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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Eisen ist fur den Menschen ein essentielles Spurenelement. Eine Stdrung in der
Eisen-Homoostase hat somit weitreichende Konsequenzen. Erhohte Eisenindices
finden sich haufig bei der chronischen Hepatitis C Infektion und korrelieren mit einem
schlechteren Ansprechen auf die antivirale Therapie mit Interferon. Der Zustand der
Zellhydration ist ein weiterer Parameter fur Veranderungen der viralen Replikation.
So wird z.B. bei Polio—-, Sindbis— und Hepatitis B Viren die Replikation bei
Hydrationszunahme vermindert und bei Hydrationsabnahme verstarkt.

In der vorliegenden Arbeit wurde im in vitro Modell des subgenomischen HCV-
Replikons der Einflu von Eisen sowie von Anisoosmolaritat auf die Replikation des
Hepatitis C Virus untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dal® bei Eisenlberladung in vitro die HCV-Replikation
signifikant vermindert ist. Dieser Effekt wird durch Einsatz von Eisenchelatoren
wieder aufgehoben. Durch Untersuchungen mit verschiedenen Osmolyten wurde
nachgewiesen, dal® im subgenomischen Replikon Modell die HCV-Replikation
osmosensitiv ist. Dabei flhrte eine hyperosmotisch induzierte Dehydration zu einer
signifikanten Verstarkung und Hypoosmolaritat zu einer signifikanten Reduktion der
viralen Replikation.

Erganzend wurde der EinfluR von Eisenuberladung bzw. Anisoosmolaritat auf
Gen- und Proteinexpression untersucht. Die Analyse der differentiellen
Genexpression erfolgte uber einen Leber-spezifischen cDNA Array fur uber 1500
humane Gentranskripte. Die differentielle Proteinexpression wurde mittels 2D-DIGE
plus gekoppelter HPLC und ESI-Qq-TOF Massenspektrometrie verfolgt. Bei
Eisenuberladung wurden 63 mRNAs induziert und 136 mRNAs reprimiert. Neun
differentiell regulierte Proteinspots fuhrten zur Identifizierung von sechs nicht-
redundanten Proteinen. In Folge von Anisotonizitat waren 62 mRNAs nur unter
hypoosmotischen, 218 mRNAs nur bei hyperosmotischen und 64 mRNAs allgemein
bei anisoosmotischen Bedingungen reguliert. Bei Hydrationsanderung zeigten 45
Proteinspots eine differentielle Regulation. Von diesen konnten 33 Proteine
identifiziert werden, davon vier bei Hypoosmolaritat und 29 bei Hyperosmolaritat.

Insgesamt konnten 19 nicht-redundante Proteine ermittelt werden.



Summary

1 Summary

Iron is an essential nutrient for humans and dysregulation of iron homoeostasis has
extensive consequences. Elevated iron indices are frequently found in chronic
Hepatits C Virus infection and correlate with impaired responsiveness to antiviral
therapy with interferons. The cellular hydration state is another parameter for
alterations of viral replication, as already described for the Polio, Sindbis and
Hepatitis B Virus. Replication of these viruses is reduced upon increased hydration
and elevated upon dehydration.

The aim of the present study was to determine the influence of iron and of
anisoosmolarity on viral replication using the in vitro model of the subgenomic HCV
replicon.

The present results show that HCV replication in vitro is significantly decreased
upon iron loading. Application of iron chelators effectively counteracts this influence.
Furthermore the application of different osmolytes showed that in the subgenomic
replicon system HCV replication is osmo-sensitive. Hyperosmotically mediated
dehydration resulted in a significant increase and hypoosmolarity in a significant
decrease of viral replication.

Subsequently, effects of iron loading and of anisoosmolarity respectively on
differential gene and protein expression were studied. Gene expression analysis was
performed via a liver-specific cDNA array comprising more than 1500 human
transcripts. Analysis of differential protein expression was conducted via 2D-DIGE
plus coupled HPLC and ESI-Qg-TOF mass spectrometry. As a result of iron loading
expression was induced for 63 mRNAs and reduced for 136 mRNAs. In addition nine
differentially expressed protein spots led to the identification of six non-redundant
proteins. In consequence of anisotonicity 62 mRNAs were regulated due to
hypoosmotic, 218 mMRNAs due to hyperosmotic and 64 mRNAs due to anisoosmotic
conditions in general. Moreover hydration changes revealed 45 differential protein
spots. Thirtythree thereof could be assigned to known proteins, four of those upon
hypoosmolarity and 29 upon hyperosmolarity. Overall 19 non-redundant proteins

were identified.



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Hepatitis C und das Hepatitis C Virus

2.1.1 Definition und Epidemiologie

Hepatitis C ist eine Erkrankung, die durch eine virale Infektion der Leber entsteht.
Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde 1989 als Erreger der sog. Non-A-/Non-B-
Hepatitis identifiziert [1]. Einziger naturlicher Wirt des HCV ist der Mensch [2]. Nach
Angaben der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) gab
es im Jahr 2000 weltweit etwa 170 Mio. chronisch HCV infizierte Menschen, was
etwa 3% der Weltbevolkerung entspricht. Jahrlich kommt es zu etwa 3 bis 4 Mio.
Neuinfektionen (http://www.who.int/). Eine Darstellung der weltweiten relativen
Haufigkeit von Hepatitis C zeigt Abb. 2.1.

W Very High
B Hioh A
Intermediate ’
Low
No Data Hepatitis C prevalence, 1999

Abb. 2.1: Weltweite Pravalenz der Hepatitis C (1999) (Quelle: http://www.who.int/)

Im Gegensatz zur Hepatitis B mit insgesamt tUber 400 Mio. chronisch infizierten,
wovon der uberwiegende Teil in den Endemiegebieten in Studost-Asien, China und
Afrika lebt [3, 4], ist Hepatitis C auch ein Problem der sog. Industrielander [5, 6].
Nach Information des Robert Koch Instituts (RKI) geht man nach Schatzungen von 3
bis 5 Mio. Virentragern in Europa aus. In Deutschland sind zwischen 400.000 und
500.000 Menschen chronisch mit HCV infiziert (http://www.rki.de/). Diese Daten

zeigen, dald Hepatitis C ein globales gesundheitspolitisches Problem ist.
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2.1.2 Erkrankung und Therapie

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus erfolgt parenteral durch direkten Kontakt mit
infiziertem Blut [7]. Etwa 20% aller akuten Hepatiden entstehen auf Grundlage einer
Infektion mit HCV [8]. Nur ein geringer Anteil der HCV-Infektionen heilt selbststandig
aus, bei 60% bis 85% der HCV-infizierten Patienten entwickelt sich eine chronische
Infektion [9]. Eine Progression zur Leberzirrhose findet, Uber eine fortschreitende
Fibrosierung der Leber, bei etwa 10% bis 20% der chronisch infizierten Patienten
statt. Bei etwa 1% bis 5% dieser Patienten entsteht im Verlauf der nachfolgenden 20

bis 30 Jahre ein hepatozellulares Karzinom (HCC) (http://www.who.int/).

Der klinische Nachweis des Vorliegens einer HCV-Infektion erfolgt durch den
Nachweis von HCV-RNA, sowie von Anti-HCV Antikérpern im Blut [9]. Das
leberspezifische Enzym Alanin-Aminotransferase (ALT) wird bei einer Schadigung
der Leber in erhéhtem Mal im Blut gemessen [10]. Die Beobachtung und
Gegenuberstellung dieser Parameter dient der Diagnose und Therapiekontrolle. Die

typischen Verlaufe einer Infektion mit dem HCV zeigt Abb. 2.2 [11].
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Abb. 2.2: Infektionsverldufe nach einer HCV-Infektion (a) Verlauf einer akuten, ausheilenden Infektion.
Binnen 2 Wochen ist im Serum HCV-RNA (rote o) nachweisbar, nach 2 bis 8 Wochen kommt es zu einem
Anstieg von ALT (blaue m) im Serum.Wahrend der HCV-RNA-Spiegel sinkt und die Symptome nachlassen,
normalisieren sich die ALT-Werte und HCV-Antikérper kénnen nachgewiesen werden. (b) Verlauf einer
akuten Infektion, die chronisch wird. Der HCV-RNA-Spiegel und die ALT-Werte fluktuieren wahrend die
Infektion fortbesteht. (Graphik aus [11])

Die Ausbildung einer Leberschadigung als Folge einer HCV-Infektion ist eher eine
Konsequenz der zellularen Immunantwort als der direkten zytopathogenen Wirkung
des HCV [12, 13].

Die gegenwartige Standardtherapie chronischer Hepatitis C Patienten ist die

Kombination von pegyliertem Interferon-a (IFNa) und Ribavirin [14, 15]. Durch IFNa
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werden antivirale Schutzmechanismen der Zelle aktiviert, wie die Bildung der
Proteinkinase R (PKR), welche z. B. den Translationsinitiationsfaktor elF-2a inhibiert.
Das Nukleosidanalogon Ribavirin verhindert die RNA-Replikation (Abb. 2.3) [16]. Die
Effektivitdt der Therapie betragt ca. 80% bei Patienten mit HCV-Genotyp 2 oder 3
und ca. 50% bei denen mit HCV-Genotyp 1 (s. 2.1.3.2). Circa 70%—80% der
chronischen HCV-Infektionen in den USA und Uber 60% in Europa und Asien werden
vom Genotyp 1 verursacht [17].

0
N
HO </ / NH,
o_ N-N
HO  OH

Abb. 2.3: Ribavirin, ein Nukleosidanalogon zur Kombinationstherapie der Hepatitis C

2.1.3 Molekularbiologie des Hepatitis C Virus

2.1.3.1 Taxonomie und Struktur des Hepatitis C Virus

Zur Familie der Flaviviridae gehorend bildet das Hepatitis C Virus darin den eigenen
Genus Hepacivirus. Andere Erreger aus dieser Familie verursachen z.B. das
Gelbfieber, Dengue-Fieber, die Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME) und das
West-Nil-Fieber [18]. Die Virenpartikel sind im Durchmesser ca. 70 nm grof3 und
haben einen geometrisch geformten, von einer Huille umgebenen Kern, der eine
plus-orientierte RNA umschlief3t [19].

2.1.3.2 Heterogenitét des Hepatitis C Virus

Es sind mind. 6 unterschiedliche genetische Variationen (sog. Genotypen) bekannt,
die sich untereinander in 30% bis 50% ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden.
Innerhalb der Genotypen unterscheidet man weiter mehr als 50 Subtypen, die
wiederum 10% bis 30% Sequenzverschiedenheiten haben. Zwischen 1% und 5%
variiert die Nukleotidsequenz der sog. Quasispezies innerhalb der HCV-Partikel
eines Patienten [12, 20-22].
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2.1.3.3 Genomische Organisation des Hepatitis C Virus

Das plus-orientierte RNA-Genom (s. 2.1.3.1) des HCV hat eine Lange von ca. 9600
Nukleotiden. Es hat ein einziges, langes offenes Leseraster (open reading frame,
ORF), das ein Polyprotein kodiert, welches proteolytisch in mind. 10 funktionelle
Proteine gespalten wird (Abb. 2.4).

Viral (+) strand genome

5'NTR INTR

IRES
Translation

—— Structural s Mon-structural proteins i

lPruceaslng

O & I 37 § ) S35

©r CRE (48] 5A

< Hyperphosphorylation

[} signal peptide peptidase ) Signal peptidase ) NS2/3 proteinase [} NS3/4A proteinase

Molecular Virclogy University of Heidefbeng

Abb. 2.4: HCV — Genom, Translation und Prozessierung; das virale Genom hat einen durchgehenden
offenen Leseraster, der von nicht-translatierten Bereichen flankiert wird. Das nach der Translation gebildete,
ca. 3000 Aminosauren grofe Polyprotein wird anschlieBend durch wirtseigene, sowie virale Proteasen in
mind. 10 funktionelle Proteine gespalten. (Quelle: http://www.molecular-virology.uni-hd.de/)

Die Translation des HCV ORF wird uber die ca. 340 Nukleotide umfassende $' nicht-
translatierte Region (NTR), die als interne Ribosomen Eintrittsstelle (IRES) dient,
eingeleitet. Sie ermdglicht so die direkte Bindung des Ribosoms in unmittelbarer
Nahe des Start-Codons. Die ca. 40 Nukleotide am Anfang des RNA-Genoms werden
zwar nicht fir die Translation, aber basierend auf Analogien mit anderen plus-
orientierten RNA Viren wahrscheinlich fur die Replikation benétigt. Die 3' NTR hat
eine dreigeteilte Struktur, bestehend aus einer variablen Sequenz, die auf das Stop-
Codon des ORF folgt, einem poly(U)-Abschnitt mit heterogener Lange und einer
hoch-konservierten Sequenz von 98 Nukleotiden, die essentiell fir die Replikation in

vivo ist [19].
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Das HCV-Polyprotein hat einen modularen Aufbau, bei dem die Strukturproteine im
vorderen Drittel am Aminoterminus lokalisiert sind und die nicht-Strukturproteine, die
fur die Replikation unverzichtbar sind, den Ubrigen Bereich ausmachen (Abb. 2.4).
Strukturproteine sind das basische Core Protein (~23 kDa), der Hauptbestandteil des
Nukleocapsids, sowie die Hullproteine E1 (~35 kDa) und E2 (~72 kDa). Dies sind
stark glykosilierte Typ | Membranproteine, die Heterodimer-Komplexe bilden [19].
Durch eine Leserasterverschiebung (frame shift) im Bereich der Gensequenz fur das
Core Protein kann das sog. F-Protein gebildet werden, dessen Rolle bei der HCV-
Amplifikation unklar ist. Die genaue Funktion des stark hydrophoben Proteins p7
(~7 kDa) ist bislang nicht geklart. Es scheint sich dabei allerdings um ein Viroporin zu
handeln, welches die Membranpermeabilitat erhohen konnte. Deshalb wird vermutet,

dald es eine Funktion in der Phase der Virusassemblierung hat [23, 24].

Die meisten der nicht-strukturellen (NS) Proteine werden fir die Replikation der
viralen RNA bendtigt. NS2 (~23 kDA) ist eine Metalloprotease, die zusammen mit der
amino-terminalen Domane von NS3 die NS2-3 Protease bildet, welche die Spaltung
bei NS2/3 katalysiert. Das NS3 Protein (~70 kDa) ist bifunktional, der etwa 180 AS
umfassende, amino-terminale Bereich fungiert als Protease, welche die Spaltung bei
NS3/4A, NS4A/B, NS4B/5A und NS5A/B vornimmt. Der carboxy-terminale Bereich
hat eine NTPase/Helikase-Funktion, die fur die Translation und Replikation des HCV-
Genoms essentiell ist. NS4A (~8 kDa) ist ein essentieller Co-Faktor der NS3
Protease, die Funktion des hydrophoben NS4B Proteins (~27 kDa) hingegen ist
unbekannt. NS5A (~49 kDa), das von einer noch nicht identifizierten, zellularen
Kinase hyperphosphoryliert wird, hat vermutlich eine Rolle bei der Regulation der
RNA-Replikation. Desweiteren scheint es an der Ausbildung der Resistenz der
infizierten Zelle gegenuber IFN beteiligt zu sein. NS5B (~68 kDa) ist eine
RNA-abhangige RNA-Polymerase (RNA-dependant RNA-polymerase, RdRp) [19].

2.1.3.4 Der Lebenszyklus des Hepatitis C Virus

Die in den letzten Jahren verfugbar gewordenen Zellkultursysteme (s. 2.1.4) haben in
hohem Male dazu beigetragen, dal} der Lebenszyklus des HCV eingehend erforscht
werden konnte. Doch trotz der Entwicklung von gentechnisch manipulierten viralen
Genomen, die selbststandig hohe Amplifikationsraten erzielen (Replikon System,

s. 2.1.4) und der Etablierung eines Systems, welches rekombinante, infektiose HCV-
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Partikel erzeugt bleibt das Modell in Teilen unvollstandig [25]. Eine Ubersicht des
derzeitigen Verstandnisses des HCV-Lebenszyklus stellt Abb. 2.5 dar.
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Abb. 2.5: Der Lebenszyklus des Hepatitis C Virus; das Virion bindet an spezifische Oberflachenrezeptoren
der Zelle und wird endozytotisch internalisiert. Nach der Verschmelzung von Vesikelmembran und Virushiille
erfolgt die Freisetzung des viralen Genoms. Nach Translation der Virenproteine kommt es zur Ausbildung
eines Replikationskomplexes in Form des sog. membrandsen Netzes an speziellen Membranstrukturen des
ER. Die Assemblierung, Reifung und Freisetzung neuer Virionen erfolgt via Golgi-Apparat auf konstitutivem
sekretorischen Weg. (Quelle: Tibotec Pharmaceuticals Ltd.; http://www.tibotec.com/)

Primare Wirtszellen sind Hepatozyten, aber die Replikation von HCV ist auch schon
fur mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs), sowie fir B- und
T-Zelllinien beschrieben worden [26]. Die Bindung des Virenpartikels erfolgt durch
Interaktion mit Rezeptoren auf der Zelloberflache. Die Virushulle besteht aus einer
Lipid-Doppelschicht, die sich von der Wirtszelle ableitet und in der die viralen
Hullproteine verankert sind. Die Hille ist aulRerdem mit Low Density Lipoproteinen
(LDL) assoziiert [27]. Fur die frUhe Phase der Bindung des Viruspartikels an die
Zielzelle konnte eine Interaktion mit dem LDL-Rezeptor nachgewiesen werden [28].
Weitere Oberflachenrezeptoren sind CD81, ein Protein aus der Tetraspanin-Familie,
das an Signalvermittlungsprozessen beteiligt ist und der Scavenger-Rezeptor Klasse
B Typ | (SCARB1) [29]. Fur das Tight Junction Protein Claudin-1 konnte ebenfalls
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nachgewiesen werden, dal} es bei der Virusbindung eine essentielle Funktion hat
[30]. Die endozytotische Internalisierung des Viruspartikels erfolgt Clathrin-abhangig
[31]. Nach der Verschmelzung von Vesikelmembran und Virushille wird aus dem
Capsid das HCV-Genom freigesetzt. Die Synthese des Polyproteins wird durch das
IRES-Element im 5’-NTR (s. 2.1.3.3) initiiert. Nach dessen proteolytischer Spaltung
in die einzelnen Proteine kommt es zur Ausbildung spezifischer Membranstrukturen,
dem sog. membrandsen Netz bzw. den Lipid Rafts. In dieser Membranmikrodoméane
bildet sich der Replikationskomplex aus, in dem vom (+)-Strang ein (-)-Strang kopiert
wird, der dann als Matrize die Synthese neuer (+)-Strang-RNAs ermdglicht. Diese
dienen entweder zur Erzeugung weiterer (-)-Strange, zur Translation oder sie werden
in neue Viruspartikel eingehullt. Assemblierung, Reifung und Freisetzung neuer

Virionen erfolgt wahrscheinlich Uber den konstitutiven Sekretionsweg [26].

Fir die gut untersuchten Abschnitte des HCV-Lebenzyklus ist bereits bekannt, daf}
eine Reihe von Wirtszell-Faktoren mit der viralen RNA und den viralen Proteinen
interagieren und auch fur die Replikation erforderlich sind [32-34]. Die vorliegenden
Informationen werden bereits genutzt um neue Pharmazeutika zu entwickeln, die in

verschiedenen klinischen Studien erprobt werden [17].

2.1.4 Modellsysteme des HCV fiir die Zellkultur

Mit der Einfihrung des Replikon Systems [35] steht seit mehreren Jahren ein Modell
zur Verfligung, mit dem in Zellkultur Untersuchungen zur Molekularbiologie des HCV
moglich wurden. HCV-Replikons waren zunachst teilweise deletierte HCV-Genome,
die zu autonomer Replikation befahigt waren. Die Struktur des bicistronischen,
subgenomischen Replikons 1377/NS3-3’ (NCBI Accession Nr. AJ242652) ist in Abb.
2.6 gezeigt [36]. Das Replikon I377/NS3-3’ ist vom Genotyp 1b abgeleitet und wurde
in dieser Arbeit verwendet. Es beherbergt die minimale autonom replizierende HCV-
RNA.
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Abb. 2.6: Struktur des minimalen HCV-Replikons; das HCV-Genom ist teilweise deletiert, als
Selektionsmarker ist das Neomycinresistenzgen eingefiigt, dessen Expression unter Kontrolle der HCV IRES
steht. Die Expression der Gene NS3 bis NS5B steht unter Kontrolle der EMCV IRES [36].

Beim Replikon 1377/NS3-3’ sind nach der 5' nicht-translatierten Region (s. 2.1.3.3) die
Strukturgene, sowie die Gene fur die p7 und NS2 Proteine deletiert und als
Selektionsmarker das Neomycinresistenzgen eingefligt worden. Die 5° NTR und die
Nukleotide 342-377 des Core-Gens bilden die HCV IRES. Die IRES des
Enzephalomyocarditis Virus (EMCV) schliel3t an das neo-Gen an und ermoglicht die
Translation der nicht-Strukturproteine NS3-NS5B [37]. Nach Transfektion dieser
synthetischen RNA in die humane Hepatom-Zelllinie Huh-7 [38] und G418-Selektion
konnten Zelllinien generiert werden, in denen die HCV-RNA autonom repliziert [39].
Die Zelllinie, die aus der stabilen Transfektion von Huh-7 mit dem Replikon
I377/NS3-3’ hervorgegangen ist, tragt nach dem selektierten Zellklon die Bezeichnung
Huh9-13 [40].

Die Markierung in Abb. 2.6 zeigt die Position einer Mutation im NS5B-Gen. Die
urspruinglich aus dem HCV-Genom generierten Replikons zeigten in Zellkultur nur
niedrige Replikationsraten. Im Fall des Replikons 1377/NS3-3’ ist die Mutation das
Ergebnis eines evolutionaren Prozesses der wahrend der Etablierung des Zellklons
9-13 stattfand [36]. Durch die Mutationen des Wildtyp-Genoms erhdéhen sich die
Replikationsraten bis um das 500-fache. Diese sog. Zellkultur-adaptiven Mutationen,
die in fast allen nicht-Struktur Proteinen auftreten, nicht aber in den 5’- und 3’-NTRs,
werden z. T. auch kunstlich erzeugt [37,41,42]. Inzwischen wurden auch
Volllangen-Replikons erzeugt, die es erlauben, alle Abschnitte des HCV-

Lebenszyklus zu erforschen [43-45].
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2.2 Eisenstoffwechsel

2.2.1 Stoffwechsel nicht Him-gebundenen Eisens

Etwa 4 g Eisen sind durchschnittlich im Korper eines gesunden Erwachsenen
gespeichert. Davon sind ca. 70% in Ham-Verbindungen (Hamoglobin, Myoglobin),
20% in Form von Speichereisen (Ferritin, Hdmosiderin) und 10% an andere, Eisen-

haltige Proteine (meist Enzyme) gebunden.

Taglich wird mit 1 bis 2 mg so viel Eisen wieder absorbiert, wie auch ausgeschieden
wird. Wahrend Ham-gebundenes Eisen zweiwertig ist (Fe?*) ist Nahrungseisen vor
allem dreiwertig (Fe**) und muR zur Resorption in zweiwertiges Eisen uberfiihrt
werden. Nach der Aufnahme kann Eisen zum einen in Ferritin, einem 12 nm grolen,
450 kDa schweren Polyprotein, das ca. 4500 Eisenionen umschlieBen kann,
gespeichert werden. Andernfalls wird es Uber Ferroportin (SLC40A1), den bislang
einzigen bekannten Exporter flr Eisen, in den Stoffwechselkreislauf eingeschleust.
Wieder in die dreiwertige Transportform Uberflhrt liegt das Eisen nicht frei vor,
sondern an Transferrin (Tf) gebunden. Jeweils zwei Fe*" lonen gelangen so an
Transferrin gebunden zu den Organen, in der Hauptsache dem Knochenmark und
der Leber. Die Aufnahme erfolgt Uber den Transferrinrezeptor (TfR), wobei
Leberzellen neben dem ubiquitdren TfR1 auch spezifisch den TfR2 aufweisen [46-
48]. Einen Uberblick Uber den Stoffwechsel des nicht Him-gebundenen Eisens gibt
Abb. 2.7.

Zur Diagnostik einer evtl. vorliegenden Stérung im Eisenstoffwechsel werden als
Eisen-Laborparameter die Serumferritinspiegel, die Transferrinsattigung und die freie,
sowie die totale Eisenbindungskapazitat bestimmt [49]. Inwieweit die Eisenwerte im
Blut direkt mit der Lebereisenkonzentration korrelieren ist noch Gegenstand von
Untersuchungen [50-52].
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Abb. 2.7: Eisenstoffwechsel im Korper; Darstellung des Stoffwechsels nicht Ham-gebundenen
Nahrungseisens. Verandert nach [46].

Abklirzungen: Caeruloplasmin  (Cp); ,duodenal cytochrome b (Dcytb); ,divalent metal iron
transporter 1“ (DMT1); Eisen (Fe) (zweiwertig:e, dreiwertig: A); Ferroportin (SLC40A1); Hephaestin (Hp);
Genprodukt des Hamochromatose-Gens (HFE); ,iron regulatory protein“ (IRP); Nukleus (N); Transferrin (Tf);
Transferrinrezeptor (TfR)

2.2.2 Erhalt und Storung der Eisenhomoostase

Etwa 40% des im Korper vorhandenen Eisens wird in der Leber gespeichert,
hauptsachlich (98%) in den Parenchymzellen [53,54]. Die Regulation der
Genexpression von Proteinen des Eisenstoffwechsels erfolgt intrazellular auf
Translationsebene durch sog. Eisen-regulatorische Proteine (iron regulatory proteins,
IRP). Diese interagieren mit Zielsequenzen, den ,iron responsive elements” (IRE) in
5- bzw. 3’-Bereichen von mRNAs, wobei Uuber die erstgenannten die
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Ribosomenbindung und somit die Initiation der Translation und uber letztere die
Stabilitat und der Abbau der mRNA reguliert werden [55, 56].

Das 25 Aminosauren grof’e Peptid Hepcidin, ein antimikrobiell wirkendes Molekdl,
das von der Leber gebildet und sezerniert wird, ist der hauptsachliche Regulator der
systemischen Eisenhomoostase. Via Hepcidin werden die Eisenkonzentrationen in
Blut und Gewebe durch Inhibition der intestinalen Eisenaufnahme und der
Eisenfreisetzung aus Makrophagen und den Speichern der Leber reguliert.
Mechanistisch hemmt Hepcidin den Efflux von Eisen aus der Zelle, indem es an
Ferroportin bindet und dessen Degradation induziert [57-60]. Hepcidin selber wird
uber Hamojuvelin reguliert, ein Protein, das mit dem Signalnetzwerk der ,bone
morphogenic proteins® (BMPs) interagiert und daruber als Modulator der

Genexpression von Hepcidin wirkt [61].

Das Krankheitsbild der Hamochromatose beruht auf einer Stérung der
Eisenhomoostase mit genetischer Ursache. Das Genprodukt des Hamochromatose-
Gens (HFE), ein Glykoprotein der MHC-Klasse |, ist mit B2-Mikroglobulin und dem
Transferrin-Rezeptor (TfR) assoziiert (Abb. 2.7). Durch eine Mutation kommt es zum
Aminosaureaustausch  Cys282Tyr wodurch  offenbar die Bindung von
B2-Mikroglobulin an das HFE-Genprodukt blockiert wird [62, 63]. Als Folge kommt es
zu einer Fehlregulation der intestinalen Eisenabsorption, wodurch die tagliche
Eisenaufnahme von ca. 1 bis 2 mg auf ca. 4 bis 5 mg inadaquat erhoht ist [64]. Ob
ein Zusammenhang beim Vorliegen einer Eisenuberladung von HFE-Mutation und
Hepatitis C besteht ist umstritten [65-67].

2.2.3 Zellulares Eisen — Funktion und Toxizitat

Eisen ist ein unverzichtbares Spurenelement mit wichtigen Funktionen bei einer
Reihe biochemischer Prozesse [68]. Die biologische Funktion beruht auf den
chemischen Eigenschaften, namlich der Dynamik des Ubergangs zwischen den
Oxidationszustinden Fe?* und Fe®* und damit die Mdglichkeit eine Reihe von
Koordinationsverbindungen  mit  organischen  Liganden  einzugehen. In
Metalloproteinen fungiert es in Form von Eisen-Schwefel-Clustern (Fe/S) als
anorganischer Co-Faktor von Proteinen, die an Katalyseprozessen, Redox-

Reaktionen und dem Elektronentransport beteiligt sind [69, 70].
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Wenn bei steigender Eisenbeladung die Bindungskapazitat der
Eisenspeicherproteine Uberschritten wird kommt es zu Akkumulation freien Eisens in
der Zelle. Freies Eisen wirkt bereits in geringen Mengen zellschadigend, da via
Fenton-Haber-Weiss-Reaktion reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen
species, ROS) wie das Hydroxylradikal (OH®) gebildet werden kénnen. Die ROS
reagieren z.B. mit ungesattigten Fettsduren, was zur Stérung von
Membranstabilitaten fuhrt, oder direkt mit DNA, wodurch DNA-Strangbriche oder
Nukleinsauremodifikationen  entstehen [46,71,72]. Wegen der hohen
Stoffwechselrate in Hepatozyten sind dort die zytoprotektiven Mechanismen
besonders ausgebildet. Im Vergleich zu anderen Gewebezellen finden sich dort bspw.
die hochsten Enzymaktivitaten der Superoxid-Dismutase (SOD), der Katalase, sowie
der Glutathionperoxidase und -reduktase, aullerdem der hochste Gehalt an
Antioxidantien, z. B. Glutathion [55].

2.2.4 Eisen und Hepatitis C

Klinisch wurde in unabhangigen Studien mehrfach eine starkere Pravalenz von
erhdhten Serum-Eisen-Indices bei Patienten mit chronischer viraler Hepatitis
beschrieben [73, 74]. Eine Erhohung der Transferrinsattigung findet sich bei 20% bis
40% der Patienten [75] und erhohte Ferritinspiegel bei 30% bis 60% [76, 77]. Bei
10% bis 30% findet man ebenfalls erhdhte Eisenkonzentrationen in der Leber [67,
78-80]. Zugleich wurde festgestellt, dal® beim Vorliegen erhdhter Eisen-Parameter
solche Hepatitis C Patienten schlechter auf die Interferontherapie ansprechen [81-83].
Die Ursachen dieses klinischen Zusammenhangs sind bislang nicht bekannt.
Aderlasse sind mdglicherweise eine brauchbare Therapiemethode um die
Wirksamkeit der Interferontherapie bei dem betroffenen Patientenkollektiv zu
erhohen [84-86].

Die molekularbiologischen Ursachen fur die erhdhten Lebereisenkonzentrationen
chronischer HCV-Patienten sind unklar. Das Genom des HCV weist in den 5’- und
3-NTRs keine IRE-Zielsequenzen (s. 2.2.2) auf und das Vorkommen der
spezifischen Nukleotidsequenz CAGUGN (N = beliebige Nukleobase aufler Guanin)
innerhalb des Leserasters entspricht der statistischen Erwartung. Allerdings ist
beschrieben, dal} es IRE-bindende Proteine gibt, die Eisen-abhangig auch mit der
IRES des HCV interagieren [87]. Oxidativer Stress wird in der Zelle durch Struktur—
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und nicht-Struktur-Proteine des HCV Uber unterschiedliche Mechanismen ausgelost
[88-90], wobei sowohl induzierende [91], wie auch hemmende [92] Effekte

insbesondere auf die IFN-Signalvermittlung beschrieben sind.

2.3 Zellhydration und Zellfunktion

2.3.1 Dynamik der Zellvolumenhomoostase

Das Volumen einer Zelle ist nicht konstant. Zellvolumenanderungen zeigen sich
binnen Minuten unter dem Einflu von Anisoosmolaritat, Hormonen, Nahrstoffen und
oxidativem Stress, wobei sog. Osmosensoren Zellhydrationsanderungen registrieren
und dadurch Signaltransduktionsprozesse auslésen (,Osmosensing® und
,Osmosignaling“) [93, 94]. Dadurch stellen Zellvolumenanderungen ein
unabhangiges Signal dar, welches zur Regulation des Zellmetabolismus und der
Genexpression beitragt [94, 95]. Eine Zellschwellung fordert anabole Effekte, wie die
Inhibierung der Proteolyse, der Glykogenolyse und der Gluconeogenese bei
gleichzeitiger Stimulation der Protein— und der Glykogen—Synthese [94]. Zudem wird
die Zellzyklusprogression gefordert. Eine Zellschrumpfung fordert hingegen katabole
Prozesse durch Stimulation der Proteolyse, der Glykogenolyse und Gluconeogenese
[96].

Auf hypo— bzw. hyperosmotische Umgebungsosmolaritdten reagieren Hepatozyten
mit einer Zellvolumenzunahme bzw. Zellvolumenabnahme. Im Zuge der
Gegenregulation dieser Volumenanderungen kommt es zur Ausscheidung
(regulatory volume decrease, RVD) bzw. Aufnahme (regulatory volume increase,
RVI) geloster Stoffe und Wasser [97]. RVI erfolgt initial durch ionische Mechanismen,
wodurch sich allerdings die intrazellulare lonenstarke erhoht, was die Funktion
unterschiedlicher Proteine beeintrachtigen kann. Langfristig erfolgt eine Adaption
durch isoosmotischen Austausch von lonen gegen kompatible organischer Osmolyte.
Solche Moleklle, z.B. Betain, myo-Inositol und Taurin stéren auch in hohen
Konzentrationen die Funktion von Proteinen nicht [98]. Die Mechanismen des RVD
und RVI fuhren allerdings nicht zu einer vollstandigen Wiederherstellung des initialen
Leberzellvolumen, so dall die Hepatozyten eine leichte Schwellung bzw.

Schrumpfung behalten. Diese MalRabweichung fungiert mdglicherweise als Signal
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zur Modulation der zellularen Funktion. In vifro konnen extrazellulare
Osmolaritatsveranderungen von etwa 100 mosmol/l Zellvolumenveranderungen zu
erreichen, die den in vivo unter pathophysiologischen Bedingungen anzutreffenden

vergleichbar sind [99]. Diese Prozesse sind in Abb. 2.8 schematisch

zusammengefalit.
normo-osmotisch
(320 mosmol/l)
H,0
H,0
cr _
Taurin
Na"CF HCO,
7 Cr g
Na'Cl Betain (a:Llirm
Na* myo-Inositol
myc-Inositol Na* F
hyper-osmotisch hypo-osmotisch
(420 mosmol/l) (220 mosmol/l)

Abb. 2.8: Schema der Regulation des Zellvolumens. Fiir Einzelheiten, s. Text. Verandert nach [99].

Mechanistisch ist das Osmosensing in weiten Teilen geklart. Dem Integrinsystem
kommt eine zentrale Rolle bei der Registrierung einer Volumenzunahme in
Hepatozyten zu [100]. Interessanterweise wird auch die durch Insulin induzierte
Hepatozytenschwellung uber das Integrinsystem registriert und in Signale Ubersetzt,
deren Blockade in der Leber eine Insulinresistenz erzeugt [101]. Unter
hyperosmotischen Bedingungen kommt es zu einer Clusterung und Aktivierung von
Plasmamembranrezeptoren [102]. Weiterhin kann eine EinfluBnahme durch
oxidativen Stress angenommen werden, da schon gezeigt wurde, dald es durch
Hyperosmolaritadt in Hepatozyten [103], aber auch durch Hypoosmolaritat in
Fibroblasten [104] und Astrozyten [105] rasch zur Bildung reaktiver Sauerstoff- und

Stickstoffspezies kommt. Andererseits kommt es in Folge von oxidativem Stress zur
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Schrumpfung von Hepatozyten [106, 107], so dal} hier sich selbst verstarkende

Amplifikationszyklen bei der Signalgenerierung anzunehmen sind.

2.3.2 Virale Replikation in Abhangigkeit der Zellhydration

Seit Mitte der 1960er Jahre wurden in Zel- bzw. Gewebekultursystemen
Hydrationseffekte auf die virale Replikation von RNA-Viren (Polio—, Sindbis—,
Retikuloendotheliose Virus) beobachtet [108-111]. Seit Mitte der 1970er Jahre sind
Beobachtungen zu Dysfunktionen im Elektrolythaushalt bei Lebererkrankungen
beschrieben [112-114], die Datenlage bzgl. solcher Untersuchungen bei viralen
Hepatiden ist allerdings sparlich. Mit der Verbesserung der Analysemethoden und in
Anbetracht der epidemiologischen Daten wurden Mitte der 1990er Jahre die
Analysen der frihen Modelle wieder aufgegriffen und an die Untersuchung viraler
Hepatiden angepalRt. Offensperger et al. zeigten 1994 an HBV-infizierten
Hepatozyten von Enten, dald Anisoosmolaritat die virale Replikation beeinfluldt [115].
Dabei sinkt die Replikationsrate bei Zellschwellung (Hypoosmolaritat) und steigt bei
Zellschrumpfung (Hyperosmolaritat). Auch Glebe et al. fanden 2001 beim Versuch
die Zellkulturbedingungen fir die HBV-infizierte Hepatomzelllinie HepG2.2.15 fir
eine starkere virale Replikationsrate zu optimieren eine Steigerung in Folge von
Hyperosmolaritat [116]. Bei in vitro Studien mit der Makrophagen-ahnlichen U1
Zelllinie, die das HIV Genom expremiert, konnte ebenfalls gezeigt werden, daf® unter
hyperosmotischen Bedingungen die virale Replikation gesteigert ist. [117]. Daten zur

Replikation von HCV aus Modellsystemen zur HCV-Infektion liegen bislang nicht vor.

2.4 Zielsetzung

Die Replikation des Hepatitis C Virus kann im Modellsystem des subgenomischen
Replikons durch Noxen bzw. Stimuli beeinflult werden. An der Replikation sind
neben viralen Proteinen auch zellulare Faktoren beteiligt. Zielsetzung dieser Arbeit
war es die Beeinflussung der HCV-Replikation im subgenomischen Replikon-Modell
beim Vorliegen einer Eisenuberladung, bzw. beim Vorliegen von Anisoosmolaritat zu
charakterisieren. In diesem Rahmen sollte eine Identifikation der bei

Eisenuberladung bzw. bei Anisoosmolaritat angesteuerten zellularen Faktoren
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stattfinden. Zu diesem Zweck sollten jeweils mittels DNA-Mikroarray-Analysen
Veranderungen der Genexpression und mittels differentieller Proteinanalytik und
Massenspektrometrie Veranderungen der Proteinexpression im Modellsystem an

Huh9-13 Zellen untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Tab. 3.1: Ubersicht der verwendeten Laborgerite

Gerat

Firma

Incubator

3111 Forma Scientific CO, Water-jacketed

Thermo Scientific, Langenselbold

7500 Real Time PCR System

Applied Biosystems, Weiterstadt

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

CURIX 60, Filmentwickler

AGFA, Koln

FLA-8000, Laserscanner

Fuijifilm, Dusseldorf

GeneAmp 2400 (bzw. 9700) PCR System

PerkinElmer, Massachusetts, USA

GeneQuant Il, Photometer

Pharmacia, Karlsruhe

HS400pro, Hybridisierstation

Tecan, Crailsheim

micrOTOF-Q, Massenspektrometer

Bruker Daltonics, Bremen

NuPAGE® XCell Sure Lock " Mini-Cell

Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE® XCell II" Blot Module Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Osmomat 030, Gefrierpunktosmometer

Gonotec, Berlin

QArray2, Spotter

Genetix, Hampshire, England

Sonorex RK 103 H, Ultraschallbad

Bandelin Electronics, Berlin

Spectra, ELISA-Reader

Tecan, Crailsheim

Typhoon™ 9400 Variable Mode Imager

Amersham, Freiburg

Ultimate 3000 Nanoflow HPLC

Dionex, Idstein

Ultrospec Plus, Spektralphotometer

LKB Biochrom, Freiburg

UniVapo 150 H, Vakuumkonzentrator

UniEquip, Minchen

19




Material & Methoden

3.1.2 Kits

Tab. 3.2: Uberblick iiber die verwendeten Kits

Kit

Firma

Bio-Rad Protein-Assay

Bio-Rad, Minchen

CyScribe First-Strand cDNA Labelling Kit

Amersham, Freiburg

maxXbond, Regenerationssystem

AppliChem, Darmstadt

QlAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QlAshredder Homogenizer Qiagen, Hilden
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden

RNA 6000 Pico LabChip Kit

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

RNeasy Kit

Qiagen, Hilden

SilverQuest™ Silver Staining Kit

Invitrogen, Karlsruhe

SYBR® Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Weiterstadt

TOX2, in vitro Toxicology Assay Kit

Sigma/Aldrich, Seelze

Western Lightning "™

PerkinElmer, Massachusetts, USA

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.3: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Firma

BioMax XAR Filme

Kodak, Stuttgart

Cryo-Tubes", Einfrierrdhrchen

Nunc, Wiesbaden

MicroAmp™ Optical 96-well Reaction Plate

Applied Biosystems, Weiterstadt

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Applied Biosystems, Weiterstadt

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gele

Invitrogen, Karlsruhe

Polaroid 667/10F Filme

Polaroid, Dreieich-Sprendlingen

PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membran

Schleicher & Schuell, Dassel

Super RX Filme

Fujifilm, Dusseldorf

Whatman 3MM CHR Blotting Sheets

Schleicher & Schuell, Dassel
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3.1.4 Chemikalien und Medien

Samtliche Chemikalien und Medien entsprachen der hdchst zu erwerbenden

Reinheit und wurden, wenn nicht in nachstehender Tabelle aufgelistet, von

Sigma-Aldrich Laborchemikalien (Seelze), AppliChem (Darmstadt) oder Merck

(Darmstadt) bezogen.

Tab. 3.4: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Medien

Produkt Firma
Acetonitril Bio-Solve, Valkenswaard, Holland
Ampholine Amersham, Freiburg

Blotting-Grade Blocker

Bio-Rad, Miinchen

cOmplete Protease-Inhibitor-Cocktail

Roche, Mannheim

Cy2, Cy3 und Cy5 zur Proteinmarkierung

Amersham, Freiburg

Cy3-dUTP

Amersham, Freiburg

DMEM/F-12 (1:1) mit 900 mg/l Glukose,
w/o NaCl

Invitrogen, Karlsruhe

DMEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX |

Invitrogen, Karlsruhe

DMEM/F-12 (1:1) mit L-Glutamin,
ohne Phenolrot

Invitrogen, Karlsruhe

Dulbeccos PBS

Invitrogen, Karlsruhe

Fotales Rinderserum

Biowest, Nuaillé, Frankreich

Geneticin®

Invitrogen, Karlsruhe

I-Block "

Tropix, Bedford, USA

Multimark Multi-Colored Standard

Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE® LDS Sample Buffer

Invitrogen, Karlsruhe

PageRuler ™" Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas, St.Leon-Rot

Penicillin-Streptomycin

Invitrogen, Karlsruhe

Pharmalyt

Amersham, Freiburg

Ponceau-S Losung

Serva, Heidelberg

Random Primer p(dN)s

Roche, Mannheim

Roferon®-A

Roche, Mannheim
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Produkt

Firma

Servalyt

Serva, Heidelberg

SimplyBlue™ Safestain

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin/EDTA Losung

Biochrom AG, Berlin

3.1.5 Ldésungen und Puffer

PBS

PBST

Protein-Lysispuffer

4 x LDS Ladungspuffer

MES/SDS-Laufpuffer

Blottingpuffer

Blockierungslésung

Western-Stripping-Puffer

Aquilibrierungspuffer

137
2,7
8,2
1,8

0,1
30

40
440
560
300

1,6

0,075
0,025

50
50
0,1

25
25
0,8
20

0,2

200
0,1
0,1

125
40

65

mM
mM
mM
mM

%
mM

%

%
mM
mM
mM
mM
%
%

mM
mM
%

mM

mM
mM
mM
%

%
%

mM
%
%
mM
%
%
mM
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NaCl

KCI
Na;HPO,
KH,PO4

PBS (s. 0.)
Tween-20

Tris Base, pH 8,5
Harnstoff
Thioharnstoff
CHAPS (w/v)

Glycerol
Tris-HCI

Tris Base

LDS

EDTA

Serva Blau G250
Phenolrot

MES

Tris

SDS

EDTA

Bicin

Bis-Tris, pH 8,3
EDTA
Methanol

PBST (s. 0.)
I-Block ™
Milchpulver (Blotting-Grade Blocker)

Glycin, pH 2,6
SDS
Tween-20

Tris Base; pH 6,8
Glycerin (v/v)
SDS (w/v)

DTT
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Tragerampholyt-Mischung

Schutzlésung

Separationsgel pH 2-11

Abschlussgel pH 2-11

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

Trenngel

Laufpuffer
Stoppldsung
Extraktionslésung

Trennmittelldsung A

Trennmittellésung B
Einfriermedium
SSC

Vorhybridisierungspuffer

0,06

0,3
1,44
0,1
10

2,5
50

0,1

0,1
84

90
10

150
15

0,1

ml

ml
ml

%
%
%

%
%
%

%
%
%

%
%

%
%
mM

%
%

mM
%
%
%
%

%
%
%

mM

%
%

%

%
%

%
%

mM
mM

%
%
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Ampholine pH 3,5-10
Servalyt pH 2-11
Pharmalyt pH 5-8
Pharmalyt pH 4-6,5
Servalyt pH 6,5-9

Harnstoff
Glycerin
Servalyt pH 2-4

Acrylamid (w/v)
Piperazindiacrylamid (w/v)

Tragerampholyt-Mischung (v/v) (s. 0.)

Harnstoff
Glycerin (w/v)
TEMED (v/v)

Acrylamid (w/v)
Piperazindiacrylamid (w/v)
Tragerampholyt-Mischung (v/v)
Harnstoff

Glycerin (w/v)

TEMED /v/v)

Phosphorsaure
Harnstoff

Ethylendiamin (v/v)
Glycerin (v/v)
Harnstoff

Tris; pH 8,8
Acrylamid
Bisacrylamid
TEMED
SDS

Tris Base
Glycin

SDS

L-Lysin
Ameisensaure
Acetonitril
Ameisensaure

Ameisensaure
Acetonitril

FBS
DMSO

NaCl
Natriumcitrat; pH 7,2

SSC; pH 8,0
BSA (w/v)
SDS
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Hybridisierungspuffer 5 X
01 %
50 %

Array-Waschpuffer 2 X
01 %

3.1.6 Oligonukleotide

SSC; pH 8,0
SDS
Formamid

SSC
SDS

Die Oligonukleotide der nachstehenden Tabelle wurden von der Firma MWG Biotech

(Ebersberg) synthetisiert.

Tab. 3.5: Oligonukleotide fiir die DNA-Amplifikation

Bezeichnung Sense Oligonukleotid Antisense Oligonukleotid

HCV-NS3 #1 AACGGACGCTCTAATGACGG TTGCAGTCGATCACTGAGTCG

HCV-NS3 #2 TCTTTACAGGCCTCACCCACA TGCCTGCTTAGTCTGGGACAA

hSDHA CCTGGAGATAAAGTCCCTCCAA | ACAGATTCTTCCCCAGCGTTT

3.1.7 Antikorper

Tab. 3.6: Verwendete Antikorper

Bezeichnung

Firma

HCV NS3 Abcam, Cambridge, England
HCV NS5B Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz
GAPDH Chemicon, Temecula, USA

ECL Anti-Kanninchen 1gG, Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt

Amersham, Freiburg

ECL Anti-Maus IgG, Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt

Amersham, Freiburg

3.1.8 Zelllinien

Tab. 3.7: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Anmerkung
Huh-7 Humane Hepatomzellen Nakabayashi et al., 1982 [38]
Huh9-13 Humane Hepatomzellen Lohmann et al., 1999 [35]
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Die Huh-7 Zellklone 9-13 (kurz: Huh9-13) mit dem subgenomischen HCV-Replikon
wurden in ,Dulbecco’s modified Eagle Medium®“ (DMEM) F-12 mit GlutaMAX | plus
10% fotalem Rinderserum, Streptomycin (100 pg/ml), Penicillin (100 U/ml) und
Geneticin (G418) (500 pg/ml) kultiviert. Dies erfolgte bei 37°C, 5% CO; in Luft und
wasserdampfgesattigter Atmosphare.

Vor einem Versuch wurden die Zellen Uber Nacht gehungert. Dazu wurde
Kultivierungsmedium ohne FBS Zusatz verwendet. Angestrebt wurde dadurch die
Synchronisation der Zellen im Zellzyklusstadium (G0/G1). Die Versuchsdurchflihrung
erfolgte anschliel®end stets in FBS-freiem Medium.

Fur die Versuche zur Eisenluberladung wurden dem Medium entweder die
Metallverbindungen FeSO4, Fe(lll)Citrat, CaCl, oder MgSO,4, oder die Chelatoren
Bathophenanthrolindisulfonsaure (BPS) bzw. Deferoxamin (DFO) zugesetzt. Fur die
Experimente wurde die Stoffmengenkonzentration im Medium um 100 ymol/l, far
Konzentrationsreihen um 10, 50, 100 und 500 pmol/l erhoht.

Die Herstellung der anisoosmotischen Medien geschah auf Basis des DMEM/F-12
(900 mg/l Glukose) w/o NaCl (s. 3.1.4). Um dieses Medium auf die
Glukosekonzentration des DMEM/F-12 mit GlutaMAX | Mediums anzupassen,
wurden 225 mg Glukose je 100 ml Medium zugesetzt.

Hypoosmotisches Medium (220 mosmol/l) wurde durch eine 2:3 Mischung dieses
Mediums mit dem DMEM/F-12 mit GlutaMAX | Medium hergestelit.

Hyperosmotisches Medium wurde durch Zugabe von 1,66 g NaCl pro 100 ml
DMEM/F-12 (900 mg/l Glukose) w/o NaCl hergestellt und steril filtriert. Durch
Mischung mit DMEM/F-12 mit GlutaMAX | Medium im Verhaltnis von 2:3 erhielt man
ein hyperosmotisches Medium mit 420 mosmol/l.

Bei Kontrollversuchen wurde die Osmolaritat der Medien mit dem alternativen,
nicht-zellpermeablen Osmolyt Raffinose eingestellt. Ausgehend vom
hypoosmotischen Medium (220 mosmol/l) wurde durch Zugabe von 100 mmol/l
Raffinose normoosmotisches (320 mosmol/l) und durch Zugabe von weiteren

100 mmol/l Raffinose hyperosmotisches (420 mosmol/l) Medium erzeugt.
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Der Zusatz der Antibiotika erfolgte bei den anisoosmotischen Medium so, wie auch

beim Standardkultivierungsmedium.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen humaner Zellen

Die Zellen wurden mittels Trypsinbehandlung von den Kulturflaschen abgel6st (2 ml
fur 2 min mit Trypsin/EDTA Lo6sung), mit 8 ml Medium versetzt und in 15 ml
Falconréhrchen Uberfuhrt. Nach anschlie®ender Zentrifugation fur 10 min bei 350 x g
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet zum Waschen in 10 ml Medium vorsichtig
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde danach in 1,5ml
Einfriermedium resuspendiert, in Kryordhrchen tberflhrt und bei -80°C eingefroren.
Eingefrorene Zellen wurden rasch bei 37°C aufgetaut und in Zellkulturflaschen mit
12 ml Medium uberfihrt. Am nachsten Tag wurde ein Medienwechsel durchgefihrt

und die Konfluenz begutachtet.

3.2.3 Zytotoxizitatsassay

Das Ausmaly der Zellschadigung wurde gemal® dem Protokoll des Herstellers mit
dem TOX2 in vitro Toxicology Assay Kit bestimmt. Als Basis wurde das DMEM/F-12
(mit L-Glutamin, ohne Phenolrot) Medium verwendet. Der Zusatz der Antibiotika
erfolgte so, wie auch beim Standardkultivierungsmedium (s. 3.2.1). Mit 5 ml des
Basismediums ohne Phenolrot wurden 5 mg XTT einer Ampulle des TOX2 Kits
gelost. Gebrauchsfertiges XTT-Medium wurde durch funffache Verdunnung dieser
Stammldsung mit dem Basismedium ohne Phenolrot hergestellt. Gleiche Zellzahlen
wurden in Deep Well Zellkulturschalen ausgesaht. Nach Ablauf des Versuchs wurde
das jeweilige Medium abgezogen und die Zellen mit XTT-Medium uberschichtet und
fur 4 h weiter bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Danach erfolgte die Messung der

Extinktion der Uberstéande bei A = 450 nm im Tecan Spectra Reader.

3.2.4 Proteinanalye

3.2.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Zellen wurden in Protein-Lysispuffer im Ultraschallbad (mit Eis) fur 45 min lysiert

und bei 16.000xg und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Die Bestimmung der
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Proteinkonzentration im Uberstand erfolgte photometrisch nach Bradford [118] mit
dem Bio-Rad Protein-Assay. In einer Einwegkuvette wurden 5 pl Lysat, 795 pl dest.
H>0 und 200 ul Bradfordreagenz gemischt und die Extinktion bei A = 595 nm im LKB
Biochrom  Ultrospec Plus Photometer bestimmt. Zur Berechnung der
Proteinkonzentration in pg/ul wurden die gemessenen Werte mit dem

geratespezifischen Eichfaktor von 3,8 multipliziert.

3.2.4.2 SDS-Gelelektrophorese

Vom Zelllysat wurden, wenn nicht anders erwahnt, 50 uyg Gesamtprotein
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben wurden mit dem NuPAGE® LDS Sample
Buffer und DTT (Endkonzentration 100 mM) fur 5 min bei 95°C denaturiert. Die
Auftrennung erfolgte in diskontinuierlichen NUPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gelen
mittels NUPAGE® XCell Sure Lock™ Mini-Cell System. Als GroRenstandards wurden
der Multimark Multi-Colored Standard oder die PageRuIerTM Plus Prestained Protein
Ladder verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 200V fur ca. 45 min in MES-
Laufpuffer durchgefuhrt.

3.2.4.3 Western-Blot Analyse

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese mittels
NuPAGE® XCell Il Blot Module Kit auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dies

erfolgte in Blottingpuffer fur 2,5 h bei 24 V Spannung.

3.2.4.4 Immunodetektion

Nach erfolgtem Blot wurde der Transfer der Proteine auf die Membran mittels
Ponceau-Farbung kontrolliert. Im Anschlu® an die Entfarbung der Membran mit
PBST wurden die freien Bindungsstellen blockiert. Dazu wurde sie bei RT fur 1 h mit
Blockierungslosung schuttelnd inkubiert. Dann wurde die Membran UN mit dem
jeweiligen Erstantikorper in Blockierungslosung bei 4°C schuttelnd inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBST wurde die Membran mit dem Sekundarantikérper in
Blockierungslosung bei RT fur 1 h schittelnd inkubiert. Nach erneutem, zweimaligen
Waschen mit PBST wurde der Sekundarantikdrper mit Hilfe des Western Lightning™
ECL-Systems detektiert. Die Exposition erfolgte in einer Autoradiographiekassette
auf BioMax XAR oder Super RX Filmen, die Filmentwicklung im CURIX 60.

Vor einer anschlieenden Detektion mit einem anderen Erstantikdrper wurden die

gebundenen Antikoérper zunachst abgelost. Dazu wurde die Membran zweimal fur
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30 min bei RT in Western-Stripping-Puffer schittelnd inkubiert, mit PBST gewaschen

und erneut mit einer einstundigen Inkubation in Blockierungsldsung begonnen.

3.2.5 Differentielle Proteinanalyse

Die Untersuchungen zur differentiellen Proteinanalyse mittels 2D-DIGE wurden in
Kooperation mit dem Medizinischen Proteom-Center der Ruhr-Universitat Bochum
durchgefuhrt.

3.2.5.1 Préparation der Gesamtproteine und Proteinbestimmung

Die Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und nach Ablosung aus der
Zellkulturschale in PBS aufgenommen und 5 min. bei 1.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Protein-Lysispuffer fir 10s im
Ultraschallbad (mit Eis) behandelt und anschlieend 50 s im Eis gekuhlt. Diese
Prozedur wurde insgesamt sechs Mal wiederholt. Anschlielend wurde bei 16.000 x g
und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Die Konzentrationsbestimmung der Proteine im

Uberstand erfolgte photometrisch nach Bradford (s. 3.2.4.1).

3.2.5.2 Proteinmarkierung fiir die 2D-DIGE

Die Cy-Farbstoffe wurden in DMF auf eine Konzentration von 400 pmol/pl verduinnt.
Je uyg Gesamtproteinlysat wurden 8 pmol Farbstoff eingesetzt. Die
Markierungsreaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und
durch Zugabe von 1 pl Stopplosung je 400 pmol Farbstoff beendet. Der interne
Standard enthielt aquivalente Mengen der vereinigten Proteine von allen

Wiederholungen aller Versuchsbedingen einer jeweiligen Versuchsreihe.

3.2.5.3 2D-Gelektrophorese

Die 2D-PAGE wurde nach einer Methode von Klose & Kobalz [119] durchgefuhrt. Fir
die isoelektrische Fokussierung (erste Dimension) der Proteine wurden je nach
Verwendungszweck Tragerampholyte in Rundgelen eingesetzt (20 cm lang mit
einem Innendurchmesser von 1,5 mm). Bei den analytischen Gelen wurden jeweils
50 ug pro Zustand (insgesamt 150 ug), bei den praparativen Gelen 400 g
Gesamtprotein aufgetrennt. An der Auftragestelle wurde vor dem Probenauftrag ein
Sephadexgemisch direkt auf das Separationsgel aufgebracht, welches in
Abwandlung der beschriebenen Methode wie folgt modifiziert war: Zusatz von
331 mg einer Harnstoff/Thioharnstoff-Mischung (7 M/2 M) + 25 ul Ampholine-
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Mischung / 270 mg Sephadex-Suspension + 25 ul DTT (1,08 g / 5 ml). Nach dem
blasenfreien Auftragen der Probe wurde sie mit der Schutzlésung Uberschichtet und
dann nachstehendes Spannungsprogramm fur die 20 cm |IEF gestartet: 1 h bei
100 V; 1 h bei 200 V; 17,5 h bei 400 V; 1 h bei 650 V; 30 min bei 1000 V; 10 min bei
1500 V und 10 min bei 2000 V.

Nach dem Lauf wurden die IEF-Gele in Aquilibrierungspuffer inkubiert. Die
anschlieBende SDS-PAGE (zweite Dimension) wurde in 15%-igen Acrylamidgelen
durchgefuhrt. Die IEF-Gele wurden 2 x mit Laufpuffer gewaschen und anschlie3end
auf das SDS-Gel appliziert und mit einer 1%-igen Agaroseldésung (mit
Bromphenolblau) fixiert. Das Einwandern der Proteine in das SDS-Gel erfolgte bei
75 mA, die elektrophoretische Trennung bei 100 mA bis eine Trennstrecke von

30 cm erreicht wurde. Die Gelkammern wurden konstant auf 15°C temperiert.

3.2.5.4 Bilderfassung und Bild-Analyse

Die SDS-Gele wurden mit einem Typhoon™ 9400 Variable Mode Imager gescannt,
wobei die Anregungs- und Emissionswellenlangen fiur jeden Cy-Farbstoff
entsprechend der Empfehlung des Herstellers gewahlt wurden. Die Aufbereitung der
Bilder erfolgte zunéchst mit der ImageQuant™ Software (Amersham, Freiburg). Die
intra-Gel Spot-Detektion, sowie der inter-Gel Abgleich erfolgten per ,Differential In-
gel Analysis“ (DIA) Modul bzw. ,Biological Variation Analysis® (BVA) Modul der
DeCyder Software (Amersham, Freiburg). Die Fluoreszenzintensitaten der Spots

wurden auf den internen Standard (s. 3.2.5.2) bezogen normalisiert.

3.2.6 Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Untersuchungen zur Identifizierung differentiell
exprimierter Proteine wurden in Kooperation mit dem Medizinischen Proteom-Center

der Ruhr-Universitat Bochum durchgefihrt.

3.2.6.1 Probenvorbereitung und in-Gel Trypsinverdau

Differentiell exprimierte Proteinspots wurden, mit dem Ziel der Identifizierung,
massenspektrometrisch weiter untersucht. Die Spots wurden aus dem jeweiligen
praparativen Gel ausgestochen und zunachst abwechselnd 3 x 10 min. in 10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat (pH 7,8) bzw. 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat und

50% Acentonitrii gewaschen. Nach Trocknung der Gelsticke in der
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Vakuumzentrifuge wurden sie zur proteolytischen Spaltung einem Trypsinverdau
(0,03 pg/pl Trypsin in 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat) unterzogen. Die
Spaltung erfolgte UN bei 37°C. Im Anschlul® an die tryptische Spaltung der Proteine
wurden die Gelsticke mit 20 ul Extraktionslésung uberschichtet und 15 min im
Ultraschallbad inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen wund der
Extraktionsvorgang mit dem Gelstiick wiederholt. Die vereinigten Uberstande beider
Extraktionsprozesse wurden auf 16 ul eingeengt und fur die HPLC verwendet.

3.2.6.2 Identifikation mittels Massenspektrometrie

Die extrahierten Peptide wurden mittels LC-MS/MS in einem ESI-QTOF
Massenspektrometer, dem eine Nanoflow HPLC vorgeschaltet war analysiert. Die
Umkehrphasehauptsaule (Innendurchmesser 75 uym, 15cm Lange, Acclaim C18
PepMap Saulenmaterial) wurde bei einer Durchfluf3rate von 300 nl/min durchstromt.
Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wurden die Proben nach 10 min
Vorkonzentration auf einer Vorsaule (Innendurchmesser 100 ym, 2 cm Lange,
Acclaim C18 PepMap Saulenmaterial) in einem Gradienten von 5% bis 35%
Trennmittelldsung B Uber einen Zeitraum von 34 min appliziert. Anschliel3end wurde
fur 15 min mit 90% Trennmittelldsung B gespult und danach die Saule Uber weitere

15 min wieder aquilibriert.

Die Massenspektren wurden im Bereich von 100 bis 2000 m aufgenommen. Die
z

Nanospraykapillare wurde mit 1300 bis 1500 V bei einem Stickstoffdurchflul} von
6 I/min bei 140°C betrieben. Auf jeden MS-Scan folgte eine MS/MS-Messung der drei
lonen mit den hochsten Intensitaten bei variablen Kollisionsbedingungen von 800 bis
250 Vpp (Volts per pole) wahrend der Fragmentierung. Die Analysezyklen lagen je
nach Intensitaten der zuvor gemessenen Peptide zwischen 3,6 s und 5,4 s. Uber die
Data Analysis Software (Bruker Daltonics, Bremen) erfolgte der Export der
Analysedaten. Die ldentifizierung der Proteine erfolgte durch Korrelation der Daten
des Massenspektrometers mit dem humanen Internationalen Protein Index (Human
IP1 v3.41 Decoy Datenbank mit 72.155 Protein- und 72.155 Decoy-Eintragen) Uber
die ProteinScape™ Datenbank Plattform (v1.3, Bruker Daltonics, Bremen). Ein
Protein wurde als signifikant identifiziert, wenn mind. 2 Peptide mit einem Mascot-

Score von jeweils mind. 22,5 dem Protein zugeordnet werden konnten. Wenn
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mehrere Proteine diese Kriterien erfillt haben, wurde das Protein mit dem hochsten

Gesamt-Mascot-Score als identifiziert erachtet.

3.2.7 RNA Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde nach den Angaben des Herstellers mittels RNeasy Kit
Die Reinheit
spektroskopisch bei den Wellenlangen 230, 260, 280 und 320 nm mit dem

aufgereinigt. Bestimmung der Konzentration und erfolgte

GeneQuant Il Spektralphotometer.

3.2.8 RNA Qualitatsbestimmung

Durch Kapillarelektrophorese am Agilent 2100 Bioanalyzer wurde nach
Herstellerprotokoll die Qualitat der aufgereinigten Gesamt-RNA mit dem RNA 6000
Pico LabChip Kit kontrolliert. Dies wurde durch das Biologisch-Medizinische
Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (BMFZ) durchgefuhrt.
Als Ergebnis wurde ein Elektropherogramm ausgegeben aus dem Grdélien und

Mengeverteilung der RNA ersichtlich wurden (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Elektropherogramme von Gesamt-RNA
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links: Elektropherogramm von RNA guter Qualitat. Den Uberwiegenden Anteil bilden rRNAs, wobei der kleinere
Peak der 18S und der grofRere der 28S rRNA gut zu erkennen sind. Der Quotient aus 28S zu 18S rRNA
betragt etwa 2.

rechts: Elektropherogramm von teilweise degradierter RNA. Die Peaks der 18S und 28S rRNA sind undeutlich
und im niedermolekularen Bereich wird RNA unterschiedlicher Fragmentgrof3en detektiert.

3.2.9 Regeneration von Silikasaulen

Nukleinsaure-Bindesaulen auf Basis einer Silika-Matrix wurden nach dem Gebrauch
zur Isolierung bzw. Aufreinigung von Nukleinsguren (s. 3.2.7 u. 3.2.11.1) mit dem

maxXbond Kit nach Herstellerangaben regeneriert und dann wiederverwendet.

31



Material & Methoden

3.2.10 Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR (RT-PCR)

Die Anderungen des Replikationsniveaus des subgenomischen HCV-RNA-
Konstruktes in Huh9-13 Zellen wurden durch quantitative Real-Time PCR mit dem
ABI 7500 Real Time PCR System ermittelt. Die Gesamt-RNA wurde daflr zunachst
mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit in cDNA umgeschrieben. Das
subgenomische HCV-Replikon hat im Gegensatz zur mRNA keinen poly(A)-Schwanz,
so dall bei Verwendung von Oligo-d(T)-Primern das Replikon nicht zu cDNA
umgeschrieben werden kann. Da der RT Primer Mix des QuantiTect Reverse
Transcription Kit eine Mischung von Oligo-d(T)- und Random-Primern enthalt,
wurden, um eine gleichmalige Transkription zu gewahrleisten, anstatt des RT Primer
Mix die Random Primer p(dN)s zur cDNA-Synthese fur die Real-Time PCR
verwendet.

Der PCR-Ansatz wurde nach den Angaben des Herstellers mit dem SYBR® Green
PCR Master Mix durchgeflihrt. Fir die Standardisierung der relativen RNA-Spiegel
wurde als endogene Kontrolle die Untereinheit A des Succinat-Dehydrogenase-
Komplexes (SDHA) verwendet. Samtliche benutzten Oligonukleotide sind der Tabelle
Tab. 3.5 unter 3.1.6 zu entnehmen.

Die PCR-Zyklen wurden wie folgt gewahlt: 2 min 50°C, 10 min 95°C, danach 40
Zyklen mit 15 s bei 95°C und 1 min bei 60°C.

Im Anschlud an die PCR wurden die Amplifikate durch eine

Schmelzkurvenanalyse Uberpruft.

3.2.11 DNA Mikroarray Hybridisierung

3.2.11.1 RNA Isolierung und Synthese von cDNA

Die RNA Isolierung erfolgte wie unter 3.2.7 beschrieben. Zur Herstellung von
Fluoreszenz-markierter cDNA wurden 50 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die Synthese
erfolgte gemall dem Herstellerprotokoll mit dem CyScribe First-Strand cDNA
Labelling Kit unter Verwendung von Cy3-dUTPs. Die Aufreinigung der Cy3-
markierten cDNA erfolgte anschliefiend mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit

entsprechend der Angaben des Herstellers.
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3.2.11.2 DNA Mikroarray Analyse

Die Mikroarray Analysen wurden in Kooperation mit dem Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf (BMFZ) durchgefuhrt.
Die Cy3-markierte cDNA wurde in 220 yl Hybridisierungspuffer geldst, 10 min bei
95°C denaturiert und anschlief3end in eine HS400pro Hybridisierstation injiziert. Der
Programmablauf der HS400pro ist: Vorhybridisierung fuar 45 min bei 42°C in
Vorhybridisierungspuffer, Hybridisierung fur 1 h bei 60°C, anschlieend fur 16 h bei
42°C in Hybridisierungspuffer, zweimaliges Waschen fir 2 min bei 23°C in Array-
Waschpuffer, dreimalig fur 1 min bei 23°C mit 0,1 x SSC, 1 x fur 10 s bei 23°C mit
0,01 x SSC, Trocknung fur 2 min bei 25°C.

Die Visualisierung der an die Gensonden hybridisierten cDNA erfolgte mit dem
FLA-8000 Laserscanner mit diesen Parametern: Anregung 532 nm, Emissionsfilter
570 nm, Auflésung 10 um, Scangeschwindigkeit 200 mm/s, Photomultiplierspannung
100%.

Die Analyse der gescannten Bilder erfolgte mit der AIDA Array Analysis Software
(Raytest, Straubenhardt). Es wurden die Fluoreszenzintensitaten jedes Spots
integriert und die Hintergrundintensitat subtrahiert. Die erhaltenen Werte dienten zur
Ermittlung der Normalisierungsannaherung. Dabei wurden Gene, bei denen das
Verhaltnis von Signal- zu Hintergrund—Intensitat kleiner als 2,5 war, als nicht-
detektierbar gewertet. Die Unterschiede in der Genexpression wurden als logy des
Verhaltnis der Mediane der normalisierten Intensitaten von Versuchs— zu Kontroll—
Bedingungen berechnet. Die nach der Datenanalyse ermittelten Gene wurden in funf
Gruppen geordnet. Verhaltnisse im Bereich von + 0,18 kennzeichneten unregulierte
und im Bereich zwischen *0,18 und + 0,3 maRig regulierte Gene. Bei einem
Verhaltnis > 0,3 waren Gene hochreguliert bei < -0,3 herabreguliert.

Zur Interpretation der Genexpressionsdaten und Charakterisierung der
identifizierten Gene wurden die GenMAPP Software (v2.1; http://www.genmapp.org/)
[120], und die Internet-Plattformen ,DAVID® (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) [121] und

,eGOn“ (v2.0; http://www.genetools.microarray.ntnu.no/) [122] verwendet.
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3.2.12 Berliner Blau Farbung zum Nachweis von Eisen

Huh9-13 Zellen wurden 24 h in Medium, dem 100 ymol/l FeSO, zugesetzt war,
inkubiert. Die Zellen wurden anschlielfend mit PBS gewaschen und 10 min bei RT in
4%-iger Paraformaldehydlosung fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden
die Zellen fur 30 min mit 0,1%-iger Triton X-100 Lésung permeabilisiert. Wieder
wurde mit PBS gewaschen und mit Berliner Blau Lésung (1% HCI, 1%
Kaliumhexacyanoferrat (Il) [gelbes Blutlaugensalz]) gefarbt. Hierdurch wird eine

schwer |8sliche, blaue Eisenkomplexverbindung gebildet.

3.2.13 Statistik

Die Darstellung der Daten erfolgte in Form des Mittelwertes + Standardabweichung
des Mittelwertes (SEM) von n =3 unabhangigen Experimenten. Zur statistischen
Analyse wurde der zweiseitige Studentsche t-Test durchgefuhrt. P-Werte unter 0,05

wurden als signifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 EinfluB einer Eiseniiberladung auf die HCV-Replikation im
subgenomischen Replikon-Modell

4.1.1 Untersuchungen zum Effekt steigender Konzentrationen von Eisen
auf die HCV-Replikation

Bei Patienten mit chronischer viraler Hepatitis wurde in unabhangigen Studien das
gehaufte Vorliegen einer Eisenuberladung beschrieben [73, 74,78, 79], wobei
ebenfalls festgestellt wurde, dal® die Patienten schlechter auf die Interferontherapie
ansprechen [81-83]. Als Naherung fur die physiologische Eisenkonzentration in der
Leber wurden die Angaben zu den Normwerten der Eisenkonzentration im Serum
herangezogen. Diese unterliegen einem circadianen Rhythmus, weshalb das
Referenzintervall von ~0,5 - 1,7 ug/ml, das entspricht ~10 - 30 umol/l, recht grol} ist
[64, 123]. Kakizaki et al. haben beschrieben, dal} bei Eisenuberladung in einem in
vitro Modell der HCV-Infektion die virale Replikation deutlich gesteigert war [124].
Theurl et al. und Cho et al. fanden bei transienter Transfektion in Zellkultur eine
Stimulation der HCV-IRES vermittelten Translation [87, 125]. Hingegen zeigten
Fillebeen et al. und Yuasa et al., dald eine Eisenuberladung zu einer deutlichen
Verminderung der HCV-Replikation fuhrte [126, 127]. In Anbetracht der Datenlage
wurde in Huh9-13 Zellen mit dem subgenomischen Replikon 1377/NS3-3’ der Effekt
einer Eisenuberladung auf die HCV-Replikation untersucht. Zur Simulation des
Vorliegens einer Eisenuberladung wurde im Rahmen einer Konzentrationsreihe die
Eisenkonzentration im Medium um 10, 50, 100 und 500 pmol/l durch zweiwertiges
Eisen in Form von FeSO,4 erhoht. Nach 24-stindiger Inkubation wurden zum einen
die Gesamt-RNA, zum anderen die Gesamtproteine wie beschrieben isoliert und per

Real-Time PCR bzw. Western-Blot analysiert.

4.1.1.1 Messung der Anderung der HCV-Replikationsrate mittels Real-Time PCR

Zur Bestimmung der Anderung der HCV-Replikationsrate wurden fir die Real-Time
PCR Primerpaare im NS3-Gen verwendet (s. 3.1.6). Beide Primerpaare #1 und #2

konnten mit gleicher Effektivitat eingesetzt werden, die gebildeten Amplifikate waren
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57bp bzw. 56 bp groll. Die gemessenen Absolutwerte wurden auf die
MRNA-Spiegel der endogenen Kontrolle SDHA (Succinat-Dehydrogenase-Komplex,
Untereinheit A; 50 bp Amplikon) normalisiert.
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Abb. 4.1: EinfluR von Eiseniiberladung fiir 24 h auf die HCV-Replikation

Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h mit FeSO4 bzw. IFNa wie angegeben inkubiert.

(A) Die Konzentration von Fe? im Kultivierungsmedium wurde schrittweise erhéht. Die Replikationsrate des
subgenomischen Replikons wurde mittels Real-Time PCR bestimmt.

(Mittelwerte + SEM; n=4; * signifikante (P < 0,01) Verminderung der Replikationsrate)

(B) Fe** wurde in einer Konzentration von 100 umol/l zur Simulation einer Eiseniiberladung eingesetzt. Zum
Vergleich wurde die Replikationsrate in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa alleine und in Kombination mit
100 M Fe?* bestimmt. Die Messungen erfolgten mittels Real-Time PCR.

(Mittelwerte + SEM; n=11; * signifikante (P < 0,01) Verminderung der Replikationsrate)

Wie in Abb. 4.1 gezeigt sank bei Erhéhung der Eisenkonzentration die HCV-
Replikationsrate um etwa ein Drittel. Dabei wurde keine weitere Verstarkung der
Hemmung bei Erhdhung der Eisenkonzentration von 100 pymol/l auf 500 pmol/l
gemessen. Gleichzeitig wurden bei 100 pmol/l Fe** keine, bei 500 umol/l deutliche
zytotoxische Effekte gezeigt (s. 4.1.1.5). Auf Grundlage dieser Befunde wurde in
weiteren Versuchen eine Eisenluberladung durch Erhohung der Eisenkonzentration

um 100 pumol/l erzeugt. Im direkten Vergleich zur Inhibierung durch 1000 U/ml
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Interferon-a (IFNa) war dabei die Hemmung der Replikation etwa halb so gro. Bei
gleichzeitiger Zugabe von 100 uM Fe?* und 1000 U/ml IFNa sank die

Replikationsrate um noch etwa 5%.

4.1.1.2 Nachweis der Anderung der HCV-Replikationsrate mittels Western-Blot

Um die Daten der Real-Time PCR zur Anderung der Replikationsrate bei steigenden
Eisenkonzentrationen zu  Uberprifen, wurde mittels Western-Blot die
Proteinexpression des subgenomischen Replikons analysiert. Der Nachweis erfolgte
durch spezifische Antikérper gegen die HCV-Proteine NS3 und NS5B, als
unabhangiger, konstitutiver Proteinmarker wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) gewahlt. Aufgrund der nur geringfigigen Hemmung durch
10 umol/l Fe?* wurde wegen der voraussichtlich schlechten Visualisierung im
Western-Blot bei der Versuchsdurchfiuhrung zur spateren Proteinanalyse auf diese
Konzentrationsstufe verzichtet. Wie in Abb. 4.2 dargestellt zeigte sich entsprechend
der Real-Time PCR Analysen bei steigender Eisenkonzentration eine Verminderung

der viralen Proteinexpression.

0 50 100 500 Fe** [umol/I]

.--- NS3

B B W W nsse

Abb. 4.2: EinfluB von Eisentiberladung fiir 24 h auf die HCV-Proteinexpression

Huh9-13 Zellen wurden flr 24 h mit zunehmenden Konzentrationen an FeSO, wie angegeben inkubiert. Je
Spur wurden 50 pg Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist eine reprasentative Western-
Blot Analyse (n=3).

Wahrend im Western-Blot im Gegensatz zur Real-Time PCR eine Verstarkung der
Hemmung viraler Proteinexpression bei Erhohung der Eisenkonzentration von
100 pmol/l auf 500 pymol/l vorzuliegen schien, wurde in weiteren Analysen aufgrund
der vorliegenden Zytotoxizitat (s. 4.1.1.5) Fe** 100 pM eingesetzt. Wie Abb. 4.3 zeigt
war die Hemmung durch 1000 U/ml IFNa erwartungsgemalld deutlich starker,
gleichzeitig war auch die Hemmung durch 100 uM Fe?* in Kombination mit 1000 U/ml

IFNa ausgepragter als in den Real-Time PCR Versuchen.
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Abb. 4.3: HCV-Proteinexpression nach 24 h Inkubation mit IFNa und/oder Fe?
Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h mit FeSO4 bzw. IFNa wie angegeben inkubiert. Je Spur wurden 50 ug
Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist eine reprasentative Western-Blot Analyse (n=3).

4.1.1.3 Kontrolle der Befunde durch Fé&rbung, sowie Verwendung dreiwertigen

Eisens, anderer zweiwertiger Metallionen und Fe?*—Chelatoren

Die Aufnahme des Eisens im Medium durch die Zellen wurde mittels Berliner Blau
Farbung gezeigt (Abb. 4.4). Die Eisendepots konnten zur Bestatigung des
tatsachlichen Vorliegens einer Eisenlberladung in den Zellen deutlich sichtbar

gemacht werden.
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Abb. 4.4: Berliner Blau Farbung nach Eiseniiberladung fiir 24 h in Huh9-13 Zellen
Huh9-13 Zellen wurden fur 24 h in Standard-Kultivierungsmedium (links) bzw. unter Zusatz von 100 pmol/I
FeSO, (rechts) inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen, fixiert und permeabilisiert. AnschlieRend wurde
mittels Berliner Blau Lésung die Eisenfarbung durchgefiihrt.

Zur Kontrolle wurde anschlieRend mittels Real-Time PCR untersucht, ob andere
zweiwertige Metallionen, im speziellen Ca®* (als CaCl,) und Mg®* (als MgSO,), oder
dreiwertiges Eisen Fe®* (als Fe(lll)Citrat), bei Verwendung in gleichen
Konzentrationen wie zuvor Fe®, ebenfalls die HCV-Replikation beeinflussen.
Aulerdem wurde Uberprift, ob durch die Verwendung der Eisen-Chelatoren
Bathophenanthrolindisulfonsaure (BPS) bzw. Deferoxamin (DFO) alleine und in

Kombination mit Fe** die Reduktion der Replikationsrate aufgehoben werden konnte.
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Wie Abb. 4.5 zeigt ergab sich weder durch Eiseniiberladung mit Fe**, noch durch
Uberladung mit Ca®* oder Mg?* bei keiner der gewidhlten Konzentrationen eine

signifikante Veranderung der Replikationsrate.
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Abb. 4.5: Beeinflussung der HCV-Replikation durch andere Metallionen bzw. durch Eisen-Chelatoren
Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit den angegeben Substanzen inkubiert.

(A) Die Konzentration von Fe**, Mg?*, oder Ca®" im Kultivierungsmedium wurde schrittweise erhoht. Die
Replikationsrate des subgenomischen Replikons wurde mittels Real-Time PCR bestimmt.

(Mittelwerte + SEM; n=5 fiir Fe*"; n=3 fiir Me?")

(B) Eisenchelatoren wurden in einer Konzentration von 100 ymol/l alleine, bzw. in Kombination mit 100 uM
Fe?* eingesetzt. Die Messungen erfolgten mittels Real-Time PCR.

(Mittelwerte £ SEM; n=4; * signifikante (P < 0,01) Anderung der Replikationsrate; ** signifikante (P < 0,05)
Anderung der Replikationsrate)

Desweiteren ist in Abb. 4.5 dargestellt, dal® der zuvor beobachtete Effekt einer
Hemmung der HCV-Replikation durch Fe?* durch Verwendung von Eisen-Chelatoren
umgekehrt werden konnte. Dabei zeigte sich bei Zugabe des jeweiligen Chelators
alleine eine Steigerung der HCV-Replikation um bis zu 100%. Die gleichzeitige
Zugabe eines Chelators und von Fe?* in dquimolaren Konzentrationen fiihrte im Fall
von BPS zu einer ungefahren Wiederherstellung der Replikationsrate unter

Kontrollbedingungen. BPS ist ein sensitiver Chelator flr zweiwertiges Eisen, der in
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der analytischen Chemie zur Stéchiometrie eingesetzt wird [128]. Die Kombination
von Deferoxamin mit Fe?* in dquimolaren Konzentrationen resultierte nur in einer
leichten, aber signifikanten Abnahme der Steigerung der HCV-Replikation, welche
deutlich und signifikant erhéht bestehen blieb. Deferoxamin komplexiert sowohl Fe?*,
als auch Fe**, wobei der DFO-Fe(ll)-Komplex nach einer Weile in den stabileren
DFO-Fe(lll)-Komplex umgewandelt wird [129, 130]. Deferoxamin wird in der Therapie
von Patienten mit Eisenuberladung als Infusion oder subkutane Injektion zur

Induktion einer verstarkten Eisenausscheidung eingesetzt [123, 131, 132].

Der Western-Blot zeigte entsprechend der Real-Time PCR Befunde die erwartete
Veranderung der Expression viraler Proteine. Dies ist in Abb. 4.6 wieder mittels der
HCV-Proteine NS3 und NS5B, sowie GAPDH als unabhangigem, konstitutiven
Proteinmarker gezeigt. Wahrend die virale Proteinexpression bei Zugabe von 100 yM
Fe* vermindert war, konnte eine deutliche Steigerung durch Zusatz von 100 uM
BPS oder DFO erreicht werden. Durch gleichzeitige Applikation von aquimolaren
Konzentrationen Fe?* und Chelator konnte diese Steigerung unterbunden (bei BPS),

bzw. (bei DFO) verringert werden.

- + - + - + Fe?* [100 pmol/I]
- - + + - - BPS [100 pmol/I]
DFO [100 pmol/I]

ey QY e Gy g NS3

o St St s i GAPDH

Abb. 4.6: HCV-Proteinexpression nach 24 h Inkubation mitChelatoren und/oder Fe?*

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit FeSO,4, BPS, DFO bzw. Kombinationen von Chelator und Fe?* wie
angegeben inkubiert. Je Spur wurden 50 ug Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist eine
reprasentative Western-Blot Analyse (n=3).

4.1.1.4 Bestimmung der RNA-Qualitat unter den ausgewdéhlten
Versuchsbedingungen

Zur weiteren Uberprifung der bisher erhaltenen Real-Time PCR Daten wurden von
Stichproben der Gesamt-RNA samtlicher ausgewahlter Versuchsbedingungen, die
als Template fur die cDNA-Synthese verwendet wurden, Elektropherogramme

aufgenommen. Diese Stichproben sind in Abb. 4.7 (A) bis (H) dargestellt. Die bei den
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Analysen ermittelten RNA-Profile zeigten, dal bei keiner Versuchsbedingung eine
Schadigung oder Degradation der Gesamt-RNA vorlag. Die 18S (kleinerer Peak) und
28S rRNA (grolierer Peak) bilden den Uberwiegenden Anteil der Gesamt-RNAs und

im niedermolekularen Bereich wird kaum fragmentierte RNA detektiert.
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Abb. 4.7: Elektropherogramme der Gesamt-RNA von den ausgewahlten Versuchsbedingungen
Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h jeweils unter Zugabe der von (A) bis (H) angegeben Substanzen
inkubiert. Die Gesamt-RNA wurde wie beschrieben isoliert und ein Aliquot wurde zur Qualitatsbestimmung
im Agilent 2100 Bioanalyzer verwendet. Dargestellt sind Stichproben der jeweiligen Praparationen.

4.1.1.5 Zytotoxitétstests

Zur Uberprifung inwiefern die bei den Versuchen verwendeten Substanzen und
Konzentrationen moglicherweise die Viabilitat der Huh9-13 Zellen beeintrachtigten
wurde mittels XTT-Assay auf eventuelle Zytotoxizitat gepruft. Das Reagenz XTT wird

von den Zellen aufgenommen und durch mitochondriale Dehydrogenasen gespalten.
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Das wasserlosliche Spaltprodukt Formazan ist orange und kann photometrisch
bestimmt werden, dabei zeigt die Umsetzung die metabolische Kapazitat der Zelle

und dient als Mal} zur Bestimmung auftretender Beeintrachtigungen der Viabilitat.
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Abb. 4.8: Zellviabilitit nach 24 h Inkubation mit Fe?* und/oder Chelatoren

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit steigenden Konzentrationen von (A) FeSO,, oder (B) BPS, DFO bzw.
Kombinationen von Chelator und Fe** wie angegeben inkubiert. Die Zytotoxizitat wurde wie beschrieben
photometrisch mittels XTT-Assay gemessen. Die Zellviabilitdt unter Kontrollbedingungen wurde gleich 100%
gesetzt und die anderen MelRwerte darauf normiert.

(Mittelwerte = SEM; n=7; * signifikante (P < 0,001) Minderung der Zellviabilitat)

Bei den zur Simulation einer bestehenden Eisenuberladung dem Zellkulturmedium
zugesetzten Konzentrationen FeSO, zeigte sich nur bei der hochsten Konzentration
von 500 ymol/l ein zytotoxischer Effekt. Die signifikante Verminderung der
Zellviabilitat betrug dabei im Mittel 23 £ 4%. Wie in Abb. 4.8 dargestellt wurde bei
keiner der sonst verwendeten Eisen— bzw. Chelator-Konzentrationen eine

Beeinflussung der Zellviabilitat festgestellt.
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4.1.2 EinfluB von Eisenuberladung auf das Genexpressionsprofil der
humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Zur weiteren Analyse sollten Unterschiede in Genexpressionsprofilen ermittelt
werden, die einen Hinweis auf den Zusammenhang zwischen viraler Replikation und
Eisenlberladung geben. Es wurde ein innerhalb des Sonderforschungsbereich 575
,Experimentelle Hepatologie® (Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf) entwickelter
Oligonukleotid Array eingesetzt. Auf diesem Array sind 1500 humane Sonden.
Fillebeen et al. haben unlangst mittels Genexpressionsanalyse die Veranderungen
der Eisenhomoostase untersucht, die durch eine Infektion mit HCV eintritt. Dazu
wurden die Expressionsdaten ausgewahlter Gene des Eisenstoffwechsels in Wildtyp
Huh-7 Zellen und in davon abgeleiteten Zellen mit einem subgenomischen HCV-
Replikon analysiert [133]. In der vorliegenden Arbeit wurden nach 24 h
Inkubationsdauer Anderungen der Genexpression in Huh9-13 Zellen untersucht, die
im Vergleich zu Kontrollbedingungen bei einer Eisenuberladung auftreten. Diese
wurde durch Zusatz von 100 pymol/l FeSO, erzeugt. Desweiteren wurden die
Genexpressionsanderungen bei Eisenlberladung in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa
untersucht, wobei hier die Expressionsdaten von Zellen, die bei Kontrollbedingungen,
aber ebenfalls in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa inkubiert worden waren als

Referenz dienten.

Eine Ubersicht der Anzahl der bei Eiseniiberladung, sowie der bei Eiseniiberladung
in Gegenwart von IFNa regulierten Gene zeigt Tab. 4.1. Im ersten Fall lieferten von
den 1500 Sonden 841 ein detektierbares Signal, davon 835 ein auswertbares, und
659 ein Signal mit zu schwacher Intensitat. Im zweiten Fall lieferten von den 1500

Sonden 871 ein detektierbares Signal und 629 ein Signal mit zu schwacher Intensitat.
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Tab. 4.1: Ubersicht der Genexpressionsinderungen durch Eiseniiberladung in Abwesenheit und in
Gegenwart von IFNa

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit 100 uM Fe*, oder 1000 U/ml IFNa bzw. der Kombination von 100 uM
Fe?* und 1000 U/ml IFNa inkubiert. Von 50 Mg Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-markierte cDNA erzeugt. Mit
dieser wurden Oligonukleotid-Arrays hybridisiert. Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisierter
Quotient der Fluorenszenzwerte der Effektorbedingungen zu den Fluoreszenzwerten der
Kontrollbedingungen dargestellt. Die Gruppierung der Genexpressionsanderungen erfolgte wie beschrieben
(s.3.2.11.2).

reprimiert nicht reguliert induziert
Logio xly | <-0,3 -0,3 bis -0,18 +0,18 +0,18 bis +0,3 | > +0,3

Fe? [100 pmol/l]

vs. 44 71 678 31 1

Kontrolle

Fe? [100 pmol/l],
IFNa [1000 U/ml]

Vs, 14 39 783 29 6
IFNa [1000 U/ml]

Wie in Tab. 4.1 dargestellt waren beim Vorliegen einer Eisenuberladung mit einer
Gesamtzahl von 115 gegenuber 42 deutlich mehr mRNAs der auf dem Array
vertretenen Gene reprimiert als induziert. In Gegenwart von IFNa waren 53
Gentranskripte bei Eisenlberladung reprimiert und 35 induziert. Bei der Gruppierung
der regulierten Transkripte zeigt sich, dal® eine Schnittmenge von 45 mRNAs
allgemein bei Eisenuberladung reguliert wurde. Weitere 111 mRNAs waren in
Abwesenheit und 43 mRNAs in Anwesenheit von IFNa reguliert. Eine vollstandige

Auflistung der regulierten Gentranskripte befindet sich im Anhang (s. Tab. Al-All).

4.1.3 Differentielle Proteinexpression durch Eisenuberladung in der
humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

In Analogie zu den Untersuchungen zur Veranderung der mRNA-Expression sollten
mittels differentieller Proteinexpressionsanalysen Proteine identifiziert werden, die
einen Hinweis auf den Zusammenhang zwischen viraler Replikation und
Eisenlberladung geben. Klinisch hat ein proteomisches Profiling bereits mehrfach
bei Patientenkollektiven wahrend der Progression einer HCV-induzierten
Leberschadigung zum HCC stattgefunden um so Proteine zu identifizieren, die
mdglicherweise als Biomarker etabliet werden kdénnen [134-136]. Auch in
Zellkulturmodellen  wurden  HCV-spezifische, differentielle  Proteinanalysen
durchgefuhrt, bislang jedoch keine zu den hier untersuchten Fragestellungen.
Verglichen wurden Anderungen der Proteinexpression von Hepatomzellen mit HCV-

Replikon bezogen auf die Huh-7 Wildtyp Zellen. Fang et al. haben Untersuchungen
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an drei praparierten, subzellularen Fraktionen vorgenommen, Mannova et al.
untersuchten die Lipid-Rafts als Ort der Replikation [33, 137]. Harris et al.
identifizierten Wirtszellproteine, die mit der 3’-NTR der genomischen HCV-RNA
interagieren [32]. In der vorliegenden Untersuchung wurden nach 24 h
Versuchsdauer Anderungen der Proteinexpression in Huh9-13 Zellen untersucht, die
im Vergleich zu Kontrollbedingungen bei einer Eisenuberladung auftreten. Diese
wurde wieder durch Zugabe von 100 ymol/l FeSO4 erzeugt. Weiterhin wurden die
Proteinexpressionsanderungen bei Eisenuberladung in Gegenwart von 1000 U/ml
IFNa untersucht, wobei hier die Expressionsdaten von Zellen, die bei
Kontrollbedingungen, aber ebenfalls in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa inkubiert

worden waren als Referenz dienten.

Zur Bestimmung der Expressionsanderung in Huh9-13 Zellen bei Eisenuberladung
mittels 2D-DIGE wurden vier unabhangige Experimente (n=4) analysiert. Hierfir war
das Anfertigen von acht 2D-Gelen fir die Auswertung nétig. Die Markierung mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Cy2, Cy3 und Cy5 erfolgt an der e-Aminogruppe von
Lysinresten, dabei war die Farbstoffkonzentration mit 8 pmol Farbstoff je pg
Gesamtproteinlysat so gewahlt, dal} statistisch die Markierung von nur einem Lysin
je Protein stattfand. Dies bedeutet, dal® ca. 2% des Gesamtproteins markiert waren.
In jedem Gel wurden jeweils zwei Versuchszustande zzgl. des internen Standards
aufgetrennt. Dieser beinhaltet &aquivalente Mengen der Proteine von allen
Wiederholungen und war immer mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy2 markiert. Um
einen Einflul des Farbstoffs auf den Gellauf der Proteine zu minimieren, wurde bei
der Markierung der Gesamtproteine der einzelnen Versuchszustande der Farbstoff
variiert. Pro Zustand wurden 50 ug Lysat eingesetzt, die Markierung der Proteine

erfolgte gemaf der Auflistung in Tab. 4.2.
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Tab. 4.2: Proteinmarkierung fiir die 2D-DIGE

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit 100 uM Fe?, oder 1000 U/ml IFNa bzw. der Kombination von 100 UM
Fe?* und 1000 U/ml IFNa inkubiert. Wahrend der interne Standard immer mit dem Farbstoff Cy2 markiert
war, wurden die Proteinlysate der Einzelversuche variabel markiert.

Versuchssatz (n) Index Versuchsbedingung Markierung |
Gel #1 Z+Kontro|le Cy3
Fe”" [100 pmol/I] Cy5
1 IFNa [1000 U/ml] Cy3
Gel #2 Fe* [100 pmol/l], Cv5
IFNa [1000 U/ml] y
Kontrolle Cy3
Gel #3 Fe” [100 umol/l] Cy5
2 IFNa [1000 U/ml] Cy3
Gel #4 Fe”" [100 umol/l], Cv5
IFNa [1000 U/ml] y
Kontrolle Cy5
Gel #5 Fe? [100 umolll] Cy3
3 IFNa [1000 U/ml] Cy5
Gel #6 Fe” [100 umol/I], Cv3
IFNa [1000 U/ml] y
Kontrolle Cy5
Gel #7 Fe” [100 umol/l] Cy3
4 IFNa [1000 U/ml] Cy5
Gel #8 Fe** [100 pymol/l], Cv3
IFNa [1000 U/ml] y

Bei der Bildauswertung der Gele mittels DeCyder Software wurden bei der intra-Gel
Spot-Detektion und dem inter-Gel Abgleich durchschnittlich 2600 Proteinspots
analysiert. Abb. 4.9 zeigt ein reprasentatives Gel, in dem der Cy2-markierte interne

Standard dargestellt ist.

Fur samtliche Versuchsbedingungen wurden durch univariate Varianzanalyse 43
Proteinspots (in Abb. 4.9 hervorgehoben) ermittelt, bei denen anhand der
Fluoreszenzintensitdtsmessungen Anderungen der Proteinmengen vorlagen. Als
differentiell exprimiert wurden solche Proteinspots identifiziert, die Dbei
Eisenliberladung bezogen auf die jeweilige Kontrollbedingung eine Anderung um das
t 1,5-fache zeigten und die im zweiseitigen Studentschen t-Test P-Werte unter 0,05
hatten. Nach dieser Auswertung waren bei Eisenuberladung in Abwesenheit, wie in
Gegenwart von IFNa jeweils drei Proteinspots reprimiert und sechs Proteinspots
induziert (Tab. 4.3).
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Abb. 4.9: Reprasentatives 2D-Gel der Studie zur Eiseniiberladung (Cy2-Farbkanal, int. Standard)
Huh9-13 Zellen wurden flir 24 h mit 100 yM Fe?, oder 1000 U/ml IFNa bzw. der Kombination von 100 puM
Fe? und 1000 U/ml IFNa inkubiert. Fiir die angegeben Spotnummern wurden unter den verschiedenen
Versuchsbedingungen Veranderungen der Proteinmengen detektiert.

Tab. 4.3: Ubersicht der Proteinexpressionsinderungen durch Eiseniiberladung

Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 yM Fe®*, oder 1000 U/ml IFNa bzw. der Kombination von 100 UM
Fe?* und 1000 U/ml IFNa inkubiert. Als differentiell expremiert wurden Proteinspots identifiziert, die bei
Eiseniiberladung bezogen auf die jeweilige Kontrollbedingung eine Anderung um das * 1,5-fache zeigten
und die im zweiseitigen Studentschen t-Test P-Werte unter 0,05 hatten.

reprimiert nicht reguliert induziert
Faktor < -1,5 -1,5 > Faktor < +1,5 Faktor 2 +1,5
und oder und
P <0,05 P > 0,05 P <0,05
Fe®* [100 umol/l]
vs. 3 34 6
Kontrolle
Fe* [100 umol/l],
IFNa [1000 U/ml]
vs. 3 34 6
IFNa [1000 U/ml]

Bei der anschlieRenden Identifizierung mittels gekoppelter LC-MS/MS wurde

festgestellt, dal® acht der neun jeweils regulierten Proteinspots bei Eisentberladung
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(Tab. 4.4), wie auch bei Eisenuberladung in Gegenwart von IFNa (Tab. 4.5) identisch

waren. Im Ganzen wurden sechs nicht-redundante Proteine identifiziert.

Tab. 4.4: Durch Eiseniiberladung regulierte Proteine

Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 yM Fe** inkubiert. Unbehandelte Huh9-13 Zellen dienten als
Refernez. Differentielle Proteinspots wurden nach Trypsin-Verdau mittels LC-MS/MS weiter analysiert und
per Software-gestiitztem Datenbankvergleich identifiziert.

Fe* [100 umol/l]
Index Erot Proteinname petEl IPl Accession VS.
Nr. Gensymbol
Kontrolle

Heterogeneous nuclear HNRNPK IP100807545.1

1 584 | . , 1,73
ribonucleoprotein K (Isoform 3)
Heterogeneous nuclear HNRNPK IP100216049.1

2 578 | . . 1,72
ribonucleoprotein K (Isoform 1)
Heterogeneous nuclear HNRNPK IP100216049.1

3 574 | . . 1,71
ribonucleoprotein K (Isoform 1)

4 1305 nicht identifiziert 1,67
Hematological and neurological | HN1L IP100027397.3

5 2286 | expressed 1-like protein 1,64
(Isoform 1)
Short-chain specific acyl-CoA | ACADS IPI00027701.3

6 1543 | dehydrogenase, mitochondrial 1,53
precursor

7 186 | Elongation factor 2 EEF2 IPI00186290.6 -1,51

8 2460 nicht identifiziert -1,77

9 1750 Mglate dehydrogenase, MDH2 IP100291006.1 1,78
mitochondrial precursor

Tab. 4.5: Durch Eiseniiberladung in Gegenwart von IFNa regulierte Proteine

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h mit 1000 U/ml IFNa bzw. mit 1000 U/ml IFNa und 100 yM Fe?* inkubiert.
Differentielle Proteinspots wurden nach Trypsin-Verdau mittels LC-MS/MS weiter analysiert und per
Software-gestiitztem Datenbankvergleich identifiziert.

Fe* [100 umol/l],
Index SIEEE Proteinname . IPI Accession IGHEINIO T GR
Nr. Gensymbol vs.
IFNa [1000 U/ml]
1 1305 nicht identifiziert 1,97
Heterogeneous nuclear HNRNPK IPI00807545.1
2 584 | . . 1,74
ribonucleoprotein K (Isoform 3)
Short-chain specific acyl-CoA ACADS IPI00027701.3
3 1543 | dehydrogenase, mitochondrial 1,7
precursor
Hematological and neurological | HN1L IPI00027397.3
4 2286 | expressed 1-like protein 1,67
(Isoform 1)
Heterogeneous nuclear HNRNPK IP100216049.1
5 578 | . . 1,58
ribonucleoprotein K (Isoform 1)
6 574 Heterogeneous nuclear HNRNPK IP100216049.1 1.53
ribonucleoprotein K (Isoform 1) ’
7 2917 F_US-lnter_actmg serine-arginine- | FUSIP1 IP100412643.1 1,54
rich protein 1 (Isoform 2)
186 | Elongation factor 2 EEF2 IP100186290.6 -1,69
9 1750 M_alate deh_ydrogenase, MDH2 IP100291006.1 2,44
mitochondrial precursor
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4.2 EinfluB von Anisoosmolaritat auf die HCV-Replikation im
subgenomischen Replikon-Modell

4.2.1 Effekt anisoosmotisch induzierter Zellvolumenanderung auf die
HCV-Replikation

Offensperger et al. 1994 fanden in Versuchen an HBV-infizierten Entenhepatozyten,
dall Anisoosmolaritat die virale Replikation beeinflut [115]. Eine Absenkung der
Replikationsrate wurde bei Zellschwellung (Hypoosmolaritat; 277 mosmol/l; 10 d) und
ein Anstieg bei Zellschrumpfung (Hyperosmolaritat; 421 mosmol/l; 10 d) beobachtet.
Bei Versuchen zur Optimierung der Zellkulturbedingungen fir die HBV-infizierte
Hepatomzelllinie HepG2.2.15 zur Verstarkung der viralen Replikation fanden Glebe
et al. 2001 eine Steigerung in Folge von Hyperosmolaritat durch Zugabe von 1%
DMSO (Osmolaritatserhndhung = 140 mosmol/l) nach 7 d [116]. Da entsprechende
Untersuchungen zur Replikation von HCV in Replikon-Modellsystemen zur HCV-
Infektion bislang nicht durchgeflihrt wurden, sollte die Frage geklart werden, ob in
Huh9-13 Zellen Anisoosmolaritat die Replikation des subgenomischen Replikons
beeinflullt. Zu diesem Zweck wurden nach Inkubation unter anisoosmotischen
Bedingungen zum einen die Gesamt-RNA, zum anderen die Gesamtproteine isoliert

und per Real-Time PCR bzw. Western-Blot analysiert.

4.2.1.1 Messung der Anderung der HCV-Replikationsrate mittels Real-Time PCR

Zur Bestimmung der Anderung der HCV-Replikationsrate wurden fir die Real-Time
PCR die im NS3-Gen lokalisierten Primerpaare verwendet (s. 3.1.6). Die
gemessenen Absolutwerte wurden auf die mRNA-Spiegel der endogenen Kontrolle
SDHA normalisiert. Die relative Replikationsrate bei Normooasmolaritat
(320 mosmol/l) wurde als Bezugspunkt zur Festlegung der Veranderungen bei
Hypo— (220 mosmol/l) bzw. Hyperosmolaritat (420 mosmol/l) gesetzt. Die
anisoosmotischen Medien wurden wie beschrieben (s. 3.2.1) durch Mischungen von
Medien mit erhohter Konzentration NaCl bzw. ohne NaCl hergestellt. Nach 24 h

Inkubationsdauer ergaben sich nur geringe Veranderungen (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: EinfluB von Anisoosmolaritat fiir 24 h auf die HCV-Replikation

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h jeweils ohne (A) und mit Zusatz (B) von 1000 U/ml IFNa in
hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l) oder hyperosmotischem
(420 mosmol/l) Medium inkubiert. Die Replikationsrate des subgenomischen Replikons wurde mittels Real-
Time PCR bestimmt.

(A) 24 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=3; * signifikante (P < 0,01) Anderung der Replikationsrate)
(B) 24 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=3; * signifikante (P < 0,01) Anderung der Replikationsrate;
** gignifikante (P < 0,05) Anderung der Replikationsrate)

Wurde eine Zellschwellung induziert sank die Replikationsrate um 17 £ 1%, bei
Zellschrumpfung stieg sie um 13,5+3,7%. Zur Uberprifung, ob unter
anisoosmotischen Bedingungen die antivirale Immunantwort beeintrachtigt war,
wurde der Versuch auch in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa durchgefihrt. Das Profil
der verminderten Replikation bei Zellschwellung und gesteigerter Replikation bei
Zellschrumpfung blieb dabei erhalten. Die Steigerung der Replikationsrate unter dem
Einfluld von Hyperosmolaritat war der Hemmung durch IFNa entgegen gerichtet und
fuhrte zu einer Verminderung der beobachteten Signifikanz (P < 0,05) gegenuber
Kontrollbedingungen (P < 0,01) (Abb. 4.10, (B)).

Die Versuchsdauer wurde auf 48 h verdoppelt, wodurch die Anderungen der

Replikationsrate ausgepragter waren (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: EinfluBR von Anisoosmolaritit fiir 48 h auf die HCV-Replikation

Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h jeweils (A) ohne und (B) mit Zusatz von 1000 U/ml IFNa in
hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l) oder hyperosmotischem
(420 mosmol/l) Medium inkubiert. Die Replikationsrate des subgenomischen Replikons wurde mittels Real-
Time PCR bestimmt.

(A) 48 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=4; * signifikante (P < 0,05) Anderung der Replikationsrate)
(B) 48 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=4; * signifikante (P < 0,01) Anderung der Replikationsrate;
** signifikante (P < 0,05) Anderung der Replikationsrate)

Unter hypoosmotischen Bedingungen sank die Replikationsrate um 36 + 6% und
stieg bei hyperosmotischen Bedingungen um 70 + 16%. Wieder blieb dieses Profil
auch in Gegenwart von 1000 U/ml IFNa erhalten. Auffallig war dabei, daR die
Replikationsrate bei Hyperosmolaritat um das 4-fache gegeniber Normoosmolaritat
gesteigert war, und dies somit eine signifikante Aufhebung der Interferonhemmung

durch Hyperosmolaritat zeigte (Abb. 4.11).

Die Herstellung der Medien unterschiedlicher Osmolaritat erfolgte durch Mischungen
von Medien mit erhdhter Konzentration NaCl bzw. ohne NaCl (s. 3.2.1). Um zu klaren,
ob die bisher beobachteten Veranderungen Folge der Volumenanderung oder der
Anderung der lonenstérke sind, wurde an Stelle von NaCl der nicht-zellpermeable

Osmolyt Raffinose verwendet (Abb. 4.12). Dabei wurde ausgehend vom
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hypoosmotischen Medium (220 mosmol/l) durch Zugabe von 100 mmol/l Raffinose
normoosmotisches (320 mosmol/l) und durch Zugabe von weiteren 100 mmol/l

Raffinose hyperosmotisches (420 mosmol/l) Medium erzeugt.
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Abb. 4.12: Anderung der HCV-Replikationsrate bei Verwendung von Raffinose statt NaCl

Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h (A) bzw. 48 h (B) in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem
(320 mosmol/l) oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Bei Verwendung von NaCl wurde
durch Mischungen von Medien mit erhéhter NaCl Konzentration bzw. ohne NaCl die Osmolaritat hergestellt.
Bei Verwendung von Raffinose (impermeabler Osmolyt) wurde ausgehend von hypoosmotischem Medium
durch Zugabe von 100 mM Raffinose isoosmotisches und durch weitere, 100 mM Konzentrationserhéhung
hyperosmotisches Medium hergestellt. Die Replikationsrate des subgenomischen Replikons wurde mittels
Real-Time PCR bestimmt.

(A) 24 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=3; * signifikante (P < 0,01) Anderung der Replikationsrate)
(B) 48 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=3; * signifikante (P < 0,05) Anderung der Replikationsrate)

Wie Abb. 4.12 zeigt ergaben sich bei Verwendung von Raffinose ahnliche
Anderungen der HCV-Replikationsrate, wie bei Verwendung von NaCl. Die bisher
beobachteten Veranderungen wurden also durch die Modifikation des Zellvolumens

augeldst und nicht als Folge der Anderung der lonenstarke.
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4.2.1.2 Nachweis der Anderung der HCV-Replikationsrate mittels Western-Blot

Mittels Western-Blot sollte festgestellt werden, ob sich die Befunde der Real-Time
PCR Analysen auf Proteinebene wiederspiegeln. Zum Nachweis wurden spezifische
Antikorper gegen die HCV-Proteine NS3 und NS5B, sowie als unabhangiger,
konstitutiver Proteinmarker GAPDH gewahlt. Bei der Real-Time PCR wurden nach
24 h Inkubationsdauer nur geringe Anderungen der HCV-Replikation beobachtet. Im
Western Blot konnten nach 24 h Anderungen der Expression viraler Proteine nicht
visualisiert werden. Wie Abb. 4.13 zeigt flUhrte die Interferonzugabe bei allen
Osmolaritaten zu einer verminderten Proteinexpression, aber zwischen den
verschiedenen osmotischen Bedingungen lieRen sich keine Unterschiede

ausmachen.

220 320 420 Osmolaritiat [mosmol/I]
IFN [1000 U/mlI]

NS3

NS5B

Abb. 4.13: HCV-Proteinexpression nach 24 h Inkubation bei versch. Osmolaritaten

Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 1000 U/ml IFNa in hypoosmotischem
(220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l) oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium
inkubiert. Je Spur wurden 50 pug Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist eine
reprasentative Western-Blot Analyse (n=3).

Nach Verdopplung der Versuchsdauer auf 48 h wurde eine Osmosensitivitat der

viralen Proteinexpression deutlich (Abb. 4.14).

220 320 420 Osmolaritidt [mosmol/I]
- + - + - + IFN [1000 U/mlI]

W e I e B W NS3

P wees e e W NS5B
" — — — o GAPDH

Abb. 4.14: HCV-Proteinexpression nach 48 h Inkubation bei versch. Osmolaritaten

Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h ohne bzw. mit Zugabe von 1000 U/ml IFNa in hypoosmotischem
(220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l) oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium
inkubiert. Je Spur wurden 50 pug Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist eine
reprasentative Western-Blot Analyse (n=3).
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Es zeigte sich bei Hypoosmolaritat eine verminderte und bei Hyperosmolaritat eine
verstarkte Expression der HCV-Proteine NS3 und NS5B. Auch in Gegenwart von
IFNa zeigte sich nach 48 h, dall die dadurch induzierte Hemmung unter

hyperosmotischen Bedingungen abgeschwacht war (Abb. 4.14).

Mittels Western-Blot sollte noch der Befund der Real-Time PCR Analyse auf
Proteinebene verifiziert werden, daR die Anderungen der viralen Proteinexpression
durch die unterschiedlichen Osmolaritaten des Medium verursacht wurden. Dazu
wurde wieder ausgehend vom hypoosmotischen Medium (220 mosmol/l) durch
Zugabe des alternativen Osmolyt Raffinose normo— (320 mosmol/l) bzw.
hyperosmotisches Medium (420 mosmol/l) hergestellt. AuRerdem wurde bei
Isoosmolaritat der lonophor Nystatin eingesetzt. Wie Kapus et al. 1999 zeigten kann
dadurch selektiv die Membran fur kleine, monovalente lonen permeabilisiert werden,
ohne gleichzeitig die Permeation grol3er, anorganischer lonen zu ermdglichen. Dies

resultiert in einer Zellschrumpfung unter normoosmotischen Bedingungen [138].

Hypo Normo Hyper Osmolaritdt
- - + - - + Raffinose

+ - - Nystatin [400 U/ml]
———— - s
T W WS WS NSS5B

Abb. 4.15: Vergleich der HCV-Proteinexpression nach 48 h Inkubation bei versch. Osmolaritaten
unter Verwendung versch. Osmolyte

Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l)
oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Bei Verwendung von NaCl wurde durch
Mischungen von Medien mit erhéhter NaCl Konzentration bzw. ohne NaCl die Osmolaritat hergestellt. Bei
Verwendung von Raffinose wurde ausgehend von hypoosmotischem Medium durch Zugabe von 100 mM
Raffinose isoosmotisches und durch weitere, 100 mM Konzentrationserh6hung hyperosmotisches Medium
hergestellt. Durch Zugabe des Ilonophors Nystatin wurde unter isoosmotischen Bedingungen
Hyperosmolaritat (Zellschrumpfung) simuliert. Je Spur wurden 50 ug Gesamtprotein elektrophoretisch
aufgetrennt. Gezeigt ist eine reprasentative Western-Blot Analyse (n=3).

In Abb. 4.15 ist dargestellt, da® zum einen die Expression der viralen Proteine NS3
und NS5B bei Verwendung von NaCl oder Raffinose als Osmolyt jeweils bei Normo—
bzw. Hyperosmolaritdt vergleichbar war. Zum anderen zeigte sich auch bei
Verwendung von Nystatin bei isoosmotischen Bedingungen eine Steigerung der
Proteinexpression ahnlich der Steigerung bei durch Hyperosmolaritat verursachte

Zellschrumpfung.
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4.2.1.3 Bestimmung der RNA-Qualitat unter den ausgewdéhlten

Versuchsbedingungen

Von Gesamt-RNA-Praparationen nach 48 h Versuchsdauer bei den verschiedenen
Tonizitdten wurden Stichproben zur Aufnahme von Elektropherogrammen
genommen. Mittels dieser Stichproben, die in Abb. 4.16 (A) bis (C) dargestellt sind,
konnte zur weiteren Uberpriifung der bisher erhaltenen Real-Time PCR Daten
gezeigt werden, dald bei keiner Versuchsbedingung eine Schadigung oder
Degradation der Gesamt-RNA vorlag. Deren Uberwiegenden Anteil bilden die 18S
(kleinerer Peak) und 28S rRNA (groRRerer Peak) und im niedermolekularen Bereich
wird kaum fragmentierte RNA detektiert.
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Abb. 4.16: Elektropherogramme der Gesamt-RNA von den ausgewahlten Versuchsbedingungen
Huh9-13 Zellen wurden fiir 48 h bei den jeweils unter (A) bis (C) angegeben Tonizitaten inkubiert. Die
Gesamt-RNA wurde wie beschrieben isoliert und ein Aliquot wurde zur Qualitdtsbestimmung im Agilent
2100 Bioanalyzer verwendet. Dargestellt sind Stichproben der jeweiligen Praparationen.

4.2.1.4 Zytotoxitétstests

Inwiefern die verschiedenen Osmolaritaten moglicherweise die Viabilitat der Huh9-13
Zellen nach 24 h bzw. 48 h Versuchsdauer beeintrachtigten wurde photometrisch
mittels XTT—Zytotoxizitats—Assay gepruft. Die Umsetzung der Tetrazoliumverbindung
XTT zum Formazan durch das mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Reduktase
System zeigt die metabolische Kapazitat der Zelle und dient als Mal® zur

Bestimmung auftretender Beeintrachtigungen der Viabilitat. Wie in Abb. 4.17
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dargestellt wurde bei keiner Versuchsbedingung eine Beeinflussung der Zellviabilitat

festgestellt.
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Abb. 4.17: Zellviabilitat nach 24 h bzw. 48 h Inkubation bei versch. Osmolaritaten

Huh9-13 Zellen wurden fir 24 h bzw. 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem
(320 mosmol/l) oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Die Zytotoxizitat wurde wie
beschrieben photometrisch mittels XTT-Assay gemessen. Die Zellviabilitdt bei Normoosmolaritat wurde
gleich 100% gesetzt und die anderen MeRwerte darauf normiert.

(A) 24 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=5)

(B) 48 h Inkubationsdauer (Mittelwerte + SEM; n=4)

4.2.2 EinfluR von Anisoosmolaritat auf das Genexpressionsprofil der
humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Zur weiteren Analyse sollten Unterschiede im Genexpressionsprofil von Huh9-13
Zellen ermittelt werden, die 48 h anisoosmotischen Bedingungen ausgesetzt waren,
um einen Hinweis auf den Zusammenhang zwischen viraler Replikation und
Zellvolumenanderung zu erhalten. Es wurde der im Sonderforschungsbereich 575
.-Experimentelle Hepatologie* (Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf) entwickelte

Oligonukleotid Array mit 1500 humanen Sonden eingesetzt. Huh9-13 Zellen wurden
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48 h unter hypoosmotischen (220 mosmol/l), normoosmotischen (320 mosmol/l) und
hyperosmotischen Bedingungen (420 mosmol/l) inkubiert. Die Expression unter
normoosmotischen Bedingungen diente als Referenz um die Anderungen der

Genexpression in Huh9-13 Zellen bei Anisoosmolaritat zu untersuchen.

Eine Ubersicht der Anzahl der unter anisoosmotischen Bedingungen regulierten
Gene zeigt Tab. 4.6. Bei Hypoosmolaritat lieferten von den 1500 Sonden 933 ein
detektierbares und 567 ein Signal mit zu schwacher Intensitat. Bei Hyperosmolaritat
lieferten von den 1500 Sonden 959 ein detektierbares Signal und 541 ein Signal mit

zu schwacher Intensitat.

Tab. 4.6: Ubersicht der Genexpressionsinderungen durch Anisoosmolaritit

Huh9-13 Zellen wurden fiir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l)
oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Von 50 uyg Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-
markierte cDNA erzeugt. Mit dieser wurden Oligonukleotid-Arrays hybridisiert. Genexpressionsanderungen
wurden als logarithmisierter Quotient der Fluorenszenzwerte bei jeweiliger Anisoosmolaritdt zu den
Fluoreszenzwerten bei Isoosmolaritat dargestellt. Die Gruppierung der Genexpressionsanderungen erfolgte
wie beschrieben (s. 3.2.11.2).

reprimiert nicht reguliert induziert
Logqo xly <-0,3 -0,3 bis -0,18 +0,18 +0,18 bis +0,3 >+0,3

220 mosmol/l

vs. 18 49 805 39 22

320 mosmol/l

420 mosmol/l

vs. 49 65 674 89 82

320 mosmol/l

Wie in Tab. 4.6 dargestellt waren unter hypoosmotischen Bedingungen mit einer
Gesamtzahl von 67 gegenuber 61 ahnlich viele Gentranskripte reprimiert wie
induziert. Unter hyperosmotischen Bedingungen waren insgesamt deutlich mehr
Transkripte reguliert, wobei 114 mRNAs reprimiert und mit 171 deutlich mehr
induziert waren. Bei der Gruppierung der regulierten mRNAs zeigt sich, dal eine
Schnittmenge von 64 mRNAs sowohl unter hypo- als auch unter hyperosmotischen
Bedingungen reguliert wurde. Davon waren 18 mRNAs gleichsinnig und 46 mRNAs
gegensinnig reguliert. Weitere 62 mRNAs waren lediglich unter hypoosmotischen
Bedingungen und 218 mRNAs lediglich unter hyperosmotischen Bedingungen
reguliert. Eine vollstandige Auflistung der regulierten Gene befindet sich im Anhang
(s. Tab. AllI-AIV).
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4.2.3 Differentielle  Proteinexpression unter dem EinfluR von
Anisoosmolaritat in der humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Analog zu den Untersuchungen zur Modifikation der mRNA-Expression sollten
mittels differentieller Proteinexpressionsanalysen Proteine identifiziert werden, deren
Expression unter der Einwirkung von Zellvolumenveranderungen verandert ist und
die dadurch maoglicherweise Einfluld auf die virale Replikation haben. Dazu wurden
nach 48 h Versuchsdauer Anderungen der Proteinexpression in Huh9-13 Zellen
untersucht, die bei Anisoosmolaritat auftreten. Hierfur wurden die Zellen in
hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l) oder
hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Die Bestimmung der
Expressionsanderung nach  Zellschwellung (bei  Hypoosmolaritat) bzw.
Zellschrumpfung (bei Hyperosmolaritat) erfolgte durch die Analyse von vier
unabhangigen Experimenten (n=4) mittels 2D-DIGE (vgl. 4.1.3). Hierfir wurden
sechs 2D-Gele zur Auswertung angefertigt. In jedem Gel wurden jeweils zwei
Versuchszustande zzgl. internem Standard aufgetrennt. Der Fluoreszenzfarbstoff
Cy2 wurde zur Markierung des internen Standards eingesetzt, die Markierung mit
den Farbstoffen Cy3 und Cy5 wurde variiert, um einen Einflu des Farbstoffs auf den
Gellauf der Proteine zu minimieren (Tab. 4.7).

Tab. 4.7: Proteinmarkierung fiir die 2D-DIGE

Huh9-13 Zellen wurden fiir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l)

oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Wahrend der interne Standard immer mit dem

Farbstoff Cy2 markiert war, wurden die Proteinlysate der Einzelversuche variabel markiert.
Osmolaritat

Versuchssatz (n) Index [mosmol/l] Markierung
: Gel #1 520 o3
Gel #2 ‘3‘38 gig
2 [oam | crs
3 Gel 4 320 o3
Gel #5 ‘3‘38 gzg
¢ e | cr

Bei der Bildauswertung mit der DeCyder Software wurden per intra-Gel
Spot-Detektion und inter-Gel Abgleich durchschnittlich 2600 Proteinspots analysiert.

In dem reprasentativen Gel, bei dem der Cy2-markierte interne Standard erfal3t
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wurde, sind die 64 Proteinspots hervorgehoben, bei denen nach univariater
Varianzanalyse der drei Versuchszustande entsprechend der Fluoreszenz-

intensitdtsmessungen Anderungen der Proteinmengen vorlagen (Abb. 4.18).

Wiz 1
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6 2569 | [
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Abb. 4.18: Reprasentatives 2D-Gel der Studie zur Osmoregulation (Cy2-Farbkanal, int. Standard)
Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l)
oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Fir die angegeben Spotnummern wurden unter
den verschiedenen Versuchsbedingungen Veranderungen der Proteinmengen detektiert.

GemaR der Kriterien zur Analyse differentieller Expression (Anderung um das
t 1,5-fache; P <0,05 im zweiseitigen Studentschen t-Test) wurden bei
Hypoosmolaritat ein Proteinspot als reprimiert und drei Proteinspots als induziert
ermittelt. Bei Hyperosmolaritat waren 20 Proteinspots reprimiert und 21 Proteinspots
induziert (Tab. 4.8).
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Tab. 4.8: Ubersicht der Proteinexpressionsinderungen durch Anisoosmolaritit

Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l), normoosmotischem (320 mosmol/l)
oder hyperosmotischem (420 mosmol/l) Medium inkubiert. Als differentiell expremiert wurden Proteinspots
identifiziert, die bei hypoosmotischen bzw. hyperosmotischen Bedingungen jeweils bezogen auf
Isoosmolaritat eine Anderung um das * 1,5-fache zeigten und die im zweiseitigen Studentschen t-Test
P-Werte unter 0,05 hatten.

reprimiert nicht reguliert induziert
Faktor < -1,5 -1,5 > Faktor < +1,5 Faktor 2 +1,5
und oder und
P <0,05 P> 0,05 P £0,05
220 mosmol/l
Vvs. 1 60 3
320 mosmol/l
420 mosmol/l
vs. 20 23 21
320 mosmol/l

Von den insgesamt 45 regulierten Proteinspots wurden anschlieBend 33 mittels
gekoppelter LC-MS/MS identifiziert, dabei vier bei Hypoosmolaritat (Tab. 4.9) und 29
bei Hyperosmolaritat (Tab. 4.10). Im Ganzen konnten 19 nicht redundante Proteine
identifiziert werden.

Tab. 4.9: Durch Hypoosmolaritat regulierte Proteine

Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l) bzw. normoosmotischem

(320 mosmol/l) Medium inkubiert. Differentielle Proteinspots wurden nach Trypsin-Verdau mittels LC-MS/MS
weiter analysiert und per Software-gestiitztem Datenbankvergleich identifiziert.

220 mosmol/l
Index S Proteinname pEtEl IPI Accession VS.
Nr. Gensymbol
320 mosmol/l
y 555 Fibrinogen alpha chain FGA IPI00029717 1 3.3
precursor (Isoform 2)
Putative uncharacterized protein | FGG IPI00411626.4
2| M08 | hKF75779N0926 3,03
841 | UDP-glucose 6-dehydrogenase | UGDH IPI00031420.3 1,53
4 1585 Aldo-keto reductase family 1 AKR1C1 IP100029733.1 1,57
member C1
Tab. 4.10: Durch Hyperosmolaritét regulierte Proteine
Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hyperosmotischem (420 mosmol/l) bzw. normoosmotischem

(320 mosmol/l) Medium inkubiert. Differentielle Proteinspots wurden nach Trypsin-Verdau mittels LC-MS/MS
weiter analysiert und per Software-gestiitztem Datenbankvergleich identifiziert.

420 mosmol/l
Index 2zl Proteinname — IPI Accession Vs.
Nr. Gensymbol
320 mosmol/l
ATP-dependent RNA helicase DDX3Y IP100293616.3
1 381 DDX3Y 2,37
2 510 |Lamin-A/C (Isoform A) LMNA IPI00021405.3 2,35
3 506 |Lamin-A/C (Isoform A) LMNA IPI00021405.3 2,16
4 785 |Lamin-A/C (Isoform C) LMNA IP100216952.1 21
5 782 | Lamin-A/C (Isoform C) LMNA IP100216952.1 2,06
6 2960 FF)’rt:)cgi;;\h;:mdyle’[hanolam|ne-b|nd|ng PEBP1 IP100219446.5 1,95
7 456 Probable ATP-dependent RNA DDX17 IPI00651677.1 1.9
helicase DDX17 (Isoform 2) ’
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420 mosmol/l
Index St Proteinname pGtzl IPI Accession VS.
Nr. Gensymbol
320 mosmol/l
8 783 |Lamin-A/C (Isoform A) LMNA IP100216952.1 1,9
9 503 nicht identifiziert 1,8
10 776 |Lamin-A/C (Isoform C) | LMNA | IP100216952.1 1,8
11 740 nicht identifiziert 1,76
12 162 nicht identifiziert 1,75
13 | 459 | Caldesmon (Isoform 5) | CALD1 [1P100333771.1 1,75
14 | 2292 nicht identifiziert 1,73
15 | 1020 | Keratin, Type | Cytoskeletal 8 |KRTS | IP100554648.3 1,71
16 | 2275 nicht identifiziert 1,71
17 | 1318 nicht identifiziert 1,66
18 | 1049 nicht identifiziert 1,64
19 | 1224 [Keratin, Type | Cytoskeletal 18 |KRT18 | IP100554788.5 1,56
20 | 1109 nicht identifiziert 1,52
21 716 | Beta-1-syntrophin (Isoform 2) SNTB1 IP100216858.3 -1,5
22 | 1483 | Hepatoma-derived growth factor HDGF IP100020956.1 -1,53
23 420 | Caldesmon (Isoform 5) CALD1 IP100333771.1 -1,56
24 | 2567 nicht identifiziert -1,56
25 | 1293 Isocitrate c_iehydrogenase [NADP] |IDH1 IPI00027223.2 1,57
cytoplasmic
26 | 2115 nicht identifiziert -1,57
27 933 | Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 IPI00218914.5 -1,59
08 | 2523 A'_FP syntha_se subunit alpha, ATP5A1 IP100440493.2 1,6
mitochondrial precursor
o9 | 1957 A'_FP synthqse subunit alpha, ATP5A1 IP100440493.2 1,64
mitochondrial precursor
30 | 2424 nicht identifiziert -1,66
31 414 | Caldesmon (Isoform 5) CALD1 IPI00333771.1 -1,67
32 | 1735 ATP synthgse subunit alpha, ATP5A1 IP100440493.2 1,82
mitochondrial precursor
Putative uncharacterized protein FGG IP100411626.2
33 | M08 | by F75779N0926 -1,89
34 | 1569 nicht identifiziert -2
35 926 ATP syntha_se subunit alpha, ATP5A1 IP100440493.2 2,03
mitochondrial precursor
36 | 2412 ATP syntha_se subunit alpha, ATP5A1 IP100440493.2 2,08
mitochondrial precursor
Small glutamine-rich SGTA IP100013949.1
37 | 1745 | tetratricopeptide repeat-containing -2,26
protein A
38 555 Fibrinogen alpha chain precursor | FGA IP100029717 1 2,37
(Isoform 2)
39 950 |Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 IPI00218914.5 -2,65
40 940 Hydroxymethylglutar_yI-CoA HMGCS1 IPI00008475.1 3,01
synthase, cytoplasmic
41 948 Hydroxymethylglutar_yI-CoA HMGCS1 IPI00008475.1 377
synthase, cytoplasmic
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5 Diskussion

Es ist seit mehreren Jahren bekannt und intensiv erforscht, dal3 eine Reihe von
Wirtszell-Faktoren mit der genomischen RNA und den viralen Proteinen des HCV
interagieren und auch fur die Replikation des Hepatitis C Virus erforderlich sind [32-
34]. Vor allem fur die HCV-Proteine NS5A und NS5B sind Interaktionen mit
zahlreichen zellularen Proteinen identifiziert worden. Insgesamt sind bisher sehr
unterschiedliche Proteine bekannt. Beispiele dafir sind Nucleolin, ein
Phosphoprotein, das an der Synthese und Reifung der Ribosomen beteiligt ist [139,
140], die RNA-Helikase DDX5 [141], das geranylgeranylierte F-box Protein FBXLZ2,
das an Ubiquitinierungsreaktionen beteiligt ist [142], die vesikularen Proteine VAPA
und VAPB [143, 144] und die Chaperone Cyclophilin B (PPIB) [145] und FKBPS8
[146].

Daruber hinaus wurde untersucht, inwieweit Mechanismen des angeborenen
Immunsystems, und dabei insbesondere das Interferon—Signalnetzwerk, bei HCV-
Infektion beeinflul3t sind. Durch Forschungsarbeiten am Replikon—System konnten
zum einen molekulare Mechanismen der Wirkung von endogenem und exogenem
Interferon analysiert werden [147-152]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dal} durch
HCV-Proteine wiederum das Interferon—Signalnetzwerk blockiert werden kann [153-
155].

Desweiteren wurden in Tierversuchen und bei Patientenstudien Genexpressions—
und Proteinexpressionsanderungen untersucht, die durch eine HCV-Infektion
ausgelost werden, bzw. sich im Rahmen der Progression der HCV-induzierten
Leberschadigung ausbilden [156-159].

In einer Studie zur Regulation von Faktoren der Eisenhom&ostase wurden in vitro
mittels Genexpressionsanalyse Veranderungen von ausgewahlten Genen des
Eisenstoffwechsels analysiert. Dabei wurden Expressionsdaten in Wildtyp Huh-7
Zellen und in davon abgeleiteten Zellen mit einem subgenomischen HCV-Replikon
erhoben [133]. Verschiedene Untersuchungen zum Effekt von Eisen auf die HCV-
Replikation zeigten widersprichliche Ergebnisse (Tab. 5.1). Der EinfluR der
Zellhydration auf die virale Replikation wurde bisher erst in wenigen in vitro Studien
analysiert [108-111], und Daten zu viralen Hepatiden lagen bislang nur fur HBV

Modelle vor [115,116]. Die Fragestellung nach dem Effekt von
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Hydrationsanderungen bei bestehender HCV-Infektion ist bislang nicht bearbeitet
worden. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der EinfluR von Eisenuberladung,
als auch von Anisoosmolaritat, mit dem Ziel untersucht, auftretende Veranderungen

der Gen— und Proteinexpression im Zellkulturmodell zu ermitteln.

Zur Interpretation der Ergebnisse aus den Genexpressionsstudien bedarf es vorab
zweier Hinweise. Im Regelfall wird nur ein geringer Prozentsatz der Gene, die auf
einem beliebigen cDNA-Array vertreten sind, als differentiell reguliert identifiziert
[160]. Durch Verwendung des innerhalb des Sonderforschungsbereich 575
~Experimentelle Hepatologie“ (Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf) entwickelten,
vorselektionierten Oligonukleotid Arrays, der die gleichzeitige Betrachtung von tber
1500 humanen Gentranskripten der Leber ermoglicht, findet man aufgrund dieser
Vorauswabhl letztendlich einen héheren Prozentsatz regulierter Gene. Bei der Studie
zur Eisenuberladung wurde fur 13% der Uber den Array untersuchten Gene, bei der
Studie zur Anisoosmolaritat fur 11,5% der untersuchten Gene eine Regulation
beobachtet. Andererseits ermdglichen Arrays, die das komplette Genom abbilden,
die Untersuchung von der 25-fachen bis zur deutlich Uber 60-fachen Anzahl an
Gentranskripten gegenlber der hier verwendeten Technologie. Die Interpretation der
Daten hinsichtlich der beeinfluBten, biologischen Prozesse (Stoffwechselwege,
Signalvermittlungsnetzwerke, Wachstums-/Differenzierungsvorgange) kann dadurch
erleichtert sein. Aufgrund der hier vorgenommenen Vorselektionierung sind
Aussagen zur funktionellen Regulation biologischer Prozesse nur in dem Mal
modglich, welches dem Vorliegen der Gene in der Grundgesamtheit des Arrays

entspricht.

5.1 Hemmung der HCV-Replikation bei Eiseniiberladung im
subgenomischen Replikon-Modell

Von Patienten mit chronischer viraler Hepatitis ist seit Anfang der 1990er Jahre
bekannt, dall die im Rahmen der klinischen Diagnostik als Laborparameter
bestimmten Serum-Eisen-Indices (Serumferritinspiegel; Transferrinsattigung; freie
und totale Eisenbindungskapazitat) [49] haufig erhoht sind [73-77]. Bei mehreren
Studien wurden bei HCV-Patienten auch erhdhte Eisenspiegel in der Leber

gemessen [67, 78-80]. Ein schlechteres Ansprechen auf die Interferontherapie ist bei

63



Diskussion

den Patienten mit erhdhten Eisenindices bekannt [81-83, 86], die Ursachen dieses

klinischen Zusammenhangs sind aber bislang nicht aufgeklart.

Die Ergebnisse etlicher Forschungsarbeiten an Zellkulturmodellen wurden kontrovers
diskutiert [161, 162], nachdem sowohl Induktion, als auch Inhibierung der HCV-
Replikation bei Eisentberladung beobachtet wurde (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Ubersicht von Veréffentlichungen zu in vitro Analysen der HCV-Replikation bei Eiseniiberladung

(Hamin: Eisen(lll)-Protoporphyrin-IX-chlorid; Fe-SIH: Eisen(lll)-Salicylaldehydisonicotinoylhydrazon)

in vitro
Autor |Journal|Jahr| Zell- HCV Konstrukt Eisen | Resultat Erklarung
System
Kakizaki |Liver 2000 | PH5CH8 | HCV Genotyp 1b FeSO, |gesteigerte |Schwachung
aus Patientenserum Replikation |zelluldrer Abwehr
von Viren durch
oxidativen Stress
Theurl J Infect | 2004 | HepG2 |bicistronisches, FeCl; |gesteigerte |verstarkte
Dis duales Luciferase HCV-IRES- |Expression von elF3
Reporter Plasmid abhangige
Translation
Fillebeen |J Biol |2005|Huh-7 |subgenomisches Hamin; | verringerte | Inaktivierung der
Chem Replikon Fe-SIH | Replikation |NS5B
Yuasa Liver 2006 | PH5CH8 | subgenomisches u. |FeSO,, | verringerte | Inaktivierung der
Int. Volllangen-Replikon | FeCl; |Replikation |NS5B
Cho Virus 2008 |Cos-7, |bicistronische, NH4- | gesteigerte |2 uncharakterisierte
Genes Hela duale Luciferase Fe(lll)- |HCV-IRES- |Proteine binden an
Reporter Plasmide |Citrat |abhangige |HCV IRES und auch
Translation |hu IRE
Im Fall der Induktion profitiet das HCV von der Schwachung zellularer

Abwehrmechanismen in Folge des erhohten oxidativen Stre® [124], von der
induzierten Expression des Translationsinitiationsfaktors elF3 [125] oder der
HCV IRES bei

Translationsinitiation [87]. Im Fall der Reduktion hemmt Eisen direkt die virale RNA-

modulierten Bindungsaffinitat zellularer Faktoren zur der

Polymerase NS5B, indem der benétigte Co-Faktor Mg?* aus der Bindestelle im
[126, 127]. dal die

unterschiedlichen Beobachtungen der in den

Enzym verdrangt wird Es muld eingeraumt werden,

verschiedenen Arbeitsgruppen
abweichenden experimentellen Bedingungen, wie z. B. den jeweils verwendeten
Zelllinien, den genetischen Konstrukten unterschiedlicher HCV-Genotypen und der

Art der Expression (z.B. transient oder stabil) begrundet sein kdnnen (Tab. 5.1).

Fir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Versuche wurde die
Replikon-Zelllinie Huh9-13 [35] verwendet, die auf dem Hintergrund der Huh-7 Zellen

[38] generiert wurde. Diese Replikon-Zellen enthalten die sich selbst replizierende
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subgenomische HCV-RNA 1377/NS3-3’, die fur die Nicht-Strukturproteine NS3, NS4A,
NS4B, NS5A und NS5B codiert [37].

Im untersuchten Modell der EisenlUberladung zeigte sich, da® bei Verwendung
zweiwertigen Eisens (Fe?*), nicht aber bei Verwendung dreiwertigen Eisens (Fe®")
die HCV-Replikation beeinflut war (s. 4.1.1.1 u. 4.1.1.3). Die Replikationsrate sank
nach 24 h um durchschnittlich 33 + 6% (P <0,01) wenn die Eisenkonzentration im
Medium um 100 ymol/l erhdoht wurde (s. Abb. 4.1). Die Ergebnisse zur
Expressionsstarke viraler Proteine (s. Abb. 4.2 u. Abb. 4.3) spiegeln die Resultate

der Real-Time PCR Analysen wieder.

Der eigene Befund einer Inhibierung der HCV-Replikation durch Eisen ist im Einklang
mit vorliegenden Daten, die ebenfalls am Modell des subgenomischen Replikons
erhoben wurden. Wahrend Fillebeen et al. ebenfalls eine durch Transfektion von
Huh-7 Zellen hergestellte Replikon-Zelllinie verwendeten, wurde die Chloroeisen(lll)-
Porphyrin-Koordinationskomplexverbindung Hamin, also dreiwertiges Eisen (Fe*), in
den Versuchen eingesetzt [126]. Yuasa et al. fuhrten die Versuche mit zweiwertigem
Eisen in Form des auch hier eingesetzten FeSO4 an HCV-infizierten, humanen
Hepatomzellen des Typs PH5CHS8 durch [127]. Interessanterweise damit an Zellen
des selben Typs und bei Verwendung der selben Eisenverbindung, fur die von der
gleichen Arbeitsgruppe zuvor, allerdings in einem veranderten HCV-Infektionsmodell,
das gegenteilige Ergebnis einer Verstarkung der HCV-Replikation publiziert worden
war [124].

Der eigene Befund zeigt allerdings auch eine Diskrepanz zwischen dem in vitro
Modell und dem klinischen Befund. Angesichts der Beobachtung, dal} chronische
HCV-Patienten mit erhdhten Eisenwerten eine schlechtere Therapieprognose haben,
ware eine gesteigerte virale Replikation eine naheliegende Vermutung. Die
Hemmung der HCV-Replikation in vitro war durch die Kombination von 1000 U/ml
IFNa und 100 uM Fe?* ahnlich, wie die nur durch IFNa erzeugte (Abb. 4.1). Die
Konzentration in vitro war so gewahlt, um etwa 75% Inhibition der Replikation zu
erreichen. Allerdings betragt bei der Interferontherapie HCV-infizierter Patienten der
Serumspiegel max. 10 — 15 U/ml [163], so dal sich allein daraus Unterschiede bei

der IFN-Wirkung herleiten lassen.
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5.1.1 Genexpressionsanderungen bei Eisenuberladung in der humanen
Huh9-13 Hepatomzelllinie

Mittels Analyse der Veranderungen von Expressionsprofilen sollten Gene ermittelt
werden, deren Expressionsregulation Hinweise auf den Zusammenhang zwischen
viraler Replikation und Eisenuberladung geben. Es wurde bei der Unterteilung der in
Tab. 4.1 gelisteten Gruppen regulierter Gentranskripte festgestellt, dald 45 mRNAs
allgemein bei Eisenuberladung reguliert waren, 14 davon wurden induziert und 31
reprimiert. Weitere 111 mRNAs (28 induziert; 83 reprimiert) waren exklusiv in
Abwesenheit von IFNa und 43 mRNAs nur in Anwesenheit von IFNa (21 induziert; 22

reprimiert) bei Eisenuberladung reguliert (s. Tab. Al-All).

Die Daten zeigen, daf® durch Erhdhung der Eisenkonzentration mehr Gentranskripte
reprimiert als induziert sind, bei oberflachlicher Gruppierung z. B. mit insgesamt 50
runterregulierten gegenlber 27 hochregulierten solche Gene, deren Produkte an
unterschiedlichen Prozessen biologischer Regulation beteiligt sind. AuRerdem sind
MRNAs verschiedener Enzyme reguliert, die Redoxprozesse katalysieren, darunter
sind hauptsachlich solche reprimiert, die an katabolen Prozessen (Kohlenhydrat—;
Fettsaure—; Aminosaurestoffwechsel) beteiligt sind. Vornehmlich induziert sind
solche, die in Elektronentransportvorgange involviert sind (z. B. Cytochrom-Oxidasen,
ATPasen).

Freies Eisen fuhrt in der Zelle via Fenton-Haber-Weiss-Reaktion zur Bildung
reaktiver Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, ROS) [71, 72]. Wie
gezeigt wurde, ergaben sich bei der eingesetzten Stoffmengenkonzentration von
100 ymol/l Fe** keine zytotoxischen Effekte (Abb. 4.8), nicht zuletzt, da in
Hepatozyten die zytoprotektiven Mechanismen besonders ausgebildet sind [55].
Gleichwohl finden sich unter den bei Eisenuberladung regulierten Genen zahlreiche,
deren Produkte in Prozesse der Stressantwort und Stresskontrolle involviert sind.
Transkripte der Gene beispielsweise fur Thioredoxin (TXN), die Thioredoxin-
Reduktase 1 (TXNRD1), von Peroxiredoxin 5 (PRDX5) und Interleukin 8 (IL8) waren
hochreguliert. Erwartungsgemal® ebenso mRNAs fir Ferritin, als maligebliches
Eisenspeicherprotein der Zelle. Unter den regulierten Transkripten finden sich etliche
fur Chaperone, z. B. aus der Familie der ,heat shock proteins“ (HSP) und den HSP40

homologen Chaperonen der DNAJ-Familie. Auffallig sind dabei sowohl schwach
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induzierte Transkripte (HSPD1; HSPA1A; DNAJA3; DNAJB9), neben deutlich starker
reprimierten (HSPA8; HSP90B1; DNAJC7). Zu letzteren gehoren auch zwei
Prolylisomerasen (PPIB; FKBP1A), mit welchen Wechselwirkungen zu HCV-
Proteinen bereits beschrieben sind. Cyclophilin B (PPIB) stimuliert die Affinitat und
Aktivitat der NS5B RNA-Polymerase [145] und FKBP8, das wie das hier gefundene
FKBP1A zur Chaperon-Familie der FK506 bindenden Proteine gehort, interagiert
zusammen mit HSP9O0, hier gefunden in Form von HSP90B1, mit dem HCV-Protein
NS5A [146], dem eine Rolle bei der Regulation der Replikation zugeschrieben wird
[164]. Dall die mRNAs der Chaperone Cyclophilin B, FKBP1A und HSP90B1 bei
Eisenuberladung reprimiert sind, stellt somit einen moglichen direkten

Zusammenhang zur bei Eisenuberladung verminderten HCV-Replikation her.

Weiterhin werden auffallige Genexpressionsregulationen in zwei Netzwerken des
Interferon-vermittelten Signalings gefunden. Fir den JAK/STAT-Signalweg und das
Signalnetzwerk der ,mitogen activated protein kinases“ (MAPK) fallt auf, dal} bei
mehreren beteiligten Faktoren eine Regulation des Expressionsniveaus auf
Transkriptebene  ermittelt ~ wurde. Beim  JAK/STAT-Signalweg  werden
rezeptorvermittelt die so genannten Janus-Kinasen (JAK) aktiviert, welche ihrerseits
STAT-Transkriptionsfaktoren (signal transducer and activator of transcription)
phosphorylieren, die daraufhin dimerisieren, in den Zellkern translozieren und die
Transkription IFN-stimulierter Gene initiieren [165]. Es wurde schon beschrieben,
dall HCV-Proteine per se die JAK/STAT-Signalvermittiung Uber die Induzierung der
SOCS Signal-Inhibitoren (suppressor of cytokine signaling) blockieren kénnen [166].
Allerdings findet diese Inhibierung wohl in Abhangigkeit des HCV-Core Proteins statt
[167], welches im I377/NS3-3’-Replikon deletiert ist.

Bei Eisenuberladung waren sowohl die fir die Janus-Kinase JAK1 kodierende mRNA,
als auch die fur die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 kodierenden mRNAs
runterreguliert. Daruber kann ein direkter Zusammenhang zum schlechteren
Ansprechen von HCV-Patienten mit erhdohten Eisen-Indices auf die

Interferonbehandlung hergestellt werden.

Bei der Signalweiterleitung via MAP-Kinasen werden mehrere sequenzielle Kinasen
per Phosphorylierungskaskade aktiviert, wodurch letztendlich, wie auch beim
JAK/STAT-Signalweg, Uber Transkriptionsfaktoren die Transkription von zahlreichen

Zielgenen aktiviert wird. Das MAPK-Signaling beeinflu3t z. B. Zellproliferation,
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Zelldifferenzierung, aber auch Apoptose [168, 169]. In verschiedenen
Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dal® auch via Signaltransduktion
uber MAP-Kinasen sowohl die von IFNa [170], als auch die von IFNy [171]

vermittelte antivirale Aktivitat gegen das Hepatitis C Virus beeinfluf3t wird.

In Folge der induzierten Eisenlberladung zeigte sich, dal® mRNAs zentraler MAP-
Kinasen (MAPK3; MAPK9; MAPK14), sowie des direkt mit diesen interagierenden
Transkriptionsfaktors JUN runterreguliert waren. Die mRNAs der MAPK-Inhibitoren
,<dual specifity phosphatase 1“ (DUSP1) und der Magnesium-abhangigen Protein-
Phosphatase 1A (PPM1A) waren im Gegenzug hochreguliert. Dieser Befund liefert
zwar ein weiteres Indiz fur das schlechtere Ansprechen auf die IFN-Therapie bei
Eisenlberladung, steht aber im scheinbaren Widerspruch zur bei Eisentuberladung in

vitro verminderten HCV-Replikation.

Die bereits besprochene reprimierte Transkription von Chaperonen, die essentielle
Interaktionspartner der HCV-Proteine NS5A und NS5B sind, in Kombination mit der
Beeinflussung IFN-vermittelter Signalwege stellt ein Konzept dar, welches Grundlage

fur weiterfihrende Untersuchungen sein kann.

5.1.2 Proteinexpressionsanderungen bei Eisenuberladung in der
humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Im Rahmen der Analysen zur differentiellen Proteinexpression gelang es, sechs
nicht-redundante Proteine zu identifizieren, von denen funf bei Eisenltberladung
sowohl in Abwesenheit, wie in Anwesenheit von IFNa identisch waren (Tab. 4.4 u.
Tab. 4.5).

Uber das hochregulierte ,hematological and neurological expressed 1-like” Protein
(HN1L) ist bislang nur wenig Information verfugbar. Es wird in der Leber exprimiert
und ist sowohl im Zellkern, wie im Zytosol lokalisiert. HN1L und andere Gene der
HN1-Familie haben moglicherweise eine Funktion bei der Embryonalentwicklung
[172].

Die induzierte Acyl-Coenzym A Dehydrogenase (ACADS) ist ebenso, wie die
reprimierte Malatdehydrogenase (MDHZ2), eine Oxidoreduktase, fur die schon die

Genexpressionsdaten gezeigt haben, dal® sie unterschiedlicher Regulation bei

68



Diskussion

Eisenlberladung unterliegen. Via Array Technologie war auch auf Transkriptebene

die mMRNA der MDHZ2 als reprimiert identifiziert worden.

Drei identifizierte Proteine haben Funktionen bei der Prozessierung von mRNA und
der Translation. Runterreguliert sind sowohl das ,FUS interacting protein 1 (FUSIP1),
dem eine Rolle beim RNA-Splicing zukommt [173], und der eukaryotische
Translations-Elongations-Faktor 2 (EEF2), der essentieller Bestandteil des
Translationskomplexes am Ribosom ist [174]. Die mRNA-Expression eines weiteren
Translations-Elongations-Faktor (EEF1A1) wurde bei den Genexpressionsanalysen
ebenfalls als runterreguliert identifiziert. Eine bei Eisenlberladung verminderte
Translation in Folge der Beeinflussung der Co-Faktoren kdnnte somit zur Erklarung

der verminderten HCV-Replikation beitragen.

Das hochregulierte “heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K” (hnRNPK), fur das
sowohl die Mdglichkeit zur Interaktion mit dem HCV Core Protein [175], als auch mit
der 3-NTR des HCV nachgewiesen wurde [32], ist ein Transkriptionsfaktor flr den
Transkriptionsfaktor c-myc [176], dessen mMRNA-Expression wiederum bei der Array-
Auswertung als hochreguliert gefunden wurde. Neben der Funktion bei der
Regulation von Zellzyklus, Differenzierung und Apoptose fallt c-myc auch eine Rolle
bei der Regulation in Folge von oxidativem Stress zu, der, wie bereits beschrieben,

auch durch freies Eisen hervorgerufen wird [177].

5.2 EinfluB von Anisoosmolaritit auf die HCV-Replikation im
subgenomischen Replikon-Modell

Zu Beginn der 1990er Jahre konnte das Konzept etabliert werden, daR Anderungen
der zellularen Hydration, die unter verschiedenen Einflissen auftreten, eigenstandig
zur Kontrolle des zellularen Metabolismus und der Genexpression beitragen [93,
178]. Modellsysteme, bei denen Zellen und Gewebe anisotonischen
Milieubedingungen ausgesetzt wurden, fuhrten zur Identifizierung von Mechanismen
des Osmosensings und von Prozessen des Osmosignalings und erweiterten somit
das Verstandnis der Zusammenhange zwischen Zellvolumenfluktuationen,
Anderungen des Metabolismus und der Modulation der Toxizitat von Noxen [96, 179-
181]. Wahrend eine Hydrationszunahme (Zellschwellung) die Stimulation anaboler

Stoffwechselprozesse und der Zellzyklusprogression bewirkt [94], fordert eine
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Hydrationsabnahme (Zellschrumpfung) katabole Stoffwechselprozesse und
begunstigt die Anfalligkeit der Zelle gegenluber pro-apoptotisch wirkenden
Strel3faktoren [96, 103, 182].

Bislang existieren nur wenig Daten zum Einflul3 von Zellvolumenanderungen auf die
virale Replikation. Wahrend in den 1960er und 70er Jahren der Effekt der
Zellhydrationszunahme (Zellschwellung) auf die Replikation von RNA-Viren (Polio—,
Sindbis—, Retikuloendotheliose Virus) untersucht wurde [108-111], liegen seit
mehreren Jahren auch Daten aus Modellsystemen der viralen Hepatitis vor, die sich
aber auf Vorgange zur HBV-Infektion beschranken [115, 116]. Gezeigt wurde bisher
in allen Studien, dal® Anisoosmolaritat die virale Replikation beeinflul3t. Dabei ist die
Replikation in Folge von Zellschwellung (Hypoosmolaritat) vermindert [108-111, 115]
und in Folge von Zellschrumpfung (Hyperosmolaritat) gesteigert [115, 116]. Auch in
Studien zur HIV-Replikation wurde gezeigt, dald unter hyperosmotischen

Bedingungen die virale Replikation gesteigert ist [117].

Die eigenen Untersuchungen wurden an Huh9-13 Zellen mit dem subgenomischen
I377/NS3-3’ Replikon [35] durchgefuhrt. Nach 24 h, und deutlich verstarkt nach 48 h
Inkubationsdauer, zeigten sich unter hypo- und hyperosmotischen Bedingungen
entgegengesetzt gerichtete Effekte auf die HCV-Replikation (s. Abb. 4.11). Die
Replikation war nach 48 h bei induzierter Zellschwellung (Hypoosmolaritat) um
36 £ 6% verringert (P < 0,01) und bei induzierter Zellschrumpfung (Hyperosmolaritat)
um 70+ 16% gesteigert (P <0,01) (Abb. 4.11). Vergleichbare Veranderungen
wurden auch nach Austausch von NaCl gegen die nicht-zellpermeable Raffinose
gemessen (Abb. 4.12), woraus sich als Schlulfolgerung ableitet, dal} die
Beeintrachtigung der viralen Replikationsrate durch die Modifikation des
Zellvolumens ausgeldst wurde und keine Folge der Anderung der lonenstérke war.
Nach 24 h, ebenso wie nach 48 h Inkubation der Zellen unter anisoosmotischen
Bedingungen, konnte keine Beeintrachtigung der Zellviabilitat festgestellt werden
(Abb. 4.16). In einer Studie zur Hitzetoleranz von Rattenhepatomzellen wurde,
ebenfalls durch Verwendung der Methode des XTT-Assays, bereits gezeigt, dal} es
nach 24 h Inkubation in hypoosmotischem Medium zu keinem Viabilitatsverlust und

in hyperosmotischem Medium nur zu einem geringen Viabilitatsverlust kam [183].

Die Ergebnisse zur Expressionsstarke viraler Proteine (Abb. 4.14 u. Abb. 4.15)

spiegeln die Resultate der Real-Time PCR Analysen wieder. Bemerkenswert ist die
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Beobachtung, dal® die Erhdhung der HCV-Replikationsrate nach 48 h Inkubation in
hyperosmotischem Medium bei gleichzeitiger Administration von IFNa so stark
ausfallt, dald sie um ein signifikantes Mal} (P < 0,05) die hemmende IFN-Wirkung
abschwacht (Abb. 4.10 u. Abb. 4.13).

5.2.1 Genexpressionsanderungen unter dem EinfluB von Anisotonizitat
in der humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Als Folge der Modifikation des Hydrationszustands der Zelle sollten resultierende
Veranderungen in der Expressionsregulation von Genen untersucht werden, um
Hinweise auf den Zusammenhang zwischen viraler Replikation und
Zellvolumendynamik zu erhalten. Es wurde bei der Unterteilung der in Tab. 4.6
gelisteten Gruppen regulierter Gentranskripte festgestellt, dalk 62 mRNAs (29
induziert; 33 reprimiert) nur unter hypoosmotischen und 218 mRNAs (134 induziert;
84 reprimiert) nur bei hyperosmotischen Bedingungen reguliert waren. 64 mRNAs
waren allgemein bei Anisoosmolaritat reguliert. Gleichsinnig bei Hypo- und
Hyperosmolaritat waren davon 10 induziert und 8 reprimiert. Gegensatzlich reguliert
wurden insgesamt 46 mMRNAs. Bei Zellschwellung induziert und bei Zellschrumpfung
reprimiert waren 21 mRNAs und 25 entsprechend bei Zellschrumpfung induziert und

bei Zellschwellung reprimiert (s. Tab. AlllI-AIV).

In der vorliegenden Studie fallt auf, dal® bei einer Hydrationsabnahme ein gréerer
Einfluld auf die Zellen ausgeubt wird, als bei einer Hydrationszunahme, da von den
insgesamt 408 (davon 344 nicht-redundante) regulierten Gentranskripten, bei 70% in
Folge einer Zellschrumpfung und bei 30% nach Zellschwellung eine Regulation
beobachtet wurde. Darlber hinaus wurde festgestellt, da® unter hypoosmotischen
Bedingungen etwa gleich viele mRNAs reprimiert wie induziert waren, wahrend ein
Ungleichgewicht unter hyperosmotischen Bedingungen vorlag, namlich ca. 40% der

MRNASs reprimiert und ca. 60% induziert waren.

Der generelle Effekt von Zellvolumenanderungen auf die Genexpression ist bereits in

unterschiedlichen Studien fur diverse Zelltypen untersucht worden [95, 184, 185].

Bei Zellschwellung fand man neben der bereits erwahnten Stimulation anaboler
Stoffwechselprozesse  und  erwartungsgemall  einer  Beeinflussung von

zytoskelettalen Strukturen [186, 187] eine Aktivierung zentraler Kinasen der Mitogen-
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aktivierten  Signaltransduktion und aktivierender Transkriptionsfaktoren von

Proliferations— und Differenzierungsvorgangen [188, 189].

Bei den eigenen Untersuchungen im subgenomischen HCV-Replikon Modell fand
sich zwar eine Regulation von Transkripten proliferativer Zellprozesse bei einer
Hydrationszunahme, allerdings 1at sich kein gerichteter Einflul® ableiten. Es waren
sowohl mRNAs von positiven Regulatoren (Transkriptionsfaktor MYC,
Nucleosiddiphosphatkinase NME2, Chemokin Ligand CXCL10, Interleukin 18), als
auch von negativen Regulatoren (anti-proliferatives Translokationsgen BTG1, Tumor
Suppressor PTEN, Membranrezeptor TM4SF4, Proteinphosphatase 1G), sowohl
runterreguliert (MYC, NME2, TM4SF4, PPM1G), als auch hochreguliert (CXCL10,
IL18, BTG1, PTEN).

Eine verstarkte Regulation metabolischer Prozesse wurde beobachtet, dabei waren
z. B. Transkripte von Genprodukten kataboler Prozesse (Glycolyse, Proteolyse)
runterreguliert. Angesichts der Osmolaritatsanderung des Milieus fand sich auch eine
Regulation bei Genen fur unterschiedliche zellulare Transporter. Darunter waren
ABC-Transporter und verschiedene Transporter aus der Uber 45 Familien
umfassenden Gruppe der ,solute carrier® (SLC) [190], z. B. waren Transkripte von
Genen fir Aminosauretransporter hochreguliert (SLC1A5, SLC38A3). Angesichts der
Tatsache, dal} unter hypoosmotischen Bedingungen anabole Prozesse stimuliert
werden, |aRt sich Uber die Induktion der mRNAs besagter Transporter die

entsprechende Erhéhung der Substratzufuhr ableiten.

Es ist bekannt, dall durch Hypoosmolaritdt oxidativer Stress ausgeldst wird
[104, 105], und es fand sich in Folge hypoosmotischer Inkubation die Aktivierung
Stress-induzierter Gene. Bzgl. der Mitogen-aktivierten Signaltransduktion kann keine
eindeutige Aussage gemacht werden, da Transkripte sowohl von als Aktivator
fungierenden Kinasen (MAPK3, IRAK1), als auch solche fir die Kinaseinhibitoren der
,2dual specifity phosphatases” (DUSP5, DUSP6), als runterreguliert gefunden wurden.
Ebenso wurden Transkriptionsfaktoren, welche die Endpunkte der Signalvermittiung
bilden, z. T. als induziert (ATF4) und z. T. als reprimiert (MYC) ermittelt.

Wie beschrieben waren durch die hervorgerufene Zellschrumpfung in
hyperosmotischem Milieu insgesamt deutlich mehr Transkripte als bei

hypoosmotischer Zellschwellung reguliert. Hyperosmolaritat fordert den katabolen
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Stoffwechsel [96], erzeugt oxidativen Stress, begunstigt die Suszeptibilitat der Zelle
gegenuber Stressoren und die Initiation apoptotischer Ablaufe [103, 182]. Unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen waren entsprechend Transkripte von positiv auf
die Zellzyklusprogression einwirkenden Faktoren reprimiert (Survinin, Cyclin A2,
NEKG6). Weiterhin fand sich bei Hydrationsabnahme die Induktion verschiedener
zellularer Transporter unterschiedlicher Spezifitaten, z. B. ABC-Transporter (ABCB4,
ABCC2, ABCC5) und div. SLC-Transporter (Aminosauretransporter (SLC3A2,
SLC38A1), Kation/Chlorid-Cotransporter (SLC12A2), Bicarbonat-Transporter
(SLC4A2), Na/Glukose-Cotransporter (SLC5A3)). Bei einer Studie zur mRNA-
Expression in Keratinozyten konnte bereits gezeigt werden, dafl® unter dem Einfluf}

von Dehydration (Zellschrumpfung) Osmolyttransporter hochreguliert werden [208].

Die Zellen zeigten zwar nach 48 h Behandlung in hyperosmotischem Milieu keinen
Viabilitatsverlust (Abb. 4.16), dennoch wurde bei der Genexpressionsstudie die
Regulation von mit Stressantworten und Apoptose assoziierten Transkripten
beobachtet, z. B. die Induktion von anti-apoptotischen Genen (BCL2L1 (s. u.),
NFKB1 (s. u.), Beclin, Clusterin).

In Anbetracht der Beobachtung, dal®? bei Hydrationsabnahme nach 48 h die
hemmende Wirkung von IFNa abgeschwacht, und die HCV-Replikationsrate
signifikant gegenuber isotonischen Bedingungen erhoht war (Abb. 4.10 u. Abb. 4.13),
wurden JAK/STAT-Signalweg und MAPK-Signalnetzwerk intensiver betrachtet.
Auffallig ist das gleichzeitige Vorliegen einer Induzierung der Expression von
Aktivatoren (STAT3, STAT6) und Inhibitoren (PIAS1, SOCS5) des Signalwegs,
insbesondere, weil der ,suppressor of cytokine signaling 5“ moglicherweise ein
negativer Regulator des Transkriptionsfaktors STAT6 (,signal transducer and
activator of transcription 6%) ist [191]. Uber diesen erfolgt allerdings die Expression
der Transkriptionsfaktoren des anti-apoptotischen BCL-2/-XL Systems [192] und
von NF-kB [193], deren mRNA-Expression ebenfalls induziert war. Der ,protein
inhibitor of activated STAT 1 PIAS1 inhibiert spezifisch den Transkriptionsfaktor
STAT1 [194], der insbesondere in Folge des Signalings durch IFNa und IFNy
aktiviert wird. STAT3 wird ebenfalls durch IFN-vermittelte Signale aktiviert. Allerdings
kann es, durch das HCV-NS5A Protein vermittelt, zu oxidativem Stress kommen, in
dessen Folge eine konstitutive Aktivierung von STAT3 und auch von NF-kB erfolgen
kann [89, 91].
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Analog zur hyperosmotischen Aktivierung des HOG1-Signalweges bei der Hefe
Saccharomyces cerevisiae wurde fur Saugerzellen eine Aktivierung des MAPK-
Signalnetzwerks beschrieben [185]. Wahrend durch Hypoosmolaritat die Aktivierung
der MAP-Kinasen-Expression schnell, aber, zumindest in vitro, nur bei Verfugbarkeit
des Cofaktors Vanadat eintritt, und binnen weniger Stunden wieder auf ein basales
Niveau reduziert wird, tritt bei Hyperosmolaritat die Aktivierung verzogert ein und
bleibt langer erhalten, bevor die Expression auf eine basales Niveau zuruckkehrt
[195]. Angesichts der Versuchsdauer von 48 h besteht die Madoglichkeit, dafl}
bestimmte Expressionsanderungen nicht erfasst wurden, wenn nach anfanglicher
Regulation wieder nahezu der Normalzustand der Expression vorlag. Beobachtet
wurde wie beim JAK/STAT-Signalweg auch fur das MAPK-Signalnetzwerk das
gleichzeitige Vorliegen einer Induzierung der Expression von Aktivatoren (GADD45A,
GADDA45B, MAP4K3) und Inhibitoren (DUSP1, DUSP3, DUSP5, DUSP6, DUSP10).

In Folge der hyperosmotischen Exposition der Zellen wurde die Induzierung
zahlreicher Transkripte von Nukleinsaure-bindenden Genprodukten festgestellt, z. B.
verschiedene Transkriptionsfaktoren (FOXA3, NF-kB, NROB2, NR1H2, NR1H4,
NR4A1, SREBF2) und u. a. solche die mit Nukleinsaurestrukturen mittels Helikase-
Aktivitat (CHD4, DDX26, DDX46) wechselwirken. Fur verschiedene RNA-Helikasen
(DDX3, DDX5, DDX15, DDX17, DHX9) wurde schon gezeigt, da® sie mit dem RNA-
Genom des HCV interagieren [32]. Hochreguliert waren auch die
2'5'-Oligoadenylatsynthetase und a-Aktinin und damit zwei Faktoren, von denen
bekannt ist, da® sie mit NS5A [196] respektive mit NS5B [197] interagieren und die
zur gesteigerten HCV-Replikation bei Hydrationsabnahme beitragen konnten.

5.2.2 Proteinexpressionsanderungen unter dem EinfluB  von
Anisotonizitat in der humanen Huh9-13 Hepatomzelllinie

Bei den Untersuchungen zur Proteinexpression wurden von den insgesamt 45
differentiell regulierten Proteinspots schliel3lich 33 mittels gekoppelter LC-MS/MS
identifiziert, dabei vier bei Hypoosmolaritat (Tab. 4.9) und 29 bei Hyperosmolaritat

(Tab. 4.10), wodurch dann 19 nicht-redundante Proteine ermittelt werden konnten.

Auffallig ist zunachst die offensichtliche Regulation von Fibrinogen. Das Glycoprotein

Fibrinogen besitzt drei jeweils paarweise vorhandene alpha-, beta-, und gamma-
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Ketten, die durch Disulfidbricken verbunden sind und jeweils von einem
eigenstandigen Gen codiert werden [198]. Aufgrund der denaturierenden
Elektrophoresemethode, bei der Disulfidbindungen getrennt werden, wurden alpha-
und gamma-Kette separat identifiziert. Bei den Genexpressionsanalysen wurde
zusatzlich noch das Transkript fur die beta-Kette gefunden. Sowohl Protein- als auch
Genexpressionsdaten zeigen, dall die Fibrinogenkomponenten jeweils bei
Zellschwellung stark hochreguliert und bei Zellschrumpfung stark runterreguliert
waren. Fibrinogen ist ein wichtiger Faktor der Blutgerinnung, hat aber eine Reihe
weiterer biologischer Funktionen. So ist es an Zytokin- und Wachstumsfaktor-
vermittelten Proliferationsprozessen beteiligt [199], welche durch Zellschwellung
begunstigt und durch Zellschrumpfung unterbunden werden. Die Fibrinogen gamma-
Kette kann aul3erdem mit dem NS4B-Protein des HCV interagieren [200].

Bei der Hydrationszunahme war auch die UDP-Glucosedehydrogenase induziert.
Diese ist an der Biosynthese von Glykosaminoglykanen beteiligt, welche als
Komponente der extrazellularen Matrix Wasser binden kénnen und somit der
Zellschwellung entgegenwirken [201]. Die Expressionsregulation des Gens erfolgt
uber den ,transforming growth factor beta 1“ (TGFB1) [202].

Das einzige unter hypoosmotischen Bedingungen identifizierte, reprimierte Protein
war das C1-Protein der Aldo-Keto-Reduktase Familie 1. Analog dazu waren in der
Genexpressionsstudie die Transkripte der Aldo-Keto-Reduktasen C2 und C4 bei
Hypoosmolaritat ebenfalls reprimiert. Die Enzyme dieser Familie reduzieren
Aldehyde und Ketone zu den jeweiligen Alkoholen und sind z. T. an

Transportprozessen beteiligt [203].

Unter den bei Hyperosmolaritat regulierten Proteinen, finden sich mehrere induzierte,
zytoskelettale Proteine (Caldesmon, Lamin, Keratin, Syntrophin), fur die vermutet
werden kann, dall die Regulation in Folge der Zellschrumpfung durch

Hydrationsabnahme auftritt.

Das ebenfalls hochregulierte Phosphatidylethanolamin-bindende Protein 1 (PEBP1)
ist ein Raf-1 Kinase Inhibitor und damit ein negativer Regulator innerhalb des
Mitogen-aktivierten Signalnetzwerks [204, 205]. Der Wachstumsfaktor HDGF

(,hepatoma-derived growth factor®), ein moglicher Aktivator der Mitogen-vermittelten
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SignalUbertragung bei der Zellproliferation und Differenzierung [206], war in dem

Zusammenhang reprimiert.

Wie bereits beschrieben interagieren verschiedene zellulare RNA-Helikasen mit der
3-NTR des HCV [32]. Analog zu den Genexpressionsdaten wurden auch unter den
bei Hyperosmolaritat hochregulierten Proteinen zwei Helikasen identifiziert. Dabei
zahlen DDX3 und DDX17 zu den als wechselwirkend bekannten Faktoren und sie

konnten somit zur gesteigerten HCV-Replikation bei Hydrationsabnahme beitragen.

Vier an metabolischen Prozessen beteiligte Proteine waren runterreguliert, namlich
die cytosolische 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A Synthase 1 (HMGCS1) und
drei im Mitochondrium lokalisierte Oxidoreduktasen (Aldehyd-Dehydrogenase A1,
F1-Komplex der ATP-Synthase, Isocitratdehydrogenase). Ebenfalls reprimiert war
das ,small glutamine-rich TPR-containing protein“ (SGTA), das ein moglicher pro-
apoptotischer Faktor ist [207] und sich somit ein mdglicher Zusammenhang zur
Beobachtung der Induzierung anti-apoptotischer Gentranskripte bei der

Genexpressionsanalyse ergibt.

Die Befunde, dal in Folge von Zellvolumenanderungen erstens bei unterschiedlichen
zellularen Interaktionspartnern des HCV (Transkriptionsfaktoren, Helikasen,
Zytoskelettkomponenten) und zweitens innerhalb verschiedener anti-viraler
Signalvermittlungswege eine Regulation erfolgt, kbnnen dazu beitragen im Rahmen
weiterfuhrender Untersuchungen das Verstandnis der Osmo-Regulation der HCV-

Replikation zu erweitern.
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et aliteri, und andere
3,8-Diamino-5-ethyl- 6-phenyl-
phenantridinium-bromid,
Ethidiumbromid

Expert Protein Analysis
System

Firma

Fetal Bovine Serum, fotales
Rinderserum

Ferredoxin
Gammaglutamyltransferase



Abkurzungsverzeichnis

GAPDH

HBV
HCV

HEPES

HPLC

HPRT1

hu
IEF
IgG
IPI
IRE

IRES

ISC

kb
kDa

logqo
LDS

mA
MALDI
Mb
MES
mg
min
mind.
mi

mM
mol
MOPS

mRNA
MS

Gramm oder Erdbe-
schleunigung (g = 9,81 m/sz)
Guanin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Stunde

Hepatitis B Virus

Hepatitis C Virus
4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-2-
ethansulfonsaure

High Performance Liquid
Chromatography,
Hochleistungsflussigkeitschro
matographie
Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1

human

isoelektrische Fokussierung
Immunglobulin G
International Protein Index

iron responsive element

internal ribosome entry site,
interne Ribosomeneintrittstelle
iron-sulfur cluster, Eisen-
Schwefel Zentrum

Kilobasen (10°bp)

Kilodalton (10° Da)
Wellenlange

Liter

dekadischer Logarithmus
Lithiumdodecylsulfat
Meter oder Masse

Molar

Milliampere (102 A)

Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation

Megabasen (10° bp)

2-(N-Morpholino)-
ethansulfonsaure

Milligramm (10 g)
Minute

mindestens

Milliliter (10°1)
Millimolar (10° M)
6,3 x 10% Teilchen
3-Morpholinopropan-
sulfonsaure
messenger RNA

Massenspektrometer

95

ms
mt

mV
MW

NADH

NADPH

n.b.
NCBI
ng
Ni-NTA
nm

n.s.

NS3

NS5B

nt
NTR
oD

ORF

(0),4

PAGE

PBS
PBST
PCR

PEG
pH

pl

P

pmol

PVP

red
Ribavirin®
RNA
Rnase

Millisekunde (10°s)
mitochondrial

Millivolt (107 V)
Molekulargewicht

Anzahl Einzelmessungen

ein beliebiges Nukleotid
Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (reduzierte Form)
Nicotinamid-Adenin-

Dinukleotid-Phosphat
(reduzierte Form)

nicht bestimmt

National Center for
Biotechnology and Information

Nanogramm (10 g)
Nickel-Nitriloessigsaure
Nanometer (10°m)

nicht signifikant

HCV Nicht-Strukturprotein 3,
Protease/Helikase

HCV Nicht-Strukturprotein 5B,
RNA-abhangige RNA-
Polymerase

Nukleotide

nicht-translatierte Region

optische Dichte

open reading frame, offener
Leserasterrahmen

oxidiert

Wahrscheinlichkeit
Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

phosphate buffered saline,
Phospat-gepufferte Salzlésung

PBS mit Tween20
polymerase chain reaction,
Polymearsekettenreaktion
Polyethylenglykol

negativer dekadischer
Logarithmus der
Protonenkonzentration

isoelektrischer Punkt
Phosphat

Pikomol (107 mol)
Polyvinylpyrrolidon
reduziert
1-B-D-Ribofuranosyl-1,2,4-
triazol-3-carboxamid
Ribonukleinsaure

Ribonuklease



Abkurzungsverzeichnis

® Interferon alpha-2a, Fa.
Roferon™-A Hoffmann-La Roche
reactive oxygen species,
ROS . .
reaktive Sauerstoffspezies
rom rounds per minute,
P Umdrehungen pro Minute
rRNA ribosomale RNA
RT Raumtemperatur
RT-PCR Real-Time PCR
s Sekunde
S. siehe
sSD standard deviation,
Standardabweichung
Succinat-Dehydrogenase
SDHA Komplex, Untereinheit A
SDS Natriumdodecylsulfat
SELDI Surface—_Enhan'ced' Laser
Desorption lonization
standard error of mean,
SEM Standardabweichung des
Mittelwertes
siRNA small interfering RNA
s.0. siehe oben
sog. sogenannt
SS single stranded, einzelstrangig
ssc Standard Saline Citrate,
Standard-Salz/Zitrat
S.u. siehe unten
T Thymin; Temperatur
Tab. Tabelle
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
7.2 Aminoséuren
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glutamin GIn Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I

TBS

TBST
TE

TEMED

TIGR

TOF
Tris
tRNA

uN
UTR
uv

Vol.

viv

w/iv

wt

XTT

Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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Tris buffered saline, Tris-
gepufferte Salzlésung

TBS mit Tween20

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N",N"-Tetramethyl-
ethylendiamin

The Institute for Genomic
Research

Schmelztemperatur

Time of flight
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

transfer RNA

Uracil; unit (Einheit der
Enzymaktivitat) [umol/min]
Uber Nacht

untranslatierte Region
Ultraviolettes Licht
Volt

Volumen
Volumeneinheit pro
Volumeneinheit
Masseneinheit pro
Volumeneinheit
Wildtyp

eine beliebige Aminosaure
2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilid

Ladung

zum Beispiel

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

<<sHdo0oTUTTMZ X
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,Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgrinden in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht mit veroffentlicht.”
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10 Anhang

Tab. Al: Durch Eiseniiberladung regulierte Gene

Huh9-13 Zellen wurden fur 24 h mit 100 pM Fe? inkubiert. Unbehandelte Huh9-13 Zellen dienten als
Referenz. Von 50 pg Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-markierte cDNA erzeugt. Mit dieser wurden
Oligonukleotid-Arrays hybridisiert. Genexpressionséanderungen wurden als logarithmisierter Quotient der
Fluorenszenzwerte der Effektorbedingungen zu den Fluoreszenzwerten der Kontrollbedingungen dargestellt.
Der angegebene Wert ist der Median von n=5 Einzelversuchen. Die Gruppierung der
Genexpressionsanderungen erfolgte wie beschrieben (s. 3.2.11.2).

| NCBI NCBI Fe?* [100 pmol/I]
ndex Name - VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle

y growth differentiation factor 15; GDF15 NM_004864 0.61
macrophage inhibitory cytokine-1 ’

5 growth arrest and DNA-damage- | GADD45B |NM_015675 0.44
inducible, beta ’

3 dehydrogenase/reductase (SDR | DHRS2 NM_005794, 0.36
family) member 2 NM_182908 ’
serine (or cysteine) proteinase SERPINA3 |NM_001085

4 inhibitor, clade A (alpha-1 0.36
antiproteinase, antitrypsin), ’
member 3

5 [titin TTN NM_133379 0,35
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845

6 dehydrogenase 2; bile acid 0.35
binding protein; 3-alpha ’
hydroxysteroid dehydrogenase,
type lll) transcript variant 2

7 | v-myc myelocytomatosis viral MYC NM_002467 0.34
oncogene homolog ’
basic helix-loop-helix domain BHLHB2 NM_003670
containing, class B, 2;

8 differentially expressed in 0,34
chondrocytes 1
UDP glycosyltransferase 2 family, | UGT2B7 NM_001074, ...

9 polypeptide B7 (UGT2B28, 0.32

uGT2B11, ’
UGT2B4, ..)

10 | serum amyloid P component APCS NM_001639 0,31

11 | ferritin, light polypeptide FTL NM_000146 0,30

12 | plasminogen PLG NM_000301 0,28
Thioredoxin reductase 1 TXNRD1 NM_003330,

NM_182729,
13 NM_ 182742, 0,28
NM_182743

14 | Complement factor H CFH NM_000186 0,27

15 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box DDX50 NM_024045 0.27
polypeptide 50 ’

16 | heme oxygenase 1 Hmox1 NM_ 002133 0,26
Asparagine synthetase transcript | ASNS NM_001673,

17 |variant 2 NM_133436, 0,25

NM_183356

18 | Glutathione S-transferase A1 GSTA1 NM_145740 0,24

19 Serin1e protease inhibitor, Kazal SPINK1 NM_003122 0.24
type ’

20 |Heat shock 70kD protein 1A HSPA1A NM_ 005345 0,23
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Anhang

P
NCBI NCBI Fe“" [100 pmol/I]
Index Name . VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle
Peroxiredoxin 5 PRDX5 NM_012094,
21 NM_181651, 0,23
NM_181652
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily | DNAJA3 NM_005147

22 0,22
A, member 3

23 dual specificity phosphatase 1; DUSP1 NM_004417 0.22
MAP kinase phosphatase 1 ’
glucosamine-6-phosphate GNPDA1 NM_005471

24 ; 0,22
deaminase 1

25 | c-Myc promoter-binding protein MYCPBP NM_005848 0,22

26 | chloride intracellular channel 1 CLIC1 NM_ 001288 0,21

27 | actinin, alpha 1 ACTN1 NM_ 001102 0,21

8 RAP1B, member of RAS RAP1B NM_015646 0.21
oncogene family ’

29 |Enolase 1, (alpha) ENO1 NM_001428 0,21
Succinate dehydrogenase SDHB NM_003000

30 | complex, subunit B, iron sulfur 0,20
(Ip)

Protein phosphatase 1A (formerly | PPM1A NM_021003,

31 | 2C), magnesium-dependent, NM_177952 0,20
alpha isoform

32 | beta-2-microglobulin B2M NM_004048 0,20

33 | Transaldolase 1 TALDO1 NM_006755 0,20
ATP-binding cassette, sub-family | Abcc2 NM_000392
C (CFTR/MRP), member 2;

34 . . - . 0,20
canalicular multispecific organic
anion transporter
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily | DNAJB9 NM_012328

35 0,20
B, member 9

36 | Apolipoprotein C-I APOC1 NM_001645 0,19

37 |interleukin 8 IL8 NM_000584 0,19
TAF9 RNA polymerase Il, TATA | TAF9 NM_016283,

38 box binding protein (TBP)- NM_001015891 018
associated factor, 32kDa ’
transcript variant 1

39 heat shock 60kDa protein 1 HSPD1 NM_002156, 018
(chaperonin) transcript variant 1 NM_ 199440 ’
growth arrest and DNA-damage- | GADD45A |NM_001924

40 0,18
inducible, alpha ’

41 |actin, gamma 1 ACTG1 NM_ 001614 0,18
Phosphogluconate PGD NM_002631

42 0,18
dehydrogenase

43 | N-myristoyltransferase 1 NMT1 NM_021079 -0,18
Protein tyrosine phosphatase, PTPRA NM_002836,

44 | receptor type, A NM_080840, -0,18

NM_080841

45 | selenoprotein M SelM NM_080430 -0,18

46 | Histone acetyltransferase 1 HAT1 NM_ 003642 -0,18
ubiquitin-conjugating enzyme E2I | UBE2I NM_003345,
transcript variant 1 NM_194259,

a7 NM_194260, 0,18

NM_194261
aldehyde dehydrogenase 1 ALDH1A1 NM_000689

48 : -0,18
family, member A1
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Anhang

NGE| NGE| Fe?* [100 pmol/I]
Index Name . VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle
mitogen-activated protein kinase | MAPK14 NM_001315,
14 NM_139012,
49 NM_139013, 0,18
NM_139014
50 ATPase, Ca++ transporting, ATP2A2 NM_001681, 0.18
cardiac muscle, slow twitch 2 NM_170665 ’
51 |protein S (alpha) PROS1 NM_000313 -0,19
52 aldehyde dehydrogenase 18 ALDH18A1 |NM_001017423 0.19
family, member A1 NM_002860 ’
53 transmembrane 4 superfamily TM4SF4 NM_004617 0.19
member 4 ’
54 | glycogen phosphorylase liver type | Pygl NM_002863 -0,19
55 emopamil binding protein (sterol | EBP NM_006579 019
isomerase) ’
56 |Paraoxonase 2 PON2 NM_000305 -0,19
57 3'-phosphoadenosine 5'- PAPSS1 NM_005443 019
phosphosulfate synthase 1 ’
Mitogen-activated protein kinase | MAPK9 NM_002752,
9 NM_139068,
58 NM_139069, 0,19
NM_139070
59 sphingomyelin SMPDL3A |NM_006714 -0.20
phosphodiesterase, acid-like 3A ’
60 |apolipoprotein A-| APOA1 NM_000039 -0,20
61 |Cyclin C CCNC NM_005190 -0,20
62 | Na,K-ATPase alpha-1 subunit Atp1a1 NM_000701 -0,20
63 | Calnexin CANX NM_001746 -0,20
64 | Thymidylate synthetase TYMS NM_001071 -0,20
Heterogeneous nuclear HNRPUL1 NM_007040,
65 |ribonucleoprotein U-like 1 NM_144732, -0,20
NM_144734
66 Malate dehydrogenase 1, NAD MDH1 NM_005917 -0.20
(soluble) ’
inhibitor of DNA binding 1, ID1 NM_181353,
67 | dominant negative helix-loop- NM_002165 -0,20
helix protein
N-acylsphingosine ASAH1 NM_004315,
68 |amidohydrolase (acid NM_177924 -0,21
ceramidase) 1
Chromodomain helicase DNA CHD4 NM_001273
69 L . - -0,21
binding protein 4
TAF11 RNA polymerase Il, TATA | TAF11 NM_005643
70 | box binding protein (TBP)- -0,21
associated factor, 28 kD
71 15kDa selenoprotein, variant 1, 2 | Sel15 NM_203341 0.21
NM_004261 ’
72 protein inhibitor of activated PIAS2 NM_004671, 0.22
STAT, 2 NM_173206 ’
73 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily | DNAJC7 NM_003315 0.22
C, member 7 ’
74 |interleukin 7 receptor IL7TR NM_002185 -0,22
proliferating cell nuclear antigen; | PCNA NM_002592,
75 | DNA polymerase delta auxiliary NM_182649 -0,22
protein
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NCBI NCBI Fe“" [100 pmol/I]
Index Name . VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle

Guanidinoacetate N- GAMT NM_000156

76 -0,22
methyltransferase

77 |Janus kinase 1 Jak1 NM_ 002227 -0,22
L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A HADHSC NM_005327

78 . -0,22
dehydrogenase, short chain
solute carrier family 37 (glycerol- | SLC37A4 NM_001467

79 | 6-phosphate transporter), -0,23
member 4

80 | Metallothionein 1E MT1E NM_175617 -0,23
Mevalonate (diphospho) MVD NM_002461

81 -0,23
decarboxylase

82 |Cyclin B2 CCNB2 NM_004701 -0,23

83 Minichromosome maintenance MCM7 NM_005916, 0.23
deficient (S. cerevisiae) 7 NM_ 182776 ’
forkhead box A1; hepatocyte FOXA1 NM_004496

84 -0,23
nuclear factor 3 alpha
dolichyl-phosphate DPM1 NM_003859

85 | mannosyltransferase polypeptide -0,23
1, catalytic subunit
SMT3 suppressor of mif two 3 SUMO3 NM_006936

86 -0,24
homolog 3 (yeast)
solute carrier organic anion SLCO2A1 NM_005630

87 - -0,24
transporter family, member 2A1
proteasome (prosome, PSME1 NM_006263,
macropain) activator subunit 1 NM_176783
transcript variant 1; 11S regulator
complex alpha subunit; 29-kD
MCP activator subunit; activator

88 ; . . -0,24
of multicatalytic protease subunit
1; interferon gamma up-regulated
[-5111 protein; interferon-gamma
IEF SSP 5111; interferon-
gamma-inducible protein 5111

89 | CD9 antigen (p24) Cd9 NM_001769 -0,24

90 | Sterol-C4-methyl oxidase-like SC4AMOL NM_006745 -0,25

91 |actinin, alpha 4 ACTN4 NM 004924 -0,25
Endothelial cell growth factor 1 ECGF1 NM_001953

92 : -0,25
(platelet-derived)

93 | Ferrochelatase (protoporphyria) FECH NM 000140 -0,25

94 | Cyclin A2 CCNA2 NM_001237 -0,26

95 | Connective tissue growth factor CTGF NM_001901 -0,26
CDC20 cell division cycle 20 CDC20 NM_001255

96 o -0,26
homolog (S. cerevisiae)
cathepsin H Ctsh NM_004390,

97 NM_ 148979 -0,26

98 | Cold shock domain protein A CSDA NM_003651 -0,26
RAB5B, member RAS oncogene | RAB5B NM_002868

99 family -0,27

100 v-jun sarcoma virus 17 oncogene |JUN NM_002228 -0,27
homolog

101 |filamin A, alpha FLNA NM_001456 -0,27

102 | Inhibitor of DNA binding 2 ID2 NM_002166 -0,27
signal transducer and activator of | Stat1 NM_007315

103 |transcription 1 transcript variant -0,28
alpha
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NCBI NCBI Fe“" [100 pmol/I]
Index Name . VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box DHX9 NM_001357
104 . : : -0,28
polypeptide 9 transcript variant 1
integrin, beta 1 (fibronectin ltgb1 NM_002211,
receptor, beta polypeptide, NM_033666,
105 antigen CD29 includes MDF2, NM_033667, 0.28
MSK12) NM_033668, ’
NM_033669,
NM_133376
106 signal transducer and activator of | Stat1 NM_007315, -0.28
transcription 1 NM_ 139266 ’
107 | Protein kinase C substrate 80K-H | PRKCSH NM_ 002743 -0,28
calmodulin 3 (phosphorylase CALM3 NM_005184
108 | . -0,28
kinase, delta)
109 Glutathione peroxidase 3 GPX3 NM_002084 -0,28
(plasma)
Protein-kinase, interferon- PRKRIR NM_004705
110 inducible double stranded RNA -0.28
dependent inhibitor, repressor of ’
(P58 repr
111 | Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic | EPHX2 NM_001979 -0,28
solute carrier family 38, member | SIc38a3 NM_006841
112 | 3; amino acid transporter system -0,29
N1; SN1
113 | Cyclin B1 CCNB1 NM_031966 -0,29
high-mobility group nucleosomal | HMGN2 NM_005517
114 | = > -0,30
binding domain 2
115 |thymidine kinase 1, soluble Tk1 NM_003258 -0,30
Integrin, alpha V (vitronectin ITGAV NM_002210
116 | receptor, alpha polypeptide, -0,30
antigen CD51)
117 metallothionein 1H MT1H NM_005951 -0,30
und andere
118 | Sterol O-acyltransferase 2 SOAT2 NM_003578 -0,30
119 heat shock 70kDa protein 8 HSPAS8 NM_006597, -0.30
transcript variant 1 NM_153201 ’
120 | dual specificity phosphatase 9 DUSP9 NM_ 001395 -0,30
121 | signal recognition particle 9kDa SRP9 NM_003133 -0,31
122 | ubiquitin B UBB NM_018955 -0,32
123 | Replication protein A1 (70kD) RPA1 NM_002945 -0,32
124 Polymerase | and transcript PTRF NM_012232 0,32
release factor
125 | Carnitine palmitoyltransferase |l CPT2 NM_ 000098 -0,33
126 |keratin 8 KRT8 NM_002273 -0,33
127 | paternally expressed 10 PEG10 XM_496907 -0,33
128 insulin-like gl_'owth factor 2 IGF2 NM_000612 -0,34
(somatomedin A)
transmembrane 4 superfamily TM4SF13 NM_014399
129 -0,34
member 13
Polymerase (DNA directed), POLE3 NM_017443
130 d . -0,34
epsilon 3 (p17 subunit)
Myristoylated alanine-rich protein | MARCKS NM_002356
131 | . -0,35
kinase C substrate
132 Exportin 1 (CRM1, yeast, XPO1 NM_003400 -0.35
homolog)
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NCBI NCBI Fe“" [100 pmol/I]
Index Name . VS.
Gensymbol Accession
Kontrolle

dystroglycan 1 (dystrophin- DAG1 NM_004393

133 . ; -0,36
associated glycoprotein 1)

134 | phosphorylase, glycogen PYGB NM_002862 -0,36
guanine nucleotide binding GNAI2 NM_002070

135 | protein (G protein), alpha -0,37
inhibiting activity polypeptide 2
Protein phosphatase 1, catalytic | PPP1CC NM_002710

136 . ) -0,38
subunit, gamma isoform

137 FK506 binding protein 1A (12 kD) | FKBP1A NM_000801, -0.38
transcript variant 12A NM_054014 ’

138 chromosome condensation- CNAP1 NM_014865 -0.38
related SMC-associated protein 1 ’
solute carrier family 40 (iron- SLC40A1 NM_014585

139 -0,38
regulated transporter), member 1
scavenger receptor class B, SCARB1 NM_005505

140 -0,41
member 1
inhibitor of DNA binding 2B, ID2B M96843

141 | dominant negative helix-loop- -0,43
helix protein
Malate dehydrogenase 2, NAD MDH2 NM_005918

142 . . -0,45
(mitochondrial)
diaphorase (NADH) (cytochrome | Dia1 NM_000398,

143 | b-5 reductase) transcript variant NM_007326 -0,45
M
Succinate dehydrogenase SDHA NM_004168

144 | complex, subunit A, flavoprotein -0,45
(Fp)
isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896 )

145 | NADP+), soluble 0,47

146 | Retinoid X receptor beta RXRB NM_ 021976 -0,48
Protein kinase, DNA-activated, PRKDC NM_006904

147 . . -0,49
catalytic polypeptide
ATP-binding cassette, sub-family | Abcc5 NM_005688

148 C (CF.TR/MRP),. memper 5; . -0,50
canalicular multispecific organic
anion transporter C
solute carrier family 4, anion SLC4A2 NM_003040

149 -0,52
exchanger, member 2

150 Splicing factor 1 transcript variant | SF1 NM_004630, -0.53
1 NM_201995 ’

151 | monoamine oxidase B Maob NM 000898 -0,56
guanine nucleotide binding GNB2 NM_005273

152 | protein (G protein), beta -0,58
polypeptide 2

153 TGFB1-induced anti-apoptotic TIAFA1 NM_004740 -0,65
factor 1
heat shock protein 90kDa beta HSP90B1 NM_003299

154 -0,66
(Grp94), member 1

155 carboxylesterase 2 (intestine, CES2 NM_003869, 0.79
liver) transcript variant 1 NM_198061 ’

156 ierum/glucocorhcmd regulated Sgk NM_005627 -0,87

inase

pre-B-cell colony enhancing PBEF NM_005746,

157 |factor 1 (PBEF1), transcript NM_182790 -1,23
variant 2
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Anhang

Tab. All: Durch Eiseniiberladung in Gegenwart von IFNa regulierte Gene
Huh9-13 Zellen wurden fiir 24 h mit 1000 U/ml IFNa bzw. mit 1000 U/ml IFNa und 100 uM Fe*" inkubiert. Von
50 yg Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-markierte cDNA erzeugt. Mit dieser wurden Oligonukleotid-Arrays
hybridisiert. Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisierter Quotient der Fluorenszenzwerte der
Effektorbedingungen zu den Fluoreszenzwerten der Kontrollbedingungen dargestellt. Der angegebene Wert
ist der Median von n=3 Einzelversuchen. Die Gruppierung der Genexpressionsanderungen erfolgte wie
beschrieben (s. 3.2.11.2).

Fe?* [100 pmol/I],

Index Name NCBI NCBI IFNa [1000 U/ml]
Gensymbol Accession VS.
IFNa [1000 U/ml]

y growth differentiation factor 15; GDF15 NM_004864 0.60
macrophage inhibitory cytokine-1 ’
GADD153; growth arrest and Ddit3 NM_004083

> DNA-damage-inducible protein; 0.34
DNA-damage-inducible transcript ’

3
Ras homolog gene family, ARHE NM_005168 0.34
member E ’

4 | tryptophan 2,3-dioxygenase TDO2 NM_005651 0,32
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845

5 dehydrogenase 2; bile acid 0.31
binding protein; 3-alpha ’
hydroxysteroid dehydrogenase,
type lll) transcript variant 2

6 | heme oxygenase 1 Hmox1 NM_ 002133 0,30

7 | ferritin, light polypeptide FTL NM_ 000146 0,29
serine (or cysteine) proteinase SERPINA3 | NM_001085

8 inhibitor, clade A (alpha-1 0.29
antiproteinase, antitrypsin), ’
member 3
Thioredoxin reductase 1 TXNRD1 NM_003330,

NM_182729,

9 NM_182742, 0,28
NM 182743
titin TTN NM_003319,
NM_133379,

10 NM_133432, 0,26
NM_133437
cathepsin L Ctsl NM_001912,

1 NM_ 145918 0,25

12 | chloride intracellular channel 1 CLIC1 NM 001288 0,25

13 Transketolase (Wernicke- TKT NM_001064 0.25
Korsakoff syndrome) ’

14 glucosamine-6-phosphate GNPDA1 NM_005471 0.24
deaminase 1 ’

15 | methionine sulfoxide reductaseB | SelX1 NM_ 016332 0,24

16 | Cytochrome c oxidase subunit Vb | COX5B NM_001862 0,23

17 |ribosomal protein s17 RPS17 NM_001021 0,22
TAF9 RNA polymerase Il, TATA | TAF9 NM_003187,

18 box binding protein (TBP)- NM_001015892 0.22
associated factor, 32kDa ’
transcript variant 1

19 | Glutathione S-transferase A1 GSTA1 NM_145740 0,21

20 guanine nucleotide binding GNG12 NM_018841 0.21
protein (G protein), gamma 12 ’

21 Cytochrome c oxidase subunit COX7B NM_001866 0,21

Vb
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Anhang

Fe?* [100 pmol/I],
NCBI NCBI IFNa [1000 U/ml]
Index Name .
Gensymbol Accession VS.
IFNa [1000 U/ml]
22 | Ribosomal Protein S3a RPS3A NM_ 182777 0,21
23 Ribosomal protein L6 RPL6 NM_000970, 0.20
NM_001024662 ’
v-myc myelocytomatosis viral MYC NM_002467

24 0,20
oncogene homolog

25 | Thioredoxin TXN NM_003329 0,20
signal recognition particle 14kDa | SRP14 NM_003134

26 | (homologous Alu RNA binding 0,20
protein)
protein tyrosine phosphatase type | Ptp4a1 NM_003463

27 0,20
IVA, member 1
UDP glycosyltransferase 2 family, | UGT2B4 NM_021139

28 ) 0,19
polypeptide B4

29 | Apolipoprotein C-I APOCA1 NM_001645 0,19

30 |carboxylesterase 1 CES1 NM_001266 0,19

31 dual specificity phosphatase 1; DUSP1 NM_004417 019
MAP kinase phosphatase 1 ’
ATG3 autophagy related 3 ATG3 NM_022488

32 0,18
homolog

33 |fatty acid binding protein 1 Fabp1 NM_ 001443 0,18

34 aminolevulinate, delta-, synthase | Alas1 NM_000688, 018
1 transcript variant 2 NM_ 199166 ’

35 | Ferritin heavy chain FTH1 NM_ 002032 0,18

36 |CyclinC CCNC NM_005190 -0,18
SMAD, mothers against DPP SMAD6 NM_005585

37 -0,18
homolog 6
Tropomyosin 1 (alpha) TPM1 NM_001018020,

38 NM_001018006, -0,18

NM_000366
O-linked N-acetylglucosamine OGT NM_003605,

39 (GIcNACc) transferase (UDP-N- NM_181672, 0.18
acetylglucosamine:polypeptide-N- NM_181673 ’
acetylglucosaminyl transferase)

40 | metallothionein 2A MT2A NM_005953 -0,19
dystroglycan 1 (dystrophin- DAG1 NM_004393

41 . ; -0,19
associated glycoprotein 1)

42 | Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic | EPHX2 NM_001979 -0,19
CDC20 cell division cycle 20 CDC20 NM_001255

43 o -0,19
homolog (S. cerevisiae)

44 selenoprotein S, variant 1, 2 SelS NM_203472 0.19

NM 018445 ’
Peptidylprolyl isomerase B PPIB NM_000942

45 " -0,19
(cyclophilin B)

46 Caspase 6, apoptosis-related CASP6 NM_001226, 0.19
cysteine protease NM_ 032992 ’

47 | metallothionein 1H MT1H NM_005951 -0,20

48 | 15kDa selenoprotein, variant 1 Sel15 NM_004261 -0,20
Protein tyrosine phosphatase, PTPRA NM_002836,

49 |receptor type, A NM_080840, -0,20

NM_080841
emopamil binding protein (sterol | EBP NM_006579

50 |. -0,21
isomerase)

51 | signal recognition particle 9kDa SRP9 NM_ 003133 -0,21

52 pre-B-cell colony enhancing factor | PBEF NM_005746, 0.22
1 (PBEF1), transcript variant 2 NM_182790 ’
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Fe?* [100 pmol/I],
| NCBI NCBI IFNa [1000 U/ml]
ndex Name .
Gensymbol Accession VS.
IFNa [1000 U/ml]
53 | complement component 3 C3 NM_000064 -0,22
54 | actinin, alpha 4 ACTN4 NM_004924 -0,22
55 mitogen-activated protein kinase | MAPK3 NM_002746 0.22
3 =V,
56 3-hydroxy-3-methylglutaryl- HMGCS1 NM_002130 0.22
Coenzyme A synthase 1 (soluble) ’
57 aldehyde dehydrogenase 18 ALDH18A1 |NM_001017423 0.23
family, member A1 NM_002860 ’
58 |Janus kinase 1 Jak1 NM_002227 -0,23
signal transducer and activator of | Stat3 NM_003150,
59 |transcription 3 NM_139276, -0,23
NM 213662
inhibitor of DNA binding 1, ID1 NM_181353,
60 |dominant negative helix-loop-helix NM_002165 -0,23
protein
61 | UDP-glucose dehydrogenase UGDH NM_003359 -0,23
62 | Death-associated protein DAP NM_004394 -0,23
63 ATPase, Ca++ transporting, ATP2B1 NM_001001323, 0.23
plasma membrane 1 NM_001682 ’
TAF7 RNA polymerase Il, TATA | TAF7 NM_005642
64 | box binding protein (TBP)- -0,23
associated factor, 55 kD
65 | Na,K-ATPase alpha-1 subunit Atp1ai NM_000701 -0,24
66 c1:gemokine (C-X-C motif) ligand CXCL10 NM_001565 -0.25
inhibitor of DNA binding 2B, ID2B M96843
67 | dominant negative helix-loop-helix -0,25
protein
68 | paternally expressed 10 PEG10 XM_496907 -0,26
guanine nucleotide binding GNB2 NM_005273
69 | protein (G protein), beta -0,26
polypeptide 2
70 | Metallothionein 1E MT1E NM 175617 -0,27
71 | dual specificity phosphatase 9 DUSP9 NM_ 001395 -0,27
72 3'-phosphoadenosine 5'- PAPSS1 NM_005443 -0.29
phosphosulfate synthase 1 ’
73 Protein phosphatase 1, catalytic | PPP1CC NM_002710 -0.29
subunit, gamma isoform ’
74 transmembrane 4 superfamily TM4SF13 NM_014399 -0.29
member 13 ’
75 TRAF family member-associated | TANK NM_004180, -0.30
NFKB activator NM_ 133484 ’
76 signal transducer and activator of | Stat1 NM_007315, -0.31
transcription 1 NM_ 139266 ’
77 | ubiquitin D UBD NM_006398 -0,31
Integrin, alpha V (vitronectin ITGAV NM_002210
78 | receptor, alpha polypeptide, -0,31
antigen CD51)
79 |histone deacetylase 3 HDAC3 NM_ 003883 -0,32
80 APG12 autophagy 12-like (S. APG12L NM_004707 0.35
cerevisiae) ’
81 isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896 -0.38
(NADP+), soluble ’
82 Minichromosome maintenance MCM7 NM_005916, -0.39
deficient (S. cerevisiae) 7 NM_ 182776 ’
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Anhang

Fe?* [100 pmol/I],

NCBI NCBI IFNa [1000 U/ml]
Index Name .
Gensymbol Accession VS.
IFNa [1000 U/ml]
eukaryotic translation elongation |EEF1A1 NM_001402
83 -0,40
factor 1 alpha 1
84 |keratin 8 KRT8 NM_002273 -0,43
85 | methionine-tRNA synthetase MARS NM_004990 -0,50
heat shock protein 90kDa beta HSP9O0B1 NM_003299
86 -0,50
(Grp94), member 1
87 heat shock 70kDa protein 8 HSPAS NM_006597, -0.51
transcript variant 1 NM_153201 ’
88 ierum/glucocorhcmd regulated Sgk NM_005627 -0,53
inase
Tab. Alll: Durch Hypoosmolaritit regulierte Gene
Huh9-13 Zellen wurden fiir 48 h in hypoosmotischem (220 mosmol/l) bzw. normoosmotischem

(320 mosmol/l) Medium inkubiert. Von 50 pg Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-markierte cDNA erzeugt. Mit
dieser wurden Oligonukleotid-Arrays hybridisiert. Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisierter
Quotient der Fluorenszenzwerte der hypoosmotischen Bedingungen zu den Fluoreszenzwerten der
normoosmotischen Bedingungen dargestellt. Der angegebene Wert ist der Median von n=6 Einzelversuchen.
Die Gruppierung der Genexpressionsanderungen erfolgte wie beschrieben (s. 3.2.11.2).

NCBI NCBI 220 mosmol/I
eX BT Gensymbol Accession VS.
320 mosmol/Il
Williams Beuren syndrome WBSCR14 | NM_032951,
chromosome region 14, NM_032952,
1 ChREBP NM_032953, 0,71
NM_032954,
NM_ 032994
2 | metallothionein 2A MT2A NM_005953 0,62
3 solute carrier family 22 (organic | Slc22a7 NM_006672, 0.61
anion transporter), member 7 NM_ 153320 ’
4 | metallothionein 1H MT1H NM_005951 0,59
5 Aldo-keto reductase family 1 AKR1D1 NM_ 005989 0,58
6 Glutathione S-transferase A1 GSTA1 NM_ 145740 0,56
7 | Metallothionein 1E MT1E NM_175617 0,55
8 glutathione S-transferase A2 GSTA2 NM_ 000846 0,54
9 fibrinogen, gamma polypeptide FGG NM_000509, 0.46
transcript variant gamma-A NM_021870 ’
10 | Ornithine decarboxylase 1 ODC1 NM_002539 0,44
11 solute carrier family 30 (zinc Slc30a1 NM_021194 0.40
transporter), member 1 ’
12 fibrinogen, A alpha polypeptide FGA NM_000508, 038
NM_021871 ’
13 cysteine sulfinic acid CSAD NM_015989 038
decarboxylase ’
solute carrier family 38, member | Slc38a3 NM_006841
14 | 3; amino acid transporter system 0,37
N1; SN1
15 complement component 4B, C4B NM_001002029 0.33
centromeric ’
glycine dehydrogenase GLDC NM_000170
16 (decarboxylating; glycine 0.33
decarboxylase, glycine cleavage ’
system protein P)
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NCBI NCBI 220 mosmol/I
L1053 eanio Gensymbol Accession VS.
y 320 mosmol/Il
serine (or cysteine) proteinase SERPINC1 | NM_000488
17 |inhibitor, clade C (antithrombin), 0,32
member 1
18 | ubiquitin D UBD NM_006398 0,31
19 | haptoglobin HP NM_005143 0,31
20 ATP-binding cassette, sub-family | ABCA5 NM_018672 0.31
A (ABC1), member 5 NM_ 172232 ’
21 |fibrinogen, B beta polypeptide FGB NM_ 005141 0,30
gap junction protein, beta 1, Gjb1 NM_000166
29 32kDa (connexin 32, Charcot- 0.30
Marie-Tooth neuropathy, X- ’
linked)
Interleukin 18 (interferon-gamma- | IL18 NM_001562
23 |, ; 0,29
inducing factor)
o4 carbamoyl-phosphate synthetase | Cps1 NM_001875 0.29
1, mitochondrial ’
25 |[fibrinogen, A alpha polypeptide FGA NM_000508 0,28
stearoyl-CoA desaturase (delta- | SCD NM_005063
26 0,28
9-desaturase)
27 haptoglobin-related protein HPR NM_020995 0.27
(NM_005143) ’
growth arrest and DNA-damage- | GADD45B |NM_015675
28 | . 0,27
inducible, beta
29 |paternally expressed 10 PEG10 XM_496907 0,26
30 |apolipoprotein A-| APOA1 NM_000039 0,26
high-mobility group nucleosomal | HMGN2 NM_005517
31 2 > 0,26
binding domain 2
solute carrier family 35 (UDP- SLC35D1 NM_015139
32 glucuronic aC|d/UDP-N- 0,25
acetylgalactosamine dual
transporter), member D1
Cytochrome b-5 CYB5 NM_001914,
33 NM_ 148923 0,25
Asparagine synthetase transcript | ASNS NM_001673,
34 |variant 2 NM_133436, 0,24
NM_183356
Acyl-Coenzyme A oxidase 2, ACOX2 NM_003500
35 . 0,24
branched chain
36 Cl)cohol dehydrogenase 6 (class | ADH6 NM_000672 0,23
37 |leptin receptor (fatty) Lepr NM 001003679 0,23
solute carrier family 1 (neutral SLC1A5 NM_005628
38 |amino acid transporter), member 0,23
5
39 |organic solute transporter beta OSTbeta NM_178859 0,23
solute carrier family 22 Slc22a3 NM_021977
40 | (extraneuronal monoamine 0,22
transporter), member 3; oct3
chemokine (C-X-C motif) ligand | CXCL10 NM_001565
41 10 0,22
serine (or cysteine) proteinase SERPINA3 | NM_001085
42 |nh!b|tor, _clade A (a_Ipha-_1 0,22
antiproteinase, antitrypsin),
member 3
Aldehyde dehydrogenase 6 ALDH6A1 NM_005589
43 ; 0,22
family, member A1
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NCBI NCBI 220 mosmol/Il
L1053 eanio Gensymbol Accession VS.
y 320 mosmol/Il

44 | calpain 2, (m/Il) large subunit CAPN2 NM_ 001748 0,22
High-mobility group (nonhistone | HMGB2 NM_002129

45 \ 0,21
chromosomal) protein 2
Polymerase | and transcript PTRF NM_012232

46 0,20
release factor
Ornithine aminotransferase OAT NM_000274

47 0,19
(gyrate atrophy)

48 Peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA PECI NM_006117, 0.19
isomerase NM_206836 ’
cytochrome P450, family 27, CYP27A1 NM_000784

49 ) : 0,19
subfamily A, polypeptide 1
Midkine (neurite growth- MDK NM_002391

50 ; 0,19
promoting factor 2)
activating transcription factor 4 ATF4 NM_182810

51 | (tax-responsive enhancer NM_001675 0,19
element B67)
protein tyrosine phosphatase and | Pten NM_000314
tensin homolog/mutated in

52 . 0,19
multiple advanced cancers
protein (PTEN/MMAC1)

Epoxide hydrolase 1, microsomal | EPHX1 NM_000120

53 o 0,19
(xenobiotic)

54 | vimentin VIM NM_003380 0,18

55 | Glutamate dehydrogenase 1 GLUD1 NM_005271 0,18

56 | Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic | EPHX2 NM_001979 0,18

57 | Complement component C5 C5 NM_001735 0,18

58 Nicotinamide nucleotide NNT NM_012343, 018
transhydrogenase NM_182977 ’
B-cell translocation gene 1, anti- |BTG1 NM_001731

59 ; . 0,18
proliferative

60 cell division cycle 42 (GTP CDC42 NM_001791 018
binding protein, 25kDa) ’
Rhesus blood group, B RHBG NM_020407

61 ; 0,18
glycoprotein

62 glutamine-fructose-6-phosphate | GFPT1 NM_002056 0.18
transaminase 1 ’

63 | Spectrin, beta, non-erythrocytic 1 | SPTBN1 NM_ 003128 -0,18

64 | Histone acetyltransferase 1 HAT1 NM_ 003642 -0,18
UDP glycosyltransferase 2 family, | UGT2B7 NM_001074, ...
polypeptide B7 (UGT2B28,

65 UGT2B11, 0,18

UGT2B4, ...)
Protein phosphatase 1G PPM1G NM_002707,

66 | (formerly 2C), magnesium- NM_177983 -0,18
dependent, gamma isoform
dipeptidyl peptidase IV (DPPIV ; | Dpp4 NM_001935
DPP4); bile canaliculus domain-

67 e . -0,18
specific membrane glycoprotein;
gp110 glycoprotein
Protein phosphatase 4 (formerly | PPP4C NM_002720

68 . ; -0,18
X), catalytic subunit
solute carrier family 5 (sodium- Slc5ab NM_021095

69 | dependent vitamin transporter), -0,18
member 6
Transketolase (Wernicke- TKT NM_001064

70 -0,18
Korsakoff syndrome)

110



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=824�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3148�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=284119�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4942�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10455�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1593�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=13904863�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4192�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=24475622�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=468�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5728�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=38505204�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2052�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7431�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=4507894�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2746�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=4885280�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2053�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=727�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=38016946�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23530�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=694�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=998�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57127�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=9966890�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2673�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=4503980�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6711�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8520�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=4504340�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5496�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1803�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=47078262�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5531�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8884�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=10863878�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7086�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=4507520�

Anhang

NCBI NCBI 220 mosmol/I
el L FTIHO Gensymbol Accession VS.
320 mosmol/Il

71 | Cryptochrome 1 (photolyase-like) | CRY1 NM_004075 -0,18

72 serum/glucocorticoid regulated Sgk NM_005627 0.18
kinase ’

73 Minichromosome maintenance MCM3 NM_002388 0.18
deficient (S. cerevisiae) 3 ’

74 IMP (inosine monophosphate) IMPDH1 NM_000883, 0.19
dehydrogenase 1 NM_ 183243 ’
BCL2-like 1 BCL2L1 NM_001191,

75 NM_ 138578 -0,19
ATP-binding cassette, sub-family | Abcc5 NM_005688

76 C (CFTR/MRP), member 5; 0.19
canalicular multispecific organic ’
anion transporter C

77 |Na,K-ATPase alpha-1 subunit Atp1a1 NM_000701 -0,19

78 TRAF family member-associated | TANK NM_004180, 019
NFKB activator NM_133484 ’

79 non-metastatic cells 2, protein NME2 NM_002512 019
(NM23B) expressed in ’
Dihydrolipoamide S- DLAT NM_001931

80 acetyltransferase (E2 component 0.19
of pyruvate dehydrogenase ’
complex)

81 | H2A histone family, member Z H2AFZ NM_ 002106 -0,20
Serine- SHMT2 NM_005412

82 | Hydroxymethyltransferase?2 -0,20
(mitochondrial)

83 Mannosidase, alpha, class 1A, MAN1A1 NM_005907 0.20
member 1 ’
Farnesyl diphosphate synthase FDPS NM_002004

84 (farnesyl pyrophosphate -0,20
synthetase,
dimethylallyltranstransferase, ger

85 UDP glycosyltransferase 2 family, | UGT2B4 NM_021139 -0.20
polypeptide B4 ’

86 Homogentisate 1,2-dioxygenase |HGD NM_000187 -0.20
(homogentisate oxidase) ’

87 integrin, alpha 5 (fibronectin ITGAS NM_002205 0.21
receptor, alpha polypeptide) ’
Interleukin-1 receptor-associated | IRAK1 NM_001569,

88 |kinase 1 NM_001025242, -0,21

NM_001025243

89 Minichromosome maintenance MCM7 NM_005916, 0.21
deficient (S. cerevisiae) 7 NM_182776 ’

20 ATP-binding cassette, sub-family | Abcb6 NM_005689 0.21
B (MDR/TAP), member 6 ’

91 Glutathione peroxidase 3 GPX3 NM_002084 0.22
(plasma) ’

92 dehydrogenase/reductase (SDR | DHRSS8 NM_016245 0.23
family) member 8 ’
3-hydroxy-3-methylglutaryl- Hmgcs2 NM_005518

93 Coenzyme A synthase 2 0.23
(mitochondrial); HMG-CoA ’
synthase

94 gﬂtogen—activated protein kinase | MAPK3 NM_002746 -0,23
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y 320 mosmol/Il

95 CAP, adenylate cyclase- CAP1 NM_006367 0.23
associated protein 1 ’

96 | Paraoxonase 1 PON1 NM_ 000446 -0,23

97 | heat shock 27kDa protein 1 Hspb1 NM_001540 -0,23

98 Lymphotoxin beta receptor LTBR NM_002342 0.24
(TNFER superfamily, member 3) ’
fibrinogen-like 1; variant 1, 2, 3, 4 | FGL1 NM_201553

NM_201552

99 NM_ 147203 -0.24
NM_004467

100 dual specificity phosphatase 6 DUSP6 NM_001946, 0.24
NM 022652 ’

101 | CD9 antigen (p24) Cd9 NM_001769 -0,25

102 |transferrin receptor 2 TFR2 NM_003227 -0,25

103 Hydroxyprostaglandin HPGD NM_000860 0.25
dehydrogenase 15-(NAD) ’
forkhead box M1 FOXM1 NM_021953,

104 NM_202002, -0,25

NM 202003

105 | neuronal PAS domain protein 2 NPAS2 NM 002518 -0,26
Aldo-keto reductase family 1, AKR1C4 NM_001818

106 |member C.4 (chlordecone -0,26
reductase; 3-alpha
hydroxysteroid dehydrogenase

107 transmembrane 4 superfamily TM4SF4 NM_004617 -0.28
member 4 ’
Quinolinate QPRT NM_014298
phosphoribosyltransferase

108 | (nicotinate-nucleotide -0,28
pyrophosphorylase
(carboxylating))

Pyruvate kinase, muscle PKM2 NM_002654,
109 |transcript variant 2 NM_182470, -0,29
NM 182471

110 | Alpha-2-macroglobulin A2M NM_000014 -0,29
solute carrier family 12 Slc12a2 NM_001046

111 | (sodium/potassium/chloride -0,32
transporters), member 2; nkcc1
Glutamic-oxaloacetic GOT1 NM_002079

112 |transaminase 1, soluble -0,32
(aspartate aminotransferase 1)
inhibitor of DNA binding 1, ID1 NM_181353,

113 | dominant negative helix-loop- NM_002165 -0,33
helix protein
Ubiquitin carboxyl-terminal UCHLA1 NM_004181

114 | esterase L1 (ubiquitin -0,33
thiolesterase)

115 Arylacetamide deacetylase AADAC NM_001086 0.35
(esterase) ’
solute carrier family 3 (cystine, Slc3a1 NM_000341
dibasic and neutral amino acid

116 |transporters, activator of cystine, -0,36
dibasic and neutral amino acid
transport), member 1

117 connexin 43; Gap junction Gja1 NM_000165 -0,37
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L1053 eanio Gerrl‘lsCIral:bol Ac::‘l:silion VS.
y 320 mosmol/Il

118 solute carrier family 38, member | Slc38a2 NM_018976 0.37
2; system A (ATA2) ’

119 group-specific component GC NM_000583 0.41
(vitamin D binding protein) ’

120 |V-MyC myelocytomatosis viral MYC NM_002467 0.44
oncogene homolog ’

121 transmembrane 4 superfamily TM4SF3 NM_004616 0.44
member 3 ’
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845,
dehydrogenase 2; bile acid NM_001353

122 binding protein; 3-alpha -0,50
hydroxysteroid dehydrogenase,
type IlI)

123 |arginase Arg1 NM_000045 -0,51
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845
dehydrogenase 2; bile acid

124 binding protein; 3-alpha -0,53
hydroxysteroid dehydrogenase,
type lll) transcript variant 2
nuclear receptor subfamily 0, NrOb2 NM_021969

125 |9roup B, member 2 (NrOb2), -0,54
small heterodimer partner
homolog; Shp
S100 calcium binding protein A4 | S100A4 NM_002961,

126 (calcium protein, calvasculin, NM_019554 0.67
metastasin, murine placental ’
homolog)

127 Glutathione peroxidase 2 GPX2 NM_002083 -0.83
(gastrointestinal) ’

128 dual specificity phosphatase 5; DUSP5 NM_004419 -0.88
MAP-kinase phosphatase cpg21 ’

Tab. AlIV: Durch Hyperosmolaritat regulierte Gene
Huh9-13 Zellen wurden fir 48 h in hyperosmotischem (420 mosmol/l) bzw. normoosmotischem

(320 mosmol/l) Medium inkubiert. Von 50 ug Gesamt-RNA wurde fluoreszenz-markierte cDNA erzeugt. Mit
dieser wurden Oligonukleotid-Arrays hybridisiert. Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisierter
Quotient der Fluorenszenzwerte der hyperosmotischen Bedingungen zu den Fluoreszenzwerten der
normoosmotischen Bedingungen dargestellt. Der angegebene Wert ist der Median von n=6 Einzelversuchen.

Die Gruppierung der Genexpressionsanderungen erfolgte wie beschrieben (s. 3.2.11.2).

420 mosmol/Il

[ NETD Gel:‘lsc?nlbol Accr‘:fszlion VS.
y 320 mosmol/Il

y Aldo keto Reductase, family 1 AKR1B1 NM_001628 1.63
member B1(Aldose Reductase) ’
solute carrier family 6 SLCBA12 NM_003044

2 | (neurotransmitter transporter, 1,54
betaine/GABA), member 12

3 Glutathione peroxidase 2 GPX2 NM_002083 1.41
(gastrointestinal) ’
S100 calcium binding protein A4 | S100A4 NM_002961,

4 (calcium protein, calvasculin, NM_019554 118

metastasin, murine placental
homolog)
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NCBI NCBI 420 mosmol/I
el Rcie Gensymbol Accession VS.
320 mosmol/Il

5 endothelin receptor type B EDNRB NM_000115, 1.08

NM_003991 ’

6 RAB17, member RAS oncogene |RAB17 NM_022449 1.08
family ’
serum amyloid P component APCS NM_001639 1,02

8 Retinoic acid receptor, beta Rarb NM_000965, 0.76

NM_016152 ’

9 Cytochrome P450, subfamily llIA, | CYP3A7 NM_000765 0.71
polypeptide 7 ’
Cytochrome P450, subfamily IlIA | CYP3A4 NM_017460

10 | (niphedipine oxidase), 0,69
polypeptide 4

11 | calpain 2, (m/Il) large subunit CAPN2 NM_001748 0,65

12 solute carrier family 5 (inositol Slc5a3 NM_006933 0.62
transporters), member 3; SMIT ’

13 | Alpha-2-macroglobulin A2M NM_000014 0,61

14 | arginase, type I ARG2 NM_001172 0,59

15 aldehyde dehydrogenase 18 ALDH18A1 |NM_001017423 0.59
family, member A1 NM_002860 ’

16 lipopolysaccharide-induced TNF | LITAF NM_004862 058
factor ’
nuclear receptor subfamily 0, NrOb2 NM_021969

17 | group B, member 2 (NrOb2), small 0,58
heterodimer partner homolog Shp
solute carrier family 12 Sic12a2 NM_001046

18 | (sodium/potassium/chloride 0,57
transporters), member 2; nkcc1

19 |aquaporin 3 Aqgp3 NM_004925 0,57

20 |transforming growth factor, beta 1 | TGFB1 NM_ 000660 0,57

21 nuclear receptor subfamily 4, NR4A1 NM_002135, 0.56
group A, member 1 NM_ 173157 ’
Aldo-keto reductase family 1, AKR1C4 NM_001818

29 member C4 (chlordecone 056
reductase; 3-alpha hydroxysteroid ’
dehydrogenase

23 | neuronal PAS domain protein 2 NPAS2 NM_ 002518 0,55
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845
dehydrogenase 2; bile acid

24 binding protein; 3-alpha 0,55
hydroxysteroid dehydrogenase,
type Ill) transcript variant 2

25 |retinoblastoma 1 RB1 NM_ 000321 0,53

26 growth differentiation factor 15; GDF15 NM_004864 0.52
macrophage inhibitory cytokine-1 ’
Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, | ITGA3 NM_002204,

27 |alpha 3 subunit of VLA-3 NM_005501 0,52
receptor)

N-myc downstream regulated NDRG2 NM_016250,
gene 2 NM_201535,
NM_201536,
NM_201537,
28 NM_201538. 0,52
NM_201539,
NM_201540,
NM 201541
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metastasis associated lung MALAT1 AF001540

29 | adenocarcinoma transcript 1 0,52
(non-coding RNA)

30 |glutaminase GLS NM_ 014905 0,51
growth arrest and DNA-damage- | GADD45B |NM_015675

31 | X 0,51
inducible, beta
group-specific component GC NM_000583

32 o - . 0,50
(vitamin D binding protein)
aldo-keto reductase family 1, AKR1C2 NM_001354,
member C2 (dihydrodiol NM_205845,
dehydrogenase 2; bile acid NM_001353

33 N o 0,49
binding protein; 3-alpha
hydroxysteroid dehydrogenase,
type 1lI)

34 Cystathionine-gamma Lyase CTH NM_001902, 0.48

NM_ 153742 ’

35 | B-factor, properdin BF NM 001710 0,48

36 Hydroxyprostaglandin HPGD NM_000860 0.45
dehydrogenase 15-(NAD) ’

37 cysteine sulfinic acid CSAD NM_015989 0,45
decarboxylase
O-linked N-acetylglucosamine OGT NM_003605,

38 (GIcNACc) transferase (UDP-N- NM_181672, 0.45
acetylglucosamine:polypeptide-N- NM_181673 ’
acetylglucosaminyl transferase)
nuclear receptor subfamily 1, Nr1h4 NM_005123

39 |group H, member 4; farnesoid X 0,43
activated receptor (FXR)

40 solute carrier family 38, member | Slc38a2 NM_018976 0.42
2; system A (ATA2) ’
Serine protease inhibitor, Kazal SPINK1 NM_003122

41 type 1 0,42
dual specificity phosphatase 10; | DUSP10 NM_007207,

42 | MKP-5 NM_144728, 0,42

NM 144729
Polymerase | and transcript PTRF NM_012232

43 0,42
release factor

44 ATPase, Na+/K+ transporting, ATP1B1 NM_001001787, 0.41
beta 1 polypeptide NM_ 001677 ’
solute carrier family 38, member | SLC38A5 NM_033518

45 | 5; amino acid transporter system 0,40
N2, SN2

46 | Jun B proto-oncogen JUNB NM_002229 0,40

47 | phosphorylase, glycogen PYGB NM_002862 0,39
Hydroxysteroid (17-beta) HSD17B7 |NM_016371

48 0,39
dehydrogenase 7
solute carrier family 31 (copper SLC31A2 NM_001860

49 0,39
transporters), member 2

50 | Glutaredoxin (thioltransferase) GLRX NM_002064 0,38
serine (or cysteine) proteinase SERPINE1 | NM_000602
inhibitor, clade E (nexin,

51 ) . o 0,38
plasminogen activator inhibitor
type 1), member 1;

52 |insulin receptor substrate 2 IRS2 NM_003749 0,38
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dipeptidyl peptidase IV (DPPIV ; | Dpp4 NM_001935
DPP4); bile canaliculus domain-
53 e . 0,38
specific membrane glycoprotein;
gp110 glycoprotein
basic helix-loop-helix domain BHLHB2 NM_003670
containing, class B, 2;
54 differentially expressed in 0,38
chondrocytes 1
tissue inhibitor of Timp1 NM_003254
metalloproteinase 1 (erythroid
55 o g 0,38
potentiating activity, collagenase
inhibitor)
ephrin-A1; immediate early EFNA1 NM_004428,
56 |response protein B61 transcript NM_182685 0,37
variant 1
57 | period homolog 1 PER1 NM 002616 0,36
Cytochrome P450, subfamily 1B | CYP2B6 NM_000767
58 | (phenobarbital-inducible), 0,36
polypeptide 6
59 | platelet derived growth factor C PDGFC NM_016205 0,36
60 | Na,K-ATPase alpha-1 subunit Atp1ai NM_000701 0,35
61 complement component 4B, C4B NM_001002029 0.35
centromeric ’
62 Benzodiazepin receptor Bzrp NM_000714, 0.35
(peripheral) NM_ 007311 ’
major histocompatibility complex, | HLA-C NM_002117
63 0,35
class |, C
64 sgrum/glucocorhcmd regulated Sgk NM_005627 0,34
kinase
65 selenoprotein N1, variant 1, 2 SelN1 NM_020451 0.34
NM 206926 ’
66 B—cgll tra_nslocatlon gene 1, anti- |BTG1 NM_001731 0,34
proliferative
membrane-associated RING-CH | MARCH-VI | NM_005885
67 : 0,33
protein VI
68 |actinin, alpha 4 ACTN4 NM 004924 0,33
69 insulin-like growth factor 2 Igf2r NM_000876 0,32
receptor
70 | solute carrier family 38, member 1 | SLC38A1 NM_030674 0,32
BCL2/adenovirus E1B 19kD BNIP3L NM_004331
71 . . . ; 0,31
interacting protein 3-like
Tankyrase, TRF1-interacting TNKS2 NM_025235
72 | ankyrin-related ADP-ribose 0,31
polymerase 2
solute carrier family 11 (proton- Sic11a2 NM_000617
73 | coupled divalent metal ion 0,31
transporters), member 2
serine (or cysteine) proteinase SERPINA3 | NM_001085
74 |inhibitor, clade A (alpha-1 anti- 0,31
proteinase, antitrypsin) member 3
3'-phosphoadenosine 5'- PAPSS1 NM_005443
75 0,31
phosphosulfate synthase 1
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Williams Beuren syndrome WBSCR14 |NM_032951,
chromosome region 14, NM_032952,
76 |ChREBP NM_032953, 0,31
NM_032954,
NM_032994
Insulin-like growth factor binding | IGFBP4 NM_001552
77 ; 0,31
protein 4
78 ATP-binding cassette, sub-family | ABCA5 NM_018672 0.31
A (ABC1), member 5 NM 172232 ’
BCL2-like 1 BCL2L1 NM_001191,
79 NM_ 138578 0,30
80 | complement component 2 C2 NM_000063 0,30
81 | endothelin receptor type A EDNRA NM_001957 0,30
82 dual specificity phosphatase 6 DUSP6 NM_001946, 0.30
NM 022652 ’
phospholipase A2 gamma IPLA2 NM_015723
83 |intracellular membrane- 0,29
associated calcium-independent
Dual specificity phosphatase 3 DUSP3 NM_004090
84 | (vaccinia virus phosphatase VH1- 0,28
related)
Protein tyrosine phosphatase, PTPRK NM_002844
85 0,28
receptor type, K
86 | Histone H1(0) H1FO0 NM_005318 0,28
87 |transferrin receptor 2 TFR2 NM_003227 0,27
signal transducer and activator of | Stat3 NM_003150,
88 |transcription 3 NM_139276 0,27
(NM_213662)
solute carrier family 4, anion SLC4A2 NM_003040
89 0,27
exchanger, member 2
90 |collagen, type V, alpha 1 COL5A1 NM_000093 0,27
Tropomyosin 2 (beta) transcript TPM2 NM_003289
91 . 0,27
variant 1
nuclear factor of kappa light NFKBIA NM_020529
92 | polypeptide gene enhancer in B- 0,27
cells inhibitor, alpha
glucosamine-6-phosphate GNPDA1 NM_005471
93 ; 0,26
deaminase 1
94 | hemopexin HPX NM 000613 0,26
95 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, | OAS1 NM_016816 0.26
40/46kDa transcript variant E16 ’
2',3'-cyclic nucleotide 3' CNP NM_033133
96 : 0,26
phosphodiesterase
solute carrier family 13 (sodium- | SLC13A5 NM_177550
97 | dependent citrate transporter), 0,26
member 5
Mitogen-activated protein kinase | MAP4K3 NM_003618
98 . . . 0,26
kinase kinase kinase 3
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) DDX26 NM_012141
99 . 0,26
box polypeptide 26
100 pre-B-cell colony enhancing factor | PBEF NM_005746, 0.26
1 (PBEF1), transcript variant 2 NM_182790 ’
101 ATPase, Ca++ transporting, ATP2A2 NM_001681, 0.25
cardiac muscle, slow twitch 2 NM_170665 ’
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ATP-binding cassette, sub-family | Abcc5 NM_005688
102 C (CF_TR/MRP),_ memper 5; . 0,25
canalicular multispecific organic
anion transporter C
protein inhibitor of activated PIAS1 NM_016166
103 STAT, 1 0,25
104 ;?nl?lz/ member RAS oncogene RAB7 NM_004637 0,25
105 Lymphotoxin beta receptor (TNFR | LTBR NM_002342 0.25
superfamily, member 3) ’
ATPase, H+ transporting, ATP6EVOD1 | NM_004691
106 |lysosomal 38kDa, VO subunit d 0,25
isoform 1
107 Epoxide hydrolase 1, microsomal | EPHX1 NM_000120 0.24
(xenobiotic) ’
108 | Heat shock 70kD protein 1A HSPA1A NM_ 005345 0,24
109 transient receptor potential cation | TRPM7 NM_017672 0.24
channel, subfamily M, member 7 ’
Integrin, alpha V (vitronectin ITGAV NM_002210
110 |receptor, alpha polypeptide, 0,24
antigen CD51)
Sulfotransferase family, cytosolic, | SULT1A1 NM_001055,
1A, phenol-preferring, member 1 NM_177529,
111 NM_177530, 0,24
NM_177534,
NM_177536
112 Ras homolog gene family, ARHE NM_005168 0,24
member E
lysosomal-associated membrane | LAMP2 NM_002294,
113 | protein 2 Transcript variant NM_013995 0,24
LAMP2A
Pyruvate kinase, muscle PKM2 NM_002654,
114 | transcript variant 2 NM_182470, 0,24
NM 182471
programmed cell death 8 Pdcd8 NM_004208,
115 | (apoptosis-inducing factor) NM_145812, 0,24
NM_145813
116 |forkhead box A3 FOXA3 NM_004497 0,23
Quinolinate QPRT NM_014298
phosphoribosyltransferase
117 | (nicotinate-nucleotide 0,23
pyrophosphorylase
(carboxylating))
118 | Death-associated protein DAP NM_004394 0,23
119 Serum/glucocorticoid regulated SGKL NM_013257, 0.23
kinase-like NM_170709 ’
120 |@s homolog gene family, member | RHOG NM_001665 023
G (rho G) ’
121 Protein tyrosine phosphatase, PTPN12 NM_002835 0.22
non-receptor type 12 ’
122 Catechol-O-methyltransferase COMT NM_007310 0.22
transcript variant S-COMT ’
123 | c-Myc promoter-binding protein MYCPBP NM_005848 0,22
124 GrpE-like 1, mitochondrial; stress- | Grpel1 NM_025196 0.22
inducible chaperone mt-GrpE#1 ’
125 | carboxypeptidase A2 (pancreatic) | CPA2 NM 001869 0,22
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ATP-binding cassette, sub-family | Abcb4 NM_000443,
B (MDR/TAP), member 4 NM_018849,

126 |transcript variant A; multiple drug NM_018850 0,22
resistance 3; P glycoprotein
3/multiple drug resistance 3

127 | glutathione S-transferase kappa 1 | GSTK1 NM_ 015917 0,22
serine (or cysteine) proteinase SERPINA1 | NM_000295,

128 inhibitor, clade A (alpha-1 NM_001002235, 0.22
antiproteinase, antitrypsin), NM_001002236 ’
member 1
nuclear factor of kappa light NFKB1 NM_003998

129 | polypeptide gene enhancer in B- 0,22
cells 1 (p105)
deleted in liver cancer 1 DLC1 NM_006094,

130 NM_024767, 0,22

NM 182643

131 transmembrane 4 superfamily TM4SF3 NM_004616 0.22
member 3 ’

132 | Glutamine synthase GLUL NM_ 002065 0,22

133 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box DDX46 NM_014829 0.21
polypeptide 46 ’
BCL2-associated transcription BCLAF1 NM_014739

134 0,21
factor 1

135 |Suppressor of cytokine signaling 5 | SOCS5 NM_014011, 0.21
transcript variant 2 NM_ 144949 ’
Heterogeneous nuclear HNRPUL1 | NM_007040,

136 | ribonucleoprotein U-like 1 NM_144732, 0,21

NM 144734
nuclear receptor subfamily 1, Nr1h2 NM_007121

137 |group H, member 2; Nr1h2; OR-1; 0,21
oxysterol receptors LXRbeta

138 sterol regulatory element binding | SREBF2 NM_004599 0.21
transcription factor 2 ’
signal transducer and activator of | Stat6 NM_003153

139 | transcription 6, interleukin-4 0,21
induced

140 famopamil binding protein (sterol | EBP NM_006579 0,20
isomerase)

141 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily | DNAJB9 NM_012328 0.20
B, member 9 ’

142 | histone deacetylase 3 HDAC3 NM 003883 0,20

143 ATPase, Ca++ transporting, ATP2B1 NM_001001323, 0.20
plasma membrane 1 NM_ 001682 ’

144 | Cryptochrome 1 (photolyase-like) | CRY1 NM_004075 0,20

145 Beclin 1 (coiled-coil, myosin-like | BECN1 NM_003766 0.20
BCL2 interacting protein) ’

146 | glial fibrillary acidic protein GFAP NM_002055 0,20

147 |interleukin 10 receptor, beta IL10RB NM_000628 0,20

148 Protein phosphatase 4 (formerly | PPP4C NM_002720 0.20
X), catalytic subunit ’

149 | Choline Kinase beta CHKB NM_005198 0,20

150 Egigujtin-conjugating enzyme UBE2D1 NM_003338 0,20

151 Chromodomain helicase DNA CHDA4 NM_001273 0,20

binding protein 4
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152 dual specificity phosphatase 5; DUSP5 NM_004419 0.20
MAP-kinase phosphatase cpg21 ’
signal recognition particle 14kDa | SRP14 NM_003134

153 | (homologous Alu RNA binding 0,20
protein)

154 Trolpomyosin 2 (beta) transcript TPM2 NM_213674 0,20
variant 2

155 | selenoprotein W1 SelW1 NM_003009 0,19

156 growth arrest and DNA-damage- | GADD45A |NM_001924 019
inducible, alpha ’
cathepsin C Ctsc NM_001814,

157 NM_148170 0,19

158 | beta-2-microglobulin B2M NM_004048 0,19
solute carrier family 25 SLC25A25 |NM_001006643,

159 (mitochondrial carrier; phosphate NM_001006641, 0.19
carrier), member 25 NM_052901, ’

NM_001006642

ATP-binding cassette, sub-family | Abcc2 NM_000392

160 C (CFTR/MRP), member 2; 019
canalicular multispecific organic ’
anion transporter
Cyclin G1 CCNG1 NM_004060,

161 NM_ 199246 0,19
solute carrier family 3 (activators | Slc3a2 NM_002394

162 | of dibasic and neutral amino acid 0,18
transport), member 2

163 | ATP citrate lyase (Acly) Acly NM_001096 0,18
Succinate dehydrogenase SDHA NM_004168

164 | complex, subunit A, flavoprotein 0,18
(Fp)

165 | Arylsulfatase A ARSA NM_000487 0,18

166 | histone deacetylase 1 HDAC1 NM_004964 0,18
Excision repair cross- ERCC5 NM_000123
complementing rodent repair

167 deficiency, complementation 0,18
group 5 (xeroderma pig

168 dual specificity phosphatase 1; DUSP1 NM_004417 018
MAP kinase phosphatase 1 ’
tuberous sclerosis 2 TSC2 NM_000548,

169 NM_021055, 0,18

NM_021056

170 tissue inhibitor of Timp2 NM_003255 018
metalloproteinase 2; Timp2 ’
clusterin (complement lysis CLU NM_001831,
inhibitor, SP-40,40, sulfated NM_203339

171 glycoprotein 2, testosterone- 018
repressed prostate message 2, ’
apolipoprotein J) transcript
variant 2

172 karyopherin (importin) alpha 2 Kpna2 NM_002266 0.18
(kpna2) ’
Gamma-glutamyl hydrolase GGH NM_003878

173 (conjugase, 0.18
folylpolygammaglutamyl ’
hydrolase)

174 | alpha-fetoprotein AFP NM_001134 -0,18
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inhibitor of DNA binding 1, ID1 NM_181353,
175 | dominant negative helix-loop-helix NM_002165 -0,18
protein
176 | signal recognition particle 9kDa SRP9 NM_003133 -0,18
Serine- SHMT2 NM_005412
177 | Hydroxymethyltransferase2 -0,18
(mitochondrial)
Protein disulfide isomerase ERP70 NM_004911
178 |related protein (calcium-binding -0,18
protein, intestinal-related)
179 | Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic | EPHX2 NM_001979 -0,18
180 Flap structure-specific FEN1 NM_004111 018
endonuclease 1
181 argininosuccinate synthetase ASS NM_000050, 0.19
NM_054012 ’
182 | geminin, DNA replication inhibitor | GMNN NM_015895 -0,19
183 Aldehyde dehydrogenase 3 ALDH3A2 |NM_000382 019
family, member A2 ’
184 syndecan 1 transcript variant 1 SDCA1 NM_001006946, 0.19
NM_002997 ’
185 | Polo-like kinase (Drosophila) PLK NM_005030 -0,20
Glutamic-oxaloacetic GOT2 NM_002080
186 |transaminase 2, mitochondrial -0,20
(aspartate aminotransferase 2)
187 Alcohol dehydrogenase 5 (class | ADH5 NM_000671 -0.20
1), chi polypeptide ’
188 heterogeneous nuclear HNRPA1 NM_002136, -0.20
ribonucleoprotein A1 NM_031157 ’
Protein regulator of cytokinesis 1 | PRC1 NM_003981,
189 NM_199413, -0,20
NM_199414
Methylenetetrahydrofolate MTHFD1 NM_005956
dehydrogenase (NADP+
190 |dependent), -0,20
methenyltetrahydrofolate
cyclohydrolase,
191 serpin peptidase inhibitor, clade D | SERPIND1 | NM_000185 0.21
(heparin cofactor), member 1 ’
192 3-hydroxyisobutyryl-Coenzyme A | HIBCH NM_014362, 0.21
hydrolase NM_198047 ’
193 3-hydroxyisobutyrate HIBADH NM_152740 0.21
dehydrogenase ’
194 V-myb myeloblastosis viral MYBL2 NM_002466 0.21
oncogene homolog (avian)-like 2 ’
195 CDCA45 cell division cycle 45-like | CDC45L NM_003504 0.21
(S. cerevisiae) ’
196 | Apolipoprotein C-IlI APOC3 NM_000040 -0,21
197 |Ligase |, DNA, ATP-dependent LIG1 NM_000234 -0,22
Asparagine synthetase transcript | ASNS NM_001673,
198 |variant 2 NM_133436, -0,22
NM_183356
199 Peptidylpll'olyl isomerase F PPIF NM_005729 -0,22
(cyclophilin F)
200 1Z‘,’r—\nl}ll,ymember RAS oncogene RAN NM_006325 0,22
201 | peroxiredoxin 6 Prdx6 NM_004905 -0,22
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202 NIMA (ngver in mitosis gene a)- NEKG6 NM_014397 -0,22
related kinase 6
203 transmembrane 4 superfamily TM4SF4 NM_004617 -0,22
member 4
204 | ribosomal protein L18a RPL18A NM_000980 -0,22
205 |tubulin, beta polypeptide TUBB NM_178014 -0,22
206 |tubulin, alpha, ubiquitous TUBA1B NM_006082 -0,22
207 | coproporphyrinogen oxidase CPO NM_000097 -0,22
serine/threonine kinase 6 STK6 NM_003600,
transcript variant 2 NM_198433,
NM_198434,
208 NM_ 198435 0,23
NM_198436,
NM_198437
Aldehyde dehydrogenase 7 ALDH7A1 NM_001182
209 ; -0,23
family, member A1
calmodulin 3 (phosphorylase CALM3 NM_005184
210 | /. -0,23
kinase, delta)
forkhead box M1 FOXMA1 NM_021953,
211 NM_202002, -0,23
NM_202003
212 heat shock 60kDa protein 1 HSPD1 NM_002156, 0.24
(chaperonin) transcript variant 1 NM_ 199440 ’
Myristoylated alanine-rich protein | MARCKS NM_002356
213 | . -0,25
kinase C substrate
Hydroxyacyl-Coenzyme A HADH2 NM_004493
214 -0,25
dehydrogenase, type Il
minichromosome maintenance MCM2 NM_004526
215 o o -0,25
deficient 2, mitotin
216 | Pituitary tumor-transforming 1 PTTG1 NM_004219 -0,25
217 | Glypican 3 GPC3 NM_004484 -0,25
218 Polymerase (DNA directed), delta | POLD2 NM_006230 0.25
2, regulatory subunit (50kD) ’
Laminin receptor 1 (67 kD, LAMR1 NM_002295
219 | - . -0,26
ribosomal protein SA)
Non-metastatic cells 1, protein NME1 NM_000269,
(NM23A) expressed in; 'A" isoform NM_198175
220 ; ; . -0,26
of nucleoside diphosphate kinase
transcript variant 2
291 Anglogenln, ribonuclease, RNase | ANG NM_001145 -0,26
A family, 5
222 | MutS homolog 6 (E. coli) MSH6 NM_000179 -0,26
223 | programmed cell death 5 PDCD5 NM_004708 -0,26
204 Microsomal glutathione S- MGST3 NM_004528 -0,27
transferase 3
L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A HADHSC NM_005327
225 . -0,27
dehydrogenase, short chain
Hydroxysteroid (17-beta) HSD17B2 |NM_002153
226 -0,27
dehydrogenase 2
227 |fatty acid binding protein 5 FABPS NM_001444 -0,27
High-mobility group (nonhistone | HMGB2 NM_002129
228 \ -0,27
chromosomal) protein 2
229 |fumarate hydratase FH NM_ 000143 -0,27
proliferating cell nuclear antigen; |PCNA NM_002592,
230 | DNA polymerase delta auxiliary NM_182649 -0,28
protein
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NCBI NCBI 420 mosmol/I
el Rcie Gensymbol Accession VS.
320 mosmol/Il
231 glucosid_ase, beta, acid 3 GBA3 NM_020973 -0,28
(cytosolic)
239 Guanidinoacetate N- GAMT NM_000156 -0,28
methyltransferase
Sulfotransferase family, cytosolic, | SULT2A1 NM_003167
233 | 2A, dehydroepiandrosterone -0,28
(DHEA) -preferring, member 1
234 | Sterol O-acyltransferase 2 SOAT2 NM_ 003578 -0,29
glycine amidinotransferase (L- GATM NM_001482
235 |arginine:glycine -0,29
amidinotransferase)
236 IMP (inosine monophosphate) IMPDH2 NM_000884 -0.29
dehydrogenase 2 ’
237 baculoviral IAP repeat-containing | BIRC5 NM_001168 -0.30
5 (survivin); apoptosis inhibitor 4 ’
238 heat shock 70kDa protein 8 HSPAS8 NM_006597, -0.30
transcript variant 1 NM_153201 ’
isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896
239 | (NADP+), soluble 0,30
240 | hyaluronan binding protein 2 HABP2 NM_004132 -0,30
241 | Cyclin B1 CCNB1 NM_031966 -0,30
242 Arylacetamide deacetylase AADAC NM_001086 -0,31
(esterase)
Peroxisomal trans 2-enoyl CoA PECR NM_018441
243 |reductase; putative short chain -0,31
alcohol dehydrogenase
asialoglycoprotein receptor; Asgr1 NM_001671
244 hepatic lectin H1 -0,31
245 | Thymidylate synthetase TYMS NM_001071 -0,32
246 |inter-alpha (globulin) inhibitor H2 | ITIH2 NM_002216 -0,32
247 CDC20 cell division cycle 20 CDC20 NM_001255 0.33
homolog (S. cerevisiae) ’
248 phosphoenolpyruvate PCK2 NM_004563 0.33
carboxykinase 2 (mitochondrial) ’
249 Ornithine aminotransferase OAT NM_000274 0,34
(gyrate atrophy)
250 |paternally expressed 10 PEG10 XM_496907 -0,34
251 |annexin A4 ANXA4 NM_001153 -0,35
252 | Glutamate dehydrogenase 1 GLUD1 NM_005271 -0,35
solute carrier family 3 (cystine, Slc3a1 NM_000341
dibasic and neutral amino acid
253 |transporters, activator of cystine, -0,35
dibasic and neutral amino acid
transport), member 1
254 cF;hosphoglycerate PHGDH NM_006623 -0,36
ehydrogenase
3-hydroxy-3-methylglutaryl- Hmgcs2 NM_005518
Coenzyme A synthase 2
255 (mitochondrial); HMG-CoA -0,36
synthase
256 | Inhibitor of DNA binding 2 ID2 NM_002166 -0,36
MCM5 minichromosome MCM5 NM_006739
257 | maintenance deficient 5, cell -0,37
division cycle 46 (S. cerevisiae)
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NCBI NCBI 420 mosmol/I
el Rcie Gensymbol Accession VS.
320 mosmol/Il
Acyl-Coenzyme A ACADSB NM_001609
258 | dehydrogenase, short/branched -0,37
chain
259 heat shock protein 90kDa beta HSP9O0B1 NM_003299 -0.38
(Grp94), member 1 ’
260 |Cyclin B2 CCNB2 NM_004701 -0,39
261 metallothionein 1H MT1H NM_005951 und -0,40
andere
connexin 43; Gap junction Gja1 NM_000165
262 protein, alpha 1, 43 kD; Gja1 -0,40
263 | Metallothionein 1E MT1E NM_175617 -0,40
264 | Cyclin A2 CCNA2 NM_001237 -0,43
265 | metallothionein 2A MT2A NM_005953 -0,44
266 orosomucqid 1; alpha-1-acid ORM1 NM_000607 -0.45
glycoprotein 1
267 orosomucc_)id 2; alpha-1-acid ORM2 NM_000608 -0.45
glycoprotein, type 2
solute carrier family 38, member | Slc38a3 NM_006841
268 | 3; amino acid transporter system -0,46
N1; SN1
inhibitor of DNA binding 2B, ID2B M96843
269 | dominant negative helix-loop-helix -0,46
protein
270 carbgmoyl-ph_osphate synthetase |Cps1 NM_001875 -0,47
1, mitochondrial
271 | Creatine kinase CKB NM 001823 -0,47
272 |fibrinogen, A alpha polypeptide FGA NM_000508 -0,52
haptoglobin-related protein HPR NM_020995
273 (NM_005143) -0,55
274 | Ornithine decarboxylase 1 ODC1 NM_ 002539 -0,55
275 |fatty acid binding protein 1 Fabp1 NM_001443 -0,56
276 high-mobility group nucleosomal | HMGN2 NM_005517 -0.56
binding domain 2 ’
277 |kininogen 1 KNG1 NM_000893 -0,57
278 | Complement component C5 C5 NM_ 001735 -0,57
279 |haptoglobin HP NM_ 005143 -0,62
280 fibrinogen, gamma polypeptide FGG NM_000509, 0.70
transcript variant gamma-A NM_021870 ’
281 |fibrinogen, B beta polypeptide FGB NM_ 005141 -0,70
fibrinogen, A alpha polypeptide FGA NM_000508,
282 NM 021871 0,75
283 | alpha-2-HS-glycoprotein AHSG NM_ 001622 -0,85
284 | Glutathione S-transferase A1 GSTA1 NM_145740 -0,86
285 | glutathione S-transferase A2 GSTA2 NM_000846 -0,92
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