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Zusammenfassung

Das Hepatitis C-Virus (HCV) bleibt auch im Zeitalter der direkten antiviralen
Agenzien ein globales gesundheitspolitisches Problem, unter anderem weil die
ausgeprigte genetische Variabilitit des Hepatitis C-Virus bis heute die Entwicklung
einer wirksamen Impfung gegen das Virus erschwert. Des Weiteren ermoglicht sie
die Selektion von Immunevasionsvarianten und tragt damit zur Chronifizierung der
Infektion mit der Folge von schwerwiegenden gesundheitlichen Auswirkungen auf
die betroffenen Patienten bei. Um die Anpassung des Hepatitis C-Virus an seinen
Wirt und die zugrundeliegenden evolutiondren Mechanismen zu untersuchen, war das
erste Ziel dieser Arbeit die Erstellung einer Sequenzdatenbank mit Proben aus einem
grolen HCV-Ausbruch in den Jahren 1978/79 (,,Anti-D-Ausbruch®). In diesem
Ausbruch erkrankten rund 3000 Personen an einer Hepatitis C durch eine Exposition
mit HCV-infizierten Immunglobulin-Préparaten zur Rhesusprophylaxe. Dadurch,
dass diese alle auf eine einzige HCV-positive Blutspenderin zuriickgehen, mit deren
Blut fiinf rhesusnegative Spender zur Gewinnung der Immunglobuline immunisiert
wurden, kam es zu einem Single-Source-Ausbruch aus genetisch sehr eng verwandten
Hepatitis C-Viren. Wir konnten ein PCR-Protokoll bestehend aus RNA-Extraktion,
cDNA-Synthese und Nested PCR etablieren, mit der sich das HCV-Genom von Core
bis NS2/3 in drei Abschnitten zuverlédssig amplifizieren und mittels Sanger-Methode
sequenzieren lieB. Aufgrund der schlechten RNA-Qualitit aus frithen Proben direkt
nach Beginn des Ausbruchs war eine Sequenzierung dieser Proben nicht moglich. Bei
spiter gesammelten Proben aus den 90er-Jahren war dieser Effekt weniger stark
ausgeprigt. Insgesamt konnten aus Verlaufsproben aus den 2000er Jahren 218
Sequenzen von 138 Patientinnen in einer Sequenzdatenbank zusammengestellt
werden, darunter 138 Sequenzen von Core bis NS2. Durch diese sowie vorhandene
Sequenzen der Nicht-Struktur-Proteine der entsprechenden Proben konnten 74
komplette HCV-Genome generiert werden. In phylogenetischen Analysen zeigte sich
die klare Abgrenzung der HCV-Genome aus der Anti-D-Kohorte von HCV-
Referenzsequenzen. Auch die Auftrennung der Isolate in drei Clades, aufgrund von
drei in der Infektionsquelle vorliegenden Varianten, konnte eindeutig nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurde die fiir den Enfry in die Hepatozyten vermutlich
wichtige Hypervariable Region 1 und die dortige Anti-D-spezifische Insertion
quantitativ und mittels Principal Component Analysis analysiert. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den HLA-Typen und den inserierten Aminoséduren konnte
nicht gefunden werden. Um den Einfluss von CD8+-T-Zellen auf die Virusevolution
in der Anti-D-Kohorte zu untersuchen, wurde der HLA-Typ von 138 Patientinnen
mittels SeqFeatR mit der Virussequenz korreliert; zehn Positionen mit einer
statistischen Assoziation zwischen HLA-Typ und Sequenz konnten ermittelt werden.
Mit dem MHC 1 Binding Prediction Tool der Immune Epitope Database (IEDB)
konnten diese Positionen neun potenziellen T-Zell-Epitopen zugewiesen werden.
Zwei wurden bereits in fritheren Arbeiten beschrieben, drei weitere wurden im
Zusammenhang mit anderen HLA-Typen beschrieben. Die restlichen vier
potenziellen Epitope konnten neue Epitope darstellen und miissten in weiteren
Arbeiten in vitro bestitigt werden.

Zusammenfassend konnten in dieser Studie weitere vollstindige HCV-Genome aus
der Anti-D-Kohorte entschliisselt werden. Die phylogenetischen Analysen bestétigten
frithere Studien und bei der Analyse der HVR konnte die Anti-D-typische Insertion
weiter untersucht werden. Durch statistische Analysen konnten potenzielle T-Zell
Epitope identifiziert werden.



Abstract

Even in the age of direct antiviral agents, the hepatitis C virus (HCV) remains a global
health problem, partly because the pronounced genetic variability of the hepatitis C
virus still makes it difficult to develop an effective vaccine against the virus.
Furthermore, it enables the selection of immune evasion variants, which contributes
to the chronicity of the infection with serious health consequences for the affected
patients. In order to investigate the adaptation of the hepatitis C virus to its host and
the underlying evolutionary mechanisms, the first aim of this work was to create a
sequence database with samples from a large HCV outbreak in 1978/79 (“anti-D-
outbreak™). In this outbreak, around 3000 people contracted hepatitis C through
exposure to HCV-infected immunoglobulin preparations for rhesus prophylaxis. The
fact that these preparations all originated from a single HCV-positive blood donor,
whose blood was used to immunize five rhesus-negative donors to obtain the
immunoglobulins, resulted in a single-source outbreak of genetically very closely
related hepatitis C viruses. In the first phase of the project, we were able to establish
a PCR protocol consisting of automated RNA extraction, cDNA synthesis/reverse
transcription and subsequent nested PCR, with which the HCV genome from Core to
NS2/3 could be reliably amplified in three sections and then sequenced using the
Sanger method. Due to the poor RNA quality of early samples taken directly after the
outbreak began, sequencing these samples was not possible. This effect was less
pronounced in samples collected later in the 1990s. Using follow-up samples from
the 2000s, a total of 218 sequences from 138 patients were compiled in a sequence
database, including 138 sequences from Core to NS2. Using these as well as
corresponding sequences of the non-structural proteins from previous work, 74
complete HCV genomes were generated. Phylogenetic analyses showed the clear
separation of the HCV genomes belonging to the anti-D cohort from HCV reference
sequences. The separation of the isolates into three clades, based on three variants
present in the source of infection, was also clearly demonstrated. Furthermore, the
hypervariable region 1, which is presumably important for entry into the hepatocytes,
and the anti-D-specific insertion there were analyzed quantitatively and by means of
principal component analysis. A significant correlation between the HLA types and
the inserted amino acids could not be found. To investigate the influence of CD8+ T
cells on viral evolution in the anti-D cohort, the HLA type of 138 patients with a
known HLA type was correlated with the viral sequence using SeqFeatR. Ten
positions with a statistical association between HLA type and sequence were
identified. Using the MHC I Binding Prediction Tool of the Immune Epitope Database
(IEDB), these positions could be assigned to nine potential T cell epitopes. Two have
already been described in previous work, three others have been described, but in
connection with other HLA types. The remaining four potential epitopes could
represent new epitopes and would need to be confirmed in vitro in further work.

In summary, further complete HCV genomes from the anti-D cohort could be
deciphered in this study. The phylogenetic analyses confirmed previous studies and
the analysis of the HVR allowed further investigation of the anti-D-typical insertion.
Statistical analyses identified known as well as potential T-cell epitopes.



Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

aa Aminosauren (engl. amino acids)

AD Anti-D

APC Antigenprasentierende Zelle (engl. antigen-

presenting cell)

apoB, apoC, apoE

Apolipoprotein B, C, E

bp Basenpaare (engl. base pairs)

bzw beziehungsweise

CD8, CD81 CD8-, CD81-Oberflachenprotein (engl. cluster of
differentiation)

cDNA Komplementare Desoxyribonukleinsaure (engl.
complementary desoxyribonucleic acid)

CDH1 Cadherin-1

CE Cholesterinester

CHKA Cholinkinase alpha

CLDN1 Claudin-1

CYBA Cytochrom b-245 alphallight chain

DAA Direkt antiviral wirkende Arzneimittel (engl. direct
antiviral agent)

DC Dendritische Zelle

DDR Deutsche Demokratische Republik

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxyribonucleic
acid)

dNTP(s) Desoxynukleosidtriphosphat(e)

DTT Dithiothreitol

E1, E2 Virale Hullproteine Envelope 1 und 2

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF(-R) Epidermaler Wachstumsfaktor (-Rezeptor) (engl.
epidermal growth factor)

F Leserichtung vorwarts (engl. forward)

FDR Falscherkennungsrate (engl. false discovery rate)




H+ Proton bzw. Wasserstoffion (engl. hydrogen)

HCV Hepatitis C-Virus

HDL High density lipoprotein

HLA Human Leukocyte Antigen

HSPG Heparansulfat-Proteoglykane

HVR Hypervariable Region

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration

ID Identifier

IEDB Immune Epitope Database

INFg Interferon gamma

IL-2 Interleukin 2

IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle (engl. internal
ribosomal entry site)

U Internationale Einheit (engl. international unit)

kb Kilobasen (1000 Basenpaare)

KCI Kaliumchlorid

I (ul, ml) Liter (Mikroliter, Milliliter)

LDL(-R) Low density lipoprotein (-Rezeptor)

LVP Lipo Viro Patrticles

M (nM, uM, mM) Molar (mol/l) (Nano-, Mikro-, Millimolar)

MgCl> Magnesiumchlorid

MMLV Moloney Murines Leukamievirus

MSA Multiple Sequence Alignment

NADPH Protonierte Form von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

ng Nanogramm

NK Naturliche Killerzelle

NS _ Nicht-Strukturprotein (2, 3, 4A, 4B, 5A, 5B)

nt Nukleotide (engl. nucleotides)

NTR Nicht-translatierte Region

MHC _ Major Histocompatibility Complex

OCLN Occludin

p7 Viroporin p7




PC1, 2 Principal Component 1, 2

PCA Hauptkomponentenanalyse (engl. principal

component analysis)

PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction)

pDC Plasmazytoide dendritische Zelle

pmol Pikomol

PWID i.v.-Drogennutzer (engl. people who inject drugs)

R Leserichtung ruckwarts (engl. reverse)

RAC1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RdRp RNA-abhangige RNA-Polymerase (engl. RNA-
dependent RNA-Polymerase)

RNA Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

rom Drehzahl bzw. Umdrehungen pro Minute (engl.
revolutions per minute)

RT Reverse Transkription

SD Standardabweichung (engl. standard deviation)

SMADG6 Mothers against decapentaplegic homolog 6

SR-BI/SCARB1 HDL-Rezeptor Scavenger-Rezeptor B1

SVR Sustained Viral Response

TAG Tri(acyl)glycerid

Tris-HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Einheit (engl. unit)

UTR Untranslated Region

uv Ultraviolett

VL Viruslast

VLDL Very low density lipoprotein

WHO World Health Organisation
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Hepatitis C-Virus (HCV)

Das Hepatitis C-Virus (HCV) ist ein Virus aus der Familie der Flaviviridae, das in
acht Genotypen unterteilt wird (Guntipalli et al., 2021). In Deutschland sind die
Genotypen 1 und 3 am hédufigsten. In Nord- und Siidamerika, Europa, dem Norden
Afrikas und Zentralasien ist Genotyp 1, in Westafrika Genotyp 2, in Teilen
Skandinaviens sowie Siid- und Ostasien Genotyp 3, in Zentralafrika und dem Nahen
Osten Genotyp 4 am haufigsten. Genotyp 5 und 6 sind nur in vergleichsweise kleinen
Gebieten, in Stidafrika und Laos, der jeweils dominante Genotyp (siche Abb. 1)
(Messina et al., 2015).

GAD region
NorthAfrica and Middie East
Weslem sub-Saharan Afnica

Easlem sub-Saharan Africa
Central sub-Saharan Africa
Seedhern sub-Saharan Africa
Seadhen Latin America

Andean Latin Amernca
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Southeast Asia
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Coeana 55.5 million
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frunapladtildicd HCV genotype proportion 39milon
Central Europe _ . milhion
Sl i == 456,000

L DL T -1

Abb. 1: Weltweite Verteilung der HCV-Genotypen. Die Grof3e der Kreisdiagramme
veranschaulicht die Pravalenz von HCV in den Gebieten, die farbig markierten
Kreissektoren in den Diagrammen die jeweiligen Anteile der damals sechs bekannten
Genotypen an der Pravalenz. Abbildung aus Messina et al., 2015.

Unabhéngig vom Genotyp konnen Hepatitis C-Viren im Menschen akute Hepatitiden
verursachen, die in der Mehrheit als chronische Infektion persistieren. Nur ungeféhr
30 % (15 —45 %) der Patienten iiberwinden die meist asymptomatische und nicht
lebensbedrohliche ~ Akutinfektion ohne Behandlung. Bei den restlichen
70 % (55— 85 %) der Patienten hingegen geht diese in eine chronische HCV-
Infektion iiber (WHO, 2023), welche mit einem signifikant erhohten Risiko fiir
Leberzirrhose (15 —30 % nach 20 Jahren; WHO 2023) und die Entwicklung eines
hepatozelluldren Karzinoms (ca. 5 % pro Jahr bei Vorliegen einer HCV-induzierten

Leberzirrhose; Sarrazin et al., 2018) einhergeht.
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Mit den seit 2013/2014 verfligbaren direkt antiviral wirkenden Medikamenten (DAA)
erreicht man in liber ca. 95 % der Anwendungen eine Heilung (sustained viral

response, SVR) (Falade-Nwulia et al., 2017; WHO, 2023).

Obwohl die Kosten der Therapie weiterhin hoch sind und in einigen Landern ihre
Verfiigbarkeit damit begrenzt ist, wurden in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte
bei der medizinischen Versorgung HCV-Infizierter gemacht: Wahrend 2015 nur fiinf
Prozent der HCV-Infektionen diagnostiziert und davon wiederum nur fiinf Prozent
einer Therapie zugefiihrt wurden (Cox, 2015), waren es Ende 2019 schon 21 Prozent
und davon 62 Prozent (WHO, 2021). Dies sind aber nur 13 Prozent der zu
behandelnden Infizierten (WHO, 2021), sodass chronische Hepatitiden durch HCV
weiterhin ein globales Problem bleiben: Weltweit sind ungefihr 58 Millionen
Menschen an einer chronischen HCV-Infektion erkrankt (WHO, 2023) und jedes Jahr
versterben schiatzungsweise 300.000 Menschen (230.000 — 580.000), hauptsédchlich
an ihren schwerwiegenden Spétfolgen wie hepatozelluldren Karzinomen (WHO,

2023).

In Deutschland betrug die Inzidenz von Hepatitis C im Jahr 2020
5,5 Erstdiagnosen/100.000 Einwohnern (7,7 bet Ménnern, 3,2 bei Frauen) (Meyer et
al., 2021), wahrend die Privalenz von Anti-HCV-Antikorpern in der Bevolkerung
zwischen 0,3 % (Poethko-Miiller et al., 2013) und 0,95 % (Wolffram et al., 2015) lag.
Die wahre Privalenz liegt aber vermutlich hdher, da in den Studien
Bevolkerungsgruppen mit einer hoheren Privalenz, wie zum Beispiel Insassen von
Justizvollzugsanstalten (Pravalenz 14,3 %) (Schulte et al., 2009) und PWIDs (people
who inject drugs, Priavalenz 66 %) (Enkelmann et al., 2020) unterreprésentiert oder

nicht inkludiert waren (RKI, 2016).

1.2 HCV Transmission
Die Ubertragung des Hepatitis C-Virus erfolgt im GroBteil der Fille auf parenteralem

Weg durch Kontakt mit kontaminiertem Blut. Die Infektiositit des Hepatitis C-Virus
ist dabei zwischen der des Hepatitis B-Virus (HBV) und des Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) anzusiedeln; bei einer Nadelstichverletzung betrigt das
Ubertragungsrisiko ungefihr 1,8 % und liegt somit zwischen dem Risiko bei

HBV (6 — 30 %) und HIV (0,3 %) (Beltrami et al., 2000).



Einleitung

In der heutigen Zeit sind in entwickelten Léndern vor allem die oben genannten
Risikogruppen infektionsgefdhrdet; von den 23,9 % der Infektionen, bei denen der
wahrscheinlichste Ubertragungsweg bekannt ist, erfolgten 76,2 % im Rahmen von

injizierendem Drogenkonsum (RKI, 2016).

Bei diagnostischen und chirurgischen Eingriffen wird HCV in Deutschland im
Gegensatz zu weniger entwickelten Landern nur noch sehr selten iibertragen, und
auch das Ubertragungsrisiko iiber infizierte Blutprodukte ist minimal. Seit der
Einfiihrung der diagnostischen Testung der Blutprodukte auf Anti-HCV-Antikorper
(April 1991) und HCV-RNA (1999) wurden bei jahrlich vier bis fiinf Millionen
durchgefiihrten Transfusionen (RKI, 2016) bisher nur drei Ubertragungen von HCV
beschrieben; eine im Jahr 2004 (Kretzschmar et al., 2007), sowie zwei im Jahr 2019
durch die Blutprodukte eines Anti-HCV-negativen, aber HCV-RNA-positiven
Spenders (Himmelsbach et al., 2023). Die Wahrscheinlichkeit einer HCV-Infektion
durch eine frische, im neuntégigen diagnostischen Fenster noch nicht nachweisbare
Infektion des Spenders wird rechnerisch mit 1:3 Millionen angegeben (an der Heiden

et al., 2015).

1.3 Anti-D-Ausbruch von 1978/79

Ein besonderer Fall der iatrogenen HCV-Transmission ereignete sich 1978/79 in der
ehemaligen DDR, also noch bevor HCV 1988/89 erstmalig beschrieben wurde.
Aufgrund eines befiirchteten Lieferengpasses von Anti-D-Immunglobulinen wurde
die Rhesusprophylaxe nach der Schwangerschaft in diesem Zeitraum mit Praparaten

aus HCV-kontaminierten Chargen durchgefiihrt.

Als Infektionsquelle wird eine Antigenspenderin vermutet, deren Erythrozyten im
Februar 1978 trotz einer seit Dezember 1977 bekannten aktiven Hepatitis mit
Appetitlosigkeit, Vollegefiihl, Oberbauchschmerzen und einer tastbaren,
druckdolenten Leber fiinf Plasmaspendern verabreicht wurden. Diese fiinf
Plasmaspender erkrankten im April 1978 ebenfalls an einer Virushepatitis. Im Mai
1978 wurde diese bei den zwei Spendern, deren Plasma im Mérz 1978 an das
Bezirksinstitut fiir Blutspende- und Transfusionswesen in Halle (Saale) geschickt
worden war, mit einer Leberbiopsie gesichert. Die dort aus dem gespendeten Plasma
produzierten Anti-D-Immunglobulin-Chargen 6 und 7 wurden gesperrt und auf das
damals bekannte Hepatitis B-Virus sowie ihre ,Hepatitissicherheit nach

Fraktionierung* getestet.
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Im Januar 1979 wurden trotz der Sperrung erste Hepatitiden nach Gabe von Anti-D-
Immunglobulinen bekannt. Es kam zutage, dass das Plasma der zwei potenziell
infektiosen Spender in den Chargen 8 bis 14 und Material aus den Chargen 6 und 7
in der Charge 15 verwendet worden war. Die Chargen 8 bis 15 wurden gesperrt, zu
diesem Zeitpunkt waren aber bereits ca. 4000 Ampullen der gesperrten Chargen
verwendet worden. Nachdem im Rahmen der Verwendung der Chargen 16 und 17
auch Erkrankungen auffielen, stellte sich heraus, dass die fiir die Produktion der
Chargen 16 bis 23 verwendete Waschfliissigkeit aus Arbeitsschritten der jeweils

zuvor hergestellten Charge stammte. Diese mussten also ebenfalls gesperrt werden.

Insgesamt wird davon ausgegangen, dass 6773 Ampullen der potenziell
kontaminierten Chargen verwendet wurden und bis Februar 1981 2916 Personen an
einer Hepatitis C erkrankten, davon mindestens 133 Kontaktpersonen wie Partner

oder Sauglinge (Steger et al., 2017).

Es wird in Follow-Up-Studien davon ausgegangen, dass 93 % der exponierten jungen
Frauen durch diese iatrogene HCV-Infektion im Verlauf eine akute Hepatitis C
entwickelten, 46 % wurden auch 25 Jahre spéter noch positiv auf HCV-RNA im Blut
getestet (Wiese M et al., 2005).

Dass die fast 3000 Fille umfassende Infektionskette auf eine einzelne
Infektionsquelle zuriickzufiihren ist, stellt eine fast einmalige Besonderheit dieses
Ausbruchs dar; es ist nur ein weiterer Ausbruch dieser Art bekannt. Dieser ereignete
sich um das Jahr 1977 in Irland (Expert Group on the Blood Transfusion Service
Board & Ireland Dept. of Health, 1995).

Eine weitere Besonderheit ist, dass in der urspriinglichen Infektionsquelle drei
Varianten des Hepatitis C-Virus vorlagen. Dies ermoglicht es, die HCV-Isolate dieses
Ausbruchs jeweils einem von drei Clades, also einer Gruppe mit einem gemeinsamen
Ursprung, zuzuordnen, da jeweils nur eine der drei Varianten in den chronisch

infizierten Patientinnen selektiert wurde.

Mit Hilfe der spiter eingefiihrten Genom-Sequenzierung und Genotypisierung
konnten die Varianten des Anti-D-Ausbruchs dem HCV-Genotyp 1b zugeordnet

werden.
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14 HCV Struktur

Das Genom des einstringigen, positiv geladenen RNA-Virus hat eine Lénge von 9646

Nukleotiden.

Diese kodieren zwischen der 5‘-untranslated region und der 3‘-untranslated region
fiir ein Polyprotein, das in drei Strukturproteine (Core, Envelope 1, Envelope 2) und
sieben Nicht-Strukturproteine gespalten wird. Die Nicht-Strukturproteine sind ein
Viroporin (p7), eine Cystein-Protease (NS2), eine Serin-Protease/RNA-Helicase
(NS3), ein Protease-Cofaktor (NS4A, bildet einen Komplex mit NS3), das Protein
NS4B (ermoglicht vermutlich eine Membranbindung und -veridnderung), ein
Phosphoprotein (NS5A, fiir die Replikation bedeutsam) und die RNA-abhingige
RNA-Replicase/-Polymerase (RdRp, NS5B) (siche Abb. 2) (Penin et al., 2004;
Bartenschlager et al., 2013).

J sienal Peptide Peptidase 1 Signalpeptidase ns2 ﬂ NS3/NSA

lLu u J lv if“ ﬂ, H ll palyu/uc

sk XTail
Core E1 E2

IRES

N52 NS3 NS48 NSSA NSSB

FEl
T & e

SUTR  Op 3UTR

Virion Nicht-Struktur Proteine

Abb. 2: Abschnitte des HCV-Genoms. Zwischen den zwei untranslated regions codiert
das Genom fiur drei Struktur- und sieben Nichtstrukturproteine. Die Pfeile markieren die
Bereiche, an denen das Polyprotein gespalten wird, und, farblich codiert, die zustandigen
Proteasen.

Bis heute ist noch keine effektive Pravention einer HCV-Infektion in Form einer
Impfung gegen das Hepatitis C-Virus verfligbar. Dies liegt auch an der fiir das
Hepatitis C-Virus charakteristischen hohen Vermehrungs- sowie Mutationsrate durch
dessen fehleranfillige RNA-abhdngige RNA-Polymerase. Diese fithren zu einer stark
ausgeprigten genetischen Variabilitdit und spiegeln sich in mittlerweile acht
Genotypen und {iber 57 Subtypen (Guntipalli et al., 2021) wider. AuBlerdem existiert
HCV im infizierten Wirt als sogenannte Quasispezies. Damit wird ein ,,Schwarm*
einer Vielzahl von verschiedenen und genetisch eng verwandten Varianten innerhalb
eines einzelnen Wirts bezeichnet. Die virale Quasispezies ist Grundlage fiir die rasche
Selektion von neuen Varianten und damit verbundene Fahigkeit von HCV, sich an
verdnderte Replikationsbedingungen anzupassen. Wihrend innerhalb eines

Genotyps 65,7 — 68,9 % und innerhalb eines Subtyps 76,9 — 80,1 % der Nukleotide
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gleich sind, sind die Varianten innerhalb einer Quasispezies zu 90,8 — 99 % gleich

aufgebaut (Zein, 2000).

Diese genetische Variabilitdt geht eng einher mit der Fahigkeit, dem Immunsystem
des menschlichen Wirts zu entkommen, indem Evasionsvarianten selektiert werden,
die eine Chronifizierung der Infektion begiinstigen. Ein wichtiges Ziel der
Immunantwort sind dabei virale Hiillproteine, die fiir den Eintritt von HCV in die

Hepatozyten notwendig sind.

1.5 Entry

Der Eintritt des Hepatitis C-Virus in die Hepatozyten des Wirts (Entry) ist stark
abhingig vom Fettstoffwechsel; HCV hat in der Form von Lipo Viro Particles (LVP),
also verbunden mit Phospholipiden, neutralen Fetten und Apolipoproteinen wie Very
low density Lipoproteinen (VLDL), die hochste Infektiositdt (Ogden & Tang, 2015).
HCV bzw. LVP binden von den blutgefiillten Leber-Sinusoiden aus zunéchst direkt
mit dem Strukturprotein Envelope 2 oder {iiber Apolipoproteine an
Glykosaminoglykane wie Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) und Lipoprotein-
Rezeptoren wie den LDL-Rezeptor (LDL-R) in der basolateralen Membran der
Hepatozyten. Dort interagiert HCV bzw. das LVP {iber das Oberfldchenprotein E2
und dessen N-terminale 27 Aminosduren (Hypervariable Region 1, HVR1) mit dem
Scavenger-Rezeptor Bl (SR-BI/SCARBI1) (Scarselli et al., 2002) und mit dem
Tetraspanin CD81. Das Virion diffundiert zu den Tight junctions und interagiert
wiederum direkt mit einem E1-E2-Dimer oder {iber CD81 mit den Tight Junction-
Proteinen Claudin-1 (CLDN1) und Occludin (OCLN). Diese Interaktion wird durch
den epidermal growth factor-Rezeptor EGFR sowie E-Cadherin (CDH1), die Rho-
GTPase RACI, eine Cholin-Kinase (CHKA), das Protein SMAD6 und eine
Untereinheit der NADPH-Oxidase (CYBA) verstéarkt. Nach diesen Interaktionen wird
das Virion iiber Clathrin-vermittelte Endozytose in die Hepatozyten aufgenommen

(siche Abb. 3) (Dao Thi et al., 2011).

Die Bindung an die Hepatozyten mit dem darauffolgenden Entry-Prozess bildet eines
der wichtigsten Ziele der adaptiven Immunantwort (Dustin et al., 2014). Vor allem
gegen das oben genannte Oberflichenprotein E2 und dessen N-terminale 27
Aminosduren (Hypervariable Region 1, HVR1) werden neutralisierende Antikdrper

gebildet.
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a Attachmentand
binding

b Receptor
complex formation

¢ Internalisation d Fusion and uncoating

Abb. 3: Entry von HCV in die Hepatozyten. Das Virion bindet direkt oder als Lipo Viro
Particle (LVP) an die im Text naher beschriebenen Rezeptoren und Glykosaminoglykane
der Hepatozyten, interagiert mit diesen sowie weiteren Proteinen, Rezeptoren, Kinasen
und GTPasen und wird schlieRlich durch Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert.
Abbildung aus Dao Thi et al., 2011.

Durch die hohe Sequenzvariabilitit kann sich die HVR aber an das Immunsystem
anpassen und dient damit als eine Art immunologischer Tduschkorper. Durch ihre
hohe Immunogenitidt werden viele Antikdrper gegen die HVR gebildet, wéihrend

umliegende, stirker konservierte Epitope ,kaschiert werden. Dank der geringen
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funktionellen Einschrinkungen der HVR kann das Virus den gebildeten, oft Isolat-
spezifischen HVR-bindenden Antikdrpern schnell entkommen, indem Varianten aus
der Quasispezies selektiert werden, die Escape-Mutationen tragen (Dustin et al.,

2014).

Eine Besonderheit der Anti-D-Kohorte ist eine Insertion in dieser fiir Entry und

Immune-Escape wichtigen Hypervariablen Region 1 des Oberfldchenproteins E2.

Diese kommt nur in seltenen Féllen in anderen Isolaten des Genotyps 1b vor (Casino
et al., 1999; Gerotto et al., 2001; Torres-Puente et al., 2007), in den Proben des
Anti-D-Ausbruchs allerdings sehr hédufig. Die bekannten Insertionen sind
unterschiedlich lang und es ist nicht bekannt, ob sie eine funktionelle Bedeutung
haben. Das vergleichsweise hidufige Auftreten dieser Insertionen kénnte rein zufillig
sein oder in Zusammenhang mit Antikorpern des Wirts, Entry-Faktoren oder anderen

Host- oder Virus-spezifischen Faktoren stehen.

Entkommen die Hepatitis C-Viren der humoralen Abwehr und gelangen durch die
oben genannten Entry-Mechanismen in die Hepatozyten, {ibernehmen andere Teile

des Immunsystems die Aufgabe der Viruselimination.

1.6 Immunsystem und Human-Leukocyte-Antigen
(HLA)

Fiir die Immunantwort gegen HCV spielen, wie bei anderen Viren und intrazelluldren
Erregern auch, neben neutralisierenden Antikdrpern vor allem die zytotoxischen

CD8+-T-Zellen eine grof3e Rolle.

Damit diese T-Zellen korperfremde Antigene als solche erkennen, miissen diese ihnen
durch HLA-Proteine (Human-Leukocyte-Antigen-Proteine) der Klasse I prédsentiert
werden (sog. HLA-Restriktion, siche auch Abb. 4).

Wéhrend HLA-Proteine der Klasse II nur auf phagozytierenden Immunzellen
vorkommen, werden die besagten HLA-Proteine der Klasse I auf allen kernhaltigen
Zellen des menschlichen Kdrpers exprimiert. Sie werden weiter unterteilt in HLA A,
B und C und sind im humanen Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. MHC fiir

Major histocompatibility complex) auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 codiert.
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Abb. 4: Interaktion zwischen infizierter Zelle und Immunsystem. (1) Interferone aus
infizierten Hepatozyten und pDCs stimulieren NK-Zellen, die die infizierten Hepatozyten
abtdten. (2) APC und DC prasentieren HCV-Epitope aus zerstorten Hepatozyten tber
HLA-Proteine (iber MHC | an CD8+-T-Zellen und MHC Il an CD4+-T-Zellen). [...] (4)
CD4+-T-Helferzellen unterstiitzen CD8+-T-Zellen und B-Zellen durch
Zytokinausschuttung. [...] (6) CD8+-T-Zellen eliminieren HCV-infizierte Zellen durch
direkte/zytotoxische und nicht-zytolytische Mechanismen [...]. Abbildung aus Abdel-
Hakeem & Shoukry (2014).

Die von Mensch zu Mensch verschiedenen HLA-Typen konnen dabei besser oder
schlechter zur Elimination von Viren geeignet sein: Die HLA-Typen B*27 und B*57
sind zum Beispiel signifikant hdufiger mit einer spontanen Clearance von HCV
vergesellschaftet als andere HLA-Typen (McKiernan et al., 2004; Kuniholm et al.,
2010).
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Molekiilabschnitte eines Antigens, die wie oben beschrieben von einem HLA-Protein
an den T-Zell-Rezeptor der T-Zelle présentiert werden, werden auch Epitope oder
antigene Determinante genannt. Die von der HLA-Klasse I gebundenen Epitope sind
meist acht bis elf Aminosduren lang und dienen als Ausgangsstruktur fiir die Bildung
von spezifischen T-Zellen mit passenden T-Zell-Rezeptoren im Zuge der adaptiven

Immunantwort.

Viren, die genau innerhalb dieser Epitope Mutationen des Virus-Genoms besitzen und
so dieser Immunantwort entgehen, haben einen evolutiondren Vorteil gegeniiber
anderen Viren und werden im Verlauf selektiert. Die Mutationen, die dies

ermOglichen, werden auch Escape-Mutationen genannt.

1.7 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, anhand von frithen Proben des Anti-D-Ausbruchs die
Anpassung des Hepatitis C-Virus an seinen Wirt und die zugrundeliegenden
evolutiondren Mechanismen zu untersuchen. Hierzu sollen die kompletten Genome
der in den Anti-D-Proben enthaltenen Hepatitis C-Viren sequenziert und in einer
Sequenzdatenbank zusammengefiihrt werden. Mit diesen Daten wird es moglich sein,
Insertionen und andere Mutationen im HCV-Genom zu identifizieren und funktionell

zu charakterisieren, sowie vorliegende Quasispezies zu rekonstruieren.

Neben der allgemeinen Analyse der Kohorte und der neu generierten viralen
Sequenzen soll ein besonderer Fokus auf die Hypervariable Region 1 im viralen
Hiillprotein E2, die dortige fiir die Anti-D-Kohorte charakteristische Insertion sowie

mogliche Konsequenzen fiir den Entry in die Hepatozyten gelegt werden.

Des Weiteren soll der Umfang der Anti-D-Sequenzdatenbank genutzt werden, um

mogliche Epitope des HCV-Genoms fiir bestimmte HLA-Typen zu finden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

211 Gerate
e -80 °C-Gefrierschrank: New Brunswick Ultra-Low Temperature Freezer,

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
e 4 °C-Kiihlschrank: Robert Bosch GmbH, Stuttgart, Deutschland

e Automatisierte Kapillarelektrophorese: QIAxcel Advanced System, Qiagen
N.V., Hilden, Deutschland

e Automatisiertes Nukleinsdure-Extraktionssystem: EZ1 Advanced XL mit

EZ1 Advanced Virus Card v2.0, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland
e Heizblocke: Thermostat Plus, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

e Sicherheitswerkbank: PCR-Chamber, Biro GmbH & Co. KG, Leichlingen,
Deutschland

e Spektrophotometer: Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

e Thermocycler: Mastercycler nexus, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland;
Biometra T3000, Analytik Jena AG, Uberlingen, Deutschland

e Vollautomatisiertes System zur Viruslastbestimmung: cobas 6800,

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz
e Vortex-Schiittler: VV3, VWR International, Radnor, USA

e Zentrifugen: Centrifuge 5415D und Centrifuge 5417C, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland; Color Sprout Mini-Zentrifuge, Biozym Scientific
GmbH, Wien, Osterreich

21.2 Verbrauchsmaterialien
e Desinfektionsmittel: Softa-man acute, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland; Sterilium, Bode Chemie, Hamburg, Deutschland

e Gestell fiir Reaktionsgefdfle: neoLab Top-Rack, neoLab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland

11
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Pipetten: Eppendorf Research plus Pipette, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Prizisionstlicher: Kimtech Science Prézisionstiicher, Kimberly-Clark
Corporation, Dallas, USA; Tapira Plus, GVS-Grossverbraucherspezialisten
€@, Friedewald, Deutschland

Reagiergefia3e: SafeSeal Reagiergefal 1,5 ml und 2 ml, Sarstedt AG,
Niimbrecht, Deutschland; QX 0,2 ml 12-Tube Strips, Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland; PCR Tube Strips 0,2 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland; Polypropylen Réhrchen 15 ml Cellstar, Greiner Bio-One

GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Chemikalien und Enzyme
0,1 M DTT, Invitrogen AG, Waltham, USA

5X First-Strand Buffer, Invitrogen AG, Waltham, USA

5X Colorless/Green GoTaq® Reaction Buffer, Promega Corporation,
Madison, USA

dNTP Mix (10 mM each), Invitrogen AG, Waltham, USA
Ethanol, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

GoTaq® DNA Polymerase (M300), Promega Corporation, Madison, USA
Nuclease-Free Water, Invitrogen AG, Waltham, USA
QX DNA Dilution Buffer 15 ml, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

QX Size Marker 250 bp — 4 kb (50 pul) v2.0, Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland

RNase Inhibitor, Murine, New England BioLabs Inc., Ipswich, USA

SuperScript™ III Reverse Transcriptase (200 U/ul), Invitrogen AG,
Waltham, USA

Tris-borat-EDTA-Buffer, Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

12
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214 Kits
e EZI1 Virus Mini Kit v2.0, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

e QIAamp Viral RNA Kit, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland
¢ QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

e QIAxcel DNA High Resolution/Screening Kit, Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland

21.5 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide (siche Tab. 1) wurden von Eurofins Scientific SE, Luxemburg,

bezogen, in Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt

und dann auf eine 10 uM Gebrauchslosung verdiinnt.

Verwendung Primer Leserichtung | Nukleotid-Position | Lénge in Sequenz in 5-3"-Richtung,
in Referenzsequenz | Nukleotiden | Mismatch(es) hervorgehoben
cDNA-Synthese Oligo dA Reverse 9419 - 9468 20+ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Core-PCR | pd17s Forward 416 - 435 20 GGYGGYGGNCAGATCGTTGG
p874A Reverse 851-873 23 ARGAAGATAGARAARGAGCAACC
Core-PCR Il p439s Forward 438 - 459 22 GAGTWTACBTGYTGCCGCGCAG
plAs Reverse 731-750 20 ATRTACCCCATGAGRTCGGC
UTR-PCR | HCV1b_ 1a-F Forward 35-51 17 ATCACTCCCCTGTGAGG
HCV1b 2a-R Reverse 1797 - 1814 18 GAGGYGCGTAGTGCCAGC
UTR-PCR I HCV1lb_1la-F_int | Forward 70-88 19 GAAAGCGTCTAGCCATGGC
HCV1lb_ le-R Reverse 1592 - 1608 17 TTGATGTGCCAGCTGCC
E1-PCRI HCV1b le-F Forward 1015-1033 20 CAYGTCGAYTTGCTCGTTIGG
HCV1b 2d-R Reverse 2949 - 2966 18 GGAGGATGATGGCATCGC
AntiD-917-F Forward 917 - 936 20 GAAGTGCGCAACGTGTCCGG
HCV1b 3a-R Reverse 3068 - 3086 19 GAGCGCGYACRAAGTACGG
E1-PCRII HCV1b_ 2a-F Forward 1299 - 1318 20 GGGATATGATGATGAACTGG
HCV1ib_2c-R Reverse 2488 - 2507 19 GCTATCAGCAGCATCATCC
HCVib_2d-R Reverse 2949 - 2966 18 GGAGGATGATGGCATCGC
NS2-PCR | HCV1lb 2e-F Forward 2649 - 2668 20 TGTTCTTCTGTGCYGCCTGG
HCV1lb 3e-R Reverse 4188 - 4205 18 CGCCCGTGGTGATGGTCC
NS2-PCRII HCV1b 3a-F Forward 2780 -2799 20 ATGGCTGCATCGTGCGGAGG
HCV1b 3d-R Reverse 4015 - 4032 18 GGAGCGTGTAGATGGGCC

Tabelle 1: Verwendete PCR-Primer.

21.6 Software und Online-Tools
e FigTree, http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

e Geneious® 10.2.2, Biomatters Ltd., Auckland, Neuseeland
e (GraphPad Prism, GraphPad Software Inc., San Diego, USA
e [EDB, https://www.iedb.org/

e Microsoft Excel, PowerPoint und Word, Microsoft Corporation, Redmond,

USA
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e SeqFeatR, https://seqfeatr.zmb.uni-due.de

e SPSS Statistics, IBM Corporation, Armonk, USA

2.2 Proben

Bei den verwendeten Blutproben handelt es sich um diagnostische Riickstellproben
der Anti-D-Kohorte, die im Rahmen der Behandlung der Patientinnen entnommen, in
dem Institut fiir Virologie der Charité Berlin archiviert und dann 2013 in die Biobank

des Kompetenznetz Hepatitis Essen tiberfiihrt wurden.

Die zur Datenanalyse verwendeten Proben wurden 138 Patientinnen und Patienten
entnommen, die zum Zeitpunkt der Infektion im Durchschnitt ungefdhr 25

(Mittelwert) bzw. 24 (Median) Jahre alt waren.

2.3 Ethikvotum

Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitét erteilte dieser retrospektiven,
anonymisierten Datenanalyse mit der Studiennummer 2018-25-RetroDEuA ein

positives Ethikvotum.

24 Methoden

241 Probenaufbereitung/RNA-Extraktion
Zum grofBten Teil erfolgt die Nukleinsdure-Reinigung aus Blutproben mit dem EZ1

Advanced XL-System von Qiagen. Dieses fithrt mithilfe der auf der EZ1 Advanced
XL Card gespeicherten Protokolle automatisiert die Arbeitsschritte durch, die notig
sind, um HCV-RNA aus den Blutproben zu extrahieren. Nach dem Einlesen der
Reagenzien- und Probendaten werden die Proben mittels Proteinkinasen lysiert, die
enthaltenen Nukleinsduren an Magnet-Partikel gebunden, gewaschen und eluiert. Aus
200 pl Blutplasma werden durch diese Schritte Nukleinsduren in einem Volumen von
60 ul gewonnen, welches sofort weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert wird.
Zuletzt erstellt das System eine Reportdatei und kann mittels UV-Strahlung

dekontaminiert werden.

In einzelnen Féllen wird die HCV-RNA manuell mittels QIAamp Viral RNA Kit von
Qiagen aus den Proben extrahiert. Die Proben werden zuerst lysiert, um RNasen zu

inaktivieren und intakte virale RNA zu isolieren.
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Nach dem Anpassen der Pufferkonditionen werden die Proben in die QIAamp
Mini-Spin GefdBle gegeben, in welchen die RNA durch Zentrifugation an die
Silica-basierte Membran bindet. Daraufthin werden Kontaminanten durch zwei
Waschschritte mit zwei verschiedenen Pufferlosungen entfernt und zuletzt die virale

RNA in einem RNase-freien Puffer eluiert.

242 Ermittlung der Viruslast
Das vollautomatisierte PCR-System cobas 6800 von F. Hoffmann-La Roche AG

(Basel, Schweiz) ermdglicht eine quantitative Detektion von HCV-RNA aus
EDTA-Plasma oder Serum. Die Ermittlung der Viruslasten erfolgt durch eine
automatisierte ~ Probenvorbereitung  (Extraktion und Aufreinigung), eine
Amplifikation basierend auf Real-Time-PCR-Technologie und anschlieende
Detektion.

243 Reverse Transkription
Um aus der extrahierten viralen RNA ¢cDNA zu synthetisieren, wird ein etabliertes

zweischrittiges Protokoll verwendet.

Im ersten Schritt werden pro Probe 1 ul Nuklease-freies Wasser, 1 ul ANTP-Mix, 1pl
des Primers Oligo d(A) (50 pmol/ul) sowie 10 ul RNA-Eluat gemischt und im
Thermocycler fiir fiinf Minuten auf 65 °C erhitzt.

Nach der Abkiithlung auf 25 °C wird im zweiten Schritt 7 ul RT-Reaktionsansatz
dazugegeben. Dieser besteht aus je 1 ul SuperScript™ 11l Reverse Transcriptase,
einer gentechnologisch hergestellten Moloney Murine Leukemia  Virus
(MMLV)-Reverse Transkriptase mit reduzierter RNase H-Aktivitit, verbesserter
Halbwertszeit und verbesserter thermischer Stabilitdt, sowie 4 pul 5X First-Strand
Buffer (Tris-HCl, KCI, MgCl), 1 ul 0,1 M DTT und 1 pl eines murinen RNase
Inhibitors.

Die Reverse Transkription erfolgt in einem Thermocycler wiéhrend einer
zehnminiitigen Phase bei 25 °C, einer sechzigminiitigen Phase bei 42 °C und zwei
jeweils dreiBigmintitigen Phasen bei 50 °C und 55 °C. Um die RNA und die Reverse
Transkriptase zu denaturieren, wird der Ansatz zuletzt fiir 15 Minuten auf 75 °C
erhitzt, dann auf 4 °C abgekiihlt. Sofern die cDNA nicht sofort weiterverwendet wird,
wird sie bei -20 °C gelagert.
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244 Nested PCR
Um die gewonnene cDNA zu amplifizieren, werden Nested PCRs (verschachtelte

PCRs) durchgefiihrt. Bei der Nested PCR werden Anteile des Produkts einer ersten
PCR als Ausgangsmatrize fiir eine zweite PCR verwendet. Da bei der zweiten PCR
zweil neue, innerhalb des im ersten Durchgang amplifizierten Genabschnitts liegende
Primer benutzt werden, entstehen als Endprodukt kleinere DNA-Fragmente als im

ersten PCR-Durchgang (siehe Abb. 5).
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<4—3' I 5
3 Nest 1 Nest 2
5 5 3 — .
MNest 1
4 5 I 3
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Abb. 5: Konzept der Nested PCR. Das doppelstrangige Amplifikationsprodukt (2) aus
der ersten PCR (1) wird aus Ausgangsmatrize fur die zweite PCR (3) genutzt. Dabei
liegen deren Primer (hier Nest 1 und 2) innerhalb der Primer 1 und 2 aus der ersten PCR.
Das Endprodukt der zweiten PCR (4) ist somit kiirzer als das der ersten PCR.

Ein Vorteil der Nested PCR im Vergleich zur ,,herkdmmlichen PCR ist eine hohere
Sensitivitit, da die Verwendung von zwei Paaren von Oligonukleotiden eine hohere
Anzahl an durchfithrbaren Zyklen ermdglicht. AuBlerdem ist durch die Verwendung
von zwei Primer-Sets im Bereich derselben Zielsequenz die Spezifitit der Nested
PCR hoher, da nur das PCR-Produkt aus der ersten PCR als Matrize der zweiten
Reaktion infrage kommt (Green & Sambrook, 2019). Dadurch sollen weniger
unspezifische Banden entstehen; anstatt unspezifischer Amplikons wird nur noch die

gewlinschte Zielsequenz amplifiziert.
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Der Nachteil des Verfahrens liegt darin, dass diese gewiinschte Sequenz bekannt sein
muss, um passende Primer auszuwihlen (Green & Sambrook, 2019). AuBlerdem ist
die Kontaminationsgefahr durch Verschleppung (,,carry over‘) durch die zusétzlichen

Arbeitsschritte erhoht (Carr et al., 2010).

Fiir den Ansatz der PCR I werden 5 pl der durch Reverse Transkription gewonnenen
cDNA, 10 pl farbloser 5X GoTaq Reaction Buffer, 1 pl ANTP-Mix (jeweils 2,5 mM),
2,5ul Forward- und 2,5 ul Reverse-Primer (Konzentration 0,1-1 uM) sowie
0,25 ul GoTag-Polymerase (5 U/ul) in 28,75 ul Nuklease-freiem Wasser gemischt.

Ein Anteil von 3 pul des gewonnenen PCR I-Produkts dient als Ausgangsmatrize fiir
die PCR II. Wie in dem ersten Durchgang werden 1 pl ANTP-Mix (jeweils 2,5 mM)
sowie 0,25 pl GoTag-Polymerase (5 U/ul) verwendet. Abweichend vom Protokoll
der PCR I enthilt der Ansatz der PCR II zwei neue Primer, jeweils in der gleichen
Menge und Konzentration wie zuvor, zur besseren Unterscheidung der Proben 10 pl
griinen statt farblosen 5X GoTaq Reaction Buffer und 30,75 pl Nuklease-freies

Wasser.

Sowohl die PCR I als auch die PCR II erfolgen in einem Thermocycler unter den in

Tabelle 2 dargestellten Bedingungen.

Zyklen Phase Temperatur Dauer

1x Aufwdrmen 94 °C 1 Minute
Denaturierung 94 °C 1 Minute

35x Annealing 55°C 30 Sekunden
Elongation 72°C 2 Minuten

1x Beendigung der Elongation 72°C 10 Minuten

1x Lagerung 10°C Unendlich

Tabelle 2: Phasen der verwendeten PCR (,,NS5B_GT1+4“). Die Temperatur wahrend
der Annealing-Phase ist abhangig von den verwendeten Primern, die Dauer der
Elongationsphase von der GroRRe der amplifizierten Abschnitte. Im Verlauf wurde diese
auf 2:30 Minuten pro Zyklus erhoht.

Eine sensitive Nested PCR zur Uberpriifung von Proben ist die Core-PCR, die bereits
mit Proben mit nur 100 [U/ml HCV funktioniert. Zur Amplifikation des Core-
Fragments mit einer Lidnge von 312 Basenpaaren wird der zuvor beschriebene PCR-
Ansatz verwendet, aber unter Verwendung der Primer p417s und p874A (PCR )
sowie p439s und plAs (PCR 1I).

17



Material und Methoden

Wihrend die Temperaturen der Phasen dieselben sind, sind die Zeiten der Zyklen im
Programm ,,Geno2* anders als bei den zuvor beschriebenen Strukturprotein-PCRs.
Nach einer zweiminiitigen Aufwérmphase erfolgt pro Zyklus eine 30 Sekunden lange
Denaturierungsphase, eine ebenfalls 30 Sekunden lange Annealing-Phase und eine

einminiitige Elongationsphase.

245 Kapillarelektrophorese
Der Erfolg der Amplifikation der Proben wird mithilfe des QIAxcel Advanced System

fiir automatisierte Kapillarelektrophoresen iiberpriift.

Von den zu analysierenden Proben werden jeweils 10 pl in die Tubes der QX 0,2 ml
12-Tube-Strips gegeben; die Negativprobe sowie nicht genutzte Tubes werden mit der

gleichen Menge QX DNA Dilution Buffer aufgefiillt.

Der oder die Tube-Streifen wird bzw. werden vorsichtig in die entsprechende
Halterung gestellt und die Offnung des QIAxcel Advanced System geschlossen. In
der QIAxcel ScreenGel Software wird das Prozessprofil ausgewihlt und im néchsten
Schritt die bendtigte, zu den eingesetzten 7Tube-Streifen passende Anzahl an Reihen
sowie, falls gewiinscht, Marker-Einstellungen festgelegt. Optional kann in dem
darauffolgenden Schritt noch die /D der einzelnen Proben eingegeben werden. Nach
einem letzten Check-Bildschirm kann das System mit der Kapillarelektrophorese

beginnen.

Die einzelnen Proben laufen unterschiedlich schnell in individuellen Kapillaren einer
vorgefertigten Gelkartusche in Richtung einer positiv geladenen Anode. Ein Detektor
identifiziert sie und misst ihr Fluoreszenzsignal, welches dann von einem
Photoelektronenvervielfacher-Detektor (Photomultiplier Detector) in elektronische

Daten konvertiert und an die QIAxcel ScreenGel Software weitergegeben wird.

Dank der hohen Sensitivitit dieses Systems lassen sich DNA-Fragmente mit einer

hoheren Genauigkeit als bei herkdmmlichen Gelelektrophoresen nachweisen.

2.4.6 DNA-Aufreinigung
Die Aufreinigung von erfolgreich amplifizierter DNA wird fast ausschlieBlich

mithilfe des QIAQuick PCR Purification Kit von Qiagen durchgefiihrt.

Dieses enthilt die Materialien, um PCR-Produkte mit einer Grofle von iiber 100

Basenpaaren in einem Silicamembran-basierten Verfahren aufzureinigen.

18



Material und Methoden

In einem ersten Bindungsschritt wird die Filtersdule in ein Reagiergefdl eingesetzt
und mit 450 ul Bindungspuffer PB sowie den 45 pl PCR-Produkt befiillt. Durch eine
30 Sekunden lange Zentrifugation bei 13.000 rpm (Umdrehungen pro Minute) bindet
die DNA an den Filter in der Saule.

Nachdem der Durchfluss verworfen wurde, wird im zweiten Schritt 750 pl
Waschpuffer PE auf die Filtersdule gegeben, diese fiir eine Minute stehen gelassen
und danach erneut 30 Sekunden lang zentrifugiert. Der Durchfluss wird wieder
verworfen und die Filtersdule fiir 30 Sekunden zentrifugiert, um verbliebene

Ethanolreste zu entfernen.

Im letzten Schritt wird die DNA eluiert. Dazu wird die Filtersdule in ein neues,
beschriftetes Reagiergefd3 eingesetzt, mit 30 ul Elutionspuffer EB befiillt und eine
weitere Minute stehen gelassen. Durch eine letzte, 30 Sekunden lange Zentrifugation
wird die aufgereinigte DNA in einem Elutionsvolumen von 30 — 50 ul in dem

Reagiergefial gesammelt.

Das aufgereinigte PCR-Produkt kann dann gemessen und fiir die Sequenzierung

vorbereitet oder bei -20 °C gelagert werden.

24.7 Konzentrationsmessung
Die Konzentration der aufgereinigten DNA wird mit dem Vollspektrum-UV-

Spektrophotometer NanoDrop 2000 von Thermo Scientific™ und der dazugehorigen
Software gemessen. So ist es moglich, innerhalb von unter fiinf Sekunden pro Probe

DNA-Mengen ab 2 ng/ul in einem Volumen von 0,5 — 2 pl zu quantifizieren.

Dazu wird eine entsprechende Menge (standardméBig 1 ul) des zu messenden,
aufgereinigten PCR-Produkts auf den unteren Messsockel des Spektrophotometers
pipettiert und der Probenarm des Gerits vorsichtig abgesenkt. Die
Oberflachenspannung der Probe hélt diese zwischen der sendenden optischen Faser

im Probenarm und der empfangenden optischen Faser im Messsockel.

Die Messung wird am PC in der entsprechenden Software gestartet und erfolgt mittels
einer Xenon-Lampe als Lichtquelle und einem Spektrometer mit linearem CCD-

Array als Sensor, der das durch die Probe tretende Licht analysiert.

Die DNA-Konzentration der Probe wird in der Software angezeigt und auf dem
Reagiergefd3 mit Ethanol-festem Stift notiert. Nach jeder Probenmessung werden

beide Messsockel mit einem trockenen Prizisionstuch vorsichtig abgewischt, damit
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kein Anteil der Probe im Gerét verbleibt. Um valide Werte zu erhalten und Probleme
auszuschlieflen, sollte vor der ersten Messung oder alle 30 Minuten eine Messung mit

einem ,,Blanking* Puffer durchgefiihrt werden.

248 Sequenzierung
Zur Sequenzierung nach Sanger mittels Kettenabbruch- bzw. Didesoxymethode

werden die aufgereinigten PCR-Produkte in einem vorgegebenen Ansatz in mit
zugehorigen Etiketten versehenen SafeSeal Reagiergefilen an Eurofins Genomics
GmbH (Ebersberg, Deutschland) oder LGC Genomics GmbH (Berlin, Deutschland)
geschickt.

Fiir die Sequenzierung bei Eurofins besteht der Ansatz aus demjenigen Volumen an
PCR-Produkt, das 300 ng DNA enthilt, 2 ul Sequenzierungsprimer (Konzentration
10 uM) sowie der Menge an Nuklease-freiem Wasser, die bendtigt wird, um das
Gesamtvolumen auf 17 pl zu erginzen. Pro Probe wird dieser Ansatz zweimal

hergestellt, einmal mit dem Forward-Primer und einmal mit dem Reverse-Primer.

Der bei ausreichend hoher Nukleinsdure-Konzentration bevorzugt verwendete Ansatz
fiir die Sequenzierung bei LGC besteht aus 560 ng DNA in 12 pl Volumen sowie 2 pl

Sequenzierungsprimer.

2.5 Datenverarbeitung und statistische
Auswertung

251 Sequenzanalyse in ,,Geneious*
Die von Eurofins und LGC iibermittelten Sequenzdateien werden in die Software

,»Geneious® 10.2.2° (https://www.geneious.com) von Biomatters Ltd. (Auckland,
Neuseeland) eingepflegt. Mit dieser lassen sich die Forward- und Reverse-Sequenz
jeder Probe und deren Chromatogramme in einem Alignment darstellen, auf Fehler

tiberpriifen und zu einer Konsensussequenz zusammenfiihren.

Die iiberpriiften Sequenzen werden dann in einer Datenbank gesammelt und in den

Alignments sowie phylogenetischen Baumen weiter analysiert.

25.2 SPSS
SPSS Statistics ist eine Software der IBM Corporation (Armonk, USA) fiir die

Durchfiihrung, Darstellung und Weiterverarbeitung statistischer Analysen.
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253 Prism
GraphPad Prism von GraphPad Software Inc. (San Diego, USA) ist eine Software zur

Organisation, Analyse und grafischen Darstellung von Daten, die in dieser Arbeit vor

allem zur Erstellung von Abbildungen und Graphen verwendet wurde.

254 SegFeatR
SeqFeatR wird genutzt, um Sequenzmuster zu identifizieren, die signifikant hdufiger

bei bestimmten HLA-Merkmalen des Wirts auftreten und mdgliche virale

Immunescape-Mutationen darstellen konnen (Budeus et al., 2016).

Als Input in SeqFeatR dient ein Multiple Sequence Alignment (MSA) der zu
analysierenden Sequenzen im FASTA-Format. Wichtig ist, dass die Sequenzen im
Alignment und somit in der FASTA-Datei so benannt sind, dass die Zahlen der HLA-
Merkmale immer die gleichen Positionen in dem Namen einnehmen. In der Maske
der SeqFeatR-Website wird dann angegeben, an welchen Positionen im
Sequenznamen die jeweiligen HLA-Typen stehen. Aullerdem kann man die Werte
des grafischen Outputs festlegen, die Rechnungsmethode auswihlen (Exakter Test
nach Fisher) und weitere Einstellungen vornehmen, zum Beispiel ob eine p-Wert-

Korrektur mittels False discovery rate (FDR) durchgefiihrt werden soll.

Die Software erstellt dann intern fiir jede Aminosduren-Position im Alignment eine
Haufigkeitstabelle in Bezug auf das Vorliegen oder Fehlen jeweils einer bestimmten
Aminoséure an der Position und eines gewissen HLA-Typs und fiihrt einen Exakten
Test nach Fisher durch, um zu ermitteln, ob eine Haufung der Aminoséure bei dem
HLA-Typ signifikant ist. Des Weiteren errechnet SeqFeatR eine Odds Ratio, die die

Stirke der Assoziation quantifiziert.

Zusitzlich werden die Ergebnisse grafisch in Form von Manhattan Plots ausgegeben.
In diesen sind die Aminosédure-Positionen der Sequenz auf der X-Achse und die

dazugehorigen p-Werte der Aminoséduren auf der Y-Achse dargestellt.

2.5.5 IEDB
Die IEDB, also Immune Epitope Database and Analysis Resource, ist eine Online-

Datenbank, die unter anderem ein MHC I-Binding Prediction Tool anbietet. Dieses
erlaubt, moglicherweise an MHC I bindende Epitope innerhalb einer Sequenz zu

ermitteln (Vita et al., 2019).
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Hierzu werden die Sequenzen im FASTA-Format hochgeladen und die von IEDB
empfohlene Pradiktionsmethode benutzt (zur Zeit der Benutzung ,,NetMHCpan 4.0%).

Auflerdem stellt die Website eine umfassende Datenbank an Epitopen zur Verfligung,
mit deren Hilfe man nachschlagen kann, ob bestimmte Epitope in Publikationen

erwédhnt und in 4ssays untersucht worden sind.

2.5.6 FigTree
FigTree ist ein Online-Programm, welches ermoglicht, phylogenetische Bdume aus

Sequenz-Alignments zu generieren, diese zu bearbeiten und zu speichern.

257 Hauptkomponentenanalyse (PCA) mittels R
Die Hauptkomponentenanalyse ist ein Verfahren aus der multivariaten Statistik, mit

dem umfangreiche Datensétze vereinfacht und iibersichtlich dargestellt werden
konnen. Dazu werden miteinander korrelierende Variablen in moglichst wenigen
Hauptkomponenten zusammengefasst. Diese konnen dann bildlich in einem Plot

dargestellt werden.

In dieser Arbeit wurde die Hauptkomponentenanalyse benutzt, um mogliche
Zusammenhidnge zwischen der Hypervariablen Region und den exprimierten

Aminoséuren aufzudecken.

Dazu wurde die Funktion ,,prcomp* des Programms R verwendet.
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3 Ergebnisse

Um anhand von friihen Proben des Anti-D-Ausbruches die Anpassung des
Hepatitis C-Virus an seinen Wirt und die zugrunde liegenden evolutioniren
Mechanismen zu untersuchen, sollten die Genome der in uns zur Verfligung
stechenden frithen sowie spédten Anti-D-Proben enthaltenen Hepatitis C-Viren

sequenziert werden.

Zu diesem Zweck wurden Anti-D-Proben von 1979 bis zu den 2000er-Jahren

zusammengetragen, sortiert sowie katalogisiert und ein PCR-Protokoll etabliert.

Die sequenzierten Genome sollten dann in einer Anti-D-Sequenzdatenbank
zusammengefiihrt, in Form von Alignments und phylogenetischen Baumen dargestellt

und longitudinal analysiert werden.

Dies sollte ermdglichen, Insertionen und andere Mutationen im HCV-Genom zu
identifizieren, mdglichst funktionell zu charakterisieren und vorliegende

Quasispezies zu rekonstruieren.

Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf den Strukturproteinen und der
Hypervariablen Region 1 (HVR1) im E2-Protein, um dort die fiir die Anti-D-Kohorte
charakteristischen Insertionen, sowie Mutationen in Abhéngigkeit vom HLA-Typ zu

untersuchen.

3.1 Etablierung der PCR

Um die Proben aus der Anti-D-Kohorte zu amplifizieren und sequenzieren, wurde ein
Reverse Transkriptions- und PCR-Protokoll etabliert und im Verlauf mehrerer

Experimente optimiert.

Als Protokoll fiir die Reverse Transkription diente das im Abschnitt 2.4.3 zuvor

beschriebene, in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Protokoll.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, sollte das HCV-Genom von der 5‘-untranslated
region (UTR) bis iiber das Nichtstrukturprotein NS2 hinaus mithilfe jeweils
zweischrittiger Nested PCRs (Protokoll s. Material und Methoden, Absatz 2.4.4
Nested PCR) in drei Abschnitten amplifiziert werden. Diese reichen von der UTR-
bzw. Core-Region bis E2 (,,UTR-PCR*), von E1 bis NS2/3 (,,E1-PCR*) und von NS2
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bis NS3 (,,NS2-PCR*) und decken somit iiberlappend das HCV-Genom von der UTR
bis in NS3 hinein ab.

Core 1 E2 5 NS2 NS3
aa E 191 192 264 62 216 631
UTRI =
utRi ;[ |
11 i ARED-917-F —_—
: — 3aR
E1n f== o
NS21 i = 2=l
NS21l = ——
o T T T T 1 T T "- -
1 573 1149 2241 2430 3078 4971

Abb. 6: Amplifizierte Abschnitte des HCV-Genoms und verwendete Primer. Die
Primer sind HCV1b_1a-F und HCV1b_2a-R (UTR-PCR I), HCV1b_1a-Fint und
HCV1b_1e-R (UTR-PCR Il), HCV1b_1e-F und HCV1b_2d-R (E1-PCR I), HCV1b_2a-F
und HCV1b_2c¢c-R (E1-PCR II), HCV1b_2e-F und HCV1b_3e-R (NS2-PCR ) sowie
HCV1b_3a-F und HCV1b_3d-R (NS2-PCR II) (s. Material und Methoden, Absatz 2.1.5
Oligonukleotide).

Die UTR-PCR mit den Primern HCV1b la-F und HCV1b 2a-R (PCR 1) sowie
HCV1b_la-Fint und HCV1b_le-R (PCR II) war in dieser urspriinglichen Form zur
Amplifikation des ersten Abschnitts geeignet.

Auch mithilfe der NS2-PCR mit den Primern HCV1b 2e-F und HCV1b 3e-R
(PCR I) sowie HCV1b_3a-F und HCV1b_3d-R (PCR II) gelang es, den gewiinschten

dritten Abschnitt zuverlédssig zu amplifizieren.

Fiir die E1-PCR wurden die Primer HCV1b_ le-F und HCV1b 3a-R (PCR I, Lénge
des Fragments: 2028bp) sowie HCV1b 2a-F und HCV1b 2d-R (PCR II, Lénge des
Fragments: 1728bp) neu ausgewdhlt.

Um zu analysieren, ob der Grund fiir die dennoch weiterhin geringe
Amplifikationseffizienz der E1-PCR-Primer HCV1b_ le-F und HCV1b 3a-R sowie
HCV1b 2a-F und HCV1b_2d-R die schlechte Bindung an das Genom sind, wurden
die Primer-Bindungsstellen in den bereits generierten 5’UTR-E1- und NS2-NS3-
Sequenzen in der Software ,,Geneious™ auf Variabilitdt {iberpriift. Wéhrend die
Bindungsstelle fiir den Primer HCV1b_3a-R keinerlei Varianz aufwies, zeigten sich

bei der Bindungsstelle der Primer HCV1b_2a-F und HCV1b_2d-R in einigen Isolaten
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unterschiedliche Nukleotide. Da diese sehr selten waren und tiberwiegend in der Mitte
der Primer auftraten, beeintrichtigten sie die Bindung der Primer wahrscheinlich
nicht oder nur sehr wenig. Bei der Analyse der Bindungsstelle des Primers
HCVI1b_le-F zeigte sich jedoch eine hohe Varianz, was wahrscheinlich die geringe

Amplifikationseffizienz erklart.

Die Basen 917 bis 936 der Referenzsequenz 1b.DE.HCV-AD78P1.AJ132997,
lokalisiert kurz nach dem Anfang der E1-Region, wurden als in der Kohorte wenig
variable Region identifiziert. Die entsprechende Sequenz
GAAGTGCGCAACGTGTCCGG wurde als neuer Primer AntiD-917-F synthetisiert
und tiberpriift.

Mit dem urspriinglichen Primer 1b le-F konnten sieben von zwdlf Isolaten
amplifiziert werden, mit dem neuen AntiD-917-F-Primer elf von zwolf [solaten (siche

Abb. 7).
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Abb. 7: Verbesserte PCR-Effizienz mit dem AntiD-917-F-Primer. In der oberen
Auswertung des QIAxcel-Kapillarelektrophorese-Gerats sind die Ergebnisse der PCR
unter Verwendung des alten HCV1b_1e-F-Primers zu sehen. In der darunter dargestellten
Auswertung der PCR mit dem neuen AntiD-917-F-Primer I&sst sich erkennen, dass diese
bei vier Proben erfolgreich war, die zuvor nicht amplifiziert werden konnten. Aus
Ubersichtlichkeitsgriinden wurden die PCR-Banden aus urspriinglich drei Bildern in zwei
Reihen angeordnet; die Schnittstellen wurden mit einem Trennstrich markiert.

Da das neue E1-PCR I-Produkt unter Verwendung des AntiD-917-F-Primers 2170
statt 2028 Basen lang war, wurde die Polymerisationsphase des PCR I-Programms
von zwei Minuten auf zweieinhalb Minuten pro Zyklus erh6éht. Um ein einfacheres
Handling des Protokolls zu ermdglichen, wurden alle drei Abschnitte von nun an

sowohl in PCR I als auch in PCR II zweieinhalb Minuten pro Zyklus polymerisiert.
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3.2 Amplifikation friher Proben

Nachdem die PCR erfolgreich etabliert worden war, konnte mit der Amplifikation

frither Proben begonnen werden.

Dazu wurden zunéchst Seren aus den Jahren zwischen 1978/79 und 2009 aus der
Biobank des Kompetenznetz Hepatitis Essen abgeholt. Die Proben waren aus
Kapazitéitsgriinden nur bei -20 °C gelagert. Nach dem Transport nach Diisseldorf in

mit Trockeneis gekiihlten Transportboxen wurden sie bei -80 °C gelagert.

In den folgenden Wochen wurden im -80 °C-Kiihlraum aus 15 Kisten 115 Proben-
Boxen von rund 477 Patientinnen und Patienten katalogisiert und, soweit moglich,

nach Anti-D-Nummern (AD - ) sortiert.

Da viele der Proben in alten GefiBlen wie handbeschrifteten Glasampullen oder
Filmdosen, in oft undichtem oder beschiddigtem Zustand, lose in kleinen Kisten
gelagert waren, wurden moglichst viele der Proben in moderne Gefd3e umgefiillt. Um
ein hiufiges Auftauen zu vermeiden, wurden die zum Umfiillen aufgetauten Proben
im selben Arbeitsschritt einer RNA-Extraktion und/oder Viruslast-Bestimmung nach

vorheriger Behandlung zugefiihrt.

Initial wurden zundchst 216 Proben von neun Patientinnen in neue Cryo-Gefille

umgefiillt, beschriftet und bei -80 °C gelagert.

Nach dieser anfinglichen Sortierung und Katalogisierung wurde mit der
Durchfiihrung der UTR-, E1- und NS2-PCRs begonnen. Dabei stellte sich heraus,
dass es nicht moglich war, die drei Strukturprotein-Abschnitte von Proben aus den
Jahren 1979 bis 1996 zu amplifizieren (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund
wurde die RNA-Qualitdt von neun Proben mittels der sehr sensitiven Core-PCR (s.
Material und Methoden, Abschnitt 2.4.4 Nested PCR) iiberpriift. Von diesen neun
Core-PCRs waren nur die von drei Proben aus den Jahren 1992, 1993 und 1996

erfolgreich.

Auch wenn in der Literatur beschrieben ist, dass eine automatische RNA-Extraktion
ebenso gute Ergebnisse wie die manuelle RNA-Extraktion liefert (Knepp et al., 2003),
wurde, um dies zu tiberpriifen, die RNA aus den neun Seren nochmal mittels Qidmp
Viral RNA Kit manuell extrahiert und wie zuvor cDNA synthetisiert. Aus der
gewonnenen cDNA konnten aber erneut nur die drei gleichen Proben aus den Jahren

1992, 1993 und 1996 amplifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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Manuell extrahiert Autom. extrahiert
:b 2 0 JS A o] A ™ 13 o ) > P
V) O N N e M % i) 2y Q o o o
‘;.O'BQ v..d"p P.Q”’Q PQDS:' ppb‘b ‘P‘QP'E. rl\,..ohb P‘Qb‘b R QP‘6 R QQ% ‘5_0\'& 0\'1& 0\’&
1 1 1 1

W W
l l l | l
500 —] 1996 1981 1980 1995 1993 1992 1984 1980 1979 | 1994 1996 1993 1979

20

Automatisch extrahiert

i Ab 1° % i A0 Ca 2% 9 N>
@ @ @ @ T 0 0 o & o
W | W i W : W | W | W | A | W |

N 1
1t . : .
[bp] W A CE TR

500 —] 1997 1995 1993 1994 199 1981 1979 1994 | 1980 1979

250

Abb. 8: Kapillarelektrophorese der Core-PCRs friiher Proben. Die Grolie des
Fragments betragt 312bp. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurden die PCR-Banden aus
ursprunglich drei Bildern in zwei Reihen angeordnet; die Schnittstellen wurden mit
Trennstrichen markiert.

Die automatische RNA-Extraktion, cDNA-Synthese und Core-PCR wurde mit 14
weiteren Proben von sechs Patientinnen durchgefiihrt. Insgesamt konnten in diesem
Schritt von neun manuell extrahierten Proben (AD 300, 462, 463) und 14 automatisch
extrahierten Proben (AD 080, 146, 169, 299, 313, 453) mit der sensitiven Core-PCR
nur zehn Proben aus den Jahren 1992 — 1997 amplifiziert werden, wihrend 13 Proben

aus den Jahren 1979 — 1995 nicht amplifizierbar waren (sieche Abb. 8).

Um festzustellen, ob das Alter der Probe ausschlaggebend fiir die geringe
Amplifikationseffizienz war, wurden zusitzlich zu den in Abbildung 8 dargestellten
Proben weitere Proben untersucht. Insgesamt wurde RNA aus 49 Proben aus den
Jahren 1979 — 1997 von 19 Patientinnen, von denen longitudinale Proben vorhanden

waren, extrahiert, cDNA synthetisiert und diese mittels Core-PCR untersucht.
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Von den 20 Proben aus den Jahren 1979 — 1989 war keine Probe mittels Core-PCR
amplifizierbar. Von den 29 Proben aus den Jahren 1992 — 1997 konnten hingegen 23
(79,3 %) mittels Core-PCR amplifiziert werden.

Um einen moglichen Grund fiir die negativen Core-PCRs abzukldren, wurde die
Viruslast (VL) einiger Proben ermittelt. Bei sieben der Proben aus den Jahren 1979,
1993, 1994, 1995, 1995 und 1997 war das Serum trotz vorheriger Behandlung mit
EDTA und Zentrifugation zu stark geronnen fiir eine Messung. Es standen somit noch

16 Proben von acht Patientinnen zur Analyse zur Verfiigung.

|dentifier Entnahmedatum Core-PCR erfolgreich? Viruslast in 1U/ml

AD453-13 31.10.1979 Nein 112

AD313-34 01.11.1979 Nein Sample clot

AD463-6 06.11.1979 Nein Target not detected

AD453-9 08.01.1980 Nein <140

AD463-4 14.04.1980 Nein Target not detected

AD300-40 26.06.1980 Nein Target not detected

AD300-31 05.01.1981 Nein 420

AD313-10 08.09.1981 Nein 217

AD463-1 31.01.1984 Nein Target not detected

AD462-23 11.05.1992 Ja <210

AD462-13 03.05.1993 Ja Sample clot

AD146-24 27.08.1993 Ja 52.346

AD1689-20 03.12.1993 Ja 18.004

AD080-2 05.01.1994 Nein Sample clot

AD299-3 01.06.1994 Nein Target not detected

AD453-2 16.09.1994 Ja 1.932

AD462-4 10.04.1995 Nein Sample clot

AD169-13 06.11.1995 Ja Sample clot

AD300-3 07.03.1996 Ja 1.456

AD146-5 07.05.1996 Ja 179.508

AD313-4 17.07.1996 Ja 273.070

AD169-4 06.05.1997 Ja Sample clot
Tabelle 3: Mittels COBAS ermittelte Viruslasten der frithen Proben. Die Proben
wurden nach dem Entnahmedatum in aufsteigender Reihenfolge sortiert. Dargestellt ist
des Weiteren das Ergebnis der Core-PCR.

In den acht verwertbaren Proben aus den Jahren 1979 — 1984 war eine Viruslast in
vier Fillen nicht mehr nachweisbar (unter 15 [U/ml), in vier anderen Féllen sehr
gering (unter 500 IU/ml) (siehe Tab. 3). Keine dieser acht Proben hatte sich zuvor
mittels Core-PCR amplifizieren lassen. Bei den acht verwertbaren Proben aus den
Jahren 1992 — 1996 lieBen sich in je zwei Féllen eine Viruslast {iber 1.000 IU/ml,
10.000 IU/ml oder sogar 100.000 IU/ml feststellen, aber auch aus diesem Zeitraum
gibt es jeweils eine Probe mit sehr geringer (AD 462-23 aus 1992, VL <210 IU/ml)
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oder nicht nachweisbarer Viruslast (Probe AD 299-3 aus 1994) (siche Tab. 3).
Letztere Probe sowie zwel nicht messbare Proben aus den Jahren 1994 und 1995

hatten sich zuvor ebenfalls nicht mittels Core-PCR amplifizieren lassen.

Die nicht nachweisbaren oder sehr niedrigen Viruslasten in den stichprobenartig
untersuchten Proben aus den Jahren 1979 — 1984 sowie 1992 und 1994 gehen
vermutlich auf eine Degradierung der Proben durch unsachgeméfe Lagerung bei zu
hohen Temperaturen und in teils ungeeigneten, undichten oder sogar beschiadigten
GefédBen zuriick. Die élteren Proben aus den Jahren 1979 — 1984 sind deutlich starker
von dieser Entwicklung betroffen als die Proben aus den 90er-Jahren, da sie
hochstwahrscheinlich ldnger und héufiger schéddlichen Einfliissen wie erhdhten

Temperaturen oder hdufigem Auftauen ausgesetzt waren.

Diese Umstédnde hatten zur Folge, dass keine der Proben aus den Jahren 1979 — 1984
in der sensitiven Core-PCR und den -etablierten drei Strukturprotein-PCRs
amplifizierbar war. Da die Amplifikation mittels Strukturprotein-PCRs auch bei den
23 Core-positiven Proben aus den 90er-Jahren nur bei vier der 69 Abschnitte moglich
war (ca. 5,8 %; AD 168-3 (08/1997, NS2, VL unbekannt), AD 305-3 (04/1995, NS2,
VL unbekannt), AD 313-4 (07/1996, E1 und NS2, VL 273.070 IU/ml)), sahen wir
davon ab, weitere Versuche mit Probenmaterial aus den ,frithen Proben®

durchzufiihren.

3.3 Amplifikation spater Proben

Da die frithen Proben aus der Zeit des Ausbruchs und den 90er-Jahren nicht
verlésslich mit der UTR-, E1- und NS2-PCR amplifizierbar waren, konzentrierten wir
uns stattdessen auf die Amplifikation und Sequenzierung weiterer Anti-D-Proben aus
den 2000er-Jahren, um die Anti-D-Sequenzdatenbank auszubauen und diese zu

analysieren.

Insgesamt stand in Diisseldorf laut Aufzeichnungen positives Probenmaterial aus den
2000er-Jahren von 113 Patientinnen zur Verfligung, von mindestens acht Patientinnen
war kein Material mehr vorrdtig (AD 049, 062, 070, 072, 093, 194, 212, 371). Zehn
der Proben (AD 343, 346, 347, 353, 366, 399, 408, 413, 421, 431) standen erst nach
Beendigung dieser Arbeit zur Verfiigung. Zwei weitere, AD 385 und AD 429, wurden
nur zu Beginn fiir die PCR-Etablierung verwendet, hier lagen die Sequenzen bereits

aus vorherigen Arbeiten vor (Ruhl et al., 2011; Lipskoch et al., 2014).
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Insgesamt wurde aus 39 Proben (35 aus dem Jahr 2009, zwei aus 2010, zwei aus
2011), von denen RNA-Eluate bereits vorhanden waren, cDNA synthetisiert. Im
Verlauf wurde RNA aus Serum-Proben von elf dieser Patientinnen sowie 66 weiteren
(zwei aus dem Jahr 2006, 13 aus 2008, 62 aus 2009) extrahiert und aus dieser cDNA
synthetisiert.

Die ¢cDNA aus 101 Proben — 25 aus vorhandenen RNA-Eluaten, 76 aus extrahierter

RNA — wurde in den Strukturprotein-PCRs weiterverwendet.

Die Anti-D-Proben aus den 2000er-Jahren waren mit den etablierten
Strukturprotein-PCRs effizient amplifizierbar; die UTR-PCR war in 97 der 101
Proben (96 % (SD: 1,96 %)) positiv, die E1- und NS2-PCR in 98 der 101 Proben
(97 % (SD: 1,71 %)). Drei der Proben (AD 103, 265 und 339) waren in allen drei
Abschnitten negativ. Die Probe AD 024 war in sechs Versuchen nicht mit der
UTR-PCR amplifizierbar, die anderen beiden Strukturprotein-PCRs waren hingegen

erfolgreich.

Mittels Sanger-Sequenzierung konnte die amplifizierte DNA zuverldssig sequenziert
werden. Von den 25 PCR-positiven Abschnitten aus RNA-Eluaten waren nur ein
UTR-Abschnitt und ein EI-Abschnitt (je 4 %) nicht zufriedenstellend zu
sequenzieren (beide von AD 111). Von den aus extrahierter RNA gewonnenen
PCR-Produkten lielen sich 68 von 72 (UTR, 94,4 %; AD 175, 235, 249, 258 negativ),
68 von 73 (E1, 93,2 %; AD 249, 258, 288, 298 negativ) und 73 von 73 (NS2, 100 %)

zufriedenstellend sequenzieren.

Die generierten Sequenzen wurden im Programm ,,Geneious‘ zusammengetragen und
bearbeitet. Im Durchschnitt wurden in ,,Geneious* 89,12 % jedes UTR-Abschnitts,
92,54 % jedes E1-Abschnitts und 90,22 % jedes NS2-Abschnitts als von sehr hoher
Qualitit eingestuft (sieche Abb. 9). Die Qualitidt wird vom base calling Programm
festgelegt; je hoher die Qualitdt, desto niedriger ist die Wahrscheinlichkeit eines

Fehlers, also einer falsch zugeordneten Base, an einer Position.

Da die Segmente von schlechterer Qualitit meist Primer-fern an den Enden der
generierten Abschnittssequenzen lagen, konnte durch das Abgleichen der vier
Chromatogramme der jeweiligen Forward- und Reverse-Sequenzen in den
iiberlappenden  Abschnitten dennoch  mit hoher  Verldsslichkeit eine

Konsensussequenz jeder Probe erstellt werden.
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Prozentzahl der Abschnitte hoher Qualitat
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Abb. 9: Prozentsatz hoch qualitativer Sequenzanteile nach Abschnitt. Die
Sequenzen der mit der UTR-PCR amplifizierten Proben bestanden im Durchschnitt zu
89,12 % (Mittelwert, 95 %-KI: 87,19 % - 91,06 %) aus Abschnitten hoher Qualitat. Von
den E1-Sequenzen waren durchschnittlich 92,54 % (Mittelwert, 95 %-KI: 91,25 % -
93,83 %) hoch-qualitativ, von den NS2-Sequenzen 90,22 % (Mittelwert, 95 %-KI:
89,05 % - 91,40 %).

Insgesamt konnten so 89 Anti-D-Sequenzen von UTR bis NS2 sowie acht

unvollstindige Sequenzen generiert werden.

Diese wurden zusammengetragen mit bereits vorhandenen, unvollstindigen, meist
NS3 bis NS5B oder auch Core bis NS2 umfassenden Anti-D-Sequenzen aus
vorherigen Arbeiten (Ruhl et al., 2011; Lipskoch et al., 2014).

So konnte eine Anti-D-Sequenzdatenbank mit insgesamt 218 Sequenzen von 138

Patientinnen erstellt werden, darunter 74 komplette HCV-Genome.

In der Literatur ist beschrieben, dass sich die Genom-Sequenzen der Anti-D-Kohorte
deutlich von den Sequenzen anderer Hepatitis C-Viren des Genotyps 1b
unterscheiden und sich wiederum in drei voneinander abgrenzbare Clades unterteilen

lassen (Ruhl et al., 2011).

Um dies zu untersuchen, wurden die 74 kompletten Genome mit 84 Referenzisolaten
aligned und mit der Neighbor-Joining-Methode unter Verwendung des Tamura-Nei-

Distanzmodells ein phylogenetischer Baum errechnet (siche Abb. 10).
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Abb. 10: Phylogenetischer Baum der sequenzierten Anti-D-Proben sowie einer
Auswahl an HCV-Genotyp 1b-Referenzsequenzen. Die farbig markierten
Anti-D-Sequenzen weisen wie bereits bekannt ausgepragte Unterschiede zu anderen
Referenzsequenzen des Genotyps 1b (schwarz markiert) auf und sind im
phylogenetischen Baum daher klar von diesen abgetrennt. Die Sequenzen der
Anti-D-Proben teilen sich wiederum in drei deutlich abgrenzbare Clades (A, B, C) auf.
Die Zahlen geben den Bootstrap-Wert an, also die Anzahl aus 100 neuen zufalligen
Anordnungen, in denen die Sequenzen wieder gleich angeordnet wurden.

Mit dem phylogenetischen Baum konnte bestétigt werden, dass sich die Sequenzen
der Anti-D-Kohorte deutlich von Referenzsequenzen des Genotyps 1b unterscheiden.
Des Weiteren sicht man die charakteristische Aufteilung der Anti-D-Proben auf die
drei Clades A, B und C. Diese Aufteilung ist zuriickzufiihren auf drei Varianten in
dem Blut der Infektionsquelle des Ausbruchs, welche sich dann unterschiedlich stark

in den hergestellten Anti-D-Chargen und den damit behandelten Patientinnen
durchgesetzt haben.

In der Abbildung sind an jeder Aufzweigung des Baums Bootstrap-Werte dargestellt.

Im Bootstrapping-Verfahren, einer statistischen Methode mittels Resampling,
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beschreiben diese Werte in diesem Fall die Anzahl von hundert zufdlligen
Neuanordnungen, in denen die Proben wieder wie in der Abbildung dargestellt
angeordnet wurden. Die hohen Bootstrap-Werte zeigen, dass sowohl die Abgrenzung
der Anti-D-Proben von den Referenzsequenzen als auch die der Clades untereinander
sehr verlésslich ist. Die Anti-D-Sequenzen werden in 100 aus 100 Fillen erneut

abgegrenzt von den Referenzsequenzen des Genotyps 1b dargestellt.

Eine der Besonderheiten der Anti-D-Kohorte, die fiir die klare Abgrenzung von
anderen Genotyp-1b-Sequenzen mitverantwortlich sein diirfte, ist die fiir die Kohorte
charakteristische Insertion zwischen E1 von E2 direkt vor der Hypervariablen

Region 1 (HVR1).

3.4 Analyse der Hypervariablen Region (HVR)

Um diese Insertion und die Hypervariable Region niher zu charakterisieren, wurden
die 138 Anti-D-Sequenzen in einem Alignment angeordnet und nach Anzahl der
Insertionen geordnet betrachtet, sowohl auf Clades aufgeteilt als auch in ihrer

Gesamtheit.

Insertion

ID

AD314
AD175
ADOOS8
AD294
AD216
ADO58
AD350
ADZ86
AD395
AD352
AD411
ADOZ26
ADOO4

Q
i
8
i)

QOO0 OFHmOWREMRDP

Abb. 11: Schematische Darstellung des Ubergangs E1/E2 mit beispielhaften HVR-
Insertionen. Sortiert nach Clades ist jeweils eine beispielhafte Insertionssequenz fiir
jede in dem Clade vorhandene Insertionslange dargestellt. Anhang 1 zeigt eine Ubersicht
Uber die Insertionen und HVR1-Abschnitte aller untersuchter Proben.
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Von den 138 untersuchten Sequenzen entfielen 31 Proben auf Clade A (22,5 %),
43 Proben auf Clade B (31,2 %) und 64 Proben auf Clade C (46,4 %).

In allen Clades gab es auch Proben ohne Insertion; in der gesamten Kohorte enthielten
20 Prozent keine Insertion. Unter den Proben mit Insertion stieg mit zunehmender
Linge der Insertionen auch deren Haufigkeit. In neun Prozent der Proben lag eine
Insertion einer Aminosiure vor, in 17 Prozent der Fille waren zwei Aminosduren
inseriert, in 25 Prozent drei Aminosduren und in 30 Prozent der Proben hatte die

Insertion eine Lange von vier Aminosauren (siche Abb. 12).
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Abb. 12: Haufigkeit von Insertionen in den Clades und in der gesamten Kohorte.
Zu sehen ist die prozentuale Haufigkeit der Sequenzen, vor deren HVR1 im Vergleich zur
Referenzsequenz keine, eine, zwei, drei oder vier Aminosauren inseriert sind. Die
Sequenzen sind auf die drei Clades aufgeteilt sowie in ihrer Gesamtheit dargestellt.

Im Rahmen der auf Clades aufgeteilten Betrachtung fallen Unterschiede beziiglich
der Verteilung der Haufigkeiten auf.

In Clade A sind fehlende Insertionen seltener als in der gesamten Kohorte (6 %) und

Insertionen mit einer Lidnge von einer, zwei oder drei Aminosduren &hnlich
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hiufig (16 %, 13 % und 13 %). Uberdurchschnittlich hiufig (52 %) treten hingegen

Insertionen mit einer Lénge von vier Aminosduren auf.

Letzteres gilt auch fiir Clade B; hier sind 60 Prozent aller Insertionen vier
Aminosduren lang. Auffillig ist, dass keine der Proben eine Insertion einer einzigen
Aminosdure vorweist. Die Insertion fehlt in nur zwolf Prozent der Proben aus Clade
B, Insertionen mit einer Lange von zwei und drei Aminosduren liegen in neun und 19

Prozent der Proben vor.

Die zu Clade C zugehorigen Sequenzen weichen von denen der anderen beiden
Clades auffallend ab. So kommt die in Clade A und B am héufigsten vorliegende
Insertionslinge von vier Aminoséuren in Clade C gar nicht vor. Uberdurchschnittlich
hiufig (31 %) fehlt die Insertion ganz. Die restlichen Insertionsldngen von einer, zwei
und drei Aminosduren steigen dagegen wie in der Gesamtkohorte relativ gleichméfig

an (11 %, 23 %, 34 %).

Um zu untersuchen, ob es iiber die Unterschiede im Hinblick auf die Insertionsldnge
und deren Héufigkeit hinaus weitergehende Unterschiede zwischen den Insertionen
in den einzelnen Clades gibt, wurde eine Hauptkomponentenanalyse (Principal

Component Analysis, PCA) durchgefiihrt.

Die Héufigkeit des Vorkommens der einzelnen Aminosduren wurde genutzt, um eine
PCA zu errechnen mit deren zusammengefasster Expression. Die Proben-IDs wurden
je nach Clade unterschiedlich gefarbt. Proben von Clade A und C schienen sich im
Hinblick auf die Expression von Aminoséduren zu dhneln, wihrend Clade B sich von

den anderen beiden Clades etwas zu unterscheiden scheint (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: PCA der HVR. Auf der X-Achse ist Principal Component 1 (PC1), auf der Y-
Achse Principal Component 2 (PC2), die zwei Principal Components mit der groten
Varianz, dargestellt. Farblich und symbolisch differenzierbar sind die drei Clades
(,Groups®) A, B und C und, nochmal hervorgehoben, die Mean-Koordinate aller
Datenpunkte des jeweiligen Clades eingetragen. Die Concentration Ellipse um die Mean-
Koordinaten beschreibt deren Konfidenzintervalle. Diese Abbildung wurde
freundlicherweise von Johannes Ptok zur Verfligung gestellt.

Betrachtet man die Haufigkeit der Aminoséuren an den Positionen der Insertion (wie
in Abbildung 14 dargestellt) getrennt nach Clades, scheinen die Sequenzen aus Clade
A dort durchaus eine abweichende Sequenz aufzuweisen (siehe Abbildungen im
Anhang 2). So enthélt die Insertion in Clade A an jeder Position am hiufigsten die
Aminosdure Glycin, wihrend dies in Clade C nur an der ersten und zweiten Stelle der
Insertion der Fall ist und in Clade B an jeder Stelle eine andere Aminosédure die

hiufigste ist.
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Abb. 14: Sequenzlogo der inserierten Aminosduren und Aminosauren-Frequenz
nach Clades. Grafisch dargestellt ist oben die Haufigkeit der Aminosauren in dem o. g.
Sequenzabschnitt. Die Positionen 1, 2, 7, 8 und 9 sind auch in der Referenzsequenz
vorhanden, die Positionen 3, 4, 5 und 6 sind die mdglichen Anti-D-charakteristischen
Insertionen. Unten als Balkendiagramm dargestellt ist die Haufigkeit der einzelnen
Aminosauren und Arten von Aminosauren nach Clade. Anhang 2 zeigt zusatzlich
Sequenzlogos der einzelnen Clades sowie die Haufigkeiten der inserierten Aminosauren
in Prozent. Diese Abbildungen wurden freundlicherweise von Johannes Ptok zur
Verfligung gestellt.
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Des Weiteren wurde untersucht, ob die Proben der drei Clades unterschiedlich haufig
z. B. polare oder aromatische Aminosduren in ihrer Hypervariablen Region 1
exprimieren. Dies konnte nicht bestitigt werden; die Sequenzen aus Clade A scheinen
mehr polare und weniger kleine Aminoséduren zu enthalten als diejenigen aus Clades

B und C, aber dieser Effekt war nicht signifikant.

Signifikante Zusammenhinge zwischen den inserierten Aminosduren und den HLA-
Typen der Patientinnen konnten im Rahmen der PCA ebenfalls nicht gefunden

werden.

Weitere Untersuchungen im Hinblick auf virusspezifische Faktoren, die
moglicherweise mit den Insertionen assoziiert sein konnten, oder wirtsspezifische
Faktoren wie die Entry-Rezeptoren konnten aufgrund von fehlenden Informationen

nicht durchgefiihrt werden.

3.5 SegFeatR-Analyse

Um zu untersuchen, ob gewisse Mutationen im HCV-Genom bei bestimmten
HLA-Typen des Wirts gehduft vorkommen, wurden die Sequenzen der
Anti-D-Datenbank mit dem Online-Tool ,,SeqFeatR* (Budeus et al., 2016) analysiert.
Wenn sich in einem viralen Genom Mutationen in normalerweise an T-Zellen
prasentierten Abschnitten (T-Zell-Epitopen) entwickeln, um der Erkennung durch
besagte Zellen zu entgehen, spricht man von Escape-Mutationen. Treten diese
Escape-Mutationen als Antwort auf Selektionsdruck durch T-Zellen abhéngig vom
HLA-Typ hédufiger auf, spricht man von einem HLA-Footprint. Im Umkehrschluss
konnen HLA-Footprints als Hinweis auf T-Zell-Epitope dienen.

Zu diesem Zweck wurden die neu generierten und weitere bereits vorhandene
Sequenzen in einem Alignment zusammengetragen und die Sequenzen auf die
Abschnitte zwischen Core und NS2 gekiirzt. Aulerdem wurde der HVR 1-Bereich der

Sequenzen aufgrund seiner zu hohen Variabilitét entfernt.

Sequenzen von Patientinnen, deren HLA-Typ nicht bekannt war (AD 013, AD 101,
AD 186, AD 397, AD 418, AD 429, AD 430 und AD 445) wurden von diesem
Alignment ausgeschlossen. Der HLA-Typ (bzw. die vier HLA-A- und HLA-B-
Allele) war zuvor im Rahmen einer anderen Arbeit (Ziegler et al., 2016) fiir unter
anderem diese 134 Patientinnen bestimmt worden. Von vier weiteren Patientinnen

(AD 063, AD 241, AD 254, AD 261) waren drei der vier Merkmale (HLA-A1, HLA-
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A2, HLA-Bl, HLA-B2) bekannt, diese wurden zundchst in die Analyse
miteingeschlossen. Zwei weitere Sequenzen, von denen drei HLA-Merkmale bekannt
waren (AD 247 und AD 264), wurden wegen ihrer Sequenzqualitit von der
SeqFeatR-Analyse ausgeschlossen.

Somit standen 138 Sequenzen von Core bis einschlielich NS2 zur Verfiigung, davon
134 Proben mit vollstindig bekanntem HLA-Typ des jeweiligen Wirts. Die
Sequenzen wurden im FASTA-Format im SeqFeatR-7Tool hochgeladen zur
Identifizierung von statistischen Assoziationen zwischen viralen

Sequenzpolymorphismen und HLA-Typ.

Das SeqFeatR-Too!/ ermittelte 631 Aminosédure-Positionen mit einer Hiufung an
Mutationen in Bezug auf den jeweiligen HLA-Typ, an denen dementsprechend ein
moglicher Hinweis auf Selektionsdruck besteht. Von den 631 Aminosaure-Positionen
wiesen neun Positionen einen g-Wert fiir die Falscherkennungsrate (False Discovery
Rate, FDR) von 0,2, sowie eine Position einen q-Wert von 0,208 auf. In
wissenschaftlichen Studien hat es sich etabliert, einen g-Wert von 0,2 als Cut off zu
wihlen. Die oben genannten zehn Aminosdure-Positionen wurden in weitere

Untersuchungen eingeschlossen.
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Abb. 15: HLA-Klasse-l assoziierte Polymorphismen in HCV-Proteinen. Alle exakten
p-Werte von jeder Aminosaureposition von Core, E1, E2, p7 und NS2 wurden mittels
SeqFeatR berechnet fir Assoziationen zwischen Virussequenzpolymorphismen und dem
Vorhandensein von HLA-Klasse-I-Allelen. HLA-Footprints mit einem p-Wert < 0,01 und
einem g-Wert < 0,21 sind rot dargestellt. Die Aminosaureposition 478 mit dem niedrigsten
p-Wert ist markiert.
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In dem dargestellten Manhattan Plot (Abbildung 15) entsprechen die rot
hervorgehobenen Punkte den Aminosdure-Positionen im HCV-Genom zwischen

Core und NS2 und den zugehorigen p-Werten der zehn Mutationen.

Um zu untersuchen, ob an diesen Positionen des viralen Genoms, an denen ein
erhohter Selektionsdruck besteht, moglicherweise Epitope vorliegen, also
Molekiilabschnitte eines Antigens, die Ziele der adaptiven Immunantwort durch
CD8+-T-Zellen darstellen, wurde die Immune Epitope Database and Analysis
Resource (IEDB) verwendet. Diese Datenbank ist eine oOffentlich zugéngliche
Ressource, in der in wissenschaftlichen Verdffentlichungen beschriebene Epitope
zusammengetragen und katalogisiert werden (Vita et al., 2019). Die Datenbank

umfasste im Januar 2024 {iber 1,6 Millionen Epitope.

Auf der Website der IEDB ist auBerdem ein MHC I Binding Prediction Tool
verfligbar. Dieses Werkzeug der Datenbank ermdglicht es, in silico statt experimentell

Epitope innerhalb von eingegebenen Sequenzen vorherzusagen.

Das dazu verwendete Pradiktionsmodell NetMHCpan 4.0 erstellt quantitative
Pradiktionen der Affinitat (IC50 Werte) von Peptid-HLA-Interaktionen (Nielsen et
al., 2007) mithilfe von artificial neural network Modellen (Nielsen et al., 2003).

Um potenzielle Epitope innerhalb der generierten Sequenzen vorherzusagen, wurden
diese inklusive des zugehorigen HLA-Typs der Patientinnen und Patienten im
FASTA-Format in das MHC 1 Binding Prediction Tool der IEDB hochgeladen. Als
Pradiktionsmethode wurde die aktuelle NetMHCpan-Version (4.0) verwendet, als
MHC-Ursprung ,,menschlich® ausgewihlt. Das Ergebnis der Suche wurde unter
,»Output*“ in Form einer Tabelle angefordert, in der die potenziellen Epitope nach

vorhergesagter Bindungsstirke (IC50 in nM) sortiert aufgefiihrt wurden.

Fiir die zehn oben genannten Aminosdure-Positionen konnten so in silico die in
Tabelle 4 dargestellten wahrscheinlichsten Epitope, die die jeweilige Position

enthalten, prognostiziert werden.
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HLA n AS-Pos, p-Wert g-Wert AS mit Predicted Epitope

(Protein) kleinstem | {* = potenziell neues
p-wWert Epitop)

B15 23 478 (E2) 2,23E-08 <0,001 ¥ * AQGWGPITY

B57 14 550 (E2) 1,33E-07 <0,001 a NTRPPQGMNWFGCTW

B4D 16 655 (E2) 2,13E-06 =0,01 E LEDRDRSEL

Ba 28 566 (NS2) | 4,27E-05 0,10 A * HAGLRDLAY

B7 27 43 (Core) 6,18E-06 0,01 R LPRRGPRLGY

AZS 4 313 (E1) 2,22E-05 0,02 L * HYTGHRMAW

Ba4 41 555 (NS2) | B,66E-05 0,15 D ¥DHLTPLRDW

B57 14 466 (E2) 6,72E-05 0,05 I MASCRPIDKFAQGW

BE 28 567 (NS2) | 0,0002 0,21 5 * HAGLRDLAY

A2Z5 4 400 (E2) 0,0003 0,20 WV * TTSGFTSLF

Tabelle 4: Mittels IEDB-Tool vorhergesagte Epitope im Bereich der zehn mit
SeqFeatR ermittelten Mutationen mit den besten p-Werten und einem gq-Wert von
unter 0,21. Die vier mit Stern markierten Epitope (eines davon mit zwei mutierten
Positionen) sind bisher noch nicht als Epitope des jeweiligen HLA-Typs beschrieben
worden.

Zwei der potenziellen Epitope, das B*40-Epitop LEDRDRSEL und das B*57-Epitop
NTRPPQGNWFGCTW, wurden in dieser oder, im Falle des B*57-Epitops,
abgekiirzter Form bereits als Epitope des jeweiligen HLA-Typs beschrieben.

Vier der potenziellen Epitope — das B*15-Epitop AQGWGPITY, das B*8-Epitop
HAGLRDLAYV (welches an der zweiten und dritten Position signifikante Hiufungen
an Mutationen aufweist), das A*25-Epitop HVTGHRMAW und das A*25-Epitop
TTSGFTSLF —sind in der IEDB-Database hingegen bisher noch nicht in dieser Form
als CD8+-T-Zell-Epitope beschrieben und kdnnten somit unter Umstinden neue

Epitope darstellen.

Von den noch nicht als Epitope des jeweiligen HLA-Typs beschriebenen Sequenzen
wurde das potenzielle B*15-Epitop AQGWGPITY im Verlauf noch genauer
analysiert (siche Tabellen 5 und 6). Hierzu standen 136 Sequenzen zur Verfiigung, da
zwei Sequenzen von Patientinnen mit unvollstindigem HLA-B-Status

ausgeschlossen wurden.
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470 478 | Anzahl der
AQGWGPITY Patienten
HLA-B*15-positiv (n=23) AQGWGPITY |5
________ D 1
________ P 1
———————— H 9
D——————— H |1
o 2
B=—————— 2
L 1
— XX === 1
HLA-B*15-negativ (n=113) AQGWGPITY 89
————V—-——-N |1
________ H 2
D——————— H [1
e 3
Wi 3
T———————— 1
_K _______ 1
————— L——— 1
_____ S___ 7
————— S—A— 1
—————— V—-— 1
______ L__ 1
_______ X_ 1
Identifier | HLA | HLA | HLA | HLA Sequenz AlQ| G G P T|Y
Al | A2 Bl B2 470-478
ADO012 11 24 15 40 | AXXWGPITY - X X - -
AD09S6 3 32 15 51 | AQGWGPITD | - - - D
AD102 2 0 15 44 | AQGWGPITH - - - H
AD178 1 2 15 35 | AQGWGPITH = = - H
AD1594 1 24 15 35 | AQGWGPITH - - - H
AD213 2 0 7 15 | PQGWGPITY | P - - -
AD221 2 3 15 51 | AQGWGPITH - - - H
AD234 2 24 15 50 | TQGWGPITY | T - -
AD267 3 24 14 15 | SQGWGPITY | S - - -
AD286 2 0 13 15 | AQGWGPITH - - - H
AD298 1 2 15 57 | SQGWGPITY | S - - -
AD327 1 3 8 15 | AQGWGPITH | - - - H
AD329 2 0 15 44 | AQGWGPITH - - - H
AD331 3 0 14 15 | TQGWGPITY | T - - -
AD385 2 0 13 15 | DQGWGPITH | D - - H
AD386 3 29 15 44 | AQGWGPITP & - - P
AD389 2 0 15 44 | AQGWGPITH - - - H
AD399 24 33 14 15 | AQGWGPITH > = - H

Tabellen 5 und 6: Mutationen der Aminosauren-Positionen 470 bis 478 unter HLA-
B*15-positiven und HLA-B*15-negativen Patientinnen und Virussequenzen einer
Auswahl von HLA-B*15-positiven Patientinnen. Diese wiesen signifikant haufiger
Mutationen an der AS-Position 478 nach Beginn des Core-Abschnitts auf. Ebenfalls
abgebildet mit zugehoérigem Identifier und HLA-Typ sind die sechs Sequenzen mit
unveranderter Position 478, aber einer anderen Mutation. Nicht gesondert in Tabelle 6
abgebildet sind die der Konsensussequenz AQGWGPITY entsprechenden Sequenzen
(davon funf HLA-B*15-positive) und die HLA-B*15-negativen Patientinnen mit
Mutationen. Bei Patientinnen mit HLA-A2 ,0“ ist der HLA-A-Typ homozygot.
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Die Aminosdure Tyrosin an Position 478 nach Beginn der Core-Region im
vorhergesagten Epitop AQGWGPITY ist signifikant hdufiger bei Patientinnen mit
dem HLA-Typ B*15 verdndert. Wihrend von den 113 Proben aus HLA B*15-
negativen Patientinnen nur vier Virussequenzen an der Position eine andere
Aminoséure als Tyrosin aufwiesen (ein Y478N, drei Y478H; entspricht ca. 3,5 %),
wiesen zwolf Virussequenzen aus den 23 Proben aus HLA B*15-positiven
Patientinnen eine andere Aminosédure auf (zehn Y478H, ein Y478D, ein Y478P;
entspricht ca. 52,2 %).

Die anderen elf Sequenzen aus Proben aus HLA B*15-positiven Patientinnen
entsprachen in fiinf Fillen der Konsensussequenz (ca. 21,7 %), in sechs Fillen lag

eine andere Mutation in dem potenziellen Epitop vor (ca. 26,1 %).

Von den restlichen 109 Sequenzen aus Proben aus HLA B*15-negativen Patientinnen
entsprachen 89 der Konsensussequenz (ca. 78,7 %), 20 trugen andere Mutationen in

dem betrachteten Abschnitt (ca. 17,7 %).

Der HLA-assoziierte Polymorphismus an dieser Aminosduren-Position deutet darauf
hin, dass hier ein Footprint des HLA-Typs B*15 vorliegt, also dieser Bereich vom
HLA B*15-Molekiil prasentiert und von T-Zell-Rezeptoren erkannt wird.
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4 Diskussion

4.1 Schlussfolgerungen
Wie am Anfang dieser Arbeit beschrieben, stellt das Hepatitis C-Virus auch knapp

zehn Jahre nach der Einfiihrung der hochwirksamen direkt antiviral wirkenden
Arzneimittel (DAA) ein globales gesundheitspolitisches Problem dar, weil
Reinfektionen moglich sind und die hohe genetische Variabilitit durch die
fehleranfillige RNA-Polymerase des Virus in vielen Fillen ein Immune Escape sowie
eine Chronifizierung der Infektion mit schwerwiegenden Spétfolgen fiir den Wirt
ermoglicht. Ebendiese hohe genetische Variabilitdt erschwert au8erdem bis heute die
Entwicklung einer wirksamen Impfung gegen HCV, die die effektivste Losung der
0.g. Probleme darstellen wiirde. Das Ziel dieser Arbeit war die Erstellung einer
Sequenzdatenbank mit Proben aus dem Anti-D-Ausbruch von 1978/79, um mit Hilfe
dieser Datenbank die Anpassung des Hepatitis C-Virus an seinen Wirt und die
zugrunde liegenden evolutiondren Mechanismen ndher zu untersuchen. Auflerdem
sollte die sogenannte Hypervariable Region 1 zwischen den Envelope-Proteinen 1
und 2 als das Hauptziel von Antikdrpern niher charakterisiert werden, da ein besseres
Verstdndnis, wie die Neutralisation der Hepatitis C-Viren durch Antikorper
funktioniert, notwendig ist. Zuletzt sollte der Einfluss von CD8+-T-Zellen auf die
Virusevolution in der Anti-D-Kohorte untersucht werden, um HLA-Footprints und
dariiber mogliche T-Zell-Epitope als Ziele der zelluldren Immunantwort auf HCV zu

ermitteln.

Die Anti-D-Kohorte ist fiir solche Analysen besonders gut geeignet, da sie auf einen
Single-Source-Outbreak zuriickgeht, sich alle Isolate aus der Kohorte also zu einer

einzigen Infektionsquelle zuriickverfolgen lassen.

Wir etablierten ein Nested PCR-Protokoll, mit dem sich das HCV-Genom von Core
bis NS2/3 in drei Abschnitten zuverldssig amplifizieren lieB. Es wurde ein neuer
Primer AntiD-917-F synthetisiert, mithilfe dessen die PCR I des mittleren Abschnitts
deutlich bessere Ergebnisse erbrachte. Auf eine zeitsparende enzymatische
Aufreinigung der PCR-Produkte  wurde aufgrund von  schlechteren

Sequenzierungsergebnissen verzichtet.
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Nachdem die Anti-D-Proben aus den Jahren 1978/79 bis 2009 abgeholt, sortiert und
ein Teil der Proben in addquate Behéltnisse umgefiillt wurde, zeigte sich, dass sich

die frithen Proben nicht mit den etablierten PCR-Protokollen vervielfaltigen lieen.

Um die Probenqualitét zu iiberpriifen, wurde versucht, 49 Proben von 19 Patientinnen
mit einer moglichst sensitiven PCR, der Core-PCR, zu amplifizieren. Dies war nur in
23 Fillen und ausschlieBlich bei Proben aus den 90er-Jahren moglich. Um zu
iiberpriifen, ob eine manuelle RNA-Extraktion unter Umstdnden bessere Ergebnisse
erzielen kann, wurde aus neun der Patientenseren RNA manuell extrahiert. Aus der
aus manuell extrahierter RNA synthetisierten cDNA lieen sich ebenso wenige
Proben mittels Core-PCR vervielfiltigen wie zuvor, worauthin von 23 der 49 Proben
die Viruslast bestimmt wurde. Dies war trotz vorheriger Behandlung der Proben
wegen zu starker Degradation und Verklumpung nur in 16 Fillen méglich. Die fiir
eine Viruslast-Bestimmung geeigneten Proben aus den Jahren zwischen 1979 und
1984 wiesen in der Héilfte der Félle Viruslasten von maximal 420 IU/ml auf, in der
anderen Halfte der Proben waren gar keine Viren mehr nachweisbar. Wihrend unter
den untersuchten Proben aus den Jahren zwischen 1992 und 1997 einige hohere
Viruslasten aufwiesen, fanden sich auch Proben mit Viruslasten, die unter 210 IU/ml

lagen oder nicht mehr nachweisbar waren.

Es wurde versucht, 18 der 23 Core-positiven Proben mittels der etablierten
Strukturprotein-PCRs zu vervielféltigen. Dies war nur bei drei Proben mdoglich, alle

drei Strukturprotein-PCRs waren bei keiner der Proben erfolgreich.

Die niedrigen oder nicht mehr nachweisbaren Viruslasten der frithen Proben sind
vermutlich den héufigeren Tau-Frost-Zyklen sowie der teils unsachgeméifen
Lagerung bei 4 °C oder -20 °C anstatt bei -80 °C geschuldet. Da die Proben aus den
90er-Jahren diesen duferen Einfliissen seltener und kiirzer ausgesetzt waren, sind in
den Proben aus diesen Jahren hohere Viruslasten nachweisbar als in den Proben aus

den Jahren des Ausbruchs und die Core-PCR vereinzelt erfolgreich.

Die im ersten Schritt etablierte Nested-PCR in drei Abschnitten scheint aber fiir den
GroBteil dieser Proben nicht sensitiv genug zu sein — mdglicherweise kdnnen in der
Zukunft mit neuen Aufreinigungsverfahren und Sequenziermethoden auch bei diesen

Proben noch Sequenzen gewonnen werden.
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4.2 Amplifikation und Analyse der ,,spaten“
Proben

Die ,,spiten“ Proben aus Follow-Up-Studien in den 2000er-Jahren lieBen sich
aufgrund der besseren Lagerungsbedingungen und besseren RNA-Qualitdt in den

meisten Féllen mit den etablierten Nested PCRs amplifizieren.

Zusammen mit 78 Sequenzen von NS3 bis NS5B (Ruhl et al.,, 2011) und 91
Sequenzen von Core bis NS2 (Lipskoch et al., 2014) aus vorherigen Arbeiten konnten
218 Sequenzen von 138 Patientinnen zusammengestellt werden, darunter
74 komplette Genome. In weiteren Arbeiten konnten zusétzliche Proben aufgereinigt
oder bereits aufgereinigte Proben, deren Abschnitte von NS3 bis NS5 noch nicht
vorliegen, mit den etablierten PCR-Protokollen fiir die Abschnitte NS3 bis NS5
vervielfdltigt und sequenziert werden, um so die Anzahl der verfiigbaren kompletten

Genome zu erhohen.

Aus den 74 kompletten Genomen konnte ein phylogenetischer Baum erstellt werden,
der die klare Distinktion der Anti-D-Kohorte von HCV-Referenzsequenzen sowie der
drei Clades untereinander verdeutlicht. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen
fritherer Publikationen (Ruhl et al., 2011), in welchen die drei Varianten, aus denen
sich die drei unterschiedlichen Clades entwickelten, in den Proben der ersten
Blutspenderin, also der Infektionsquelle des Ausbruchs, nachgewiesen werden
konnten. In der besagten Arbeit wurde mithilfe von 78 Sequenzen der Abschnitte von
NS3 bis NS5B festgestellt, dass sich jeweils nur eine der drei Varianten aus der
Infektionsquelle in den Patientinnen und Patienten des Ausbruchs durchgesetzt hat
und sich ihre Proben somit klar einem der drei Clades zuordnen lassen. In dieser
Arbeit, in der 74 komplette Genome zur Erstellung des phylogenetischen Baums
verwendet wurden, konnte bestitigt werden, dass sich die Anti-D-Sequenzen als
Sequenzen eines Single-Source-Outbreaks klar von den HCV-Referenzsequenzen

abgrenzen und sich in drei Clades aufteilen lassen.

In vorherigen Arbeiten (Lipskoch et al., 2014) wurde auBerdem anhand von
91 Anti-D-Sequenzen von Core bis NS2 untersucht, ob die Selektion einer der drei
Virusvarianten in jeder Patientin abhéngig von Polymorphismen der fiir den Entry
wichtigen Rezeptoren des Wirts sein konnte. Dabei konnte keine relevante
Korrelation zwischen den Rezeptor-Polymorphismen des Patienten und der

dominierenden Virusvariante hergestellt werden.
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In dieser Arbeit wurden die fiir den Entry vermutlich wichtige Hypervariable
Region 1 und die in der Anti-D-Kohorte besonders héufige Insertion zwischen E1 und

der HVR1 néher betrachtet.

In einer Arbeit, in der 25 Genotyp 1a- sowie 48 Genotyp 1b-Proben von spanischen
Patienten auf Insertionen an der besagten Stelle untersucht wurden, wiesen eine
Genotyp la-Probe (4 %) sowie fiinf Genotyp 1b-Proben (10,4 %) dort Insertionen auf
(Torres-Puente et al., 2007). Zuvor waren nur vereinzelte Insertionen an dieser Stelle
beschrieben (Abe et al., 1992; Kato et al., 1992; Aizaki et al., 1996), so auch zunéchst
in der Anti-D-Kohorte (Hohne et al., 1994) und interessanterweise auch in den Proben
einer Patientin, die sekundér iiber eine Bluttransfusion von einer der Patientinnen der
irischen Anti-D-Kohorte von 1977 infiziert wurde (Casino et al., 1999). In Gerotto et
al., 2001, wurden fiinf Proben mit Insertionen einer Aminosédure (und eine mit einer
Deletion) in einer Kohorte von 21 Genotyp 1b-positiven, an Typ 2-Kryoglobulindmie
erkrankten Patienten nachgewiesen und ein Zusammenhang mit der Erkrankung
vermutet, da in der Kontrollgruppe von 20 Patienten keine Insertion (oder Deletion)
auftrat. Die Autorinnen und ihre Co-Autoren vermuten eine Stimulation von B-Zellen
und dadurch deren Proliferation durch die exponierte Lage der verénderten Stelle des

E2-Proteins und deren Nédhe zur CD81-Bindungsstelle.

Im Rahmen der Literaturrecherche fanden wir iiber Insertionen in Isolaten anderer
Genotypen ebenfalls nur vereinzelte Berichte, so trat eine Insertion zum Beispiel in
einem von zehn Patienten bzw. in 30 von 834 Klonen in einer Genotyp 3a-Studie auf

(Moreau et al., 2008a).

Sowohl in Studien zu Genotyp 1b (Gerotto et al., 2001) als auch zu anderen
Genotypen (Moreau et al., 2008b) werden die Insertionen vor der HVR 1 ein ,,seltenes
Ereignis® genannt. Anders ist dies in der von uns untersuchten Anti-D-Kohorte, in der
80 % aller Isolate an der Stelle eine Insertion vorwiesen. Eine Erkldrung fiir diese
hohe Frequenz konnte sein, dass Viren mit Insertion bereits in der Infektionsquelle
vorhanden waren und dadurch viele Patientinnen mit insertionshaltigen Viren infiziert
wurden. Es konnte leider nicht entschliisselt werden, warum diese Insertion in dem

GroBteil der Patientinnen erhalten blieb und in anderen wieder verschwand.

Bei der quantitativen Untersuchung der charakteristischen Insertion vor der

Hypervariablen Region 1 zeigte sich, dass die Anzahl an inserierten Aminoséuren von
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Clade zu Clade unterschiedlich war, wobei sich Clade C von den anderen beiden
Clades im Hinblick auf die Héufigkeit der jeweiligen Langen der Insertion noch
einmal stdrker zu unterscheiden scheint. Der Grund fiir diese Unterschiede ist jedoch

weiterhin unklar.

Um zu untersuchen, ob zwischen den Clades Unterschiede in der Aminosduren-
Komposition der Hypervariablen Region 1 und der dortigen Anti-D-spezifischen
Insertion bestehen, oder ein Zusammenhang mit dem HLA-Typ des Wirts besteht,
wurde eine Hauptkomponenten-Analyse mit den Daten durchgefiihrt. In der
durchgefiihrten Principal Component Analysis zeigten sich keine deutlichen Trends,
die Proben aus Clade A und C scheinen sich aber in Bezug auf die an der Stelle
exprimierten Aminosiuren dhnlicher zu sein als die Proben aus Clade B. Wenn man
die Haufigkeit der Aminosduren an den Positionen der Insertion getrennt nach Clades
betrachtet, enthilt die Insertion in Clade A an jeder Position am héufigsten die
Aminosédure Glycin, wihrend dies in Clade C nur an der ersten und zweiten, nicht
aber der dritten, Stelle der Insertion der Fall ist. In Clade B ist an jeder Stelle der

Insertion eine andere Aminoséure die hdufigste.

Es ergaben sich keine signifikanten Auffdlligkeiten im Hinblick auf die Héiufigkeit
der Expression von polaren oder aromatischen Aminosduren, die Sequenzen aus
Clade A scheinen aber mehr polare und weniger kleine Aminoséduren zu enthalten als

diejenigen aus Clades B und C.

Signifikante Zusammenhinge zwischen der Hypervariablen Region1 der
sequenzierten Proben und den HLA-Typen der jeweiligen Patientinnen und Patienten
konnten nicht hergestellt werden. Gegebenenfalls wéren diese bei einer groferen
Anzahl an verfligbaren Genomen und zugehorigen HLA-Typen der Patientinnen und
Patienten feststellbar gewesen. In folgenden Arbeiten konnten die Sequenzen und
insbesondere die Hypervariable Region 1 auf weitere mogliche Korrelationen
zwischen dieser und Virus-spezifischen Faktoren wie der umliegenden Sequenz
sowie der Viruslast oder wirtsspezifischen Faktoren wie exprimierten

Entry-Rezeptoren untersucht werden.
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4.3 Aminosaure-Positionen unter Selektionsdruck
durch HLA Klasse-I-Molekule

Um den Einfluss von CD8+-T-Zellen auf die Virusevolution in der Anti-D-Kohorte
zu untersuchen, wurden 138 Virussequenzen von Core bis NS2, von deren Hosts die
HLA-Typen aus vorherigen Arbeiten bekannt waren (Ziegler et al., 2013) mittels
SeqFeatR auf einen moglichen Zusammenhang zwischen dem HLA-Typ und der
Sequenz untersucht. Potenzielle Epitope waren zuvor in der Arbeitsgruppe bereits in
NS3 bis NS5B (Ruhl et al., 2011) und vereinzelt auch in den Strukturproteinen (z. B.
das B*57-Epitop NTRPPLGNWF in E2; Lauer et al., 2004; Kuntzen et al., 2007;

Neumann-Haefelin et al., 2008) identifiziert worden.

In dieser Arbeit sollten virale Polymorphismen, die unter HLA Klasse-I-
Selektionsdruck stehen, systematisch in den Strukturproteinen gesucht werden. Dabei
wurden mit der SeqFeatR-Analyse 631 Aminosduren-Positionen gefunden, die
hdufiger bei bestimmten HLA-Typen mutiert waren. Nach einer Korrektur mittels
False Discovery Rate verblieben zehn Aminosdure-Positionen, die signifikant hdufig
Mutationen bei bestimmten HLA-Typen des Hosts aufwiesen. Diese Positionen
wurden mittels IEDB und MHC I Binding Prediction Tool weiter untersucht, um
potenziell an diesen Sequenzabschnitten liegende Epitope zu ermitteln. Zwei der vom
Tool vorhergesagten Epitope wurden bereits in fritheren Arbeiten beschrieben, drei
weitere wurden in der gleichen oder &dhnlichen Form beschrieben, aber im
Zusammenhang mit anderen HLA-Typen. Die restlichen vier moglichen Epitope sind
in der Datenbank, sofern {iberhaupt enthalten, nur in stark abgewandelter Form und

ohne assoziierten HLA-Typ zu finden, kdnnten also neue Epitope darstellen.

Das B*40-Epitop LEDRDRSEL (Epitop ID 35407) wurde in genau dieser Form
bereits in einigen Verdffentlichungen beschrieben, zuerst als potenzielles B*60-
Epitop (Wong et al., 2001 und Lauer et al., 2002). Das Epitop war in weiteren
Arbeiten in je einem HLA-B*40:01- und HLA-B*40:02-MHC Ligand-Assay positiv
(Burke et al., 2012) und in drei von sieben IFNg-Release- sowie einem von zwei

Cytotoxicity-T-Zell-Assays positiv.

Ein im Vergleich zum vorhergesagten B*57-Epitop NTRPPQGNWFGCTW kiirzeres
und um die mutierte Aminosdure abweichendes Epitop NTRPPLGNW (Epitop ID
142246) wurde bereits als mogliches B*57-Epitop mit Austausch der Aminosiure

Leucin durch Alanin, Arginin, Methionin oder, wie im vorhergesagten Epitop,
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Glutamin beschrieben. In der Publikation (Kim AY et al., 2011) wurde in einer
amerikanischen HCV-positiven Kohorte festgestellt, dass das Vorliegen von HLA-
B*57 mit einer besseren spontanen Clearance von HCV assoziiert ist. Da dieser
protektive Effekt in der Kohorte eines Single-Source-Outbreaks in Irland nicht besteht
(McKiernan et al., 2004), wurden die Sequenzen der Kohorten verglichen und
festgestellt, dass in der Kohorte dieser Arbeit bei HLA-B*57-Positiven héufiger
Sequenzvariationen, die mit der Immunogenitit interferieren, vorliegen. Das um eine
Aminosdure lingere Epitop NTRPPLGNWF (Epitop ID 46243) wurde in drei
fritheren Publikationen als potenzielles B*57-Epitop beschrieben (Lauer et al., 2004;
Kuntzen et al., 2007; Neumann-Haefelin et al., 2008).

Diese zwei vorbeschriebenen Epitope eines bestimmten HLA-Typs konnten also in
gleicher oder dhnlicher Form in dieser Arbeit bestétigt werden. Drei der anderen
potenziellen Epitope, das B*07-Epitop LPRRGPRLGV, das B*44-Epitop
YDHLTPLRDW und das B*57-Epitop MASCRPIDKFAQGW wurden in dhnlicher
Form als Epitope vorbeschrieben, allerdings nur im Zusammenhang mit anderen

HLA-Typen.

Das vorhergesagte B*07-Epitop LPRRGPRLGV (Epitop ID 38683) wurde bisher laut
[EDB-Datenbank im Hinblick auf eine Restriktion durch HLA-A*02 untersucht und
war in dem zugehdrigen MHC Ligand-Assay negativ (Schweitzer et al., 2000). In der
Publikation hatte ein Peptid von AS-Position 35 bis 44, also ??LPRRGPRL zuvor im
Flow Cytometric Assay eine Bindung an die meisten HLA-A*02-positiven Zellen
gezeigt. Das an diesen Positionen liegende Epitop YLLPRRGPRL (Epitop ID 74798)
wird in 54 Publikationen erwihnt (u.a. als HLA-A*02-Epitop in Neumann-Haefelin
et al., 2008), war in 21 von 22 HLA-A*02 MHC Ligand-Assays positiv und in 43 von
54 TFNg-Release- sowie 32 von 37 Cytotoxicity-T-Zell-Assays positiv. Des Weiteren
fielen je ein MHC Ligand-Assay mit HLA-A*24-, 26-, 31-, 33-Molekiilen sowie eines
mit HLA-E-Molekiil positiv, zwei mit HLA-A*68:02 und eines mit HLA-A*11:01
negativ aus. Auf eine Restriktion durch HLA-B*07 scheinen LPRRGPRLGV
beziehungsweise YLLPRRGPRL nicht untersucht worden zu sein.

Das vorhergesagte B*44-Epitop YDHLTPLRDW wird nicht in exakt dieser Form in
der IEDB-Datenbank aufgefiihrt. Das zwei Aminoséduren frither beginnende Epitop
TYVYDHLTPL (Epitop ID 67503) wurde zuvor auf eine Restriktion durch
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HLA-B*40 untersucht und fiel in vier von fliinf T-Zell-Assays positiv aus
(Hakamada et al., 2004).

Das exakte potenzielle B*57-Epitop MASCRPIDKFAQGW wird in der Datenbank
ebenfalls nicht gefiihrt. Die frither beginnende Sequenz ASGCSERMASCRPID
(Epitop ID 4414) war jedoch in einem von zwei HLA-A*02 MHC Ligand-Assays
sowie einem IL-2 Release T-Zell-Assay positiv ausgefallen (Sarobe et al., 2001

und 2006).

Die vier weiteren mogliche Epitope finden sich ebenfalls nur in deutlich
abgewandelter Form in der Datenbank wieder, wurden aber bisher mit keinem

bestimmten HLA-Typ assoziiert.

Die vom vorhergesagten A*25-Epitop HVTGHRMAW an der Position der mutierten
Aminosédure abweichenden und frither (CSIYPGHITGHRMAW (Epitop ID 7016),
Cox et al.,, 2005) oder spiter (ITGHRMAWDMMMNWS (Epitop ID 28911),
Meunier et al., 2008) in dem viralen Genom beginnenden Epitope werden ohne
assoziierten HLA-Typ aufgefiihrt. Das zuerst genannte Epitop war in zwei von zwei

IFNg-T-Zell-Assays positiv, letzteres in keinem von sechs IFNg-T-Zell-4ssays.

Das dem potenziellen B*15-Epitop AQGWGPITY é&hnliche, lingere Epitop
QFDQGWGPITYNESH (Epitop ID 50748, Sarobe et al., 2001 und 2006) war im
IL-2 Release T-Zell-Assay positiv ausgefallen, zeigte im HLA-A*02 MHC Ligand-

Assay aber keine Bindung.

Die vor dem vorhergesagten B*08-Epitop HAGLRDLAV beginnenden Epitope
HLTPLQDWAHAGLRD (Epitop ID 2153379) beziehungsweise
HLTPLRDWAHAGLRD (Epitop ID 2153380) sowie das das mogliche A*25-Epitop
TTSGFTSLF enthaltende Epitop STHVTGGAAGRTTSGFTSLFTPGPSQK (Epitop
ID 61657) wurden nur in B-Zell-4ssays untersucht.

Die potenziellen neuen Epitope konnten noch in Assays untersucht werden, um sie als
Epitope in vitro zu bestitigen oder zu widerlegen. Des Weiteren konnten die
Virussequenzen in anderen HCV-positiven Kohorten auf die Epitope hin untersucht
werden, um zu bestétigen, dass diese auch auBlerhalb der Anti-D-Kohorte durch
Selektionsdruck von CD8+-T-Zellen entstehen und somit Isolate-iibergreifend

relevant sind.
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Wie auch in anderen Arbeiten kann ein Bias zugunsten von hdufigen HLA-Typen
vorliegen. Dass die Mutationen auffallend haufig HLA-B-assoziiert sind, ist zuvor
schon in anderen Arbeiten mit Proben aus dem Anti-D-Ausbruch aufgefallen (Ruhl
et al., 2011); auch in dieser Arbeit waren unter den neun mutierten Aminosaure-
Positionen mit den besten p-Werten eine HLA-B*07-, eine B*08-, eine B*15-, eine
B*40-, eine B*44- und zwei B*57-assoziiert, demgegeniiber stehen nur zwei
HLA-A*25-assozierte Positionen. Die vergleichsweise hdufige HLA-B-Restriktion
konnte darauf hindeuten, dass HLA-B-restringierte CD8+-T-Zellen einen hoheren
Selektionsdruck auf HCV ausiiben als HLA-A-restringierte, was im Zusammenhang

mit HIV bereits vorbeschrieben wurde (Kiepiela et al., 2004).

Im Vergleich zu den Nicht-Strukturproteinen scheint es in den Strukturproteinen
etwas weniger hiufig Epitope zu geben, so konnten in vorherigen Arbeiten mit Proben
der Anti-D-Kohorte allein in der aus 631 Aminoséduren bestehenden NS3-Region acht
(Ruhl et al., 2011) sowie mindestens zwei weitere Epitope beschrieben werden
(Kuntzen et al., 2008), in der aus 747 Aminosduren bestehenden Strukturregion sind
nur sieben der neun in dieser Arbeit beschriebenen Epitope lokalisiert (eins in Core,

eins in E1, fiinf in E2).

Dies kann darauf hindeuten, dass die Strukturproteine unter einem geringeren
Selektionsdruck durch CD8+-T-Zellen stehen als die Nicht-Strukturproteine oder die
Mutationen in den Strukturproteinen von Hepatitis C-Viren weniger gut toleriert

werden, weil die Fitnesskosten von potenziellen Escape-Mutationen hier zu grof3 sind.

Damit konnten T-Zell-Impfungen, die auf Basis von Antigenen/Epitopen in den
Strukturproteinen entwickelt werden, einen Vorteil gegeniiber solchen, die auf Basis
von Nicht-Strukturprotein-Sequenzabschnitten entwickelt werden, bieten. Die letzte
vielversprechende Impfung, die in einem Phase-1- und Phase-2-Trial getestet wurde
und in diesem zwar HCV-spezifische T-Zell-Antworten produzieren und die HCV-
RNA-Level der Erkrankten reduzieren, aber keine chronischen HCV-Infektionen
verhindern konnte, waren zwei rekombinante Vakzine, die Nicht-Strukturproteine

enkodierten (Page et al., 2021).

In zukiinftigen Arbeiten konnten vielversprechende Epitope in den Strukturproteinen
in vitro sowie spdter in vivo getestet werden. Es sind auBBerdem weitere Analysen

beziiglich der Fitnesskosten von Mutationen in den Strukturproteinen notwendig.
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4.4 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit die Sequenzen der Strukturproteine von
weiteren 138 Proben von Patientinnen und Patienten der Anti-D-Kohorte generiert
und in einer Anti-D-Sequenzdatenbank zusammengefiihrt werden. Die
phylogenetische Analyse bestétigte die vorbeschriebene klare Abgrenzung der Anti-
D-Sequenzen von Genotyp 1b-Referenzsequenzen sowie die der drei Clades
untereinander. Die Analyse der Hypervariablen Region 1 zeigte komplexe
Selektionsmuster, die bis dato noch nicht entschliisselt werden konnten. Es konnten
631 Aminosédurepositionen unter Selektionsdruck ermittelt werden, von denen zehn
Positionen statistisch signifikant waren. An diesen Positionen konnten mit Hilfe eines
Tools der Immune Epitope Database neun mogliche Epitope vorhergesagt werden,

von denen vier potenziell neue T-Zell-Epitope darstellen.

Sollten in der Zukunft neue Methoden verfiigbar sein, die eine Gewinnung von
verwertbarem Material aus den degradierten Proben ermdglichen, konnten die
Sequenzen longitudinal analysiert werden. Bis dahin konnen in weiteren Arbeiten die
potenziellen Epitope bestitigt oder widerlegt und in anderen Isolaten gesucht werden.
Des Weiteren konnte die Sequenzdatenbank ausgebaut werden, um tiefergreifende
Analysen der Hypervariablen Region und die Entdeckung von weiteren potenziellen

Epitopen zu ermdglichen.
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Anhang

6 Anhang

Anhang 1: Insertionen und HVR1-Abschnitte aller untersuchten Proben

Consensus
Identity

1. ADOO1x_AG2:24...
2, ADO54A_AD1:29..,
3. AD05Bx_A24:36..
4, ADOBSA AZ46,
5. AD093x_A11:26.
E- AD|D2>LA02 00 5
TIx AT1:24..
B ADﬂTB A03:26...
9. AD217x_AQ
10. AD222x_AD3:

=

—H—wn

EM:HMHMm‘BWN I

Ll el

VVVVNNTTTVDTVUTT
Bori k] PN

E—naﬁmmumm—_mg

B
TN T
95589
v
iii
]
8
1%

Lnin
555

S‘K'_I
X 5.FST!PMT-' ms
WW’MFWS{WS}QAMFTSIFTFQ AQKIFQIEEENTNG SWI
# SA SMSWFTPGPERKMTWS
i P GAEKIQKIEQENEN T

107, AD131A_AQ
108, AD141A_AQ
109. AD168Bx_AD:
110. AD169A_AQ
111, AD178x A0
112, AD192X_AQ:
113, AD193%_AQ:
114, AD194x_AD

NG P SclK_I ’S ;
TRGPSQTIQEVNTNGS W
QAGAQQKTQEVMNTNG SWE
TSGPSQKIQIEVN
TSGP S QDIRHEBEN

_5
WA KNVIETVMINE F AGVWDGN, KSPITmSmeSS‘SSIFT
WAKVIETVMIEEF AGWDGSA S sm—-_s-nm— FAAMF 5SS
WAKNVIFIVIMIEF AG¥DGGGRAGTHYV TGGTESQS T l_ FS ﬂ_! r
| AGWDGQAS SMTOVMGGTQAHSIS SFTSWF TAGP NQKIFQENENTNG S W
/ QGTHVMGGATARQAQGETSEF ¥RGP AQSTEQIEYNTNGS
TRTHGGSQAH TIEGGETAMFNTGP SQKIEQIENVNTNG S Wi
W#_F_S PPRGTRAMGGANMANGARRETGEFASGP SQTIQEVUNTNGS

138, AD395%_AD3:...
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Anhang

Anhang 2: Sequenzlogos der Insertionen und Haufigkeiten in Prozent

100% (S
90% - A
80%
70%
L]
60%
50% g
40% -
30%
20%
10%
T T
1 2 3 4 5 6 F | 8 9
2 3 4 5 € 7 8 g 10
a 0,00 1,50 5,26 17,29 3,01 3,01 €,02 0,75 0,75
C 0,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G 0,00 7,74 11,28 15,04 7,52 4,51 37,59 0,00 0,00
T 0,00 0,00 5, 2¢€ 4,51 3,76 1,50 7,52 93,25 €,77
R 0,00 0,00 5,26 4,51 0,75 1,50 1,50 0,00 30,08
¥ 0,00 0,00 2,26 2,26 3,01 0,00 1,50 0,00 €,02
M 0,00 0,00 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,00 0,75
K 0,00 0,00 1,50 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,75
S 0,00 0,00 21,80 9,02 18,80 €,77 10,53 0,00 2,26
W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D 100,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,75 €,02 0,00 0,00
H 0,00 0,00 €,77 1,50 2,26 0,00 5,26 0,00 36,09
v 0,00 0,00 4,51 3,01 3,01 0,75 0,00 0,00 0,75
N 0,00 0,00 3,01 0,00 0,00 0,00 15,79 0,00 3,01
I

Sequenzlogo und Haufigkeiten der inserierten Aminosauren in Prozent (alle Proben)
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Anhang

o 0 G
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
o .S
30% - v
20%
N N
T 1

1 - 3

2 | 4 5 € 7 10
a 0,00 0,93 6,54 21,50 3,74 3,74 5,61 0,93 0,93
c 0,00 0,00 0,00 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G 0,00 98,13 14,02 18,69 9,35 5,61 44,86 0,00 0,00
T 0,00 0,00 €,54 5, €1 4,67 1,87 . &1 99,07 €,54
R 0,00 0,00 €,54 5,61 0,93 1,87 1,87 0,00 33,64
Y 0,00 0,00 2,80 2,80 3,74 0,00 1,87 0,00 B, 61
M 0,00 0,00 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,00 0,93
K 0,00 0,00 1,87 0,00 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00
s 0,00 0,00 27,10 11,21 23,36 8,41 €,54 0,00 2,80
W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D 100,00 0,00 0,93 0,00 0,00 0,93 €,54 0,00 0,00
H 0,00 0,00 8,41 1,87 2,80 0,00 3,74 0,00 35,51
v 0,00 0,00 5,62 3,74 3,74 0,93 0,00 0,00 0,93
N 0,00 0,00 3,74 0,00 0,00 0,00 15,89 0,00 1,87

Sequenzlogo und Haufigkeiten der inserierten Aminosauren in Prozent

(Proben mit Insertion)
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100%
90% -
80%
70%
60%
50% -
40% A
30%
20% A
10% -
2 3 4 5 3 ] E 5 10
A 0,00 3,45 3,45 17,24 3,45 13,79 0,00 0,00 3,45
c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G 0,00 93,10 €,90 20,69 27,59 17,24 58,62 0,00 0,00
T 0,00 0,00 3,45 €,90 0,00 0,00 0,00 100,00 3,45
R 0,00 0,00 3,45 3,45 0,00 0,00 0,00 0,00 31,03
Y 0,00 0,00 3,45 0,00 €,90 0,00 0,00 0,00 3,45
M 0,00 0,00 0,00 3,45 0,00 3,45 3,45 0,00 0,00
K 0,00 0,00 3,45 0,00 3,45 0,00 0,00 0,00 0,00
s 0,00 0,00 10,34 3,45 €,90 3,45 0,00 0,00 0,00
W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,45 €,90 0,00 0,00
H 0,00 0,00 17,24 0,00 3,45 0,00 10,34 0,00 27,59
v 0,00 0,00 €,90 3,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
N 0,00 0,00 €,50 0,00 0,00 0,00 17,24 0,00 3,45

Sequenzlogo und Haufigkeiten der inserierten Aminosauren in Prozent (Clade A)
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100%

30% -

30% -

70% -

30% -

50% -

$0%

30% -

20% -

10% -

. 3 - 5 6 7 8 9

2 3 4 5 € 7 8 3 10
0,00 0,00 2,38 38,10 0,00 0,00 9,52 2,38 0,00
0,00 0,00 0,00 2,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 100,00 4,76 5,52 0,00 2,38 2,38 0,00 0,00
0,00 0,00 4,76 7,14 2,38 4,7¢ 4,7€ 97,62 7,14
0,00 0,00 7,14 7,14 2,38 4,7¢ 2,38 0,00 33,33
0,00 0,00 2,38 0,00 4,7¢ 0,00 0,00 0,00 4,7¢
0,00 0,00 2,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,38
0,00 0,00 45,24 7,14 38,10 19,05 2,38 0,00 4,7¢
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,14 0,00 0,00
0,00 0,00 2,38 2,38 4,7€ 0,00 2,38 0,00 35,71
0,00 0,00 4,76 0,00 4,7¢ 2,38 0,00 0,00 2,38
0,00 0,00 4,7€ 0,00 0,00 0,00 14,29 0,00 2,38

ZIMODODEUURIKODAQOPM

Sequenzlogo und Haufigkeiten der inserierten Aminosauren in Prozent (Clade B)
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100%

80% -

80%

70% -

60% -

50% -

40%

30% -

.

Anhang

20%
10%
T T
5 6 7 8 9
2 3 4 5 5 g 8 3 10

A 0,00 1,61 8,06 3,23 4,84 0,00 €,45 0,00 0,00
c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G 0,00 98,39 17,74 16,13 3,23 0,00 17,74 0,00 0,00
T 0,00 0,00 €,45 1,61 €,45 0,00 12,50 100,00 8,06
R 0,00 0,00 4,84 3,23 0,00 0,00 1,61 0,00 27,42
Y 0,00 0,00 1,61 4,84 0,00 0,00 3,23 0,00 8,0€
M 0,00 0,00 0,00 0,00 1,61 0,00 0,00 0,00 1,61
K 0,00 0,00 1,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
s 0,00 0,00 11,29 12,%0 11,29 0,00 20,97 0,00 1,61
W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D 100,00 0,00 1,€1 0,00 0,00 0,00 4,84 0,00 0,00
H 0,00 0,00 4,84 1,€1 0,00 0,00 4,84 0,00 40,32
v 0,00 0,00 3,23 4,84 3,23 0,00 0,00 0,00 0,00
N 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1€,13 0,00 3,23

Sequenzlogo und Haufigkeiten der inserierten Aminosauren in Prozent (Clade C)
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