. a.
UAW
VLDL
WHO

Transporter associated with antigen processing
Tris-Borate-EDT

unter anderem

Unerwiinschte Arzneimittelwirkung(-en)

Very Low Densitiy Lipoproteins

World Health Organisation
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