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1. EINLEITUNG

1.1 Das Hepatitis C Virus

Bereits Mitte der 70er Jahre wurde festgestellt, dass zahlreiche Blutkonserven mit

. 1989 gelang

Erregern kontaminiert sind, die eine NonA-NonB-Hepatitis hervorrufen
schlieBlich die Entdeckung und Charakterisierung des Hepatitis C Virus (HCV) 2. Die
weltweite Bedeutung von HCV wird dadurch deutlich, dass 40% aller chronischen
Lebererkrankungen HCV-bedingt sind und etwa 3% der Weltbevélkerung mit HCV
infiziert sind. In Deutschland liegt die Pravalenz bei 0,6%. Wahrend HCV friher vor
allem durch Bluttransfusionen und Blutprodukte Ubertragen wurde, ist durch die
eingefihrten Testverfahren das Risiko dieses Infektionsweges in Deutschland sehr
gering. Die Mehrzahl der Neuinfektionen in Deutschland tritt heute bei

Drogenabhangigen durch das gemeinsame Benutzen von Spritzen auf.

1.1.1 Aufbau von HCV

Das Hepatitis C Virus (HCV) gehért zum Genus Hepacivirus innerhalb der Familie der
Flaviviridae, der neben HCV weitere humanpathogene Viren wie das Gelbfiebervirus
und das Denguevirus aber auch wichtige tierpathogene Viren wie das Virus der
klassischen Schweinepest und das Virus der bovinen Virusdiarrhd angehéren °.

HCV wird aufgrund von Sequenzvariationen in 6 Hauptgenotype klassifiziert, die weiter
in Subtypen unterteilt sind. In Deutschland am haufigsten vorkommend ist der HCV-
Genotyp 1b.

HCV bildet Viruspartikel mit einem Durchmesser von 40-70 nm bestehend aus einer
Hillmembran, in die virale Glykoproteine eingelagert sind und einem Capsid, das das
virale Genom enthalt. Das HCV-Genom mit einer Lange von 9600 Basen besteht aus
einzelstrangiger RNA in Plusstrangorientierung und ist aus einer 5’-nichtkodierenden
Region mit einer die Bindung der Ribosomenuntereinheiten vermittelnden IRES (internal

ribosome entry site)-Sequenz, einem einzelnen groBen Leserahmen (open reading
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frame) und einer 3’-nichtkodierenden Region zusammengesetzt (Abbildung 1.1). Der
einzelne Leserahmen kodiert flr ein Vorlauferprotein mit etwa 3000 Aminosauren
Lange, das co- und posttranslationell in die strukturellen Proteine Core, E1 und E2, in p7
und die nichtstrukturellen Proteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B gespalten
wird * (Abbildung 1.1).

5" UTR Open reading frame 3°UTR
IRES

Rezeptorbindung NS2/3-Autoprotease = NS3-Kofaktor Phosphoprotein

191 383 l 746 1657’ 1711 1972 2420
core i(E1 ?ﬂ

E2 p?'I%st ,é NS3 -L]NS4B

L ]
’ ’ 809 1026 ‘ NS4A ’
Kapsid Hdllproteine  lonenkanal Protease/Helikase ~Membran- RNA-Polymerase
Rearrangement

¥ gespalten durch zelluldre Proteasen
¥ gespalten durch die NS2/3-Cysteinprotease
gespalten durch die NS3/4A-Serinprotease

Abbildung 1.1: Zusammensetzung und Prozessierung des HCV-Polyproteins. Das 9600 Basen groBe
RNA-Genom von HCV ist ein einzelstrangiges, lineares Molekl in Plusstrangorientierung, das aus einer
5’-nichtkodierenden Region, einem einzelnen groBen Leserahmen und einer 3’-nichtkodierenden Region
zusammengesetzt ist. Die die Bindung der Ribosomenuntereinheiten vermitteinde IRES-Sequenz, die fir
die Translation essentiell ist, ist in der 5’-nichtkodierenden Region lokalisiert. Die Translation des
einzelnen groBen Leserahmens hat ein etwa 3000 Aminosauren langes Polyprotein zur Folge, das co-
und posttranslationell in die strukturellen Proteine Core, E1 und E2, in p7 und in die nichtstrukturellen
Proteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B gespalten wird. Die Spaltung der HCV-Proteine Core,
E1, E2 und p7 wird von zellularen Proteasen durchgefiihrt, wahrend die Spaltung an der Position
NS2/NS3 durch die NS2/3-Cysteinprotease und die der weiteren nichtstrukturellen Proteine durch die
NS3/4A-Serinprotease erfolgt. (abgeandert nach Brenndorfer et al 5)

Wahrend das HCV core Protein das virale Nukleokapsid bildet, sind E1 und E2 als
glykosylierte Heterodimere Bestandteil der Hillmembran. Das Viroporin p7 ist ein
Kationenkanal mit Funktionen bei der Bildung und Freisetzung der Viruspartikel. Die

nichtstrukturellen Proteine NS2 bis NS5B sind fir das Prozessieren des viralen
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Polyproteins und die HCV-Replikation essentiell. Die Prozessierung von core, E1, E2
und p7 erfolgt durch zellulare Peptidasen, die weiteren proteolytischen Spaltungen
werden jedoch durch die viralen Proteinasen NS2/3 und NS3/4A bewerkstelligt. Die
zinkabhangige Cysteinprotease NS2/3 ist fir die Spaltung der NS2/NS3-Bindung
verantwortlich, die Ubrigen NS-Proteine werden durch die enzymatische Wirkung der
Serinprotease NS3/4A freigesetzt (Abbildung 1.1). NS3 ist ein multifunktionelles Protein
mit der Aktivitdt einer Serinprotease im N-terminalen und der Aktivitdt einer RNA-
Helikase/NTPase im C-terminalen Bereich, wahrend NS4A als Cofaktor der NS3-
Protease und flr die Membranassoziation des NS3/4A-Komplexes wichtig ist. NS4B hat
eine essentielle Funktion in der Induktion der spezifischen Membranstrukturen, die fur
die effektive Replikation von HCV nétig sind. NS5A liegt als mehrfach phosphoryliertes
Protein vor, das in die Regulation der HCV-Replikation involviert ist. NS5B schlieBlich ist
die RNA-abhangige RNA-Polymerase, die die Replikation der genomischen RNA
katalysiert. Durch Translationsinitiation von einem alternativen Leserahmen entstehen
die ARF(alternative reading frame)- oder F(frame shift)-Proteine, deren Rolle im viralen

Lebenszyklus aber noch unklar ist *.

1.1.2 Infektions- und Replikationszyklus von HCV

Das Hepatitis C Virus kann nur Menschen und Schimpansen infizieren. Im Serum des
infizierten Wirtes zirkuliert HCV in unterschiedlichen Formen. Die mit LDL (/low-density
lipoprotein) und VLDL (very low-density lipoprotein) assoziierte Form reprasentiert die
infektiose HCV-Fraktion. Daneben kommen an Immunglobuline gebundene und freie
Virionen vor. Hepatozyten sind die hauptsachlichen Zielzellen von HCV, die Infektion
anderer Zelltypen wurde aber ebenfalls beschrieben. Der Zelltropismus wird durch die
Bindung des viralen Glykoproteins E2 an spezifische zellulare Rezeptoren bestimmit.
Das zur Zeit gultige Modell geht davon aus, dass die von dendritischen Zellen bzw.
lebersinusoidalen Endothelzellen exprimierten Lektine DC-SIGN (dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) und L-SIGN (liver/lymph node-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) HCV-Partikel in der

Leber abfangen wund somit die Interaktion mit Hepatozyten erleichtern.
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Glykosaminoglykane und der LDL-Rezeptor dienen als initiale Rezeptorstrukturen tber
die die Interaktion der HCV-Partikel mit den affineren Rezeptoren SR-Bl (scavenger
receptor class B type ) und CD81 vermittelt wird. Nach Interaktion mit der Tight
Junction-Komponente Claudin-1 werden die HCV-Partikel durch Clathrin-abhangige
Endozytose internalisiert, bevor durch Fusion der zellularen und viralen Membranen in
einem sauren endosomalen Kompartiment die zytoplasmatische Freisetzung und
Entpackung der Kapside erfolgen kann.

Kurz nach Beginn der IRES-abhangigen Translation der viralen RNA findet aufgrund
eines Signalpeptids am C-Terminus von core der Transport des Translationskomplexes
zum rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) statt, worin die translatierten und
prozessierten HCV-Proteine eingebaut werden. NS4B induziert Membranalterationen,
die den Aufbau membranassoziierter Replikationskomplexe ermdglichen. Diese
katalysieren die Amplifikation der positivstrangigen RNA-Genome mit negativstréangiger
RNA als Zwischenschritt. Die neu generierten RNA-Genome kdnnen als mRNA flr die
Synthese von viralen Proteinen, als Matrize fir die Produktion weiterer Genome oder
zum Einbau in Nukleokapside dienen. Die verstarkte Anlagerung von RNA-Genomen an
die ER-Membran flhrt zur Einstllpung der Membran in das ER-Lumen, so dass sich der
initiale Budding-Komplex bildet, der sich schlieBlich abschnirt. Wahrend des folgenden
Transports durch den Golgi-Apparat werden E1 und E2 glykosyliert, bevor durch Fusion
von Golgi-Vesikeln mit der Zytoplasmamembran die infektiésen Viruspartikel freigesetzt
werden ® (Abbildung 1.2).

| | ACT—
\ I | ) RNA
\ kd\v wf\ﬁv |
L ® Endoplasmic oo / /J
/606 re‘clcupum 4‘@
' (+) RNA
ooooo \ v \\/ \N\g Membranous

o B
o
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Abbildung 1.2: Infektions- und Replikationszyklus von HCV. a) Bindung und Internalisierung von HCV;
b) Freisetzung und Entpackung der HCV-Partikel; ¢) IRES-vermittelte Translation und Prozessierung; d)
RNA-Replikation; ) Zusammenbau der viralen Partikel; f) Freisetzung von HCV. Hier zur Vereinfachung

getrennt dargestellte Schritte verlaufen teilweise parallel (z.B. die Schritte ¢ und d). (libernommen aus )

1.1.83 In die HCV-Replikation involvierte Wirtsproteine

HCV nutzt nicht nur die zellulare Translationsmaschinerie, um virale Proteine zu
synthetisieren, zellulare Wirtsproteine sind auch fir die virale Replikation essentiell. Die
Immunophiline Cyclophilin B und FKBP (FK506 binding protein)8, die die enzymatische
Funktion einer Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase besitzen, interagieren mit NS5B bzw.
NS5A und regulieren dadurch die HCV-Replikation % ”. Die Interaktion von Cyclophilin B
mit NS5B verstarkt die Assoziation von NS5B mit der viralen RNA ©. Cyclosporin A und
seine Derivate, die als Cyclophilin-Inhibitoren wirken, inhibieren die HCV RNA-
Replikation und sind in Studien bereits in der Behandlung von Hepatitis C-Patienten
eingesetzt worden ® °. Die Bedeutung von FKBP8 fiir die HCV-Replikation beruht vor
allem auf seiner Funktion als Co-Chaperon des Hitzeschockproteins Hsp90, das durch
Bindung an FKBP8 zu NS5A rekrutiert wird ’. Der Knockdown von FKBP8 und die
Behandlung mit dem Hsp90-Inhibitor Geldanamycin haben jeweils eine Verringerung
der HCV-Replikation zur Folge " '°. Cyclophilin B, FKBP8 und Hsp90 scheinen fir die
korrekte Faltung von an der HCV-Replikation beteiligten Proteinen eine wichtige Rolle
zu spielen.

VAP (vesicle-associated membrane protein-associated protein)-A und —B bilden Homo-
und Heterodimere und sind in den Ceramidtransport involviert ''. Sie interagieren mit
NS5A und NS5B "> '3, Der Knockdown von VAP-A oder VAP-B fiihrt zu einer deutlichen

Verringerung der HCV-Replikation '* 14

, was flr eine Rolle bei der Assoziation von HCV
mit Lipidkomponenten und dem Remodelling von Membran-strukturen durch HCV
spricht. Die wichtige Bedeutung von Lipidkomponenten fir die HCV-Replikation konnte
dadurch belegt werden, dass die HCV-Replikation durch geséttigte und einfach
ungesattigte Fettsauren gesteigert wird, wahrend sie durch mehrfach ungesattigte
Fettsauren eine Verringerung erfahrt '>. AuBerdem hat die Inhibierung der Sphingolipid-

Biosynthese ebenfalls eine Reduktion der HCV-Replikation zur Folge . Die Inhibition
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der HCV-Replikation durch Hemmung der Geranylgeranylation '® konnte zum Teil durch
die Entdeckung, dass das geranylgeranylierte Protein FBL2 fir die effiziente HCV-
Replikation nétig ist ', erklart werden. Lipide sind neben der Replikation auch fir
weitere Schritte des Replikationszyklus von HCV essentiell. Kirzlich wurde die
herausragende Funktion der Lipid Droplets, einer Organelle, die als Speicher neutraler
Lipide dient, fir den Zusammenbau von HCV-Partikeln und somit der Produktion

infektidser Viren nachgewiesen '8

1.1.4 HCV-bedingte Pathologie

Eine Infektion mit Hepatitis C Virus kann nach einer Inkubationszeit von 6-8 Wochen zu
einer Leberentzindung fdhren, im Allgemeinen verlauft die Infektion in der akuten
Phase jedoch inapparent. In etwa 20% der Félle erfolgt eine spontane HCV-
Elimination '°, die mit einer robusten, langandauernden und multispezifischen CD4* und
CD8* T-Zell-Antwort verbunden ist 2% 2'. Bei 80% der Infizierten entwickelt sich jedoch
eine persistierende Infektion, die bei 30% dieser Patienten einen chronisch-aggressiven
Verlauf annimmt, der schlieBlich zum Auftreten von Leberfibrose und Leberzirrhose
fuhrt. HCV-Patienten mit Leberzirrhose haben ein jahrliches Risiko von etwa 5%, ein
hepatozellulares Karzinom zu entwickeln 2223,

Die in chronisch HCV-infizierten Patienten vorhandenen HCV-spezifischen CD8"
T-Zellen besitzen verringerte proliferative Fahigkeiten, verharren oft in einem frihen
Differenzierungsstadium und weisen eine deutlich reduzierte Synthese von Interferon-y
auf 2%°. Obwohl die Anzahl an T-Zellen in chronisch HCV-Infizierten in der Leber
signifikant erhéht ist 2”, sind diese T-Zellen nicht fahig, HCV zu eliminieren, da sie in der
Mehrheit funktionell defizient sind. Die kontinuierliche Infiltration von Immunzellen in die
infizierte Leber aufgrund des persistierenden Vorkommens viraler Antigene hat eine
chronische Entziindungsreaktion zur Folge, die zur Schadigung der Leber flhrt. Bei der
Hepatitis C liegt also eine durch die eigene Immunreaktion, hierbei vor allem durch
CD8" T-Zellen, verursachte Leberschadigung vor, wahrend HCV selbst kaum

zytopathogen wirkt.
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Etwa 40% der Patienten mit chronischer HCV-Infektion entwickeln extrahepatische
Erkrankungen, was darauf hindeutet, dass HCV nicht nur Hepatozyten infiziert 2.
Weitere Zelltypen, von denen berichtet wurde, dass sie von HCV infiziert werden

33, 34 und

kdnnen, sind dendritische Zellen 2 %, Monozyten *', B-Zellen 3" %, T-Zellen
periphere mononukledre Blutzellen 3. Auch wenn HCV in diesen immunkompetenten
Zellen nur in sehr geringer RNA-Kopienanzahl zu detektieren ist, kénnten sie als HCV-
Reservoir dienen, d.h. eine Quelle viraler Latenz nach erfolgreicher Elimination von HCV

aus dem Serum durch antivirale Therapieansatze darstellen.

1.1.5 Therapie von HCV

Die derzeit Ubliche Therapie von chronischer Hepatitis C beinhaltet in Abhangigkeit vom
Genotyp eine Kombination von pegyliertem Interferon-o. (IFNo) und Ribavirin Uber 24
oder 48 Wochen. Diese Behandlung fuhrt jedoch nur in 54-56% der Falle zu einer
Heilung % %’. Die Heilungschancen sind vom HCV-Genotyp abhangig: wahrend es bei
76-80% der mit den Genotypen 2 und 3 infizierten HCV-Patienten zu einer dauerhaften
Viruselemination kommt, liegt der Therapieerfolg bei dem in Deutschland am haufigsten
vorkommenden Genotyp 1 nur bei 42-46% 8. IFNo besitzt sowohl direkte antivirale
Wirkungen, die durch die Induktion von Genen wie der Proteinkinase R oder der 27, 5°-
Oligoadenylatsynthetase hervorgerufen werden, als auch immunomodulatorische
Wirkungen wie die Induktion der T-Zell-Proliferation, die Aktivierung von NK-Zellen, die
Maturation von dendritischen Zellen oder die Verhinderung der T-Zell-Apoptose *°. Die
genaue Wirkweise von Ribavirin ist nicht geklart. Nach gegenwartigem Kenntnisstand
wirkt es als virales Mutagen, das die Haufigkeit genomischer Mutationen der Virus RNA
um ein Vielfaches erhéht und somit die Infektivitdt und Replikation von HCV
verringert *> 1. Weiterhin beeinflusst Ribavirin die Th1/Th2-Balance, indem es zu einer
Verstarkung der Th1 (IFNy und IL2)- und einer Inhibition der Th2 (IL4 und IL10)-
Zytokinproduktion fiihrt 2.

Waéhrend die bisherige HCV-Therapie relativ unspezifisch die antivirale Immunantwort
starkt, was betrachtliche Nebenwirkungen zur Folge hat, sind zurzeit neue HCV-

Wirkstoffe in der Erprobung, die spezifisch gegen HCV gerichtet sind. Man erhofft sich
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eine Steigerung der Effektivitdt vor allem in der Behandlung von Genotyp 1, eine
kirzere Behandlungsdauer und eine bessere Vertraglichkeit. Am weitesten
fortgeschritten ist die Entwicklung von Inhibitoren der HCV-Protease NS3/4A, der HCV-
Polymerase NS5B und von Cyclophilin B, das ein zelluldrer Cofaktor von NS5B ist. Des
weiteren wird u.a. an o-Glukosidase | (involviert in die Prozessierung von
Glykoproteinen)-Inhibitoren, an Antisense-Nukleotiden und siRNA gegen die HCV-RNA,
an Hemmstoffen des Zusammenbaus bzw. der Freisetzung der HCV-Partikel sowie an
Inhibitoren des HCV-Eintritts in die Zelle gearbeitet. Ein Impfstoff gegen HCV st

dagegen noch in weiter Ferne > %4,

1.1.6 HCV-Modellsysteme

In der HCV-Forschung sind zahlreiche in vivo- und in vitro-Modelle zur Untersuchung
von Hepatitis C Virus in Gebrauch. Das Hepatitis C Virus infiziert neben dem Menschen
nur den Schimpansen, dessen Verwendung teuer und ethisch umstritten ist. Deswegen
wurden Mausmodelle entwickelt, in denen mehrere oder einzelne HCV-Proteine
transgen exprimiert werden. AuBerdem werden immundefiziente Mause mit
humanisierten Lebern als HCV-Infektionsmodelle eingesetzt.

Als in vitro-Modelle werden in der Zellkultur durch Transfektion von Zelllinien erhaltene
transiente Expressionssysteme sowie stabile Zelllinien mit konstitutiver oder
induzierbarer Expression von HCV-Proteinen eingesetzt. Zum Studium des Eintritts von
HCV in die Zelle werden u.a. HCV-Glykoproteine enthaltende retrovirale Pseudopartikel
und HCV-LPs (Hepatitis C virus like particles) verwendet.

Ein wichtiger Schritt war die Entwicklung des Replikon-Systems, das die
reproduzierbare und effiziente Replikation des HCV-Genoms in der Zellkultur
erméglichte *°. Hierfiir wurde das HCV-Isolat Con1 (Genotyp 1b) verwendet, wobei die
Genregion von core bis p7 durch das Gen der Neomycinphosphotransferase und die
EMCV (Encephalomyokarditis-Virus)-IRES ersetzt wurde. Somit war nach Transfektion
von Huh7 mit der veranderten Con1-RNA die Selektion positiver Klone mit G418
moglich. Die selektierten Klone konnten nur durch erfolgreiche Replikon-Amplifikation

Uberleben, wofilir adaptive Mutationen vor allem in der HCV NS5A-Sequenz nétig
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waren “. In den folgenden Jahren wurden weitere subgenomische bzw. vollgenomische
Replikon-Zelllinien hergestellt. Da die fur die effiziente HCV-Replikation ndétigen
adaptiven Mutationen den Zusammenbau von HCV-Partikeln inhibierten, war die
Produktion infektioser HCV-Partikel jedoch auch in Replikon-Zelllinien mit vollstandigem
HCV-Genom nicht mdglich.

Die Herstellung infektioser HCV-Partikel in der Zellkultur gelang erst mit Hilfe des HCV-
Isolats JFH-1 (Genotyp 2a) aus einem japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis
C . Dieses System basiert auf der Transfektion der JFH-1 RNA in hochpermissive
Huh7-Zellklone und hat eine Zelllinie als Ergebnis, in der sowohl die HCV-Replikation

als auch die Produktion infektidser Viruspartikel effektiv ablaufen.

1.2 HCV NS3/4A

NS3 ist ein multifunktionelles Protein mit den enzymatischen Aktivitdten einer
Serinprotease im N-terminalen ersten Drittel (189 AS) sowie einer RNA-
Helikase/NTPase in den C-terminalen zwei Dritteln des Proteins (442 AS), die essentiell
fir die Prozessierung des HCV-Polyproteins bzw. die RNA-Replikation sind. Das leicht
hydrophile Protein mit einem Molekulargewicht von 70 kDa bendtigt sowohl fur die
zellulare Lokalisation an der ER-Membran als auch als Cofaktor der
Serinproteasefunktion das 9 kDa-Protein NS4A, das mit NS3 einen heterodimeren
Komplex bildet. NS4A ist mit seinem hydrophoben N-Terminus in der ER-Membran
verankert, far die Aktivitdt als Proteasecofaktor sind 12 Aminosduren im zentralen
Bereich von NS4A entscheidend *4*°.

Waéhrend die enzymatische Spaltung des HCV-Polyproteins an der NS2/3-Position
autoproteolytisch durch die zinkabhangige Cysteinprotease NS2/3 erfolgt *', werden die
weiteren proteolytischen Abspaltungen des HCV-Polyproteins an den Positionen
NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A und NS5A/5B von der Serinprotease NS3/4A
katalysiert ° °3. Fur die enzymatische Funktion der NS3/4A-Protease essentiell sind die
Aminosauren His57, Asp81 und Ser139. Die Konsensussequenz fir die Spaltung durch
NS3/4A lautet D/EXXXXC/TLS/AXXX, d.h. an der Position P6 sollten Asparaginséure
(D) oder Glutaminsaure (E), an P1 Cystein (C) oder Threonin (T) sowie an P1” Serin (S)
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oder Alanin (A) lokalisiert sein **. Die NS3-Helikase ist ein Mitglied der Superfamilie-2
DExH/D-Box-Helikasen. Sie entwindet doppelstrangige RNA sowie einzelstrangige
RNA-Regionen mit ausgepragten Sekundarstrukturen mit Hilfe der Hydrolyse von ATP.
Die Entwindung der RNA erfolgt in hochkoordinierten Schritten von durchschnittlich 11
Basenpaaren >* *°. NS3 ist auBerdem in die Modulation der Hyperphosphorylierung von
NS5A *” sowie der Aktivitat von NS5B °% > involviert.

Eine herausragende Rolle spielt NS3/4A in der Strategie von HCV, die antivirale
Wirtsantwort zu umgehen. Die wichtigsten Detektionsysteme der Zelle fur HCV RNA
sind der RIG (retinoic acid inducible gene)-I-Signalweg (zytoplasmatisches System)
sowie der TLR (Toll-like-Rezeptor)3-Signalweg (endosomales System), die die
Produktion von IFNo/p und somit die Aktivierung der Mechanismen der angeborenen
antiviralen Immunantwort in Reaktion auf eine Virusinfektion bewirken ©° (Abbildung
1.3). Beide Signalwege werden von NS3/4A durch enzymatische Spaltung von
Adapterproteinen inhibiert, im Falle des RIG-I-Signalwegs von CARDIF (CARD adaptor
inducing IFNp) ©' %2
adaptor inducing IFNB) % (Abbildung 1.3). NS3/4A blockiert neben der Produktion von

Typ I-Interferonen auch die Expression von IFNA1/IL29 sowie die transkriptionelle
0 65.66

, im Falle des TLR3-Signalweges von TRIF (T/R domain-containing

Aktivierung der Genpromotoren von Chemokinen wie CCL5 und CXCL1

P20
s {!ﬂ RIGA

Chemokine
2.B. CCLS5,
CXCL10
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Abbildung 1.3: Hemmung der RIG-I- und TLR3-Signalwege durch HCV NS3/4A. Die zytoplasmatische
Detektion von HCV-RNA erfolgt hauptsachlich durch RIG-I. Die Ligandenbindung an RIG-I hat die
Konformationsdnderung und Multimerisierung von RIG-I zur Folge und ermdglicht die Interaktion von
RIG-I mit CARDIF. Diese induziert die Bildung eines Komplexes aus CARDIF und TRAF3 sowie die
Rekrutierung von TBK1 und IKKe, die die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 phosphorylieren. Die
CARDIF-vermittelte Aktivierung von NF«xB erfolgt vor allem durch TRAF6 oder durch FADD-abhangige
Spaltung der Caspasen 8 und 10. Die Relevanz des TLR3-Signalweges fir die antivirale Immunantwort
gegen HCV st nicht vollstéandig geklart. Die Ligandenbindung an TLR3 induziert die Rekrutierung von
TRIF und nachfolgend von TRAF3, das in die Aktivierung von IRF3/7 involviert ist, sowie von TRAF6 und
RIP-1 (nicht dargestellt), die die Aktivierung von NF-«xB vermitteln. Die Aktivierung von IRF3/7, NF-kB und
AP-1 (nicht dargestellt) hat die Genexpression von Typ I-Interferonen, Chemokinen und Zytokinen zur
Folge. HCV blockiert sowohl den RIG-I- als auch den TLR3-Signalweg, indem NS3/4A die
Adapterproteine CARDIF und TRIF proteolytisch spaltet. (abgedndert nach Brenndorfer et al °)

Damit das Hepatitis C Virus eine chronische Infektion des Wirts aufrechterhalten kann,
muss es die Fahigkeit besitzen, die die zellulare antivirale Immunantwort ebenfalls zu
modulieren. Auch hier kommt NS3 eine wichtige Bedeutung zu. Die NS3-vermittelte
Bildung von Sauerstoffradikalen in Phagozyten fihrt zu der Dysfunktion von CD37/56"
NK-, CD3*/56 T- und CD3%/56" NKT-Zellen ®. Das NS3-Protein ist in die Inhibierung
der Differenzierung und allostimulatorischen Kapazitat von dendritischen Zellen durch

Erhéhung der IL10- und Erniedrigung der IL2-Spiegel involviert .

In transgenen
Méausen mit leberspezifischer NS3/4A-Expression ist die Leberpopulation an
plasmazytoiden dendritischen Zellen und CD4" T-Zellen signifikant erniedrigt . All
diese Faktoren sprechen fir einen wesentlichen Einfluss von NS3/4A auf die hepatische
Immunantwort.

NS3/4A scheint auch einen Beitrag zu den Komplikationen zu leisten, die bei chronisch
HCV-Infizierten auftreten. NS3 besitzt das Potential zur Zelltransformation " wohl durch
Stérung der Balance zwischen pro- und anti-apoptotischen Signalprozessen. So

blockiert NS3 die Aktivitdt des Tumorsuppressors p53 % ©°

und reprimiert auch die
antiproliferative Wirkung von TGF (transforming growth factor)B/Smad (mothers against
decapentaplegic (DPP) homolog)3 "°. NS3/4A transgene Mause sind gegeniiber einer
fir  Wildtypméause letalen Dosis an TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)o/D-GalN

(D-Galaktosamin) resistent und sind vor TNFo/D-GalN-, LPS (Lipopolysaccharid)/
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MAPK
8

D-GalIN-, und CCls-vermitteltem Leberschaden durch einen p3 -abhangigen

Mechanismus geschiitzt ® (Abbildung 1.4).

t

e = . O
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Abbildung 1.4: NS3/4A-transgene Mause Uberleben eine fiir Wild-Typ-Mause letale Dosis TNFo/
D-GalN. Wahrend Wildtyp-M&use innerhalb von 48h nach Applikation von 15 ng/g Maus TNFa und
1 mg/g Maus D-GalN an einer fulminanten Hepatitis versterben, sind NS3/4A-transgene Mause gegen
diese Behandlung resistent. Durch Vorbehandlung mit dem p38“A"-Inhibitor SB203580 wird der
protektive Effekt von NS3/4A wieder aufgehoben.

Viele extrahepatische Erkrankungen, die bei chronischen HCV-Patienten auftreten, sind
Krankheiten, die B-Zellen betreffen, wie Kryoglobulindmie, Non-Hodgkin-Lymphom oder
Sjégren-Syndrom 2. NS3 ist durch die Bindung von NS3/IgG-Antigenkomplexen an den
B-Zell-Rezeptor ein wichtiger Initiator der klonalen B-Zell-Proliferation

1.3 Antivirale Immunantwort

Um ein eingedrungenes Virus erkennen und bekadmpfen zu kénnen, verfigen Zellen
uber spezifische Rezeptorsysteme die eine Erkennung von pathogen-spezifischen
molekularen Signaturen erlauben. Die Bindung viraler Bestandteile (allg.: pathogen-
associated molecular pattern) an diese Rezeptorsysteme (allg.: pattern recognition

receptors) fuhrt zur Freisetzung antiviraler Mediatoren und hierbei inbesondere von
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Typl-Interferonen. Diese aktivieren einerseits in benachbarten Zellen die Expression von
Interferon-stimulierten Genen (ISG), die selbst eine antivirale Aktivitat haben und flhren
andererseits zur Aktivierung von Zellen der angeborenen Immunantwort. Diese
rekrutieren durch die Produktion von Typl-Interferonen sowie proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen weitere Immunzellen, so dass die Infektion effektiv bek&mpft
werden kann.

Die zellularen Rezeptorsysteme, die fir die Detektion von Bestandteilen von RNA-Viren
entscheidend sind, sind die Familien der Toll-like Rezeptoren (TLR) und der RIG-I-
ahnlichen Helikasen. Die TLR-Familie besteht im Menschen aus 10 Mitgliedern. Die
TLRs sind Transmembranproteine mit einer leucinreichen Doméane, die fir die Bindung
pathogener Bestandteile verantwortlich ist und einer zytoplasmatischen Toll-IL1-
Rezeptor(TIR)-Doméne, die die Signalweiterleitung bewerkstelligt. Bei TLRs, die in der
Zellmembran lokalisiert sind, ragt die leucinreiche Doméane in den extrazellularen Raum,
bei intrazellularen TLRs in das endosomale Lumen. Die virale Nukleinsguren
erkennenden TLRs 3, 7 und 9 sind alle intrazellular, d.h. in der endosomalen Membran
verankert. Wahrend unmethyliete CpG-DNA die IFN-Produktion Gber TLR9 indu-
ziert "> " werden TLR7 und TLR3 durch Bindung von ssRNA bzw. dsRNA aktiviert " ”°.
Viren, die zytoplasmatisch replizieren, werden jedoch nur unzureichend von TLRs
erkannt. Fir deren Detektion haben sich TLR-unabhéangige Rezeptorsysteme entwickelt,
die im Falle von DAI (DNA-dependant activator of IFN-regulatory factors) "® und des
Inflammasoms 7’ zytoplasmatische virale DNA, im Falle der RIG-I-dhnlichen Helikasen
zytoplasmatische virale RNA erkennen. Zur Familie der RIG-I-dhnlichen Helikasen
gehdren RIG-I, MDA (melanoma differentiation-associated gene)5 und LGP (laboratory
of genetics and physiology)2, die alle in ihrem C-Terminus eine DExD/H Box-Helikase-
Doméane und mit Ausnahme von LGP2 in ihrem N-Terminus zwei CARDs (caspase
recruitment domains) aufweisen ®°. Wahrend RIG-1 und MDA5 als Hauptsensoren fiir
zytoplasmatische virale RNA gelten % dient LGP2 vor allem fir RIG-I als negativer
Regulator % 8. RIG-I und MDA5 unterscheiden sich im Spektrum der RNA-Viren und
synthetischen RNAs, die sie detektieren kdénnen: RIG-I erkennt effizient RNA von
Paramyxoviren, Influenza-Virus, Newcastle-Disease-Virus, Vesicular-Stomatitis-Virus,
Sendai-Virus sowie positive-strangigen Einzelstrang-RNA-Viren wie dem Japanese-

82, 83

Encephalitis-Virus , aber auch in vitro transkribierte RNA und virale 5°-Trisphosphat-
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mRNA 8 MDAS5 dagegen erkennt RNA von Picornaviren wie Encephalomyocarditis-
Virus, Theilers-Virus oder Mengo-Virus sowie poly (1:C) (polycytidylic:polyinosinic
acid) 83,86

Die Bindung von dsRNA an TLR3 hat die Rekrutierung des Adaptorproteins TRIF zur
Folge, das mit TRAF (TNF receptor associated protein)3 and TRAF6 assoziiert und
zusatzlich mit RIP (receptor interacting protein)1 und RIP3 interagiert ¥ %°. Wahrend
TRAF6 und RIP1 die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB bewirken % 9!
vermittelt TRAF3 die Aktivierung von TBK (Traf family member-associated NFxB
activator (TANK)-binding kinase)1 und IKK (inhibitor of NFxB (IxkB) kinase)e sowie
nachfolgend von IRF (interferon regulatory factor )3 und IRF7 °.

Fir die Erkennung von HCV und die Induktion der gegen HCV gerichteten antiviralen
Signalwege ist das RIG-I-System essentiell, MDAS5, TLR7/MyD (myeloid differentiation
primary response gene)88 und TLR3/TRIF spielen hierbei jedoch keine entscheidende
Rolle %. Wahrend das 5 -terminale Trisphosphat der HCV-RNA durch Interaktion mit der
Repressor-Doméne von RIG-I die Aufhebung der Autorepression von RIG-I bewirkt, sind
die Poly-U/UC-Region in der HCV 3'NTR (nontranslated region) und das
Replikationsintermediat dieses Motivs die Sequenzen, die die PAMP-Substrate von
RIG-I darstellen und die stabile Interaktion der HCV-RNA mit RIG-I vermitteln %.

Die Bindung von RNA an RIG-I oder MDAS fahrt zur Rekrutierung des Adapterproteins
CARDIF / MAVS (mitochondrial antiviral signaling) / IPS-1 (IFNB promoter stimulator 1) /

61. 9395 Neben einer N-terminalen CARD-

VISA (virus-induced signaling adaptor)
Doméne, die die Interaktion mit RIG-I bzw. MDA5 ermdglicht, besitzt CARDIF im
C-Terminus eine Transmembrandomane, mit der CARDIF in der &uBeren
mitochondrialen Membran verankert ist. Die Weiterleitung der Signalantwort erfolgt
durch Komplexbildung mit TRAF3 und NEMO (NFxB essential modulator, auch IKKy
genannt), die durch Interaktion mit TANK (Traf family member-associated NFxB
activator) die Rekrutierung von TBK1 und IKKe zum RIG-I/CARDIF-Komplex vermitteln
%99 TBK1 and IKKe phosphorylieren die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7, die fir
die virus-induzierte Produktion von Typ I-Interferonen essentiell sind ' °'. Daneben
vermittelt CARDIF auch die Aktivierung von NFkB, das ein Teil des die IFNB-Expression

regulierenden Transkriptionskomplexes ist und die Expression proinflammatorischer
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Zytokine bewirkt. Die CARDIF-vermittelte NFkB-Aktivierung erfolgt gréBtenteils durch
FADD (Fas-associated death domain-containing protein)-abhangige Spaltung der
Caspasen 8 und 10 % % Daneben kann CARDIF NFxB auch iiber TRAF2, TRAF6
and RIP1 aktivieren %

Die Produktion von IFNB, die die friihe Phase der Typ I|-Interferonantwort charakterisiert,
fuhrt parakrin und autokrin zur Induktion der IFNo-Expression (spate Phase der Typ I-
Interferonantwort) 3 ', Sowohl IFNB als auch IFNo aktivieren durch Bindung an ein
Heterodimer aus IFNoa-Rezeptor 1 und 2 die Janus-Kinasen Tyk (Tyrosinkinase)2 und
Jak (Janus-Kinase)1, die mit IFNa-Rezeptor 1 bzw. 2 assoziiert sind. Im aktivierten
Zustand katalysieren Jak1 und Tyk2 die Phosphorylierung der Dbeiden
Rezeptoruntereinheiten, was die Rekrutierung und Phosphorylierung von STAT (signal
transducer and activator of transcription)1 und STAT2 zur Folge hat ' '°. Diese bilden
mit IRF9 den trimeren ISGF (interferon-stimulated gene factor)3-Komplex, der durch
Bindung an die ISRE (/FN-stimulated response element)-Promotorsequenz die
Expression von tber 300 ISGs bewirkt, die entweder wie im Falle von IRF7 die Typ I-
Interferonantwort weiter amplifizieren, an der Induktion der adaptiven Immunantwort
beteiligt sind (z.B. MHC (major histocompatibility complex)ll) oder direkt antiviral wirken
(z.B. Proteinkinase R, 2°,5"-Oligoadenylat-Synthetase oder RNAse L) "%’

Die Freisetzung von Typ I-Interferonen durch HCV-infizierte Hepatozyten stimuliert die
leberspezifische Makrophagenpopulation, die Kupffer-Zellen, zur Sekretion von CCL2
und zur Interaktion mit dendritischen Zellen. CCL2 rekrutiert unter anderem Monozyten
in die Leber, die G-CSF (Granulocyte-colony stimulating factor)-abhangig zu
Makrophagen differenzieren. Diese rekrutieren durch Produktion von CCL3 NK-Zellen,
die das Abtoten infizierter Zellen entweder direkt durch Sekretion von Perforin und
Granzymen sowie durch Todesrezeptoraktivierung oder durch Verstarkung der
antiviralen Immunantwort Uber die Aktivierung dendritischer Zellen bewerkstelligen
konnen. Die NK-Zell-vermittelte Aktivierung von dendritischen Zellen kann sowohl durch
direkten Zell-Zell-Kontakt als auch durch Sekretion von IFNy und TNFa erfolgen.
Dendritische Zellen verstarken durch Ausschuttung von IL15 die NK-Zell-Proliferation
sowie durch Sekretion von IL12 die NK-Zell-vermittelte IFNy-Produktion. AuBerdem

primen aktivierte dendritische Zellen naive CD4" T-Zellen, wodurch die Th1- und CD8"
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T-Zell-Antwort induziert werden, was durch Sekretion von Interferonen und IL12 weiter
verstarkt wird. CD8" T-Zellen schlieBlich kdnnen infizierte Hepatozyten durch Perforin-
vermittelte Zytolyse oder Aktivierung des CD95-Rezeptor-Signalweges abtdten oder die
virale Vermehrung durch die Ausschittung von IFNy inhibieren. Wichtig fur die
Rekrutierung von T-Zellen in die Leber ist das Chemokin CXCL9, dessen Sekretion
durch lebersinusoidale Endothelzellen (LSEC) und Hepatozyten vor allem durch von
NK-Zellen produziertes IFNy induziert wird (Abbildung 1.5) "%,

Hepatozyt CD8* T-Zelle

@

/ Perforin, CD95
. (ZeIItod)
K -~ \ TNFoc, IFN'y

CXCL9/1O
(Rekrutlerung) IL-12
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Makrophage Zelle
>

G-CSF Tl ccL2 IFNy IL-12
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® = e

Monozyt NK-Zelle

Abbildung 1.5: Zusammenfassung der zellularen Immunantwort in Reaktion auf eine Infektion mit
HCV. (abgeéandert nach Brenndorfer et al 5)

1.4 Der EGFR-Signalweg

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR),
auch ErbB (avian erythroblastosis oncogene B)1 oder Her (human epidermal growth
factor receptor)1 genannt, gehdrt zusammen mit ErbB2/Neu/Her2, ErbB3/Her3 und
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ErbB4/Her4 zu der Familie der ErbB-Rezeptortyrosinkinasen, die in ihrer aktiven Form
als Homo- oder Heterodimere vorliegen '®. Die ErbB-Rezeptortyrosinkinasen werden
durch eine Vielzahl an Liganden, die zur Familie der EGF-artigen Faktoren gehdren,
aktiviert. Diese werden als glykosylierte transmembrane Vorlauferproteine synthetisiert,
durch an der Zellmembran lokalisierte Proteasen prozessiert und als reife
Wachstumsfaktoren freigesetzt. Die Abspaltung und damit Freisetzung der Faktoren von
der Membran, auch als shedding bezeichnet, wird vor allem durch die Familie der
ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Proteasen vermittelt ''°. Amphiregulin, EGF,
Epigen und TGF (transforming growth factor)a. binden vor allem an EGFR, wéhrend
Betacellulin und HB (heparin-binding)-EGF Uber ein Heterodimer aus EGFR und ErbB4
signalisieren und Epiregulin seine Signale Uber EGFR, ErbB3 und ErbB4 vermittelt.
Neuregulin (NRG)1 und 2 binden an ErbB3 und ErbB4, NRG3 und 4 nur an ErbB4 ',
ErbB2 kann keine Liganden binden, ist aber der bevorzugte
Heterodimerisierungspartner der anderen drei ErbB-Rezeptoren und dient somit vor
allem als Verstarker des liganden-induzierten Signals ''2.

Die ErbB-Rezeptortyrosinkinasen besitzen eine groBe, extrazellulare Ligandenbindungs-
domane, eine Transmembrandoméane, eine zytoplasmatische Kinasedomane und
C-terminal  Phosphotyrosin-Bindemotive, die als  Rekrutierungsstellen  flr
Effektorproteine dienen. Die Kinasedomane im ErbB3-Rezeptor ist nicht funktionsfahig,
so dass dieser nur als Heterodimer aktiviert werden kann ''2,

Vor der Ligandenbindung liegt EGFR bereits in einem pra-dimerisierten Zustand vor '3,
Die Bindung zweier Liganden hat eine Konformationsanderung und anschlieBend die
Autophosphorylierung des Rezeptordimers zur Folge ''*. Durch die Auto-
phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste am C-Terminus des Rezeptors entstehen
Bindungsstellen fir SH (src homology)2- und PTB (phosphotyrosine binding)-Doméanen
enthaltende Proteine, die entweder als Adaptorproteine fungieren oder selbst
enzymatische Aktivitdten besitzen.

Die phosphorylierten Tyrosine 992 und 1173 dienen als direkte Rekrutierungsstellen flr
PL(Phospholipase)Cy, die durch Phosphorylierung an Tyrosin 771 und 783 aktiviert

wird '°. Aktiviertes PLCy katalysiert die Reaktion von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu IP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat) und DAG (Diacylglycerol). IP3 bewirkt

die Freisetzung von Ca®" aus dem ER ins Zytoplasma, das im Zusammenspiel mit DAG
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vor allem cPKCs (classical protein kinase C, z.B. PKCa, B und y) und nPKCs (novel
protein kinase C, z.B. PKC9, &, n und 0) aktiviert, die u.a. zur Aktivierung von ERK
(extracellular signal-requlated kinase )1/2, NFkB, p38"APK und JNK (c-Jun N-terminale

Proteinkinase) filhren ''® (Abbildung 1.6).
Die phosphorylierten Tyrosine 1068 und 1086 dienen als Interaktionsplattformen fir das
Adapterprotein Gab (growth factor receptor-bound protein (Grb)2-associated adaptor
protein)1, das PI3K (Phosphoinositol-3-kinase) an EGFR rekrutiert ''7. PI3K katalysiert
die Reaktion von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu PIP3 (Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat), das nach gegenwértigem Kenntnisstand die Translokation von PDK

(phosphoinositide-dependent kinase)1 und Akt an die Plasmamembran bedingt. PDK
und weitere Kinasen aktivieren schlieBlich Akt ''® (Abbildung 1.6).
Shc (src homology domain c-terminal adaptor homolog) bildet nach Bindung an die
phosphorylierten Tyrosine 1148 und 1173 mit Grb2 und SOS (son of sevenless) einen
Komplex, der in mehreren Phosphorylierungsschritten tber Ras (rat sarcoma), Raf
(rapidly growing fibrosarcoma) und MEK (mitogen-activated protein kinase kinase)1 die

Aktivierung von ERK1/2 bewirkt ''° (Abbildung 1.6).

£
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der EGF-abhdngigen Signalantwort. Die EGF-induzierte
Aktivierung von EGFR hat die Aktivierung der PLCy/PKC-, Ras/Raf- und PI3K/Akt-Signalkaskaden zur
Folge.

Eps15 (EGFR pathway substrate clone 15), das Uber AP (adaptor protein)-2 an
phosphoryliertes Tyrosin 974, und Cbl (Casitas B-lineage lymphoma), welches Uber
phosphoryliertes Tyrosin 1045 an den EGFR-Komplex bindet, dienen als negative
Regulatoren von EGFR. Wé&hrend Eps15 die Internalisierung von EGFR durch coated
pit-bedingte Endozytose vermittelt, induziert Cbl durch die enzymatische Aktivitat einer
E3-Ubiquitin-Proteinligase die Ubiquitinylierung und Degradation von EGFR 2% 12,

Die Phosphorylierung der Tyrosine 845 und 1101 des EGFR-Komplexes erfolgt im
Gegensatz zu den Ubrigen Tyrosinen nicht durch Autophosphorylierung, sondern wird
durch die zytoplasmatische Tyrosinkinase c-Src (cellular Rous sarcoma oncogene)
vermittelt 2. Die Phosphorylierung am Tyrosinrest 845 stabilisiert den EGF-Rezeptor im
aktivierten Zustand und verstarkt somit die Kinaseaktivitdit des Rezeptors. Das
phosphorylierte Tyrosin 845 dient dartber hinaus als Rekrutierungssignal fur Faktoren
wie z.B. fur STAT5b, das nachfolgend seinerseits phosphoryliert und hierdurch aktiviert
wird 1%,

Die Negativregulation des EGFR-Signalweges erfolgt auBer Uber Internalisierung und
Degradation des Rezeptors auch Uber die Dephosphorylierung von EGFR durch
Phosphatasen. Neben SHP (src-homology phosphatase)2 '?* und PTP (protein tyrosine
phosphatase)1B '?° spielt hierbei die Tyrosinphosphatase TC-PTP (T-cell protein

126,127 gine wesentliche Rolle. Uber ,Negative feedback loops"

tyrosine phosphatase)
wird die Expression weiterer Negativregulatoren wie MIG (mitogen-inducible gene)6,
LRIG (leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains)1 und SPRY (sprouty)
induziert ' die ihrerseits ebenfalls inhibitorisch auf den EGFR wirken.

Die Aktivierung von EGFR ist fir die Entwicklung, Proliferation und Differenzierung einer
Vielzahl von Geweben unerlasslich, so dass EGFR-defiziente M&use je nach
genetischem Hintergrund embryonal oder perinatal versterben. Es treten Abnormalitaten
von Gehirn, Herz, Leber, Lunge, Haut und Knochen auf. Indem EGFR mit CD95
interagiert, ist EGFR auch in die Regulation der Apoptose involviert. Der Knockout von

EGFR-Liganden fihrt dagegen zu keinem Phanotyp oder nur zu geringen
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128, 129 Elne

Schadigungen, was auf eine Redundanz unter den Liganden spricht
Deregulation des EGFR-Signalweges fiihrt zur Entstehung von Krebs vor allem
epithelialen und glialen Ursprungs. Eine verstarkte EGFR-Aktivierung kann z.B. durch

130, 131 132

Mutation des Rezeptors Uberexpression von Liganden oder Gen-

amplifikation '*® erfolgen.

1.5 Die Tyrosinphosphatase TC-PTP

TC-PTP (T-cell protein tyrosine phosphatase), auch PTPN2 (protein tyrosine
phosphatase nonreceptor type 2) genannt, ist eine ubiquitar exprimierte Phosphatase,
die in T-Zellen erstbeschrieben wurde '**. TC-PTP existiert in zwei SpleiBvarianten mit
verschiedenen C-Termini, die Unterschiede in der subzelluldren Lokalisation zur Folge
haben. Wahrend die 48 kDa-Variante (TC48) aufgrund eines hydrophoben C-Terminus
in der ER-Membran verankert ist, ist bei der 45 kDa-Variante (TC45) der hydrophobe
C-Terminus durch eine Hexapeptidsequenz ersetzt '*°. Durch die dadurch entstehende

136

Kernlokalisationssequenz ist TC45 im Grundzustand im Kern zu finden "°°, transloziert

u.a. nach mitogener Stimulation oder Stress jedoch ins Zytoplasma '*’.

Die Tatsache, dass TC-PTP-defiziente Mause 3-5 Wochen nach der Geburt aufgrund

138

einer systemischen Entzindung versterben ", spiegelt die bedeutende Rolle von

TC-PTP als Negativregulator diverser Signaltransduktionswege wider. Als Substrate von
TC-PTP sind bisher neben dem Adaptorprotein p525™ 2

EGF 2, PDGF (platelet-derived growth factor) '*° und Insulin '® ™' gleich mehrere

und den Rezeptoren fiur

Bestandteile des Jak/STAT-Signalweges beschrieben. Sowohl Jak1 und Jak3 '*? als
auch auch STAT1 ' STAT3 '™ und STAT5 ' kénnen von TC-PTP durch
Dephosphorylierung inaktiviert werden. Wéahrend TC-PTP Uber die Regulation des
Jak/STAT-Signalweges einen wichtigen Einfluss auf die Hamatopoese und die
Immunantwort ausibt, kontrolliert TC-PTP Uber die Regulation der EGFR- und PDGFR-
Aktivitat die zellulare Proliferation sowie Uber die Dephosphorylierung des Insulin-

Rezeptors die Glukosehomdostase.



Einleitung 33

Neben der Inhibition der Phosphatase-Aktivitat durch Oxidation von TC-PTP '* ist eine
Zellzyklus-abhéngige Phosphorylierung von TC-PTP an Serin 304 beschrieben ™°, die

funktionelle Relevanz der Serinphosphorylierung ist jedoch noch unklar.

1.6 Der Akt-Signalweg

Die zytoplasmatische Proteinkinase Akt, auch PKB (Proteinkinase B) genannt, kommt in
drei Isoformen vor (Abbildung 1.7), wobei Akt1 ubiquitar, Akt 2 vor allem in Fettzellen,
Lebergewebe und Skelettmuskel und Akt3 vorrangig im Gehirn exprimiert wird. Akt wird
vor allem von Insulin und Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF, BFG (basic fibroblast
growth factor) und |GF (insulin-like growth factor)l aktiviert und ist in die Kontrolle von
Metabolismus, Zellwachstum, Differenzierung, Zellzyklus und Apoptose involviert.
Waéhrend eine verstarkte Akt-Aktivierung oft in aus maligne entartetem Gewebe
isolierten Zellen beobachtet wird, wird eine reduzierte Akt-Aktivierung mit Prozessen wie
der Insulinresistenz und hiertber mit der Induktion von Typ-Il Diabetes in Verbindung
gebracht '*°.

Akt besteht aus einer N-terminalen PH (pleckstrin homology)-Domane, einer zentralen
Kinasedomane und einer C-terminalen regulatorischen Doméne, die ein hydrophobes
Motiv enthélt (Abbildung 1.7). Uber die PH-Doméne interagiert Akt mit PIPs und
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat, so dass diese fiir die Membranlokalisation von Akt

essentiell ist.

PKBRIAKEZ

PKBy/AKL
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Abbildung 1.7: Darstellung der Doménenstruktur der drei Akt-lsoformen. Akt ist aus einer
N-terminalen PH-Doméne, einer zentralen Kinasedoméne und einer C-terminalen regulatorischen
Domaéne, die ein hydrophobes Motiv enthalt, zusammengesetzt. Die Aktivierung von Akt erfolgt vor allem

Uber die Phosphorylierung einer in der Kinasedomane lokalisierten Threoninstelle sowie einer im

hydrophoben Motiv befindlichen Serinstelle. (libernommen aus '*°)

Die Aktivierung von Akt erfolgt in mehreren Schritten. Die Bindung von
Wachstumsfaktoren wie EGF oder von Insulin an die entsprechenden Rezeptoren hat
die Rekrutierung der PISK (Phosphatidylinositol-3-Kinase) zur Folge. PI3-Kinasen sind
heterodimere Enzyme, die aus einer katalytischen (p110a, P oder 7y) und einer
regulatorischen (p50a, p55a, p55y, p85a, p85F oder p101) Untereinheit
zusammengesetzt sind. PISK katalysiert die Reaktion von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat), welches die Translokation
von PDK (phosphoinositide-dependent kinase)1 und Akt an die Plasmamembran
bewirkt 8.

Far die volle Aktivierung von Akt ist die Phosphorylierung von Threonin 308 und Serin
473 notig (Abbildung 1.7). Wahrend PDK1 als fur die Phosphorylierung an Threonin 308

verantwortliche Kinase identifiziert wurde 47> 148

, sind fUr die Phosphorylierung an Serin
473 mehrere Kandidaten beschrieben. PDK1 wurde auch hier als verantwortliche
Kinase benannt ', weiterhin wurden Akt selber "% ' MAPKAP-K2 (mitogen-activated
protein kinase-activated protein kinase 2) '°2, ILK (integrin-linked kinase)1 '*3, PKCo. ',
PKCBIl "™ und DNA-PK (double-stranded DNA-dependent protein kinase) '*° als
Kinasen beschrieben, die Akt am Serinrest 473 phosphorylieren. MTORC2 (mammalian
target of rapamycin complex 2), ein Komplex aus mTOR, Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSIN1 (mammalian stress-activated protein kinase) und mLST
(mammalian lethal with sec-13)8, gilt heute als wichtigste Ser473-Kinase '*’. Daneben
wird Akt auch Uber die Phosphorylierung an Tyr315 und Tyr326 reguliert, die Uber c-Src
vermittelt wird '8,

Die Negativregulation des PI3K/Akt-Signalweges erfolgt vor allem CUGber PTEN
(phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), PP (Protein-
phosphatase)2A und PHLPP (PH domain leucine-rich repeat protein phosphatase).
Wahrend PTEN durch die Dephosphoryliering von Phosphatidyl-inositol-3,4,5-
trisphosphat zu Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat inhibierend wirkt, kbnnen PP2A
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und PHLPP Akt direkt dephosphorylieren "% '%° Hierbei dephosphoryliert PP2A Akt
hauptsachlich am Threoninrest 308 wahrend PHLPP Uberwiegend den Serinrest 473
dephosphoryliert.

Die Vielzahl zellularer Prozesse, die von Akt reguliert werden, ist eine Folge der groB3en
Anzahl an Substraten, die von Akt in Abhangigkeit vom Stimulus und vom Kontext
phosphoryliert werden. Akt Ubt einen anti-apoptotischen Effekt u.a. Uber die
Phosphorylierung von Bad, Procaspase-9, IKKa, YAP (Yes-associated protein) und
Forkhead-Transkriptionsfaktoren aus. Die Phosphorylierung von Bad durch Akt
verhindert die Interaktion von Bad mit Bcl-xL und dadurch die Inaktivierung von Bcl-xL,
so dass Bcl-xL seine anti-apoptotische Wirkung ausiiben kann '®" 62 Die Akt-
abhangige Phosphorylierung der Procaspase-9 an Ser196 hat eine Hemmung der

Caspase-Kaskade zur Folge '®

, wahrend die Phosphorylierung der IKKa die NF«kB-
abhangige Transkription von Genen anti-apoptotisch wirksamer Proteine wie Bcl-2, Mcl
(myeloid cell leukemia protein)-1, BCL2A1 (Bcl2-related protein A7), Bcl-xL oder

Survivin steigert %% 16,

Die Phosphorylierung von YAP bzw. der Forkhead-
Transkriptionsfaktoren FOXO1, 2, 3a und 4 verhindert die Aktivierung pro-apoptotischer
Gene wie p53 bzw. Fas-Ligand, TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand), Bim oder Bcl-6 %% 1¢7,

Der Einfluss von Akt auf den Zellzyklus ist auf die Inaktivierung der Zellzyklus-
Inhibitoren p21°P! 18 ynd p27¥P! 19171 Zyriickzufiihren. AuBerdem induziert die
Phosphorylierung durch Akt die Kerntranslokation von MDM (mouse double minute)2
und hierdurch die MDM2-vermittelte Degradation von p53 7.

Die Akt-vermittelte Steigerung der Proteinsynthese wird durch die phosphorylierungs-
abhangige Induktion von Initiations- und Elongationsschritten der Proteintranslation
hervorgerufen. Ursachlich dafir ist Aktivierung von mTORC1, eines aus mTOR, raptor
und mLST8 bestehenden Komplexes, durch Akt. mTORC1 reguliert durch
Phosphorylierung von S6K1 (S6 ribosomal kinase 1) und 4E-BP1 (eukaryotic initiation

) 173174 vor allem die Bildung des Prainitiationskomplexes '"°.

factor 4E binding protein 1
Die metabolischen Effekte von Akt werden durch die Beeinflussung des Glukose- und
Lipidstoffwechsels induziert. Akt aktiviert die Glykogensynthese durch Phosphorylierung
und Inaktivierung der GSK3 (glycogen synthase kinase)a. und [, wodurch die

inhibitorische Wirkung von GSK3o/p auf die Glykogensynthase verhindert wird '7°.
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Weiterhin spielt Akt bei der Induktion der Translokation des Glukosetransporters GLUT4
an die Zytoplasmamembran eine wichtige Rolle, worin die Akt-Substrate AS160

(Akt substrate of 160 kDa) '"’, PIKfyve (phosphoinositide kinase for five position

178 179
) )

containing a Fyve finger, und Synip (Syntaxin 4-interacting protein involviert sind.

Akt2 inhibiert die Fettsdureoxidation und die Glukoneogenese durch Phosphorylierung

180 wodurch die

von PGC (peroxisome proliferator-activated receptor-coactivator)1o
Rekrutierung von PGC1a an die Promotoren von Genen wie Glukose-6-phosphatase
und Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase nicht mehr méglich ist.

Wie groB der Anteil der unterschiedlichen Akt-lsoformen an den durch Akt vermittelten
Effekten ist, wurde durch die Untersuchung von KO-Mausen ermittelt. Akt1-KO-Méause
zeigen Defizite sowohl im fétalen als auch im postnatalen Wachstum, aber keine

18

Veranderungen im Glukosemetabolismus '®'. Akt2-KO-Mause dagegen leiden unter

Insulinresistenz und schwerem Diabetes, was auf eine wesentliche Rolle von Akt2 im

181 Akt3-KO-Mause schlieBlich weisen weder

Glukosemetabolismus hinweist
Veranderungen von Wachstum noch von Glukosemetabolismus auf, besitzen jedoch

eine reduzierte GehirngroBe '%.
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1.7 Zielsetzung

Eine Infektion mit Hepatitis C Virus fihrt bei etwa 80% der Infizierten zu einer
persistierenden Infektion. Dies legt nahe, dass das Hepatitis C Virus tber Mechanismen
verflgt, die ihm einen wirkungsvollen Schutz vor der antiviralen Immunantwort des Wirts
bieten und ihm ermdéglichen, in der Wirtszelle zu replizieren, ohne essentielle zellulare
Funktionen so sehr zu stéren, dass die Uberlebensfahigkeit der Wirtszelle deutlich

vermindert ist.

Ziel dieser Arbeit war die weitere Aufklarung der molekularen Mechanismen, Uber die
die NS3/4A Protease/Helikase des Hepatitis C Virus:

A) die hepatische inflammatorische Antwort auf hepatotoxische Noxen wie LPS/D-
GalN und TNFo/D-GalN inhibiert

sowie

B) mit der hepatozytaren Signallbertragung von EGFR und Akt interferiert und

inwieweit es hierdurch seine eigene Replikation beeinflusst.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien, Substanzen und Lésungen

Materialien fUr die Zellkultur

75 cm? Gewebekulturflaschen

175 cm? Gewebekulturflaschen

6 cm Gewebekulturschalen
10 cm Gewebekulturschalen
6 Well-Gewebekulturplatten
24 Well-Gewebekulturplatten
96 Well-Gewebekulturplatten
Minisart Plus Sterilfilter

Zellkulturmedien und Zusétze

DMEM (4500 mg/l Glukose)
DMEM/Nutrient Mix F-12
DMSO

Doxyzyklin

FCS

G418 (Geneticin)
Hygromycin B

OptiMEM

PBS

Trypsin/EDTA

Zeocin

Greiner; Solingen, Deutschland

Greiner; Solingen, Deutschland

Falcon; Heidelberg, Deutschland

Falcon; Heidelberg, Deutschland

Nunc; Wiesbaden, Deutschland

Nunc; Wiesbaden, Deutschland

Nunc; Wiesbaden, Deutschland

0,2 um Sartorius; Géttingen, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Perbio; Bonn, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Cytogen; Sinn-Fleisbach, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
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Reagenzien und Feinchemikalien

AG1478
Ampicillin
Aprotinin
Benzamidin

B-Glycerolphosphat

Bradford Protein-Assay

BSA
D-Galaktosamin
DTT

EGF, human

HCV NS3/4A Protease
HCV NS3/4A Protease (A156S)

IFNa, human
IFNo, murin
IFNB, human
IFNYy, human
IFNy, murin

IL-6, human
Kanamycin
Leupeptin
Lipofectamine 2000
LPS

LY294002
Na-Pyrophosphat
Pefabloc

PMSF

Polybren
SB203580
Superfect

TNFo, murin

Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
BioRad; Hercules, USA
PAA-Laboratories; Linz, Osterreich
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Mlnchen, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
Anaspec; San Jose, USA

Anaspec; San Jose, USA

R&D Systems; Minneapolis, USA
Chemicon; Temecula, USA

R&D Systems; Minneapolis, USA
Roche; Mannheim, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Midnchen, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland

Fluka; St. Gallen, Schweiz

Roche; Mannheim, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland

Roche; Mannheim, Deutschland
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Triciribine
Triton X-100

WL Chemiluminescence Reagent Plus

Kits

DNeasy Tissue Kit

Mouse IFNy ELISA Set (BD OptEIA)
QlAprep Spin Maxiprep Kit

QlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraktion-Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QlAshredder Kit

Quantitect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit

PCR und Klonierung

dNTP Mix

IPTG

JM109 kompetente Zellen
Oligonukleotide
Restriktionsenzyme
Sequenzzierreaktionen
Smart Ladder

SYBR Green PCR Master Mix
T4-DNA Ligase

TagMan PCR Master Mix
Taq Polymerase

X-Gal

Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
PerkinElmer; Rodgau-Jugesheim, DE

Qiagen; Hilden, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland

Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland

Eppendorf; Hamburg, Deutschland
Promega; Madison, USA

Promega; Madison, USA

MWG; Ebersberg, Deutschland

New England Biolabs; Ipswich, USA
MWG; Ebersberg, Deutschland
Eurogentec; Kéln, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA
Promega; Madison, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
Roche; Mannheim, Deutschland
Promega; Madison, USA
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Plasmide

p3xFlag CMV 7.1 Sigma; Taufkirchen, Deutschland

pGEM T Easy Promega; Madison, USA

pRevTetOff-IN BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
pRevTRE BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Primérantikdrper

Akt Cell Signaling; Danvers, USA
Akt Ser473 Cell Signaling; Danvers, USA
Akt pThr308 Cell Signaling; Danvers, USA
Akt pTyr326 Abcam; Cambridge, UK
B-Aktin Abcam; Cambridge, UK
ATF2 Abcam; Cambridge, UK
ATF2 pThr71 Cell Signaling; Danvers, USA
EGFR Santa Cruz; Santa Cruz, USA

EGFR pTyr845
EGFR pTyr992
EGFR pTyr1045
EGFR pTyr1068
EGFR pTyr1173
GAPDH

Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Biodesign; Saco, USA

HCV NS3 Abcam; Cambridge, UK

Histon H2B Cell Signaling; Danvers, USA
Lamin A/C Cell Signaling; Danvers, USA
p38 Santa Cruz; Santa Cruz, USA
p38 pThr180 pTyr182 Cell Signaling; Danvers, USA
p65 Santa Cruz; Santa Cruz, USA
PIAST Abcam; Cambridge, UK

PLCy Cell Signaling; Danvers, USA

PLCy pTyr771

Cell Signaling; Danvers, USA
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PP2A

PP2A pTyr307

PTEN

PTEN pSer380 pThr382/383
PTP1B

Upstate; Charlottesville, USA
Epitomics; Burlingame, USA

Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Abcam; Cambridge, UK

SHP2 Santa Cruz; Santa Cruz, USA

SOCS1 Imgenex; San Diego, USA

SOCS3 IBL; Hamburg, Deutschland

Src Cell Signaling; Danvers, USA

Src pTyr418 Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Src pTyr529 Calbiochem; Bad Soden, Deutschland

STATH BD Transduction Lab., Lexington, USA

STAT1 pTyr701

Upstate; Charlottesville, USA

STAT2 Upstate; Charlottesville, USA
STAT2 pTyr689 Upstate; Charlottesville, USA
STAT3 pTyr705 Cell Signaling; Danvers, USA
STAT3 Santa Cruz; Santa Cruz, USA
TC-PTP R&D Systems; Minneapolis, USA

Sekundarantikorper

HRP Anti-Kaninchen
HRP Anti-Maus

DAKO:; Hercules, USA
DAKO; Hercules, USA

Nicht aufgefiihrte Chemikalien zur Herstellung der Pufferlésungen wurden von Merck
(Darmstadt, Deutschland), Sigma (Taufkirchen, Deutschland) oder Fluka (St. Gallen,
Schweiz) bezogen und wiesen den Substanz-Reinheitsgrad pro analysi auf.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der humanen Hepatomazelllinien HepG2 und Huh7 erfolgte in
DMEM/Nutrient Mix F-12 (supplementiert mit 10 % komplement-inaktiviertem FCS) in
einer wassergesattigten Atmosphare bei 5 % CO, und 37 °C. Die das HCV-Replikon
exprimierende Zelllinie Huh 9-13 wurde in DMEM/Nutrient Mix F-12 + 10 % FCS, das
zusétzlich mit 1 mg/ml G418 versetzt wurde, kultiviert. HepG2 NS3/4A TetOff-IN wurden
in DMEM/Nutrient Mix F-12 + 10 % FCS mit 800 pg/ml G418 zur Selektion und 4 pg/mi
Doxyzyklin zur Unterdriickung der Transgenexpression gehalten. HepG2 NS3/4A mit
konstitutiver NS3/4A-Expression wurden in DMEM/Nutrient Mix F-12 + 10 % FCS und
350 pg/ml Zeocin kultiviert. Fir die Kultivierung der Nierenfibro-blastenzelllinie CV1
(isoliert aus der Grinen Meerkatze) sowie der humanen Osteosarkomazelllinie 143 tk’
wurde DMEM mit 4500 mg/lI Glukose + 10 % FCS eingesetzt. Die Verpackerzelllinien
Phénix-Ampho und PT67 wurden ebenfalls in DMEM mit 4500 mg/l Glucose + 10 %
FCS kultiviert.

Alle verwendeten Zelllinien wurden regelmaBig mittels PCR (VenorGeM Mycoplasma
Detection Kit, Minerva Biolabs) auf Mykoplasmen getestet. In den Versuchen wurden
nur Mykoplasmen-freie Zellen verwendet. Zur Konservierung wurden Zellen in
Einfriermedium (DMEM/Nutrient Mix F-12, 10 % DMSO, 20 % FCS) aufgenommen und

in flissigem Stickstoff gelagert.

Transfektion von DNA

Far die Transfektion der Zellen mit Lipofectamine 2000 wurden je Ansatz 2,5 yg DNA
eingesetzt, die mit OptiMEM auf 50 pl aufgeflllt wurden. In einem zweiten
ReaktionsgefaB3 wurden 4 ul Lipofectamine 2000 mit 246 ul OptiMEM versetzt. Um die
Bildung von Komplexen zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA-
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Molekule und der positiv geladenen Oberflache der Liposomen zu ermdglichen, wurden
beide Ansadtze gemischt und fir 15 Minuten bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden die zu transfizierenden Zellen (75 cm? Zellkulturflasche, 70-80 % Konfluenz)
trypsiniert und nach der Zentrifugation (1000 rpm, 4 °C, 5 min) in 5 ml Kulturmedium
resuspendiert. Jedem DNA/Lipofectamine 2000-Ansatz wurden nun ziigig 400 pl der
Zellsuspension sowie weitere 900 pl des Kulturmediums zugesetzt, so dass in jede
Gewebekulturschale (Durchmesser 6 cm) jeweils 1,6 ml des Transfektionsansatzes
gegeben werden konnten. AnschlieBend wurden die Anséatze flir vier Stunden bei 37 °C
inkubiert, damit die Zellen adharieren kénnen und die DNA (vermutlich durch
Endocytose oder durch das Verschmelzen der Liposomen mit der Zellmembran) in die
Zellen aufgenommen werden kann. Danach wurden die Zellen mit 2 ml frischem
Kulturmedium pro 6 cm Gewebekulturschale versetzt und es folgte eine weitere
Inkubation der Zellen far ca. 48h, wahrend der sie wie in den entsprechenden
Versuchen angegeben stimuliert wurden. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und

wie in den folgenden Abschnitten ausgeflhrt weiterverarbeitet.

Transfektion von siBNA

Die Transfektion der Zellen mit siRNA (bezogen von MWG) wurde mit Lipofectamine
2000 und 2,5 yg DNA pro Ansatz als Carrier durchgefiihrt. Deswegen wurde bei der
Transfektion mit siRNA analog der Transfektion mit DNA verfahren, mit der Ausnahme,
dass zu dem DNA-OptiMEM-Gemisch 50 pg siRNA/Ansatz hinzugefligt wurden, was
einer Endkonzentration von 25 nM siRNA entspricht. Gegen Akt bzw. TC-PTP wurde ein
Gemisch aus zwei siRNAs eingesetzt, um die Effizienz des Knockdowns zu erhéhen.
Als Kontroll-siRNA wurde GFP siRNA verwendet, da durch diese Kontrolle

unspezifische siRNA-Effekte ausgeschlossen werden kénnen.
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Verwendete siRNAs (Sequenzangaben von 5 — 3°)

GFP siRNA AGCAGAAGAACGGCAUCAA

Akt siRNA 1 GCUACUACGCCAUGAAGAUCCU
Akt siRNA 2 GAUCCGCUUCCCGCGCACGCU
TC-PTP siRNA 1 AAGAUGUGAAGUCGUAUUAUA
TC-PTP siRNA 2 AAGGAGUUACAUCUUAACACA

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Bakterienstimme und ihre Kultivierung

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden transformationskompetente Escherichia coli
Bakterien des Stammes JM709 von Invitrogen verwendet. Als Nahrmedium fir die
Bakterien diente LB-Medium (10 g/I Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5). Far
Agarplatten wurde dem Medium 18 g/l Agar zugesetzt. Selektionsmedien enthielten
zusatzlich 50 mg/l Ampicillin bzw. 25 mg/l Kanamycin. Als Transformationsmedium
wurde SOC-Medium eingesetzt (0,5 g/l Hefeextrakt, 2,0 g/l Trypton, 2,5 mM KCI, 10 mM
NaCl, 10 mM MgCl2, 20 mM Glukose, pH 7,0). Die Konservierung transformierter
E. coli-Stamme erfolgte in Einfriermedium (LB-Medium mit 25 % Glycerin) bei -80 °C.

Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Von der gefrorenen Ursprungskultur (JM109 Bacterial Strain Glycerol Stock, Promega)
wurde mit der Impfése ein Verdinnungsausstrich auf eine LB-Agarplatte ausgebracht.
Der VerdUnnungsausstrich dient der Anzucht von aus einzelnen Bakterienzellen
herangewachsenen Einzelkolonien. Nach 12-stindiger Inkubation im Brutschrank bei
37 °C wurde mit einer Einzelkolonie LB-Flissigndhrmedium beimpft und Uber Nacht
vorkultiviert. Die Vorkultur wurde nachfolgend in 250 ml LB-Medium, das mit 20 nM
MgSO, supplementiert wurde, tGberfihrt und bis zu einer ODgyo von 0,4 bis 0,6 inkubiert.

Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 5 min) geerntet und mit
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TFB-1 Puffer (30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnClz, 100 mM RbCI, 15 %
Glycerin, pH 5,8) resuspendiert. Nach 5-mindtiger Inkubation bei 4 °C folgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt und die Resuspen-dierung des Zellpellets mit TFB-2 Puffer
(100 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, 15 % Glycerin, pH 6,5). Nach einer
weiteren Inkubation auf Eis fir 15 bis 60 Minuten konnten die Zellen aliquotiert und bei
-80 °C gelagert werden.

Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakierienzellen

Die Transformation von Bakterien bezeichnet das Einbringen genetischen Materials in
Form bakterieller Plasmide. Zur Durchfihrung wurden kompetente JM109 Zellen
(100 ul) auf Eis aufgetaut, mit der gewlinschten DNA (Ligationsansatz oder Plasmid-
DNA) gemischt und zehn Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fir
45 Sekunden auf 42 °C erhitzt (Hitzeschock) und sofort wieder fir zwei Minuten auf Eis
gekihlt. Nach Uberfiihrung der Bakterien in 900 pl SOC-Medium wurden die Zellen fir
eine Stunde bei 37 °C im Bakterienschuttler kultiviert und im Anschluss daran auf
festem Selektionsmedium ausgestrichen. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte bei
37 °C Uber Nacht.

Isolation von Plasmid-DNA aus Bakierienzellen

Zur lIsolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde je nach bendtigter DNA-Menge das
QlAprep Spin Miniprep Kit oder das QlAprep Spin Maxiprep Kit von Qiagen verwendet.
Die Nukleinsdurekonzentration der gewonnenen DNA wurde mittels spektralphoto-
metrischer Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt.

Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

FOr den Verdau von Plasmid-DNA werden Restriktionsendonucleasen vom Typ |l
eingesetzt, die doppelstrangige DNA spezifisch an fir das jeweilige Restriktionsenzym
charakteristischen palindromischen Sequenzen schneiden. Fir analytische Ansatze
wurden 0,5-2,5 yg DNA, 10-20 U Enzym und der entsprechende Puffer in einem
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Endvolumen von 10 pl eingesetzt und fir 1-2 h bei der vorgegebenen Temperatur
inkubiert. Bei praparativen Ansatzen wurden 5-10 pg Plasmid-DNA, 30-40 U
Endonuklease sowie der der entsprechende Puffer in einem Endvolumen von 50 pl fir
3-4 h inkubiert. Die verwendeten Restriktionsendonucleasen sowie die jeweiligen
Reaktionspuffer stammten von New England Biolabs.

Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte je nach den zu trennenden
Nukleotid-FragmentgréBen in 0,5 % - 1,5 %-igen Agarosegelen, welche mit 2 pl
Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) versetzt wurden. Als Lauf- und Gelpuffer wurde
TAE-Puffer verwendet (242 g/I Tris, 100 ml/l 0,5 M EDTA (pH 8,0), 57,1 ml/
Essigsaure). Vor dem Probenauftrag wurden die DNA-Proben im Verhaltnis 1:5 mit
einem Bromphenolblau-Ladepuffer (25 mg/100 ml Bromphenolblau, 25 mg/100 ml Xylen
Cyanol FF, 30 ml 50-fach TAE-Puffer) versetzt. Zur Durchfihrung wurde eine Flachbett-
Elektrophoresekammer der Firma Peglab verwendet. Die Auftrennung der DNA erfolgte
bei 120 Volt Uber einen Zeitraum von 60 Minuten. Als DNA-Langenstandard wurde
Smart Ladder (Eurogentec) eingesetzt. Die Auswertung und Dokumentation des DNA-
Gels erfolgte mittels des Doc-Print-Geldokumentations-systems der Firma Peqlab.

Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden nach
Ethidiumbromidfarbung auf einem UV-Leuchttisch mit einem Skalpell ausgeschnitten.
Die Extraktion der DNA erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion-Kits von Qiagen

geman der Anleitung des Herstellers.

Ligation von DNA-Fragmenten

Verwendet wurde die T4-DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 (Promega). Diese
katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten
3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Enden doppelstrangiger DNA-Fragmente. Vektor- und
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Fragment-DNA wurden in der Ligationsreakton in einem molaren Verhaltnis von 3:1
eingesetzt. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 4 °C Gber Nacht.

PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation beliebiger
DNA-Abschnitte mittels spezifischer Primer. Wahrend der PCR katalysiert eine
thermostabile Polymerase nach einem Denaturierungsschritt und der Hybridisierung der
Primer an das DNA-Template (annealing) die Verlangerung der Primersequenz
(extension). Durch die zyklische Wiederholung dieser Schritte gelingt die
Vervielféltigung des gewinschten DNA-Abschnittes. Als thermostabile DNA-Polymerase
wurde die Tag-Polymerase aus Thermophilus aquaticus verwendet. Jeder Ansatz
enthielt 1 ng Template, 5 pyl ANTP Mix (2,5 mM), 25 pmol sense Primer, 25 pmol
antisense Primer und 1 ul Tag-Polymerase. Dieser Ansatz wurde mit Mg?*-haltigem
PCR-Puffer versetzt und mit sterilem H,O auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefillt. Die
PCR-Reaktion wurde mit Hilfe des PTC-200 Thermocyclers der Firma MJ-Research
durchgefuhrt. Die Aufreinigung des PCR-Produktes wurde mit Hilfe des PCR Purification
Kits von Qiagen durchgefihrt.

Oligonukleotide fiir die PCR (Sequenzangaben von 5 — 3°)

pRevTRE sense ATGGCGCCCATCACGGCGTACG

NS3/4A antisense TTAGCACTCTTCCATCTCATCG

pCFG5-IEGZ sense AATCGATGGAGGAGCGCCTATTACGG

NS3/4A antisense AGTTAACTTAGCACTCTTCCATCTC

tk sense/ sense AACGATAATAGATACGGAACGGGA

antisense antisense CACACAGCAGTTAGTTTTACCACCA

p3xFlag hnTC- sense GAGGTGCGGCCGCAGGTCCCACCACCATCGAGCGG
PTP antisense GCCACCAGATCTGCCTTAGGTGTCTGTCAATCTTGG
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Klonierung von PCR-Fragmenten in den pGEM T Easy Vektor

PCR-Produkte, die durch eine abschlieBende Extensionsreaktion mit Uberh&ngenden
Adenin-Resten versehen wurden, konnten direkt in den pGEM T Easy Vektor (Promega)
kloniert werden. Dieser Vektor wird vom Hersteller in linearisierter Form bereitgestellt
und trdgt an beiden freien 3-Enden Uberhange aus Thymidin-Resten. Fir die
Klonierungsreaktion wurden 0,5 - 2 yl PCR-Produkt, 1 yl pGEM T Easy Vektor, 1 pl T4-
DNA-Ligase und steriles Wasser in einem Endvolumen von 10 pl vorsichtig gemischt
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dieser Ligationsansatz wird in kompetente Bakterien
transformiert und auf ampicillinhaltige LB-Agar-Platten ausgestrichen, die zuvor mit 40 pl
X-Gal (40 mg/ml) sowie 6 ul IPTG (100 mM) versetzt worden waren. Die
Klonierungsregion des pGEM T Easy Vektors befindet sich im lacZo-Gen, dessen
Transkription normalerweise durch das /aclg-Repressor-Gen gehemmt wird. Bei
einfacher Religation des Vektors lasst sich die Expression des /lacZa-Gens mit IPTG
induzieren, so dass die mit diesem Konstrukt transfizierten E. coli-Bakterien das Enzym
B-Galactosidase produzieren und X-Gal in einen blauen Farbstoff umwandeln. Wird das
PCR-Fragment erfolgreich in den pGEM T Easy Vektor eingebracht, verhindert es die
Transkription des lacZo-Gens, so dass diese Bakterienkolonien wei3 erscheinen. Nach
8-12 h Inkubation bei 37 °C konnten plasmidhaltige und daher weiBBe Bakterienkulturen
mit einer Pipettenspitze gepickt werden und als Flissigkultur in ampicillinhaltigem
Selektionsmedium weiter vermehrt und nach Isolation der Plasmid-DNA durch

Restriktionsverdau bzw. Sequenzierung Uberprift werden.

Isolierung von BNA

Die auf 6 cm Gewebekulturschalen kultivierten Zellen wurden mit 350 pl RLT-Puffer
(versetzt mit 3,5 ul B-Mercaptoethanol) lysiert und mittels eines Zellschabers abgeerntet.
Die Homogenisierung erfolgte mittels des QlAshredder Kits von Qiagen, die weiteren
Schritte wurden nach den Angaben des Herstellers mit Hilfe des RNeasy Mini Kits von

Qiagen durchgeflhrt.
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cDNA-Synthese

FOr die Reverse Transkriptase-Reaktion wurde 1 pug RNA verwendet. Diese wurde
mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers
angesetzt, der RT-Reaktion vorgeschaltet ist eine DNase-Reaktion, die der Elimination
genomischer DNA dient.

Real-Time-PCR

Nach der Umschreibung der RNA in cDNA wurde die Quantifizierung der zu
untersuchenden cDNA relativ zu einer Referenz mit Hilfe der Real-Time-PCR
durchgefuhrt. Die Real-Time-PCR-Methode beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen
PCR, ermdglicht jedoch durch die Verwendung des DNA-Farbstoffes SYBR Green, der
die kleine Furche doppelstrangiger DNA bindet, die kontinuierliche Messung der DNA-
Menge, da die Fluoreszenz proportional zu der Menge der PCR-Produkte zunimmt. Fir
die Quantifizierung wurde die ACT-Methode verwendet 8. Der CT-Wert beschreibt den
Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmals einen Schwellenwert, der signifikant Gber der
Hintergrund-Fluoreszenz liegt, Uberschreitet. Als Referenz wurde bei der Untersuchung
der TC-PTP- bzw. HCV NS3-Expression in Zelllinien humanes SDHA (Succinat-
Dehydrogenase-Komplex, Untereinheit A) eingesetzt. Die eingesetzten Primer besaBen
eine Schmelztemperatur von ca. 59 °C, < 3 G/C-Basen im Bereich der letzten 5 Basen
des Primers und fUhrten zu einem Amplifikat von 100-250 Basenpaaren. 5 ul der 1:5
verdunnten cDNA wurden als Template zu 50 pl SYBR Green PCR Master Mix nach
den Angaben des Herstellers zugesetzt (Applied Biosystems). Die quantitative Analyse
der Chemokinexpression wurde nach der TagMan-Methode in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Homey (Dusseldorf) durchgefthrt. Jeweils 25 ng cDNA wurden mit
12,5 uwl TagMan Universal PCR Master Mix, 0,625 ul genspezifischer TagMan-Sonde,
0,5 w genspezifischen sense bzw. antisense Primern und 0,5 ul Wasser versetzt
(bezogen von Applied Biosystems). Als interne Positivkontrolle wurde 18S RNA
eingesetzt. Dazu wurden zu jedem Ansatz 0,125 pl 18S RNA-spezifische TagMan-
Sonde und 0,125 pul der 18S RNA-spezifischen Primer gegeben. Die Spezifitéat der Real-
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Time-PCR wurde durch bei der cDNA-Synthese-Reaktion ausgeflhrte Kontrollen ohne

cDNA bzw. ohne Reverse Transkriptase Uberpruft.

Oligonukleotide fiir die Real-Time-PCR (Sequenzangaben von 5 — 3°)
sense TCTGGAGATCCGAGAAGGAA
humanes SDHA
antisense AGCGAAGATCATGGCTGTCT
sense CACAGGGTCCACTTCCTAACA
humanes TC-PTP
antisense TTCAGCATGACAACTGCTTTG
sense TTGGCTGCATCATCACTAGC
HCV NS3
antisense GTCGCCAGGAAAGATTGTGT
sense
Chemokine : Applied Biosystems
antisense

Plasmide und Klonierung

Die Klonierung der Plasmide erfolgte analog Sambrook et al '®. Die generierten
Plasmide wurden durch Sequenzierung (MWG) und Vergleich mit den ensprechenden

Referenzsequenzen Uberpruft.

e Zur Herstellung von pRevTRE NS3/4A wurde NS3/4A aus pcZeo HCV ORF |
(AG Wands, Providence) durch PCR amplifiziert, in den pGEM T Easy Vektor
ligiert und in pRevTRE von Clontech umkloniert.

e Zur Herstellung von pCFG5-IEGZ NS3/4A wurde die fir HCV NS3/4A kodierende
Sequenz aus pFK\i341\PiLucNS3-3"_ET (AG Bartenschlager, Heidelberg) tber
PCR ampilifiziert, in den pGEM T Easy Vektor ligiert und in den pCFG5-IEGZ-
Vektor (AG Ludwig, Milnster) umkloniert (von Patricia Cebula durchgefihrt).

e Zur Herstellung von p3xFlag hnTC-PTP wurde humane TC-PTP-mRNA (der 45
kDa-Isoform) aus Huh7-Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben, Uber PCR
amplifiziert, in den pGEM T Easy Vektor ligiert und in den p3xFlag-CMV-7.1

Expressionsvektor von Sigma umkloniert.
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e Zur Herstellung von p7.5k-131A NS3/4A func wurde NS3/4A aus pVAX1 MUP-
NS3/4A-BGHpa (AG Saéllberg, Stockholm) in p7.5k-131A (AG Hengel,
Dusseldorf) umkloniert.

e Zur Herstellung von p7.5k-131A NS3/4A mut wurde NS3/4A (lle46Ala) aus
pVAX1 MUP-NS3/4Amut-BGHpa (AG Séllberg, Stockholm) in p7.5k-131A
(AG Hengel, Dusseldorf) umkloniert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit Hilfe des Protein-Assays von Bio-Rad
nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Hierbei wird das Prinzip genutzt, dass sich
das Absorptionsmaximum des blauen Saurefarbstoffes Coomassie-Brilliantblau G 250 in
Gegenwart von Proteinen (in saurem Milieu) von 465 zu 595 nm verschiebt. Die
Messung der Extinktion erfolgte in einem Ultrospec Photometer (2100pro) der Firma

Amersham.

SDS-PAGE und Western Blotting

Die auf 6 cm Gewebekulturschalen kultivierten Zellen wurden mit PBS (supplementiert
mit 0,1 mM NazVO,) gewaschen, anschlieBend mit 100-200 ul Protein-Lysepuffer
(1 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 5 ug/ml Aprotinin, 4 mM Benzamidin, 2 mM
EDTA, 10 % Glycerol, 50 mM B-Glycerolphosphat, 5 ug/ml Leupeptin, 136 mM NaCl,
20 mM Natrium-Pyrophosphat, 1 mM NazVOQOy4, 0,2 mM Pefabloc, 0,2 % SDS) versetzt
und mittels eines Zellschabers abgeerntet. Die Proben wurden dann fir zehn Minuten
auf Eis inkubiert und anschlieBend mit Ultraschall (2 x 20 s) behandelt, um auch
membranstandige Proteine vollstandig in Lésung zu bringen. Die Proteinbestimmung
erfolgte nach dem Prinzip von Bradford mit Hilfe des Protein-Assays von Bio-Rad. Fur
die SDS-PAGE wurde jeweils die gleiche Proteinmenge/Spur eingesetzt. Vor dem

Probenauftrag wurden die Proteinlysate mit 4-fach SDS-Auftragspuffer nach Lammli
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(250 mM Tris/HCI (pH 6,8), 40 % Glycerol, 5 % SDS, 0,002 % Bromphenolblau, kurz vor
Gebrauch Zugabe von 8 % B-Mercaptoethanol) versetzt und bei 95 °C flr finf Minuten
hitzedenaturiert. Die gelelekirophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-
Polyacrylamidgelen mit Trenngelen unterschiedlicher PAA-Konzentration (8 % bis
12 %). Zur Durch-fihrung wurde das Gelelektrophoresesystem der Firma Biometra
verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte je nach GelgréBe bei 120 Volt Gber
einen Zeitraum von drei bis funf Stunden oder bei 65 Volt Uber Nacht. Als
Proteinstandard wurde der Rainbow Molecular Weight Marker von Amersham
eingesetzt. Nach der Auftrennung wurden die Gele nach dem Semidry-Blotting-Prinzip
in einer Elektroblotting-Apparatur (Biometra) auf PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran
der Firma Amersham transferiert. Fir den Proteintransfer vom Gel auf die Membran
wurde eine Stromstérke von 1 mA/cm? fiir 60-90 Minuten abhangig von der GrdBe der
zu detektierenden Proteine angelegt, wobei der Stromfluss zwischen den Elektroden
durch die FlUssigkeitssattigung von Whatman-Papier (Schleicher-Schuell) mit
Puffersystemen unterschiedlicher lonenstéarke sichergestellt wurde (Anodenpuffer I:
0,3 M Tris, 20 % Methanol; Anodenpuffer 1l: 0,025 M Tris, 20 % Methanol;
Kathodenpuffer: 0,04 M 6-Amino-capronsaure, 20 % Methanol).

Fir die Immundetektion wurde die Membran mit 3 % BSA oder 5 % Milchpulver in TBS-
T (20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 137 mM NaCl, 0,1 % Tween) fir eine Stunde bei RT
abgesattigt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem primaren
Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:1000 — 1:5000 in 3 % BSA bzw. 5 % Milchpulver
bei 4 °C Uber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran flr
eine Stunde bei RT mit einem HRP-konjugierten Zweitantikérper in einer Verdinnung
zwischen 1:4000 — 1:10000 in TBS-T inkubiert. Nach mehrmali-gem Waschen der
Membran mit TBS-T erfolgte die Detektion der Immunkomplexe mittels des Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus Kits von Perkin Elmer. Dabei wurde die
Lichtemission der Chemilumineszenz von Luminol mit Hilfe von ECL-Filmen (GE
Healthcare) festgehalten, fir deren Entwicklung die Entwicklermaschine von Kodak
verwendet wurde.

Um die gleiche Membran flir mehrere Detektionen einsetzen zu kénnen, wurden die
Immunkomplexe der vorherigen Detektion durch 15-20-minltige Inkubation der
Membran in Stripping-Puffer (67 mM Tris (pH 6,7), 2 % SDS) bei 70 °C entfernt.
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Herstellung von Kernextrakten

Die Praparation der Kernextrakte erfolgte nach der bei Andrews und Faller %

beschriebenen Methode. Auf 6 cm Gewebekulturschalen kultivierte Hepatozyten wurden
mit PBS (supplementiert mit 0,1 mM NazVO,) gewaschen, mittels eines Zellschabers
abgeerntet und abzentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 2 min). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 400 pl des hypoosmolaren Puffers A (10 mM Hepes-KOH
(pH 7,9), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NasVO,)
resuspendiert und etwa 10 Minuten auf Eis inkubiert, um die Lyse der Zellen zu
gewahrleisten. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die pelletierten
Zellbestandteile mit 50-100 pl (abhangig von der GroBe des Pellets) Puffer C (20 mM
Hepes-KOH (pH 7,9), 420 mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA (pH 8,0), 25 %
Glycerol, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NasgVQ4) versetzt. Durch eine 30-mindtige
Inkubation mit diesem Hochsalzpuffer wurden Kernproteine extrahiert. Danach wurde
erneut abzentrifugiert und das Pellet verworfen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen nach Bradford erfolgte mit Hilfe des Protein-Assays von Bio-
Rad.

In vitro-Cleavage Assay

Im in vitro-Cleavage Assay fir die Spaltung von TC-PTP durch NS3/4A wurden Lysate
aus mit p3xFlag hnTC-PTP transfizierten Huh7-Zellen verwendet. Huh7-Zellen wurden
48 h nach der Transfektion mit 120 pl Protein-Lysepuffer (Zusammensetzung siehe
Abschnitt ,SDS-PAGE und Western Blotting®) lysiert. 50 pg Protein wurden mit
Proteaseassay-Puffer (20 mM HEPES (pH 7,4), 100 mM KCI, 3 mM NaCl, 1 mM DTT
and 0,2 uM CaCl,) auf 60 pl aufgefillt und mit rekombinanter HCV NS3/4A Protease
oder mutierter HCV NS3/4A Protease (A156S) von Anaspec versetzt (0,1 bzw. 0,5 pg).
Nach dem Starten der Reaktion durch Zugabe von NS3/4A wurde 3 h bei 25 °C
inkubiert. Durch Zugabe von 20 pl 4-fach SDS-Auftragspuffer nach Lammli
(Zusammensetzung siehe Abschnitt ,SDS-PAGE und Western Blotting®) und
Denaturierung der Proteine bei 95 °C fir 5 Minuten wurde die Reaktion beendet.
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2.2.4 Virologische Methoden

Retroviraler Gentransfer

Far die Herstellung stabiler Zelllinien macht man sich die Eigenschaft von Retroviren
zunutze, sich nach einer Infektion stabil ins zellulare Genom zu integrieren. Zur
Generierung viraler Partikel wurden die Verpackerzelllinien Phénix-Ampho (¢NX) bzw.
PT67 eingesetzt, bei denen es sich um von 293T-Zellen (humane embryonale
Nierenzelllinie) abstammende MoMLV Verpackerzelllinien mit stabil integrierten Genen
fir die amphotropen Hullproteine handelt. Dadurch, dass fir die Herstellung retroviraler
Partikel essentielle virale Gene auf das Genom der Verpackerzelllinie sowie auf
Expressionsplasmide, die durch Transfektion in die Verpackerzellen eingebracht
werden, aufgeteilt sind, werden zwar infektiose aber replikations-inkompetente Viren
freigesetzt.

Zur Herstellung von HepG2 MOC- bzw. HepG2 NS3/4A-Zellen (durchgefihrt in
Zusammenarbeit mit Patricia Cebula) wurden oNX-Zellen in einer Dichte von 1 x 10° /
10 cm Gewebekulturschale ausgesat und unter Verwendung von Lipofectamine 2000
mit 7 pg pCFG5-IEGZ oder pCFG5-IEGZ NS3/4A transfiziert. Da der zur Generierung
der stabilen HepG2-Zelllinien verwendete retrovirale Vektor (pCFG5-IEGZ) auch GFP
exprimiert, ist die Uberpriifung der Transfektionseffizienz durch Analyse der GFP-
Expression moglich. Durch Zugabe von 1 mg/ml Zeocin ins Zellkulturmedium wurde ca.
2 Wochen selektioniert, bis alle Zellen GFP-positiv waren. AnschlieBend wurden die
ZellkulturOberstande der ¢NX-Zellen durch einen 0,45 um Filter gefiltert und mit 5 pg/ml
Polybren versetzt. Damit wurden in 6 Well-Gewebekulturplatten ausgesate HepG2-
Zellen infiziert. Dazu wurden die Zellen jedes Wells mit 2 ml des entsprechenden Filtrats
Uberschichtet und die 6 Well-Gewebekulturplatten wurden bei 1000 x g fir 3 h
zentrifugiert. Danach wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, und die Zellen wurden
in Zeocin-haltigem (1 mg/ml) Medium so lange kultiviert, bis alle Zellen GFP-positiv
waren.

Zur Herstellung von HepG2 MOC TetOff- bzw. HepG2 NS3/4A TetOff-Zellen wurden
PT67-Verpackerzellen eingesetzt und entweder mit 7 pg pRevTRE bzw. pRevTRE
NS3/4A transfiziert und 400 pg/ml Hygromycin B selektioniert oder mit pRevTetOff-IN
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transfiziert und 1 mg/ml G418 selektioniert. Zur Herstellung von HepG2 MOC TetOff- -
Zellen wurden Zellkulturiberstande von mit pRevTetOff-IN sowie mit pRevTRE
transfizierten PT67-Zellen gemischt und auf HepG2-Zellen gegeben. Die Herstellung
von HepG2 NS3/4A TetOff-Zellen erfolgte durch Infektion von HepG2-Zellen mit
Zellkulturiberstanden von mit pRevTetOff-IN sowie mit pRevTRE NS3/4A transfizierten
PT67-Zellen. Die Selektion der stabilen HepG2-Zellen wurde in G418 (1 mg/ml)- und
Hygromycin B (400 pg/ml)-haltigem Medium durchgefihrt. Zur Unterdrickung der

Expression von NS3/4A wurde dem Zellkulturmedium 4 pg/ml Doxyzyklin zugegeben.

Préaparation rekombinanter Vaccinia-Viren

In den Vektor p7.5k-131A einklonierte Gene (in diesem Fall NS3/4A mit funktioneller
(func) bzw. mit mutierter (mut) Proteaseaktivitat) werden in das Vaccinia-Virus (VV)-
Genom durch homologe Rekombination, die zur Zerstérung des Thymidinkinase (tk)-
Gens fuhrt, transferiert. Dies ermoglicht die Selektion rekombinanter Viren in
Thymidinkinase-negativen Zellen durch Applikation von Bromdesoxyuridin (BrdU). Da
durch Transfektion mit p7.5k-131A NS3/4A func bzw. mut keine Viruspartikel gebildet
werden kénnen, missen auf p7.5k-131A nicht kodierte virale Gene durch Infektion mit
einer niedrigen MOI des Wildtyp-VV in die Zelle eingebracht werden.

Dazu wurden CV1-Zellen in 6 Well-Gewebekulturplatten bis zu einer Konfluenz von
70-80 % kultiviert und mit 0,01 MOI des Wildtyp-VV infiziert. Die Zellen wurden infiziert,
indem sie erst fir 30 min bei RT mit 500 pl Medium, das das Wildtyp-VV enthielt, und
anschlieBend nach Zugabe von 2 ml Medium flr weitere 90 min bei 37 °C inkubiert
wurden. Nach einem Mediumwechsel wurden die Zellen mit 2,5 pug des p7.5k-131A-
Plasmids und 10 pl Superfect von Qiagen transfiziert. Nach einem erneuten
Mediumwechsel und 48-stindiger Kultivierung der Zellen sollten durch VV
hervorgerufene Plaques sichtbar sein. Die Isolation der Viren erfolgte durch Aufschluss
der Zellen nach der Freeze and Thaw-Methode, Suspension der Zellen im Medium und
einer Ultraschalloehandlung fir 3 x 10 s. Nach Infektion von 143 tk’-Zellen mit der
isolierten VV-Suspension Uberleben nach Behandlung mit BrdU nur die mit dem
rekombinierten VV infizierten Zellen und kdnnen somit selektioniert werden. Deswegen

wurden 143 tk’-Zellen in 6 Well-Gewebekulturplatten bis zu einer Konfluenz von
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60-70 % kultiviert und mit 50 ul Virussuspension in einer 1:10 Verdinnungsreihe (3-4
Schritte) mit 100 ug BrdU/ml bzw. ohne BrdU zur Kontrolle 2-3 Tage bis zur Ausbildung
von Plaques inkubiert. 3 isolierte Plaques pro Rekombination wurden gepickt, fir 3 x 10
s sonifiziert und einer erneuten Selektion Uber 2-3 Tage unterworfen. Fir die
Herstellung eines VV-Stocks wurde eine 175 cm?® Gewebekulturflasche mit 100 %
konfluenten CV1-Zellen mit dem VV-Isolat der 2. Selektion infiziert und fur 2-4 Tage bei
37 °C bis zu einem zytopathischen Effekt von 100 % kultiviert. AnschlieBend wurden
Zellen und Medium abgenommen und 3 x 10 s sonifiziert.

Die Uberpriifung der rekombinanten VV kann mittels PCR oder SDS-PAGE erfolgen.
Zur Isolierung der viralen DNA wurden 200 pl des VV-Stocks mit 20 yl 10 mg/ml
Proteinase K, 100 pl Proteinase K-Puffer (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA, 2 %
SDS) und 80 ul sterilem H,O bei 56 °C Gber Nacht inkubiert und mit 800 pl
Phenol/Chloroform (6:1) versetzt. Eine 3-mindtige Zentrifugation bei 14000 rpm flhrte
zur Extraktion der DNA in die wassrige Phase. Diese wurde abgenommen, mit 1 mi
eiskaltem, absolutem Ethanol und 33 yl 3M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt, 30 min bei -
20 °C inkubiert und 30 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das die DNA
enthaltende Préazipitat wurde in 15 pl sterilem H,O resuspendiert und durch PCR
analysiert. Die bei der PCR-Analyse eingesetzten Oligonukleotide (tk sense und tk
antisense) sind im Abschnitt ,PCR* aufgefiihrt. Zur Uberpriifung durch SDS-PAGE
wurden CV1-Zellen mit dem VV-Stock infiziert, 24 h kultiviert und nach der im Abschnitt
~ODS-PAGE und Western Blotting“ beschriebenen Vorgehensweise lysiert und
analysiert.

Um in Infektionsversuchen mit rekombinantem VV eine definierte MOI einsetzen zu
kénnen, muss der VV-Stock titriert werden. Dazu werden CV1-Zellen in 24 Well-
Gewebekulturplatten bis zu einer Konfluenz von 60-70 % kultiviert und mit
Verdiinnungen von 10 bis 10™'% pl VV-Stock / ml Medium in 1:10-Schritten infiziert. Die
Auszahlung der Plaques erfolgt 36-48 h nach der VV-Infektion. Der Titer wird als PFU
(plaque forming units) / ml angegeben.
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2.2.5 Tierexperimentelle Methoden

Tierstmme

Eingesetzt wurden entweder C57BL/6 x CBA F1 Mause mit leberspezifischer NS3/4A-
Expression (Frelin et al, Gut 2006, 55, 1475) oder die entsprechenden Kontrollmause
ohne Transgen. Um eine Hepatozyten-spezifische Expression von NS3/4A zu
gewabhrleisten, wurde die Expression des Transgens unter die Kontrolle des MU (mouse
major urinary)-Promotors gestellt. Das Vorhandensein des Transgens wurde vor
Versuchsbeginn Uberprift, indem aus der Schwanzspitze der Tiere mit Hilfe des
DNeasy Tissue Kits von Qiagen die DNA isoliert und mittels PCR gegen das NS3/4A-
Transgen analysiert wurde. Die tierexperimentellen Unter-suchungen erfolgten unter
Einhaltung des schwedischen Tierschutzgesetzes und standen im Einklang mit den

Richtlinien fur Tierversuche des Karolinska-Institutes, Stockholm, Schweden.

Analyse muriner Leberproben

Mannliche 6-12 Wochen alte Mause wurden je nach Versuchsansatz mit 10 ng/g Maus
LPS und 1 mg/g Maus D-GalN, 15 ng/g Maus TNFa und 1 mg/g Maus D-GalN,
1000 U/g Maus IFNo oder 400 ng/g Maus IFNy geldst jeweils in 100 uyl PBS
intraperitoneal gespritzt. Die Vorstimulation mit dem p38"AP% Inhibitor SB203580
erfolgte durch intraorale Applikation des Inhibitors. Nach Ablauf der Stimulationsdauer
wurden die Mause durch Genickbruch getétet und die Bauchdecke wurde gedffnet.
Nach Entnahme von Blut durch die untere Hohlvene (Vena cava inferior) wurde die
Leber durch die Pfortader (Vena portae) mit PBS (pH 7,4, 4 °C) + 1 mM NazVOq
perfundiert, bis sie blutleer war. AnschlieBend wurde die Leber entnommen und davon
100-125 mg Gewebe fur das Western Blotting eingesetzt.

Zur Herstellung von Vollzelllysaten wurden die Leberproben mit PBS (pH 7,4, 4 °C) +
1 mM NazVO, gewaschen, mit RIPA-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI (pH 7,4),
1 % Triton-X 100, 1 % Natriumdesoxycholat, 0,2 % SDS, 5 ug/ml Aprotinin, 5 pg/mi
Leupeptin, 0,2 mM Pefabloc, 0,5 mM DTT und 1 mM NazVO,) versetzt, homogenisiert

und sonifiziert.
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Zur Herstellung von Zytoplasma- und Kernextrakten wurden die Leberproben erst mit
PBS (pH 7,4, 4 °C) + 1 mM NazVO,4 gewaschen und anschlieBend analog dem Abschnitt
~Herstellung von Kernextrakten® weiterverarbeitet, wobei 1 ml Puffer A und 250 pl Puffer
C verwendet wurden. Der Uberstand, der nach Inkubation der Leberproben in Puffer A
sowie der darauf folgenden Zentrifugation erhalten wird, ist ein Zytoplasmaextrak.

Analyse von Serumproben

Durch Zentrifugation des entnommenen Blutes fur 5 min bei 6000 rpm und Abnahme
des Uberstandes erhélt man das Serum der Mause. Zur Detektion von murinem IFNy
wurde das Mouse IFNy ELISA Set (BD OptEIA) von BD Biosciences eingesetzt. Das

Vorgehen erfolgte gemaR den Vorgaben des Herstellers.

2.2.6 Analyse humaner Leberproben

Humanes Lebergewebe wurde zum Zeitpunkt einer Hemihepatektomie/Lobektomie
entnommen, die zur Tumorresektion durchgefihrt wurde. Zusatzlich wurde
Lebergewebe, das im Rahmen einer diagnostischen Leberpunktion gewonnen wurde,
verwendet. Die Probenentnahme erfolgte nach schriftlicher Einwilligung der Patienten
gemaf den Richtlinien der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
sowie der Deklaration von Helsinki. Die in dieser Arbeit eingesetzten Leberproben
wurden aus tumorfreiem Gewebe entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C aufbewahrt. Die Proben 1 und 2 der
Kontrollgruppe stammen von erwachsenen Organspendern, deren Lebern nicht
vollstandig zur Transplantation verwendet wurden und wurden von Professor Martin
Burdelski (Universitat Kiel) zur Verfligung gestellt. Die Herstellung von Vollzelllysaten

erfolgte analog dem Abschnitt ,Analyse muriner Leberproben®.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Die densitometrische Auswertung der durch Western Blotting erhaltenen Proteinbanden
erfolgte mit Hilfe der Molecular Imaging Software (Version 4.0.3) von Kodak. Der
Quotient der Intensitdt der phosphorylierten Proteinbande sowie der Bande des
entsprechenden unphosphorylierten Proteins wurde berechnet. Der Quotient der
Kontrolle wurde 1 gesetzt und der zweite Wert wurde relativ zur Kontrolle angegeben.
Standardabweichungen der Kontrollen wurden berechnet, indem die Abweichung der
Kontrollen gegenuber dem Mittelwert, der 1 gesetzt wurde, bestimmt wurde. Die
Signifikanzen (p < 0,05) wurden mit Hilfe des Student’s t-Tests oder des Tests von

Wilcoxon berechnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1  HCV NSB3/4A beeinflusst die intrahepatische Signalvermittlung durch
Modulation der Zytokin- und Chemokinsekretion

3.1.1 In NS3/4A-transgenen Tieren ist die LPS- bzw. TNFa-induzierte STAT1-
Aktivierung unterdrickt

Wie einleitend bereits ausgeflihrt, ist in Mausen mit leberspezifischer Expression von
NS3/4A im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren der hepatotoxische Effekt
einer Behandlung mit LPS/D-GalN oder TNFo/D-GalN deutlich reduziert. Auch weisen
Tiere mit leberspezifischer Expression von NS3/4A eine geringere Letalitat gegeniber
einer fur Wild-Typ-Tiere tddlichen Dosis an TNFo/D-GalN auf. Dieser ,protektive® Effekt
von NS3/4A war zumindest im Falle der Behandlung mit TNFo/D-GalN von einer
Aktivierung der p38“APK abhingig, da er durch Vorbehandlung der Tiere mit dem
p38MAPK_Inhibitor SB203580 aufgehoben wurde 8.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an STAT1-defizienten Tieren legen nahe, dass
die Aktivierung von STAT1 fir die Vermittlung der hepatotoxischen Effekte von LPS

verantwortlich ist '8¢ 187

. Eigene Untersuchungen belegen nun, dass in Tieren mit
leberspezifischer Expression von NS3/4A die Aktivierung von STAT1 und im Falle von
LPS auch von STAT2 nach intraperitonealer Injektion von LPS/D-GalN (Abbildung 3.1A)
bzw. von TNFa/D-GalN (Abbildung 3.1B) im Lebergewebe nahezu vollstdndig gehemmt
wird. Diese Experimente legen nahe, dass NS3/4A mit der LPS/TNFo-induzierten
Aktivierung von STAT1/2 interferiert und dass diese Hemmung der Aktivierung von
STAT1 und eventuell auch von STAT2 fur die ,protektiven Effekte* von NS3/4A
mitverantwortlich ist. Diese Uberlegung wird auch durch die eigene Beobachtung
gestiitzt, dass es analog zu der von Frelin et al ® berichteten Aufhebung der protektiven

Effekte von NS3/4A durch Hemmung der p38"*"K unter Vorbehandlung der Tiere mit
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einem Inhibitor der p38™A"X auch zur Wiederherstellung der TNFo-induzierten STAT1-

Aktivierung kommt (Abbildung 3.1B).
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Abbildung 3.1: Hemmung der LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN-vermittelten STAT-Aktivierung in
NS3/4A-transgenen Mausen. Wildtyp-Mause bzw. NS3/4A-transgene Mause wurden fir die
angegebenen Zeitpunkte mit 10 ng/g Maus LPS und 1 mg/g Maus D-GalN (A) bzw. 15 ng/g Maus TNFa
und 1 mg/g Maus D-GalN (B) behandelt. Den Tieren 13-16 (B) wurden 30" vor der Applikation von
TNFa/D-GalN 25 pg/g Maus SB203580 gegeben. Aus den Lebern der Tiere wurden Kernextrakte
hergestellt, wovon jeweils 80 pg Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden.
Mittels spezifischer Antikdrper wurden STAT1 pTyr, STAT2 pTyr und Histon H2B (Beladungskontrolle)
nachgewiesen.
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3.1.2 In NS3/4A-transgenen Tieren liegt keine Hemmung der interferon-induzierten
STAT1-Aktivierung vor

Weder LPS noch TNFa kénnen direkt die Aktivierung von STAT1 induzieren. Dem
gegenwartigen Kenntnisstand zur Folge spielt in vivo sowohl im Falle von LPS als auch
von TNFa die Freisetzung von Interferonen und hierbei insbesondere von IFNy fir die
Vermittlung STAT1-abhangiger Effekte eine wesentliche Rolle '®® '®8 Die beobachtete
Hemmung der LPS/TNFa-induzierten STAT1-Aktivierung in Lebergewebe von Tieren
mit leberspezifischer Expression von NS3/4A ware somit entweder durch eine direkte
Interferenz von NS3/4A mit der IFN-induzierten Aktivierung von STAT1 im Hepatozyten
erklarbar oder durch eine Hemmung der LPS/TNFa-induzierten Freisetzung von
Interferonen. Ein mdglicher molekularer Mechanismus, Uber den NS3/4A einen direkten
inhibitorischen Effekt auf die intrazelluldre Signalvermittlung von Interferonen in
Hepatozyten auslben kdnnte, ware insbesondere die Induktion der Expression bzw.
Aktivierung von endogenen Inhibitoren der Jak/STAT-vermittelten Signallbertragung
wie z.B. Mitgliedern der SOCS-Familie oder von inaktivierenden Phosphatasen wie z.B.
SHP2 oder PP2A. Die Tatsache, dass weder die IFNa- noch die IFNy-induzierte
Signalvermittiung durch die leberspezifische Expression von NS3/4A beeinflusst wird
(Abbildung 3.2), legt nahe, dass NS3/4A nicht direkt mit der intrazellularen
Signalvermittlung dieser Zytokine interferiert. Dementsprechend findet sich in
Leberlysaten NS3/4A-transgener Tiere auch keine signifikant differentielle Regulation
endogener Inhibitoren der Jak/STAT-Signallibertragung wie PIAS1, PP2A, SOCSH,
SOCSS3 oder SHP2 (Daten nicht gezeigt). Die Annahme, dass NS3/4A nicht direkt mit
der intrazellularen STAT1-abhangigen Signallbertragung von Interferonen in
Hepatozyten interferiert, wird auch durch die Beobachtung bestatigt, dass die STAT1-
Aktivierung durch IFNca, IFNB oder IFNy in Zelllinien, die das subgenomische HCV-

Replikon exprimieren, nicht beeintrachtigt wird (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.2: Die IFNa- bzw. IFNy-vermittelte STAT1-Aktivierung ist in NS3/4A-transgenen Mausen
nicht gehemmt. Wildtyp-M&use bzw. NS3/4A-transgene Mause wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte
mit 1000 U/g Maus IFNa (A) bzw. 400 ng/g Maus IFNy (B) behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden
Kernextrakte hergestellt, wovon jeweils 80 pg Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert
wurden. Mittels spezifischer Antikdrper wurden STAT1 pTyr und Histon H2B (Beladungskontrolle)

nachgewiesen.

3.1.3 In NS3/4A-transgenen Tieren ist die Expression von IFNy gehemmt, es treten
jedoch keine Unterschiede bei der IFNo-Expression auf

Der Befund, dass NS3/4A nicht mit der intrazellularen Signallbertragung von
Interferonen interferiert, legt nahe, dass NS3/4A in Lebern mit leberspezifischer
Expression von NS3/4A mit der TNFo/LPS-induzierten Freisetzung von Faktoren
interferiert, die in Hepatozyten zu einer Aktivierung von STAT1 fuhren. Diese
Uberlegung wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass die Expression von NS3/4A zu
einer signifikanten Anderung der Zusammensetzung der Immunzellpopulation in der

Leber fiihrt %. Die in Abbildung 3.3 wiedergegebenen Befunde lassen annehmen, dass
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die NS3/4A-Expression tatsédchlich die Synthese von IFNy in den Lebern der Tiere
nahezu vollstdndig unterdriickt, wéhrend die Expression von IFNo nicht signifikant
beeinflusst wird. Die Detektion der IFNy-Expression erfolgte mittels Western Blot in
Leberlysaten, da ein systemischer Anstieg der IFNy-Spiegel im Serum der Tiere unter
den gewdhlten Versuchsbedingungen mittels ELISA nicht ausreichend zuverlassig

bestimmbar war.

WT NS3/4A ++
I 1] 1
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- S — <« IFNy
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Abbildung 3.3: Hemmung der IFNy-Expression in NS3/4A-transgenen Mausen. Wildtyp-M&use bzw.
NS3/4A-transgene Mause wurden firr die angegebenen Zeitpunkte mit 15 ng/g Maus TNFa und 1 mg/g
Maus D-GalN behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden Vollzellextrakte hergestellt, wovon jeweils
80 pg Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden. Mittels spezifischer Antikérper

wurden IFNo., IFNy und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

3.1.4 Die mCXCL9-Expression ist in NS3/4A-transgenen Mausen erniedrigt, wahrend
mCCL2 und mCCL17 verstarkt exprimiert werden

Da NS3/4A in den eingesetzten transgenen Mausen ausschlieBlich in Hepatozyten
hergestellt wird, IFNy typischerweise aber nicht von Hepatozyten exprimiert wird '°, ist
davon auszugehen, dass NS3/4A die Freisetzung von Mediatoren, die die
Zusammensetzung der Immunzellpopulation in der Leber regulieren, moduliert. Hierbei
waren insbesondere die Chemokine CCL2 (MCP1, monocyte chemo-attractant protein
1), CCL17 (TARC, thymus and activation regulated chemokine) und CXCL9 (Mig,

monokine induced by IFNy) zu nennen.



Ergebnisse 66

Wéhrend CXCL9 in die Rekrutierung von Th1-Zellen und plasmazytoiden dendritischen
Zellen involviert ist, bewirken CCL2 und CCL17 die Rekrutierung von Monozyten und
Th2-Zellen in die Leber und die Verstarkung der Th2-Antwort (humorale Immunitéat)
gegenuber der Th1-Antwort (zellulare Immunitat). Vorlaufige Befunde legen nahe, dass
die Expression von mCXCL9 in der Leber NS3/4A-transgener Tiere verglichen mit den
entsprechenden Kontrolltieren erniedrigt ist, wéhrend die Expression der Chemokine
mCCL2 und mCCL17 erhdht ist (Abbildung 3.4). Uber die genannten Chemokine hinaus
wurde die intrahepatische Expression der Chemokine mCCL20, mCCL22, mCXCL10,
mMCXCL11 und mCXCL12 sowie der Chemokinrezeptoren mCCR4, mCCR6, mCXCRS3
und mCXCR4 untersucht, hier traten jedoch zwischen NS3/4A-transgenen und Wild-

Typ-Mausen keinen signifikanten Unterschiede auf (Daten nicht gezeigt).

mCXCL9 mCCL2 mCCL17

1,5
1

0,5
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Abbildung 3.4: Differentielle Expression von mCXCL9, mCCL2 und mCCL17 in NS3/4A-transgenen
und Wild-Typ-Mausen. Aus den Lebern von Wildtyp-Mausen bzw. NS3/4A-transgenen Mausen wurde
RNA isoliert und durch Real-Time-PCR auf die Expression von mCXCL9 (A), mCCL17 (B) und mCCL2
(C) analysiert.

Sollten sich diese Daten bei der Analyse einer gréBeren Anzahl an Mausen weiter
bestatigen, wirde NS3/4A einen deutlichen Effekt auf die Expression von mCCL2,
mCCL17 und mCXCL9 ausiben. Die veranderte Freisetzung dieser Chemokine hatte
somit einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Immunzellpopulation in der Leber
und ware fir die Verringerung der IFNy-Freisetzung und die Hemmung der STAT1-
Aktivierung in NS3/4A-transgenen Tieren verantwortlich. Dies wirde zu einer

Abschwachung der durch Immunzellen vermittelten Hepatitis beitragen und somit auch
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die geringere Hepatotoxizitat von LPS/D-GalN und TNFo/D-GalN in NS3/4A-transgenen
Mausen verglichen mit Wild-Typ-Mausen erklaren.

3.1.5 In NS3/4A-transgenen Tieren sowie Huh 9-13-Zellen ist der p38"APX-Signalweg
konstitutiv aktiviert

Da die Hemmung der TNFo-vermittelten STAT1-Aktivierung in NS3/4A-transgenen
Tieren nach Vorbehandlung der Tiere mit dem p38™*"_Inhibitor SB203580
wiederhergestellt werden kann (Abbildung 3.1B), wurde untersucht, ob der p38MAPK.
Signalweg in NS3/4A-transgenen-Tieren im Vergleich zu Wild-Typ-Tieren differentiell
aktiviert ist.

Wie in Abbildung 3.5A wiedergegeben, fand sich, dass die p38“APK in NS3/4A-
transgenen Mausen im Gegensatz zu den entsprechenden Kontrollmédusen konstitutiv
aktiviert vorliegt. Dieser Befund wird durch die Beobachtung gestitzt, dass auch in
Zelllinien, die das subgenomische Replikon exprimieren, eine konstitutive Aktivierung
der p38MAPK beobachtet werden kann (Abbildung 3.5B). Hiermit tibereinstimmend lasst
sich in diesen Zellen auch eine konstitutive Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
ATF2 nachweisen (Abbildung 3.6B), der ein direktes Substrat der p38MA"X ist — ein
Befund, der sich jedoch in nuklearen Extrakten aus Lebern NS3/4A-transgener Mause
nicht mit Sicherheit belegen lasst, da hier deutliche Varianzen hinsichtlich des
Expressionslevels von ATF2 auffallen (Abbildung 3.6A). Dieser Befund ist von Interesse,
da p38M*"X in die Expressionsregulation zahlreicher Zytokine und Chemokine involviert
ist.
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Abbildung 3.5: Konstitutive p38"A"X-Aktivierung in NS3/4A-transgenen Mausen und in der das
subgenomische HCV-Replikon exprimierenden Zellinie Huh 9-13. A) Wildtyp-Mause bzw. NS3/4A-
transgene Mause wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte mit 15 ng/g Maus TNFa und 1 mg/g Maus D-
GalN behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden Vollzellextrakie hergestellt, wovon jeweils 80 ug
Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden. B) Huh7 wt und Huh 9-13-Zellen
wurden lysiert und durch Auftragung von jeweils 30 ug Protein/Spur durch Western Blot analysiert. A) und
B) Mittels spezifischer Antikérper wurden p38 pThr180pTyr182, p38 und GAPDH (Beladungskontrolle)
nachgewiesen.
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Abbildung 3.6: Analyse der ATF2-Aktivierung in NS3/4A-transgenen Mausen und Huh 9-13 Zellen. A)
Wildtyp-Mause bzw. NS3/4A-transgene Mause wurden fir die angegebenen Zeitpunkte mit 15 ng/g Maus
TNFo und 1 mg/g Maus D-GalN behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden Kernextrakte hergestellt,
wovon jeweils 80 ug Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden. B) Aus Huh7 wt
und Huh 9-13-Zellen wurden Kernextrakte hergestellt. Diese wurden durch Auftragung von jeweils 20 ug
Protein/Spur durch Western Blot analysiert. A) und B) Mittels spezifischer Antikérper wurden Phospho-
ATF2, ATF2 und Lamin A/C (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

3.1.6 In NS3/4A-transgenen Tieren ist die Aktivierung von NFxB und STAT3 verstarkt

Der NFxB- und der STAT3-Signalweg sind weitere Signalwege, die in die Regulation
von Apoptose und Zellproliferation involviert sind und zu dem NS3/4A-vermittelten
Jprotektiven® Effekt beitragen kénnten.

Die NFxB-Untereinheit p65 ist in NS3/4A-transgenen Mausen verglichen mit Wildtyp-
M&ausen vermehrt exprimiert (Abbildung 3.7). Weiterhin ist in nukledren Extrakiten aus
Lebern NS3/4A-transgener Mause p65 verstarkt vorhanden, was flr eine gesteigerte
intrahepatische Aktivierung von NFxB in NS3/4A-transgenen Mausen spricht (Abbildung
3.8). STAT3 ist in NS3/4A-transgenen Tieren ebenfalls sowohl basal als auch TNFa/D-
GalN-bedingt im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren verstarkt aktiviert
(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.7: Erhéhte NFxB-Expression in NS3/4A-transgenen Mausen. Wildtyp-Mause bzw.
NS3/4A-transgene Mause wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte mit 15 ng/g Maus TNFo und 1 mg/g
Maus D-GalN behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden vollstdndige Zellextrakte hergestellt, wovon
jeweils 80 pg Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden. Mittels spezifischer

Antikdrper wurden NFxB p65 und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.
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Abbildung 3.8: Verstarkte NFkB- und STAT3-Aktivierung in NS3/4A-transgenen Mausen. Wildtyp-
Mause bzw. NS3/4A-transgene Mause wurden fir die angegebenen Zeitpunkte mit 15 ng/g Maus TNFo
und 1 mg/g Maus D-GalN behandelt. Aus den Lebern der Tiere wurden Kernextrakte hergestellt, wovon
jeweils 80 ug Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert wurden. Mittels spezifischer
Antikdérper wurden NF«xB p65, STAT3 pTyr705 und Lamin A/C (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

Diese Daten sprechen daflir, dass NS3/4A nicht nur die Aktivierung des STAT1-
Signalweges hemmt, sondern durch verstarkte Aktivierung von NFxB und STATS, die
funktionell Gegenspieler von STAT1 sind, antiapoptotische Wirkungen vermittelt, die zur
Protektion NS3/4A-exprimierender Hepatozyten beitragen.
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3.2 HCV NSB3/4A interferiert mit der EGF-induzierten Signalantwort durch
Spaltung von TC-PTP

Viren wie das Hepatitis C Virus (HCV), die chronische Infektionen verursachen, missen
Strategien entwickelt haben, in ihren Wirtszellen zu verbleiben und zu replizieren, ohne
die essentiellen zellularen Funktionen in einer Art und Weise zu stéren, die nicht mehr
mit dem Uberleben der Wirtszelle vereinbar sind. Im Gegensatz zu Viren, die lytische
Infektionen verursachen, muss HCV die in der Zelle vorliegenden Bedingungen
erkennen kénnen und sein Verhalten darauf einstellen kbénnen. In diesem
Zusammenhang sollte z.B. die virale Replikation, so lange die Wirtszelle vital ist, auf
niedrigem Niveau ablaufen, aber gesteigert werden kdnnen, wenn das Uberleben der
Wirtszelle nicht mehr gesichert ist. Da einige zellulare Funktionen flr die virale Existenz
essentiell sind, sollte HCV also die Fahigkeit besitzen, die entsprechenden Signalwege
zu seinem eigenen Vorteil zu beeinflussen. Ein Signalweg, bei dem die Vermutung grof
war, dass er den Lebenszyklus von HCV modulieren und gleichzeitig von HCV
beeinflusst werden kénnte, war der EGF (epidermal growth factor)-Signalweg.

EGF ist ein wichtiger Regulator der Proliferation, Differenzierung, Migration sowie des
Uberlebens epithelialer Zellen, zu denen auch Hepatozyten zahlen '°. EGF vermittelt
Uber eine Reihe nachgeschalteter Signalwege entscheidende Schritte der
Zellproliferation wie die Kontrolle des Zellzyklus und der Proteinsynthese, die auch fir
die virale Replikation wichtig sein kénnten.

Die Analyse der Wechselbeziehung zwischen HCV und der Signalvermittiung von EGF
ist zweiter und Kernteil der vorliegenden Dissertation.

3.2.1 EGF stimuliert die Replikation von HCV

Um zu Uberprifen, ob die HCV-Replikation von Wachstumsfaktoren wie EGF beeinflusst
wird, wurden Huh 9-13-Zellen mit EGF stimuliert und auf RNA- und Proteinebene
analysiert. Huh 9-13-Zellen beruhen auf der Hepatomazelllinie Huh7 und enthalten den
HCV-Replikationskomplex bestehend aus den nichtstrukturellen Proteinen NS3, NS4A,
NS4B, NS5A und NS5B *°. Wie in Abbildung 3.9 zu sehen, fiihrt die Stimulation dieser
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Zellen mit EGF zu einer gesteigerten Replikation des subgenomischen Replikons, was
durch Real-Time-PCR mit Hilfe von spezifischen Primern gegen virale RNA (HCV NS3)
gezeigt wurde. Neben der Steigerung der viralen RNA konnte auch eine erhéhte
Expression viraler Proteine wie NS3 beobachtet werden (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: EGF verstirkt die Replikation eines subgenomischen HCV-Replikons.
A) Huh 9-13-Zellen wurden mit IL6 (200 U/ml) oder EGF (50 ng/ml) fiir 24 Stunden stimuliert. Danach
wurde die RNA isoliert und durch Real-Time-PCR wurde die Expression von NS3 bestimmt. Zur
Auswertung wurde die ACT-Methode mit hSDHA als Referenz verwendet. Der Wert der Kontrolle wurde 1
gesetzt und die weiteren Werte wurden darauf bezogen. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage
dreier unabhéangiger Experimente erstellt, die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests
berechnet (p < 0.05). B) Huh 9-13-Zellen wurden mit EGF stimuliert und nach den angegebenen
Zeitpunkten lysiert. Jeweils 30 ug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert.
Mittels spezifischer Antikdrper wurden HCV NS3 und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

EGF induziert somit zellulare Signalkaskaden, die eine Steigerung der viralen
Replikation zur Folge haben. Es stellte sich nun die Frage, ob HCV umgekehrt die
Fahigkeit entwickelt hat, die EGF-Signalantwort zu manipulieren, um entweder EGF-
vermittelte Effekte auf die HCV-Replikation zu verstarken oder flr die virale Replikation
essentielle Bestandteile der EGF-Signalkaskade konstitutiv zu aktivieren.

3.2.2 HCV sensitiviert Zellen fiir die EGF-Signalantwort

Neben der Aktivierung von MAP(mitogen-activated protein)-Kinasen und STAT (signal
transducer and activator of transcription)-Molekilen vermittelt EGF seine zellularen

Effekte vor allem Uber das Anschalten zweier Signalkaskaden. Erstens wird durch
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Phosphorylierung der Tyrosinstellen 992 und 1173 im zytoplasmatischen Bereich des
EGF-Rezeptors die PLC (Phospholipase C)y-Signalkaskade aktiviert, zweitens durch
Phosphorylierung der Tyrosine 1068 und 1086 der PI3K (Phosphatidylinositol-3-
kinase)/Akt-Signalweg. Die Phosphorylierung des Tyrosinmotivs 845 in der
Kinasedoméane von EGFR stabilisiert den Rezeptor im aktivierten Zustand und hat eine
Steigerung der Kinaseaktivitat von EGFR zur Folge '*°.

In den das HCV-Replikon enthaltenden Huh 9-13-Zellen war im Vergleich zur
Kontrollzelllinie Huh7 die EGF-induzierte Phosphorylierung der Tyrosinstellen 845, 992,
1068 und 1173 verstarkt, wahrend sich bei der Aktivierung der Tyrosinstelle 1045 kein
Unterschied ergab (Abbildung 3.10). Die Phosphorylierung dieses Tyrosinmotivs hat
Cbl-abhangig die Ubiquitinylierung und Degradation von EGFR zur Folge.
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Abbildung 3.10: HCV sensitiviert Zellen fiir die EGF-Signalantwort. A) Huh7 und Huh 9-13-Zellen
wurden mit 200 U/ml IL6 oder 100 ng/ml EGF fiir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden
die Zellen lysiert, jeweils 30 pug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert.
Mittels spezifischer Antikdrper wurde die Phosphorylierung von EGFR an den Tyrosinstellen 845, 992,
1045, 1068 und 1173 sowie die Phosphorylierung von STAT3 an Tyrosin 705 nachgewiesen. Als
Beladungskontrolle wurden Antikdrper gegen EGFR und STAT3 eingesetzt. B) Die densitometrische
Auswertung der EGFR-Phosphorylierung nach 20min(tiger Stimulation mit 100 ng/ml EGF wurde auf die
entsprechenden Werte fir EGFR bezogen. Die Ergebnisse werden relativ zur auf 1 gesetzten Kontrolle
dargestellt. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage dreier unabhangiger Experimente erstellt, die
Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet (p < 0.05).

Die EGF-abhangige Aktivierung von PLCy, dargestellt durch Phosphorylierung an
Tyrosin 771, war in Huh 9-13 ebenfalls verstarkt (Abbildung 3.11). Die Aktivierung von
Akt an Serin 473 war in Huh 9-13-Zellen gegenlber Huh7 bereits basal erhéht, ein
Effekt, der durch EGF-Stimulation eine weitere Steigerung erfuhr (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.11: HCV verstéarkt die EGF-induzierte PLCy-Aktivierung. Huh7 und Huh 9-13-Zellen
wurden mit 200 U/ml IL6 oder 100 ng/ml EGF fiir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden
Vollzellextrakte hergestellt, jeweils 30 pg Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot
analysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurden an Tyrosin 771 phosphoryliertes PLCyl sowie als

Beladungskontrolle PLCy1 und GAPDH nachgewiesen.
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Abbildung 3.12: HCV verstéarkt die basale sowie die EGF-induzierte Akt-Aktivierung. Huh7 und Huh
9-13-Zellen wurden mit 10-100 ng/ml EGF fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden
Vollzellextrakte hergestellt, jeweils 30 pug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot
analysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurden an Serin 473 phosphoryliertes Akt sowie als
Beladungskontrolle Akt und GAPDH nachgewiesen.

Die Hemmung der EGFR-Kinaseaktivitat durch AG1478 flhrt zu einer vollstandigen
Inhibierung der EGF-induzierten Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors an
Tyr845 und Tyr1068 sowie der EGF-bedingten Phosphorylierung von Akt an Ser473
(Abbildung 3.13). Die Tatsache, dass die Hemmung der EGFR-Kinaseaktivitat durch
AG1478 keinen Einfluss auf die in Huh 9-13-Zellen verstarkte Akt-Phosphorylierung an
Serd73 ausibt, deutet darauf hin, dass diese von der Aktivitdt des EGF-Rezeptors
unabhangig ist.
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Abbildung 3.13: Die HCV-bedingte Verstarkung der basalen Akt-Aktivierung ist unabhangig von der
Aktivitat der EGFR-Kinase. Huh7 und Huh 9-13-Zellen wurden mit 10 pM AG1478 oder DMSO als
Kontrolle fir 16 h vorbehandelt und mit 100 ng/ml EGF fur die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach
wurden Vollzellextrakte hergestellt, jeweils 40 pg Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western
Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurden an Tyrosin 845 bzw. 1068 phosphorylierter EGFR,
an Serin 473 phoshoryliertes Akt und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

Die Préasenz des HCV-Replikationskomplexes sensitiviert somit die Wirtszelle fir den
EGF-Signalweg und fihrt zu einer verstarkten EGF-induzierten Aktivierung
nachgeschalteter Signalwege. Zusétzlich dazu tritt HCV-bedingt eine konstitutive

Aktivierung der Kinase Akt auf.

3.2.3 HCV supprimiert NS3/4A-abhangig die Expression von TC-PTP

Die erhéhte EGF-induzierte Aktivierung des EGF-Rezeptors kann einerseits durch
verstarkte Aktivierung des Rezeptors andererseits durch Supprimierung von
Negativregulatoren erreicht werden. Neben der Inhibierung der EGFR-Signalantwort
durch Internalisierung spielt die Negativregulation durch endogene Inhibitoren wie
zellulare Phosphatasen eine wichtige Rolle. AuBer fir SHP(src-homology

24 und PTP(protein tyrosine phosphatase)1iB '* konnte fir die

phosphatase)2
Tyrosinphosphatase TC-PTP (T-cell protein tyrosine phosphatase) belegt werden, dass
sie EGFR dephosphoryliert %% '/ Wie in Abbildung 3.14 gezeigt, sind die Proteinlevel
von TC-PTP in Zellen, die das subgenomische Replikon exprimieren, deutlich
herabreguliert, wahrend die Expression von SHP2 und PTP1B in diesen Zellen im

Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen nicht signifikant veréandert ist.
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Abbildung 3.14: Verringerung der TC-PTP-Proteinmenge durch das HCV-Replikon. Huh7 und Huh
9-13-Zellen wurden mit 10-100 ng/ml EGF fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden
Vollzellextrakte hergestellt, jeweils 30 pug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot
analysiert. Mittels spezifischer Antikérper wurden PTP1B, SHP2, TC-PTP und GAPDH
(Beladungskontrolle) nachgewiesen.

Die Tatsache, dass durch Behandlung der Huh 9-13-Zellen mit IFNa., die die Entfernung
des HCV-Replikons aus diesen Zellen bewirkt, die Proteinlevel von TC-PTP vollstandig
wiederhergestellt werden kdénnen, belegt, dass das HCV-Replikon fur die Hemmung der
TC-PTP-Expression verantwortlich ist (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Wiederherstellung der TC-PTP-Expression durch Heilung der Huh 9-13-Zellen vom
HCV-Replikon. Huh 9-13-Zellen wurden durch Behandlung mit IFNa vom HCV-Replikon geheilt und mit
unbehandelten Huh 9-13-Zellen und der entsprechenden Kontrollzelllinie (Huh7) verglichen. Die Zellen
wurden unstimuliert belassen oder mit 10-50 ng/ml EGF fir 20" inkubiert. Danach wurden Vollzellextrakte
hergestellt, jeweils 30 ug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels
spezifischer Antikérper wurden HCV NS3, TC-PTP und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.
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Da die TC-PTP-mRNA-Spiegel in Huh 9-13-Zellen und den entsprechenden
Kontrollzellen gleich hoch sind, ist davon auszugehen, dass eine Anderung der
Genexpression nicht fur die Herabregulation der Proteinlevel von TC-PTP verantwortlich
ist (Abbildung 3.16A). Es ist daher wahrscheinlich, dass HCV die TC-PTP-Expression
auf posttranskriptioneller Ebene beeinflusst.
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Abbildung 3.16: HCV hemmt TC-PTP nicht auf Transkriptionsebene. Aus Huh7 und Huh 9-13-Zellen
(A) bzw. HepG2 MOC und HepG2 NS3/4A Zellen (B) wurde die RNA isoliert und durch Real-Time-PCR
wurde die Expression von TC-PTP bestimmt. Zur Auswertung wurde die ACT-Methode mit hSDHA als
Referenz verwendet. Der Wert der Kontrolle wurde 1 gesetzt und der zweite Wert wurde relativ dazu
angegeben. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage dreier unabhangiger Experimente erstellt.

Ein durch HCV kodiertes Protein, von dem vermutet wurde, dass es in die Regulation
der TC-PTP-Expression involviert sein kénnte, ist die NS3/4A Protease/Helikase. So ist
belegt, dass HCV Uber eine NS3/4A-abhangige proteolytische Spaltung die
Proteinspiegel anderer zelullarer Proteine wie CARDIF und TRIF in der Wirtszelle direkt
beeinflusst und hierdurch Mechanismen der angeborenen antiviralen Immunitat
hemmt %3 Fiir die Untersuchung, ob NS3/4A in die Supprimierung der TC-PTP-
Expression durch HCV involviert ist, wurden stabil NS3/4A exprimierende Zellen
eingesetzt, wobei als Zelllinie HepG2 gewahlt wurde, da diese verglichen mit Huh7 eine
hepatozytenspezifischere Zellmorphologie und Genexpression aufweist. Hierbei wurde
zunachst versucht, Zelllinien zu etablieren, die NS3/4A konditional Tetrazyklin-abhangig
exprimieren, wobei in keinem der analysierten Klone eine vollstandige Suppression des
Transgens Uber Tetrazyklin erreicht werden konnte. Es wurden im weiteren Verlauf
daher HepG2-Zellen mit konstitutiver NS3/4A-Expression eingesetzt, in die NS3/4A Uber
retroviralen Gentransfer eingebracht worden war. Die an diesen Zellen erhobenen

Befunde entsprechen den Beobachtungen, die an Zellen gemacht wurden, die das
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HCV-Replikon exprimieren. So ist die TC-PTP-Expression auch in stabil NS3/4A
exprimierenden HepG2-Zellen nachhaltig erniedrigt und dies korreliert mit einer
verstérkten basalen Aktivierung von Akt sowie einer Verstarkung der EGF-induzierten
Aktivierung von Akt- und PLCy (Abbildung 3.17). Wie in Huh 9-13-Zellen ist auch in
HepG2 NS3/4A-Zellen die Menge an TC-PTP-mRNA verglichen mit den Kontrollzellen
nicht erniedrigt, so dass auch hier eher von einer Regulation der TC-PTP Expression

auf postranskriptioneller Ebene auszugehen ist (Abbildung 3.16B).
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Abbildung 3.17: HCV NS3/4A reguliert die TC-PTP-Proteinmenge herunter, verstarkt die basale Akt-
Aktivierung und sensitiviert Zellen fir EGF. HepG2 MOC und HepG2 NS3/4A Zellen wurden mit
10-100 ng/ml EGF fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden Vollzellextrakte hergestellt,
jeweils 30 ug Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper
wurden an Serin 473 phosphoryliertes Akt, an Tyrosin 771 phosphoryliertes PLCy1, HCV NS3, TC-PTP
sowie als Beladungskontrolle Akt, PLCy1 und GAPDH nachgewiesen.

Diese Daten konnten durch die Analyse von Lebergewebe aus transgenen Mausen mit
leberspezifischer NS3/4A-Expression bestatigt werden. Auch in NS3/4A-transgenen
Mé&usen tritt im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollm&usen eine starke Reduktion
der TC-PTP-Expression auf (Abbildung 3.18). Der EGF-Rezeptor ist in diesen Tieren
bereits basal an den Tyrosinstellen 845, 992, 1068 und 1173 phosphoryliert, daneben ist
auch Akt konstitutiv aktiviert (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Herunterregulation der TC-PTP-Proteinmenge sowie verstarkte Akt- und EGFR-
Aktivierung in Mdusen mit leberspezifischer NS3/4A-Expression. Aus Lebern NS3/4A-transgener
Mause sowie der entsprechenden Kontrollmause wurden Vollzelllysate hergestellt, davon wurden 100 pg
Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper wurden die
Phosphorylierung von EGFR an den Tyrosinstellen 845, 992, 1068 und 1173, die Phosphorylierung von
Akt an Serin 473, TC-PTP und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

Dass die TC-PTP-Expression in der Gegenwart von HCV eine deutliche Verringerung
erfahrt, konnte weiterhin durch die Analyse von Proben aus HCV-infizierten Patienten
belegt werden (Tabelle 3.1). In Proteinextrakten aus Lebergewebe von finf chronisch
HCV-infizierten Patientien war die TC-PTP-Expression gegentiber den entsprechenden
Kontrollen um ein Vielfaches erniedrigt (Abbildung 3.19.A). Die densitometrische
Analyse zeigte, dass die TC-PTP-Proteinmenge HCV-bedingt nur noch 1,5% des in den
Kontrollen erhaltenen Wertes betrug (Abbildung 3.19.B). Somit konnte erstmals gezeigt
werden, dass die TC-PTP-Expression in den Lebern von Patienten mit chronischer
HCV-Infektion substanziell erniedrigt ist.
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Nr. Geschlecht Alter Diagnose Histologie ALT Bilirubin Quick

3 weiblich 63 NASH, HCC v 13 0,6 89
4 mannlich 64 C2-Abusus, 0 15 0,4 84
HCC
5 weiblich 69 HCC 0 40 0,5 104
6 weiblich 29 HBV, HCC 1] 84 0,4 95
7 maéannlich 58 HCV (1b) \Y) 132 0,7 107
8 weiblich 42 HCV (1b) 0 28 0,4 101
9 weiblich 51 HCV (1b) 0 24 0,7 101
10 maéannlich 44 HCV (1b) Il 18 0,8 104
11 weiblich 64 HCV (1b), A\ 95 0,9 103
HCC

Tabelle 3.1: Patientendaten zu den in Abbildung 3.27 eingesetzten humanen Leberproben. Durch
histologische Analyse der Leberproben konnte keine (0), eine minimale (I), eine mittlere (II) oder eine
schwere (lll) Fibrose bzw. gar eine Zirrhose (IV) nachgewiesen werden. Abklirzungen: C2, Alkohol; HBV,
Infektion mit Hepatitis B Virus; NASH, nichtalkoholische Steatohepatitis; ALT, Alanin-Aminotransferase.
Die Normwerte lauten: Bilirubin < 1.1 mg/dl, ALT < 23 U/l und Quick 70% - 110%. Die Proben 1 und 2
werden im Material und Methoden-Abschnitt beschrieben.
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Abbildung 3.19: Verringerte TC-PTP-Proteinmenge in Patienten mit chronischer HCV-Infektion. A)
Aus Lebergewebe von HCV-infizierten Patienten sowie den entsprechenden Kontrollen wurden
Vollzelllysate hergestellt, davon wurden 30 ug Protein/Spur aufgetragen und durch Western Blot
analysiert. Mittels spezifischer Antikdérper wurden TC-PTP und p-Actin (Beladungskontrolle)
nachgewiesen. B) Densitometrische Auswertung der TC-PTP-Banden bezogen auf die entsprechenden 3-
Actin-Banden. Der Wert der Kontrolle wurde 1 gesetzt und der zweite Wert wurde relativ dazu angegeben.
Die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Tests berechnet (p < 0.05).

Zur Klarung, ob TC-PTP ein Substrat der NS3/4A-Protease ist, wurde ein in vitro-Assay
mit rekombinanter funktioneller und mutierter NS3/4A ohne Proteaseaktivitat
durchgefiihrt. Um ausreichende TC-PTP-Mengen zur Verfigung zu haben, wurden
Lysate aus mit einem TC-PTP exprimierenden Vektor transfizierten Huh7-Zellen
eingesetzt. Abbildung 3.20 zeigt, dass die TC-PTP-Proteinmenge
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konzentrationsabhangig abnimmt, wenn die Zelllysate mit unterschiedlichen NS3/4A-
Konzentrationen inkubiert werden, aber keine Anderung erfahrt, wenn die mutierte
NS3/4A ohne Proteasaktivitdt verwendet wird. Parallel zur Abnahme der TC-PTP-
Proteinmenge erscheint auf einer Héhe von etwa 22 kD eine Bande, die vom TC-PTP-
Antikdrper erkannt wird und somit wahrscheinlich einem TC-PTP-Spaltprodukt
entspricht. Diese Bande ist jedoch nur im in vitro Experiment und nicht in den
durchgefiihrten Zellkulturexperimenten zu sehen, da die endogenen TC-PTP-

Proteinmengen daflr scheinbar zu gering sind.

funkt mut
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Abbildung 3.20: Spaltung von TC-PTP in einem in vitro-Cleavage-Assay mit rekombinantem NS3/4A.
Huh7 Zellen wurden mit 2,5 pug des Expressionsvektors p3XFlag-hnTC-PTP transfiziert. 48h danach
wurden Vollzelllysate hergestellt und in einem Proteaseassay mit den angegebenen Mengen an
funktionellem NS3/4A (funkt) oder mutiertem NS3/4A mit gestorter Proteaseaktivitat (mut) versetzt. Nach
3h wurde die Reaktion gestoppt und 50 pug Protein/Spur wurden durch Western Blot analysiert. Mittels
spezifischer Antikdrper wurden TC-PTP und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

3.2.4 Der Knockdown von TC-PTP fihrt zu verstarkter EGF-induzierter
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und zu erhdhter basaler und EGF-
induzierter Akt-Aktivierung

Bisherige Publikationen berichten, dass TC-PTP die EGF-induzierte EGFR-
Phosphorylierung und die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege wie dem PI3K/Akt-

126, 127, 191 Um zu

Weg in Cos1-Zellen, HeLa-Zellen und murinen Fibroblasten hemmt
untersuchen, ob die Hemmung der TC-PTP-Expression auch in Hepatoma-Zelllinien die

EGF-Signalkaskade verstarkt, wurden Huh7-Zellen mit spezifisch gegen humanes TC-
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PTP gerichteter siRNA transfiziert, die Transfektion mit GFP siRNA diente als Kontrolle.
Der spezifische Knockdown von TC-PTP hatte eine erhdhte EGF-induzierte
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors an den Tyrosinstellen 845, 992, 1068 und 1173
zur Folge, jedoch keine konstitutive Phosphorylierung von EGFR unter basalen
Bedingungen (Abbildung 3.21). Daneben fihrte die Behandlung von Huh7 mit TC-PTP
siRNA zu einer verstarkten EGF-induzierten Akt-Aktivierung. Die Supprimierung der TC-
PTP-Expression resultierte zuséatzlich zur Erhéhung der EGF-induzierten Akt-Aktivierung
auch in einer gesteigerten basalen Akt-Phosphorylierung (Abbildung 3.21). TC-PTP ist
also in der Lage, Akt auch in Abwesenheit von EGF durch einen EGFR-unabhangigen

Mechanismus zu aktivieren.

GFP siRNA TC-PTP siRNA
EGF 100 ng/ml .o 20" 40° 60 120'24ofl- - 20" 40° 60" 120° 2402
" - <4 EGFR pTyr845
P , - <« EGFR pTyr992
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- —————_L SR .Y
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e —————— e —
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Abbildung 3.21: TC-PTP hemmt die EGF-abhédngige Signalantwort und die basale Akt-Aktivierung.
Huh7 Zellen wurden mit fir TC-PTP spezifischen siRNA oder als Kontrolle mit GFP siRNA transfiziert und
mit 100 ng/ml EGF fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert, jeweils
30 ug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper
wurde die Phosphorylierung von EGFR an den Tyrosinstellen 845, 992, 1068 und 1173, die
Phosphorylierung von Akt an Serin 473, TC-PTP, EGFR, Akt und GAPDH (Beladungskontrolle)

nachgewiesen.
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3.2.5 TC-PTP reguliert die Akt-Aktivierung durch Dephosphorylierung von PP2A

Die basale Aktivierung von Akt durch Phosphorylierung an Threonin 308 und Serin 473
ist in mit TC-PTP siRNA transfizierten Huh7 gegentber der Kontrolle erhéht (Abbildung
3.21 und 3.22) und tritt in den das HCV-Replikon enthaltenden Huh 9-13-Zellen
verglichen mit Huh7 ebenfalls verstarkt auf (Abbildung 3.12, 3.13 und 3.23).

Ein Signalweg, der fir die EGF-unabh&ngige Aktivierung von Akt in Frage kommen
kénnte, ist der c-Src-Signalweg. C-Src wird in murinen embryonalen Fibroblasten von
TC-PTP an Tyrosin 418 dephosphoryliert "% und verstarkt die Akt-Aktivitat durch
Phosphorylierung spezifischer Tyrosinmotive, z.B. Tyrosin 326 8. Weder die c-Src-
Phoshorylierung an Tyrosin 418 noch die Akt-Phosphorylierung an Tyrosin 326 sind
jedoch im Vergleich der mit TC-PTP siRNA mit den mit GFP siRNA transfizierten Huh7
differentiell reguliert (Abbildung 3.22). Auch die das HCV-Replikon exprimierenden Huh
9-13-Zellen zeigen gegenltber Huh7 keinen Unterschied in der Phosphorylierung von
Src Tyr418 oder Akt Tyr326 (Abbildung 3.23). Neben der Aktivierung durch
Phosphorylierung an Tyrosin 418, kann c-Src durch Phosphorylierung an Tyrosin 529
inhibiert werden. Diese war ebenfalls weder durch TC-PTP siRNA noch durch
Expression des HCV-Replikons verandert (Abbildung 3.22 und 3.23). Dies weist darauf
hin, dass c-Src fUr die konstitutive Aktivierung von Akt nicht relevant ist.

Ein weiterer Mechanismus, der fir die konstitutive Akt-Aktivierung verantwortlich sein
kénnte, ist die Stérung der negativen Feedback-Kontrolle. Einer der wichtigsten
negativen Regulatoren des Akt-Signalweges ist PTEN (phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome ten). PTEN wird durch Phosphorylierung an Serin 380
sowie Threonin 382 und 383 stabilisiert, was zu einer Erhéhung der Phosphatase-
Aktivitat von PTEN fahrt. Um zu untersuchen, ob die PTEN-Aktivitat in Abwesenheit von
TC-PTP oder in Anwesenheit von HCV-Proteinen erniedrigt ist, wurde die
Phosphorylierung von PTEN an Serin 380 sowie Threonin 382 und 383 in Zellen, in
denen die TC-PTP-Expression durch spezifische siRNA supprimiert wurde oder in
Zellen, die das HCV-Replikon exprimieren, analysiert. In beiden Experimenten war die
PTEN-Phosphorylierung gegenltber den Kontrollen nicht verdndert (Abbildung 3.22 und
3.23). Die Steigerung der Akt-Aktivierung ist somit auch nicht eine Folge der Inhibierung
der PTEN-AKktivitat.
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Eine weitere Phosphatase, die den Akt-Signalweg negativ beeinflusst, ist PP (protein
phosphatase)2A. PP2A inaktiviert Akt, indem es Akt vor allem an Threonin 308
dephosphoryliert *°. PP2A selber wird durch Phosphorylierung an der Tyrosinstelle 307
inaktiviert "% % Eine verstarkte Phosphorylierung von PP2A an Tyrosin 307 wiirde
somit die PP2A-Aktivitat verringern und in einer erhdhten Akt-Aktivierung resultieren.
Diese PP2A-Phosphorylierung an Tyrosin 307 ist in mit TC-PTP transfizierten Huh7
gegeniber der Kontrolle erhdht (Abbildung 3.22) und tritt in den das HCV-Replikon
enthaltenden Huh 9-13-Zellen verglichen mit Huh7 ebenfalls verstarkt auf (Abbildung
3.23). Die Supprimierung der TC-PTP-Expression hat demzufolge eine Erhéhung der
PP2A-Phosphorylierung an Tyrosin 307 zur Folge, die zumindest zum Teil eine
Erklarung far die Verstarkung der basalen Akt-Aktivierung bei verringerter TC-PTP-

Expression bietet.
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Abbildung 3.22: TC-PTP ist ein negativer Regulator der basalen Aktivierung von Akt an Thr308 und
Ser473 sowie der Phosphorylerung von PP2A an Tyr307. A) Huh7 Zellen wurden mit fir TC-PTP
spezifischen siRNA oder als Kontrolle mit GFP siRNA transfiziert und fir 48 h kultiviert. Danach wurden
die Zellen lysiert, jeweils 30 ug Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert.
Mittels spezifischer Antikdrper wurden die Phosphorylierung von Akt an Serin 473, Threonin 308 und
Tyrosin 326, die Phosphorylierung von Src an den Tyrosinstellen 418 und 529, die Phosphorylierung von
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PP2A an Tyrosin 307, die Phosphorylierung von PTEN an Serin 380 sowie den Threoninstellen 382 und
383, Akt, Src, PP2A, PTEN, TC-PTP und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen. B) In der
densitometrischen Auswertung wurde die Phosphorylierung jedes Proteins auf die Intensitat des Wertes
des entsprechenden unphosphorylierten Proteins bezogen (z.B. Akt pSer473/Akt). Die Ergebnisse werden
relativ zur auf 1 gesetzten Kontrolle dargestellt. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage von vier
unabhangigen Experimenten erstellt, die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet
(p < 0.05). Alle Phosphorylierungen wurden analysiert, jedoch nur bei signifikanten Unterschieden

graphisch dargestellt.

A B
Huh7  Huh 9-13 Akt pThr308 Akt pSerd73
f I 1 o 4. (- NP
Wi i e e <4 Akt pSer 473 § 4 * § ® .
2 3- )
w = <AktpThr308 > > 41
] []
S 8 0 8 < Akt pTyr326 a 21 -
— v — 4 AKE 2 14 § 21
W e e < srcpTyra18 e 0 o
- - - < 0- = 0
¥ < Src pTyr 529 = " Huh7 Huh  © ~ Huh7 Huh
o < Src 13 913
S e == < PP2A pTyr 307 o PP2A pTyr307
- - - 4 PP2A 5 2 *
"= == = < PTEN pSer380/pThr382/383 1; 1,51
. — — 4 PTEN 2 1]
o
o e - 4
< TC-PTP S 05+
— < NS3 5 0
s 0
—— 4 GAPDH = Huh7 Huh
1 2 3 4 9-13

Abbildung 3.23: Das HCV-Replikon ist ein negativer Regulator der basalen Aktivierung von Akt an
Thr308 und Ser473 sowie der Phosphorylerung von PP2A an Tyr307. Huh7 und Huh 9-13-Zellen
wurden bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert. Danach wurden die Zellen lysiert, jeweils 30 pg
Protein/Spur wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper
wurden die Phosphorylierung von Akt an Serin 473, Threonin 308 und Tyrosin 326, die Phosphorylierung
von Src an den Tyrosinstellen 418 und 529, die Phosphorylierung von PP2A an Tyrosin 307, die
Phosphorylierung von PTEN an Serin 380 sowie den Threoninstellen 382 und 383, Akt, Src, PP2A, PTEN,
TC-PTP und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen. B) In der densitometrischen Auswertung wurde
die Phosphorylierung jedes Proteins auf die Intensitdt des Wertes des entsprechenden
unphosphorylierten Proteins bezogen (z.B. Akt pSer473/Akt). Die Ergebnisse werden relativ zur auf 1

gesetzten Kontrolle dargestellt. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage von vier unabhangigen
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Experimenten erstellt, die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet (p < 0.05). Alle
Phosphorylierungen wurden analysiert, jedoch nur bei signifikanten Unterschieden graphisch dargestellt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Herabregulation der TC-PTP-
Expression sowohl durch die NS3/4A-Protease von HCV als auch durch spezifischen
TC-PTP-Knockdown durch siRNA erstens zu einer Verstarkung der EGFR-
Signalkaskade in Hepatozyten und zweitens zu einer gesteigerten basalen sowie
erhéhten EGF-induzierten Akt-Aktivierung fihrt. AuBerdem hat die Erniedrigung der TC-
PTP-Expression eine Erhéhung der basalen Phosphorylierung von PP2A an Tyrosin
307 zur Folge, die durch Inhibierung der PP2A-Aktivitat zur konstitutiven Aktivierung von
Akt beitragen kdnnte.

3.2.6 Die Akt-Aktivitat ist essentiell fiir die HCV-Replikation

Die bisher erbrachten Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation mit EGF die HCV-
Replikation steigert und dass HCV durch NS3/4A-bedingte TC-PTP-Suppression sowohl
zu einer Verstarkung der EGFR-Signalkaskade als auch zu konstitutiver Akt-Aktivierung
fihrt. Um die Rolle von Akt fir die virale Replikation nédher zu bestimmen, wurde der
Einfluss von gegen Akt gerichteter siRNA sowie des Inhibitors Triciribine, der spezifisch
die Akt-Aktivitat hemmt, aber auf die enzymatische Aktivitat von PDK (phosphoinositide-

195 untersucht.

dependent kinase)1 und PI3K nicht inhibierend wirkt
Obwohl die Hemmung der Akt-Expression durch die Transfektion von Huh 9-13 mit Akt
siRNA nicht vollstandig war (Abbildung 3.24.A), hatte der Akti-Knockdown sowohl in
unstimulierten als auch in EGF-stimulierten Huh 9-13-Zellen eine deutliche Verringerung
der Menge an viraler mRNA zur Folge (Abbildung 3.24.B und C). Die Behandlung von
Huh 9-13 mit dem Akt-Inhibitor Triciribine resultierte in einer sowohl zeit- als auch
konzentrationsabhangigen Reduktion von basaler wie auch EGF-induzierter HCV-

Replikation (Abbildung 3.25.A und B).
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Abbildung 3.24: Reduktion von basaler und EGF-induzierter HCV-Replikation durch spezifisch
gegen Akt gerichtete siRNA. A) Huh 9-13-Zellen wurden mit Akt siRNA oder als Kontrolle mit GFP
siRNA transfiziert und fiir 52 h kultiviert. Danach wurden die Zellen lysiert und jeweils 30 ug Protein/Spur
wurden aufgetragen und durch Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper wurden Akt und
GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen. B) und C) Huh 9-13-Zellen wurden mit Akt siRNA oder als
Kontrolle mit GFP siRNA transfiziert und fir 52 h kultiviert. 24 h (B) bzw. 48 h (C) vor der Lyse wurden die
Zellen mit 50 ng/ml EGF stimuliert, danach wurde die RNA isoliert und durch Real-Time-PCR die
Expression von NS3 bestimmt. Zur Auswertung wurde die ACT-Methode mit hSDHA als Referenz
verwendet. Der Wert der Kontrolle wurde 1 gesetzt und die weiteren Werte wurden darauf bezogen. Die
Standardabweichung wurde auf Grundlage dreier unabhangiger Experimente erstellt, die Signifikanz (*)
wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet (p < 0.05).
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Abbildung 3.25: Reduktion von basaler und EGF-induzierter HCV-Replikation durch Hemmung der
Akt-Aktivitat. Huh 9-13-Zellen wurden mit 5 bzw. 20 uM Triciribine flr 24, 48 bzw. 72 h (A) oder 48 h (B)
bzw. mit DMSO als Kontrolle mit oder ohne 50 ng/ml EGF wie angegeben stimuliert. Danach wurde die
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RNA isoliert und durch Real-Time-PCR die Expression von NS3 bestimmt. Zur Auswertung wurde die
ACT-Methode mit hSDHA als Referenz verwendet. Der Wert der Kontrolle wurde 1 gesetzt und die
weiteren Werte wurden darauf bezogen. Die Standardabweichung wurde auf Grundlage dreier
unabhangiger Experimente erstellt, die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet
(p < 0.05).

Die Aktivierung von Akt scheint somit einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der

Bedingungen zu leisten, die flr ein effektives Ablaufen der HCV-Replikation nétig sind.

3.2.7 Die EGFR-AKktivitat ist fir die HCV-Replikation nicht essentiell, aber fir die die
HCV-Replikation verstarkenden Effekte von EGF notwendig

Nachdem der entscheidende Beitrag der konstitutiven Aktivierung von Akt fir die HCV-
Replikation gezeigt werden konnte, war der nachste Schritt, die Rolle der EGFR-
Aktivierung fir die HCV-Replikation zu analysieren. Dazu wurden die Effekte von
Inhibitoren, die spezifisch die Aktivierung von EGFR (AG1478) und PI3K (LY294002)
hemmen, untersucht. Die Inhibition der EGFR-Aktivitdt durch AG 1478 (Abbildung
3.26.A) sowie der PI3K-Aktivitat durch LY294002 (Abbildung 3.26.B) jeweils in
Konzentrationen von 1 und 10 pM fihrte zu einem vollstdndigen Verlust der
verstarkenden Wirkung von EGF auf die HCV-Replikation, hatte jedoch keinen Einfluss

auf die virale Replikation in Abwesenheit von EGF.
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Abbildung 3.26: Reduktion der EGF-induzierten aber nicht der basalen HCV-Replikation durch
Hemmung der EGFR- bzw. PI3K-Aktivitat. Huh 9-13-Zellen wurden mit 1 bzw. 10 uM AG1478 flir 24 h
(A) oder 1 bzw. 10 uM LY294002 fiir 48 h (B) bzw. mit DMSO als Kontrolle mit oder ohne 50 ng/ml EGF
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wie angegeben stimuliert. Danach wurde die RNA isoliert und durch Real-Time-PCR die Expression von
NS3 bestimmt. Zur Auswertung wurde die ACT-Methode mit hSDHA als Referenz verwendet. Der Wert
der Kontrolle wurde 1 gesetzt und die weiteren Werte wurden darauf bezogen. Die Standardabweichung

wurde auf Grundlage dreier unabhéngiger Experimente erstellt, die Signifikanz (*) wurde mit Hilfe des
Student’s t-Tests berechnet (p < 0.05).

Die Aktivierung des EGF-Rezeptors fUhrt somit zu einer Verstédrkung der HCV-
Replikation, ist aber flr die virale Replikation nicht essentiell.
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4 DISKUSSION

4.1 HCV NS3/4A beeinflusst die intrahepatische Signalvermittlung durch
Modulation der Zytokin- und Chemokinsekretion

Transgene Tiere mit leberspezifischer Expression von NS3/4A weisen eine erhdhte
Toleranz gegentber hepatotoxischen Stimuli wie LPS (Lipopolysaccharid)/D-GalN (D-
Galaktosamin), TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)o/D-GalN oder Tetrachlorkohlenstoff auf ©.
Die molekularen Mechanismen, Uber die die hepatozytenspezifische Expression von
NS3/4A die Hepatotoxizitdt von LPS/D-GalN bzw. TNFa/D-GalN unterdriickt, sind
ungeklart. Die Beobachtung, dass Lebern NS3/4A-transgener Tiere eine reduzierte
Population an murinen plasmazytoiden dendritischen Zellen (CD11c*/CD11b7/
MHC-II"/Ly6C/G*) und CD4* T-Zellen aufweisen, legt jedoch nahe, dass
moglicherweise ein kausaler Zusammenhang zwischen der Anderung der
Zusammensetzung immunkompetenter Zellen und dem protektiven Effekt von NS3/4A
besteht. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Aufklarung der
molekularen Mechanismen, Uber die NS3/4A die hepatotoxischen Effekte von TNFo/D-
GalN und LPS/D-GalN supprimiert.

Eigene Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT (signal transducer and activator of transcription )1 in Lebern
NS3/4A-transgener Mause in Reaktion auf LPS/D-GalN bzw. TNFo/D-GalN gestért ist
(Abbildung 3.1), wahrend die IFN (Interferon)-induzierte STAT1-Aktivierung unverandert
ablauft (Abbildung 3.2). Diese Befunde legen nahe, dass die NS3/4A-bedingte
Hemmung der STAT1-Aktivierung indirekt verlduft. Daflr spricht auch, dass die
intrahepatische IFNy-Expression NS3/4A-transgener Tiere verglichen mit den
entsprechenden Kontrolltieren deutlich erniedrigt ist (Abbildung 3.3). Da IFNy nicht von
Hepatozyten freigesetzt wird, muss NS3/4A im Hepatozyten die Freisetzung von
Faktoren modulieren, die die Rekrutierung oder Aktivierung immunkompetenter Zellen
bewirken. In Frage kdmen hierbei vor allem Chemokine wie z.B. CXCL9, CCL2 und
CCL17. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass NS3/4A die CXCL9-Expression in der



Diskussion 92

Leber hemmt (Abbildung 3.4A). Die NS3/4A-bedingte Hemmung der CXCL9-Expression
kébnnte die Rekrutierung von Immunzellen wie aktivierten Thi1-Zellen und
plasmazytoiden dendritischen Zellen in die Leber inhibieren. Weiterhin weisen erste
Befunde auf eine NS3/4A-vermittelte Steigerung der Expression der Chemokine CCL2
und CCL17 hin (Abbildung 3.4B/C), die dem gegenwartigen Stand der Literatur zur
Folge fur die Rekrutierung von Monozyten und Th2-Zellen in die Leber und die
Verstarkung der Th2-Antwort gegentber der Th1-Antwort verantwortlich sind. AuBerdem
wurden weitere Signalwege wie die p38MAPK-| NF (nuclear factor)xB- und STAT3-
Signalkaskaden charakterisiert, die in NS3/4A-transgenen Tieren im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrolltieren in ihrer Aktivierung oder Expression Unterschiede
aufweisen (Abbildung 3.5, 3.6, 3.7 und 3.8) und zur erhdhten Toleranz NS3/4A-
transgener Mause gegenltber LPS und TNFa beitragen kénnten, da alle drei
Signalwege eine zentrale Rolle in der Regulation der Expression von Zytokinen und
Chemokinen spielen.

Die Applikation von LPS/D-GalN bzw. TNFo/D-GalN zur Induktion eines Leberschadens
dient als in vivo-Modell fiir durch Immunzellen vermittelte Hepatitiden '° '%”. Die Gabe
von D-GalN hat die Depletion von UTP (Uridintriphosphat) und anderen Nukleotiden zur
Folge und verursacht somit einen Block der RNA- und Proteinsynthese. TNFa spielt fur
die Pathogenese des LPS/D-GalN-induzierten Leberschadens eine entscheidende
Rolle, da ein Anstieg des TNFoa-Spiegels dem Leberversagen vorhergeht und TNFR1
fiir die Induktion des Leberschadens essentiell ist '°. AuBerdem verhindert die Gabe
neutralisierender Antikdrper gegen TNFa den Tod durch endotoxischen Schock in mit
LPS behandelten Mausen ' sowie mit Escherichia coli infizierten Pavianen '¥’. TNFa
ist far die Rekrutierung von Immunzellen in die Leber und die Ausbildung von
Infektionsherden entscheidend, wirkt aber auch direkt auf Hepatozyten. Da D-GalN die
Transkription antiapoptotischer Faktoren Gber die Aktivierung von NFxB in Hepatozyten
verhindert, induziert die Gabe von LPS/D-GalN bzw. TNFo/D-GalN FADD- und Caspase
8-abhangig vor allem das Auftreten von Apoptose und nachfolgend Nekrose in der
Leber.

Die indirekten Effekte von TNFa auf Hepatozyten werden dadurch erklart, dass TNFa

die Akkumulation von Immunzellen in der Leber vermittelt. Nach intraperitonealer
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Applikation von LPS wird LPS in der Leber von Kupffer-Zellen Gber TLR4 spezifisch
erkannt. Diese schitten als Reaktion darauf proinflammatorische Zytokine wie TNFa
aus, das die Infiltration von Neutrophilen in die Leber bewirkt und in sinusoidalen
Endothelzellen und Hepatozyten die Expression von VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) transkriptionell
aktiviert """"1'* Weiterhin sezernieren Kupffer-Zellen das Chemokin CCL2, das die
Infiltration von Monozyten und nachfolgend NK-Zellen in die Leber induziert. NK-Zellen
stimulieren Uber die Ausschittung von IFNy in sinusoidalen Endothelzellen und
Hepatozyten die Produktion der Chemokine CXCL9 und CXCL10, die die Rekrutierung
von dendritischen Zellen und Th1-Zellen in die Leber bewirken. VCAM-1 und ICAM-1
vermitteln die transendotheliale Migration von Neutrophilen und T-Zellen sowie deren
direkte Adhasion an Hepatozyten, die die Apoptose von Hepatozyten zur Folge
hat ''* "% T-Zellen sind neben NK-Zellen die Hauptproduzenten von IFNy. Die T-Zell-
bedingte Ausschittung von IFNy hat eine erneute Induktion der Expression von CXCL9
und CXCL10 zur Folge, was zu einer Amplifikation der Entzindungsantwort fihrt.

Die deutliche Reduktion der TNFa-vermittelten intrahepatischen [|FNy-Expression
(Abbildung 3.3) sowie die vollstandige Hemmung der TNFa-vermittelten STAT1-
Aktivierung (Abbildung 3.1) in NS3/4A-transgenen Tieren verglichen mit den
entsprechenden Kontrolltieren lassen auf eine bedeutende Rolle von IFNy und der
STAT1-bedingten Genexpression bei der Resistenz NS3/4A-transgener Tiere
gegeniber LPS/D-GalN bzw. TNFo/D-GalN-vermitteltem Leberschaden schlieBen.
Befunde anderer Arbeitsgruppen weisen ebenfalls in diese Richtung. Nach Gabe von
LPS erfolgt zunachst ein Anstieg des TNFa-Spiegels im Serum der behandelten Mause,
gefolgt von einer Erhdhung des IFNy-Spiegels '®. Die Gabe neutralisierender Antikdrper
gegen IFNy vermag es die letale Wirkung hoher Dosen von LPS bzw. TNFa vollstandig

aufzuheben 188

. Dabei ist die Aktivierung von STAT1 als Signalelement der IFNy-
induzierten Signalkaskade essentiell fir die Vermittlung der LPS/D-GalN-induzierten
Leberschadigung sowie Apoptose von Hepatozyten ' '® Eine chronische HCV-
Infektion ist ebenfalls mit erhdhten IFNy-Spiegeln in Serum und Leber assoziiert, die mit

der Schwere des Leberschadens korrelieren 1% 120,
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IFNy vermittelt Gber STAT1 eine Vielzahl antiproliferativer und proapoptotischer Effekte.
STAT1 hemmt das Zellwachstum durch Induktion des CdK (cyclin-dependent kinase)-

1waft 121 "\wahrend gleichzeitig proapoptotische Faktoren wie die Caspasen

Inhibitors p2
1, 3 und 8 '?* 122 Bak %8 iINOS (inducible nitric oxide synthase) 2> %, TRAIL (tumor
necrosis factor related apoptosis-inducing ligand) ¥’ und Fas bzw. FasL '® in ihrer
Expression  gesteigert  werden.  Weiterhin ~ wirkt  STAT1 auch  durch
transkriptionsunabhangige Mechanismen proapoptotisch, indem es mit p53 '?° oder
TRADD (tumor necrosis factor-receptor 1-associated death domain protein) '*°
interagiert. Die Hemmung der TNFo-vermittelten IFNy-Expression sowie STAT1-
Aktivierung in den Lebern NS3/4A-transgener Tiere sollte somit eine entscheidende
Rolle bei deren Resistenz gegeniber LPS/D-GalN bzw. TNFo/D-GalN-vermitteltem
Leberschaden spielen.

Die erzielten Befunde lassen darauf schlieBen, dass die NS3/4A-bedingte Hemmung
der LPS- bzw. TNFa-induzierten STAT1-Aktivierung in der Leber keine intrazellulare
Inhibition der interferon-induzierten STAT1-Aktivierung zur Ursache hat, sondern dass
dafir die Inhibition der Sekretion von IFNy verantwortlich ist. Weder SOCS1, SOCSS3
oder SHP2 noch PIAS1 oder PP2A, die wichtige Negativregulatoren der STAT1-
vermittelten Genexpression sind, waren in ihrer Expression in NS3/4A-transgenen
Tieren im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren nach Applikation von LPS/D-
GaIN- bzw. TNFo/D-GalN signifikant veréndert. Weiterhin hatte die Behandlung
NS3/4A-transgener Tieren mit IFNa (Abbildung 3.2A) bzw. IFNy (Abbildung 3.2B) keine
Hemmung der STAT1-Aktivierung zur Folge. In NS3/4A-transgenen Tieren trat
gegenlber den entsprechenden Kontrolltieren nur eine etwas verspatete Aktivierung
von STAT1 auf, die nicht die Erklarung fir die vollstdndige Inhibition der STAT1-
Aktivierung in NS3/4A-transgenen Mausen verglichen mit Wild-Typ-Mausen nach Gabe
von LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN bietet.

In NS3/4A-transgenen Tieren konnte in vorlaufigen Befunden eine verstérkie
intrahepatische Expression von CCL2 festgestellt werden (Abbildung 3.4B). Dies kénnte
zu einer Erhéhung der Rekrutierung von Monozyten in die Leber flhren, die wiederum
eine verstarkte Aktivierung von NK-Zellen bewirken kdénnten. Die NK-Zell-vermittelte
Induktion der CXCL9-Ausschittung durch Hepatozyten, die fir die Rekrutierung von
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dendritischen Zellen und T-Zellen benétigt wird, kdnnte dagegen durch die NS3/4A-
bedingte Hemmung der CXCL9-Expression (Abbildung 3.4A) herabgesetzt sein. Die
Inhibition der CXCL9-Expression durch NS3/4A kénnte die Erklarung dafur bieten, dass
in NS3/4A-transgenen Mausen die Anzahl an CD4* T-Zellen deutlich verringert ist °°.
CXCL9 ist nicht nur in die Rekrutierung von Th1-Zellen sondern auch in die von
plasmazytoiden dendritischen Zellen involviert, besitzt jedoch keine chemotaktische
Aktivitat gegenUber anderen Typen dendritischer Zellen wie myeloiden dendritischen
Zellen ¥ Die NS3/4A-bedingte Hemmung der CXCL9-Expression kénnte damit
auch zur Verringerung der Anzahl an murinen plasmazytoiden dendritischen Zellen
(CD11c*/CD11b/MHC-II int/Ly6C/G* dendritische Zellen) in den Lebern NS3/4A-
transgener Tiere beitragen . Die Erniedrigung der mCXCL9-Expression in den Lebern
NS3/4A-transgener Tiere im Vergleich zu Wild-Typ-Tieren kdnnte somit durch die
Verringerung der Rekrutierung von Th1-Zellen und plasmazytoiden dendritischen Zellen
eine Abschwachung der Th1-vermittelten Immunantwort zur Folge haben. Da diese bei
der Entstehung des LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN-induzierten Leberschadens eine
entscheidende Rolle spielt, kénnte die Inhibition der CXCL9-Expression die deutlich
geringere Sensitivitdt NS3/4A-transgener Tiere verglichen mit den entsprechenden
Kontrolltieren gegentiber LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN bewirken.

Durch CCL2 rekrutierte Monozyten sezernieren TNFoa, das der Leberschadigung
entgegenwirken koénnte, indem es die Proliferation der Hepatozyten steigert und die
Leberregeneration férdert '°°. Weiterhin stimuliert CCL2 die Reifung von T-Zellen zu
Th2-Zellen und vermindert das Potential von Th1-Zellen, IFNy zu produzieren 2%°. CCL2
fihrt dadurch zur Verschiebung des Th2/Th1-Quotienten in Richtung der Th2-Antwort
(humorale Immunitat) 2°'. Dies wird durch CCL17 weiter verstarkt, das zur Rekrutierung
von Th2-Zellen in die Leber beitragt. Die Expression von mCCL17 scheint in der Leber
NS3/4A-transgener Mause wie die von mCCL2 erhéht zu sein (Abbildung 3.4C). Die
Erhéhung der mCCL2- bzw. mCCL17-Spiegel in den Lebern NS3/4A-transgener Tiere
verglichen mit den entsprechenden Kontrolltieren kénnte somit durch die Abschwéachung
der Thi1-Antwort, die bei der Entstehung des LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN-
induzierten Leberschadens eine entscheidende Rolle spielt, einen wichtigen Beitrag zur
Resistenzbildung NS3/4A-transgener Tiere gegentber den hepatotoxischen Effekten
von LPS/D-GalN- bzw. TNFo/D-GalN leisten.
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Die Expression eines vollstdndigen HCV-Genoms in Hela-, HepG2- und Huh7-Zellen
hatte die Induktion von CCL2 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene zur
Folge 2®. In Patienten mit chronischer HCV-Infektion wurde ebenfalls eine Erhdhung der
hepatischen CCL2-Expression festgestellt ®. Dies spricht dafiir, dass die durch CCL2
vermittelten Effekte auch in mit HCV infizierten Patienten eine Rolle spielen. Eine HCV-
bedingte Veranderung der Expression von CCL17 wurde bisher noch nicht beschrieben.
In Patienten mit chronischer Hepatitis C wurden sowohl peripher als auch intrahepatisch
erhdhte CXCL9-Spiegel gemessen %! Da HCV von einer Steigerung der antiviralen
T-Zell-Antwort in der Leber keinen Vorteil hat, kénnte man spekulieren, dass HCV durch
die NS3/4A-bedingte Hemmung der CXCL9-Expression in Hepatozyten die
Rekrutierung von T-Zellen in die Leber zu vermindern versucht. Ohne die Inhibition der
CXCL9-Expression durch NS3/4A ware der T-Zell-vermittelte Leberschaden wahrend
einer chronischen HCV-Infektion wahrscheinlich noch héher. AuBerdem wéare ohne die
NS3/4A-bedingte Hemmung der CXCL9-Expression auch die Bekdmpfung des Hepatitis
C Virus durch T-Zellen eventuell erfolgreicher. Eine Erklarung fur die erhéhten CXCL9-
Spiegel bei chronisch mit HCV infizierten Patienten bietet sicherlich die Tatsache, dass
CXCL9 nicht nur von Hepatozyten sondern auch von weiteren in der Leber
vorkommenden Zelltypen wie z.B. sinosoidalen Endothelzellen exprimiert wird, die nicht
von HCV infiziert werden und somit in ihrer CXCL9-Produktion auch nicht durch NS3/4A
beeinflusst werden.

Neben einer Hemmung der STAT1-Aktivierung liegt in NS3/4A-transgenen Tieren eine
verstarkte Aktivierung von STAT3 vor (Abbildung 3.8). STAT3 ist ein bedeutender
Gegenspieler von STAT1, indem STAT3 durch Steigerung der Expression wichtiger
Zellzyklus- und Apoptoseregulatoren wie Bcl-X, c-Myc, Mcl-1, Survivin oder Zyklin D1
antiapoptotische und proliferative Effekte vermittelt und daneben durch die Aktivierung
der Genexpression von Ham-Oxygenase-1, Bcl3 oder IL1-Rezeptor-Antagonist bzw. die
Hemmung der Genexpression von IL1B, IL6 oder TNFoa anti-inflammatorische
Funktionen ausibt 2% STAT3 inhibiert auch auf direktem Wege die STAT1-
vermittelte Expression von Genen wie CXCL9 und CXCL10, indem es STAT1 bindet
und die Bildung von STAT1-Homodimeren sowie deren DNA-Bindung verhindert 2%,
Weiterhin kann STAT3 die Aktivierung von STAT1 durch Kompetition um

Rezeptorbindungsstellen hemmen 2%°. Eine Erhdhung der STAT3-Expression filhrt auch
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zu einer Verringerung des TNFa-induzierten Leberschadens. So schiitzt eine
Verstarkung der STAT3-Aktivierung durch Deletion des Negativregulators SOCS3 vor
Concanavalin A-induziertem Leberschaden 7.

Die verstarkte Aktivierung des p38MAPK-Signalweges in den Lebern NS3/4A-transgener
Tiere (Abbildung 3.5 und 3.6) ist fur deren Resistenz gegentber LPS/D-GalN- bzw.
TNFo/D-GalN-vermitteltem Leberschaden essentiell, da die Vorbehandlung der Tiere
mit dem p38MAPK-Inhibitor SB203580 den protektiven Effekt von NS3/4A gegenliber
TNFo/D-GalN vollstandig aufhebt ®°. Der von p38'\"AF’K aktivierte Transkriptionsfaktor
ATF2 ist in die Modulation von Zellproliferation und -migration involviert, indem ATF2
Gene von Proteinen, die den Zellzyklus (Zyklin A, Zyklin D1), die Apoptose (Bcl-2) oder
die Zellmigration (E-Selektin, MMP (matrix metalloproteinase)-2, uPA (urokinase-type
plasminogen activator)) regulieren, in ihrer Expression steigert 2°°. Deswegen ist es

149, 150

nicht verwunderlich, dass ATF2 in diversen humanen Tumoren und

Krebszelllinien %1154

uberexprimiert ist und an der Zelltransformation beteiligt ist. Die
gesteigerte Expression bzw. Aktivierung von ATF2 in den Lebern NS3/4A-transgener
Mé&use im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen konnte somit fur die Resistenz
NS3/4A-transgener Tiere gegentber TNFa-vermitteltem Leberschaden eine groBe Rolle
spielen und fir die Abhangigkeit der NS3/4A-bedingten Protektion von der Aktivitat der
p38MAPK

Sowohl der NFkB- als auch der p38"APX-Signalweg, die beide in NS3/4A-transgenen

verantwortlich sein.

Mé&usen verglichen mit Wild-Typ-M&ausen in ihrer Aktivierung verstarkt sind (Abbildung
3.5-3.8) konnen unter gewissen Umstanden den JNK (c-Jun N-terminal kinase)-
Signalweg hemmen '°°>"%8 NS3/4A-transgene Tieren weisen in ihren Lebern verglichen
mit Wild-Typ-Tieren sowohl basal als auch nach Stimulation mit TNFo/D-GalN eine
verringerte Aktivierung von MKK (MAPK kinase kinase)7 sowie AP (activator protein)i
(c-fos/c-jun) auf. Die Inhibierung von p38M*FX hebt diesen Effekt zu einem groBen Teil
auf (Lars Frelin, unpublizierte Befunde). Somit kdnnte die NS3/4A-bedingte Hemmung
des JNK-Signalweges fir die Resistenz NS3/4A-transgener Tiere gegenliber TNFa/D-
GalN eine groBe Rolle zu spielen. Der JNK-Signalweg ist ein zentraler Regulator von
Apoptoseprozessen und zelluldarer Stressantwort. Er wird vor allem von

proinflammatorischen Zytokinen wie TNFoa und IL1p sowie Stressstimuli wie UV-
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Strahlung, pH-Anderung, Temperaturdnderung, Hypoxie, genotoxischem und
oxidativem Stress aktiviert. Wahrend eine transiente Aktivierung des JNK-Signalweges
auch mit proliferations- und differenzierungsférdernden Effekten auf die Zelle assoziiert
sein kann, fahrt eine langer andauernde oder persistente Aktivierung des JNK-
Signalwege zum Zelltod °% '®°. Die verstarkte Aktivierung des JNK-Signalweges ist ein
wichtiger Faktor der TNFo-induzierten Apoptose und des TNFa-vermittelten
Leberschadens 2°’. JNK1 bewirkt durch Aktivierung der E3-Ubiquitin-Ligase ltch die
Ubiquitinylierung und Degradation des Caspase8-Inhibitors c-Flip (cellular FLICE-

inhibitory protein) .

Die Untersuchung der funktionellen Signifikanz des JNK-
Signalweges fir die TNFa-bedingte Apoptose in der Leber mit Hilfe des LPS/D-GalN-
Leberschadigungsmodells flhrte weiterhin zu der Entdeckung des entscheidenden
Einflusses von JNK2, das eine direkte Aktivierung von Caspase 8 vermittelt '®%. JNK1
und JNK2 haben somit beide wichtige proapoptotosche Funktionen beim TNFa-
induzierten Leberschaden.

Der Transkriptionsfaktor NFxB ist ein wichtiger Gegenspieler der JNK-vermittelten
Apoptose, indem NFxB die Expression antiapoptotisch wirksamer Faktoren wie A20,
FHC (ferritin heavy chain), Gadd (growth arrest and DNA damage-inducible)458,
MnSOD (Mnr?* superoxide dismutase) und XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein)
hochreguliert 2°®. Die wichtige Rolle von NF«B fiir die Regulation des TNFa-vermittelten
Leberschadens wird dadurch deutlich, dass Mause mit einem konditionalen IKK (/xB
kinase)B-Knockout nach Gabe von Concanavalin A eine verstarkte Aktivierung von JNK
aufweisen, die mit dem Grad des Leberschadens korreliert '®*.

Die in NS3/4A-transgenen Tieren verstirkte Aktivierung der p38"™A"K- und NFxB-
Signalwege kénnte auch einen Einfluss auf Transkription oder RNA-Stabilitat von CCL2,
CCL17 oder CXCL9 haben. Die Genexpression von CCL2 ist abhdngig von der Aktivitat
des aus c-Jun und ATF2 zusammengesetzten AP1-Komplexes, dessen Bildung durch
p38MAPK

die CCL2-Expression wurde in Monozyten
167

und JNK induziert werden kann. Der positive Effekt von p38"APK und JNK auf

165 endothelialen Zellen ¢, hepatischen

Sternzellen und eosinophilen Granulozyten '® gefunden. In eosinophilen
Granulozyten wurde zusétzlich von einer Rolle von NF«B fiir die Expression von CCL2

berichtet '®®. Bei Untersuchungen in Epithelzellen der Atemwege sowie B-Zellen wurde
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entdeckt, dass die Expression von CCL17 in B-Zellen von NFxB und p38™AP 2%° ynd in
Epithelzellen der Atemwege von ERK (extracellular signal-regulated kinase)1/2 und
p3gMAPK 170
Hauptrolle spielt der Transkriptionsfaktor STAT1 2'°. Weder im Falle von CCL2 noch von
CCL17 oder CXCL9 scheint p38MAPX einen Einfluss auf die mRNA-Stabilitat wie z.B. bei
CXCL10 zu haben %173,

reguliert wird. Die Expression von CXCL9 ist streng IFNy-abhangig, d.h. die

CD4* T-Zellen = +— @
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Abbildung 4.1: Hypothetischer Mechanismus der NS3/4A-bedingten Resistenz gegeniiber TNFa-
vermitteltem Leberschaden. NS3/4A hemmt die Expression des Chemokins CXCL9, das die
Rekrutierung von Immunzellen wie CD4" T-Zellen und plasmazytoiden dendritischen Zellen (nicht
dargestellt) in die Leber bewirkt. Die reduzierte Anzahl der entsprechenden Immunzellen in der Leber
NS3/4A-transgener Mause hat zur Folge, dass die Applikation von LPS/D-GaIN bzw. TNFa/D-GalN bei
NS3/4A-transgenen Tieren verglichen mit Wild-Typ-Tieren zu einer erniedrigten IFNy-Expression fiihrt.
Dadurch ist in NS3/4A-transgenen-Mausen die LPS- bzw. TNFoa-induzierte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT1 vollstdndig unterdriickt, der die Expression einer Reihe proapoptotischer
Gene vermittelt. Weiterhin verstarkt NS3/4A die Aktivierung der p38MAPK-, NFxB- und STAT3-Signalwege,
die antiapoptotische Funktionen haben kénnen. Der Einfluss von NS3/4A auf die Expression der
Chemokine CCL2 und CCL17 ist nicht aufgefuhrt.
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Die im ersten Teil der Arbeit vorgestellten Daten zeigen mehrere Mechanismen auf, die
fir die erhéhte Toleranz NS3/4A-transgener Mause gegenlber LPS/D-GalN und
TNFo/D-GalN verantwortlich sein kénnten (siehe auch Abbildung 4.1). Die erzielten
Befunde legen nahe, dass in NS3/4A-transgenen-Mausen die LPS- bzw. TNFa-
induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1 vollstédndig unterdrickt ist. Fir
die NS3/4A-bedingte Hemmung der STAT1-Aktivierung in der Leber ist jedoch keine
intrazellulare Inhibition der interferon-induzierten STAT1-Aktivierung sondern eine
Verringerung der intrahepatischen IFNy-Spiegel verantwortlich. Weiterhin weisen erste
Befunde darauf hin, dass in NS3/4A-transgenen Tieren verglichen mit Wild-Typ-Tieren
die Chemokine CCL2 und CCL17 in ihrer Expression verstarkt sind, wahrend die
Expression von CXCL9 erniedrigt ist. Dies kdnnte fir die Reduktion der Anzahl an CD4"
T-Zellen sowie murinen dendritischen Zellen in der Leber NS3/4A-transgener Tiere
verantwortlich sein und madglicherweise auch eine verstarkte Rekrutierung und
Aktivierung von Monozyten bzw. Makrophagen sowie eine Verschiebung des Th2/Th1-
Quotienten in Richtung der Th2-Antwort beglinstigen. Es ist ferner denkbar, dass die

verstarkte Aktivierung der NFiB-, p3gMAPK.

und STAT3-Signalwege hemmende Effekte
auf die proapoptotischen STAT1- und JNK-Signalwege ausubt und hierdurch ebenfalls
zur Resistenz NS3/4A-transgener Mause gegentber LPS/D-GalN- und TNFo/D-GalN-
vermitteltem Leberschaden beitragt. Eine Inhibierung der NS3/4A-Protease wirde somit
nicht nur die Hemmung der HCV-Replikation zur Folge haben sondern auch den
NS3/4A-bedingten Schutz HCV-infizierter Zellen vor der intrahepatischen Immunantwort

aufheben.
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4.2 HCV NS3/4A interferiert mit der EGF-induzierten Signalantwort und
der Akt-Aktivierung durch Spaltung von TC-PTP

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Relevanz von EGF und der durch EGF induzierten
Signalwege fur die HCV-Replikation und die Fahigkeit von HCV, diese Signalkaskaden
zu modulieren, untersucht. Es konnte belegt werden, dass HCV die Expression der
Tyrosinphosphatase TC-PTP in vitro und in vivo supprimiert und dass dies eine
Verstarkung der EGF-Signalantwort und eine Erhéhung der basalen Akt-Aktivierung zur
Folge hat. Wahrend die Sensitivierung des EGF-Signalweges die HCV-Replikation
verstarkt, ist die basale Aktivierung von Akt flr ein optimales Ablaufen der viralen
Replikation essentiell. Die beschriebene Suppression von TC-PTP geschieht durch
NS3/4A-vermittelte proteolytische Spaltung. Durch in vitro-Experimente konnte gezeigt
werden, dass die NS3/4A Protease/Helikase von HCV protease-abhangig TC-PTP
spaltet. Diese enzymatische Reaktion fihrt zu einem Spaltprodukt von etwa 22 kD, so
dass die potentielle Spaltsequenz ermittelt werden konnte. NS3/4A ist somit nicht nur far
die Hemmung der antiviralen Immunantwort des Wirtes durch Spaltung von CARDIF
(CARD adaptor inducing IFN-£) ®' und TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing
IFN-p) 63 verantwortlich, sondern interferiert auch mit Signalereignissen, die von TC-PTP
reguliert werden.

NS3/4A ist eine Serinprotease, die die posttranslationale Prozessierung des HCV-
Polyproteins an den Positionen NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A und NS5A/5B durchfihrt.
Die Spaltung erfolgt in trans an Cys-(Ser/Ala)-Peptidbindungen 2''. Sowohl die 45 kD als
auch die 48 kD groBe Isoform von TC-PTP enthalten in ihrer Peptidsequenz zwei Cys-
(Ser/Ala)-Peptidbindungen an den Positionen AA 123/124 (Cys/Ala) und AA 226/227
(Cys/Ser). Auch wenn im Vergleich zu bekannten NS3/4A-Schnittstellen gréBere
Unterschiede in der Umgebung der Cys-(Ser/Ala)-Peptidbindung bestehen, stellen diese
beiden Sequenzen potentielle NS3/4A-Schnittstellen dar (Abbildung 4.2). Da die
NS3/4A-vermittelte Spaltung von TC-PTP zum Auftreten eines TC-PTP-Fragmentes von
etwa 22 kD GrdBe fihrt und dies der GrdBe des Spaltproduktes bei Spaltung von TC-
PTP an Position AA 226/227 entspricht, kann mit groBer Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen werden, dass NS3/4A TC-PTP an dieser Stelle spaltet.
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NS4A/4B: YOEFDEMEECASHLPYIEQG

NS4B/5A: WINEDCSTPCSGSWLRDVWD

NS5A/5B: EEASEDVVCCSMSYTWTGAL

TCPTP: RIVEKESVKCAQYWPTDDQE 123C/124A
PDHGPAVIHCSAGIGRSGTF 226C/227S

TRIF: PPPPPSSTPCSAHLTPSSLE

CARDIF': RKFQEREVPCHRPSPGALWL

Abbildung 4.2: Homologie der zwei potentiellen NS3/4A-Schnittstellen von TC-PTP mit denen
anderer bekannter NS3/4A-Substrate.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Reduktion der TC-PTP-Expression die
Verstarkung der EGF-induzierten EGFR-Aktivierung sowie nachgeschalteter
Signalwege wie dem PI3K/Akt- und dem PLCy-Signalweg zur Folge hat. Diese Daten
erganzen bereits publizierte Berichte, die zeigen, dass TC-PTP den EGF-Rezeptor und

das Adapterprotein p52°" dephosphoryliert '"°

, wodurch die Rekrutierung der PI3K-
Untereinheit p85 zum EGF-Rezeptor verhindert und die Signalweiterleitung Uber die
Aktivierung von PI3K/Akt oder JNK inhibiert wird ¢

Zusatzlich zur Verstarkung der EGFR-Aktivierung fahrt die Supprimierung der TC-PTP-
Expression durch siRNA oder NS3/4A zu einer erhéhten basalen Phosphorylierung von
Akt an Serin 473 und Threonin 308. TC-PTP ist somit nicht nur ein wichtiger
Negativregulator des  EGFR-Signalweges, sondern  verhindert auch die
ligandenunabhéangige Aktivierung von Akt.

Die Akt-Aktivitdt wird hauptsachlich durch Phosphorylierung an Threonin 308 in der
Kinasedomane und Serin 473 im C-terminalen hydrophoben Motiv reguliert. Durch
Bindung an Phospholipide wie Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat wird Akt an die
Zytoplasmamembran rekrutiert und durch PDK1 phosphoryliert 7"'7°. Als wichtige
Ser473-Kinase gilt auch mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2), ein
Komplex aus mTOR, Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSIN1
(mammalian stress-activated protein kinase) und mLST (mammalian lethal with

sec-13)8 1%,
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Da TC-PTP eine Tyrosinphosphatase ist, d.h. Threonin- oder Serinstellen nicht direkt
dephosphorylieren kann, muss die TC-PTP-abhangige Regulation der basalen Akt-
Aktivitat indirekt verlaufen. Vorstellbar wére die Aktivierung einer Serin/Threonin-Kinase
oder die Inhibierung einer Serin/Threonin-Phosphatase, die Uber eine Tyrosinphospho-
rylierung reguliert werden mussten. Weder die Phosphatase PTEN, die den PI3K/Akt-
Signalweg durch Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
inhibiert, noch die Akt-Kinase mTOR werden jedoch durch Tyrosinphosphorylierung
reguliert. Sowohl PTEN als auch mTOR kommen somit nicht als Substrate von TC-PTP
in Betracht.

Die Kinase c-Src und die Phosphatase PP2A sind dagegen Proteine, die durch
Tyrosinphosphorylierung reguliert werden und in die Aktivierung " bzw. Inhibierung '8
von Akt involviert sind. C-Src besitzt eine aktivierende Tyrosinstelle an Position 418
sowie eine inhibierende Tyrosinstelle an Position 529 und kann die Aktivitat von Akt
durch Phosphorylierung von z.B. Tyrosin 326 steigern '°®. Obwohl ¢c-Src in COS1-Zellen,
HEK293-Zellen und murinen embryonalen Fibroblasten als Substrat von TC-PTP
beschrieben ist '8, konnte in Zellen hepatozytiren Ursprungs keine Verdnderung der c-
Src-Phosphorylierung durch Suppression von TC-PTP beobachtet werden.

PP2A wird durch Phosphorylierung an Tyrosin 307 negativ reguliert ®* '8 d.h. es
kommt als direktes Substrat von TC-PTP in Betracht. Die Reduktion der TC-PTP-
Expression sowohl durch siRNA als auch NS3/4A-bedingt hatte eine verstarkte basale
Phosphorylierung von PP2A an Tyrosin 307 zur Folge, so dass davon auszugehen ist,
dass PP2A in Hepatozyten ein Substrat von TC-PTP ist. Da die verstarkte
Phosphorylierung von PP2A an Tyrosin 307 die Phosphataseaktivitit von PP2A
inhibiert, kann PP2A Akt an Threonin 308 nicht mehr dephosphorylieren, so dass bei
Supprimierung der TC-PTP-Expression eine erhdhte basale Akt-Aktivierung auftritt.
Diese Ergebnisse werden durch Publikationen bestatigt, die zeigen, dass HCV die
Aktivierung des PI3K-Signalweges induziert und nachgeschaltete Kinasen wie Akt,
GSK3pB, mTOR und S6K1 aktiviert % 87 Der zugrundeliegende Mechanismus, durch
den HCV die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges bewirkt, war bisher jedoch nicht
bekannt. Weiterhin wurde berichtet, dass die HCV-abhé&ngige Akt-Aktivierung
gegeniber der Behandlung mit dem Antioxidans Pyrrolidindithiocarbamat sensitiv ist, so

dass das Auftreten von oxidativem Stress involviert zu sein scheint '8 '®8_ Experimente
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mit NS5A-exprimierenden Zelllinien zeigten, dass NS5A die PI3-Kinase durch
Interaktion mit deren p85-Untereinheit aktiviert, was zur Inhibition der Apoptose durch
NSS5A fiihrt und die Uberlebensfahigkeit von NS5A-exprimierenden Zellen erhoht 189197,
Die NS3/4A-bedingte TC-PTP-Suppression kénnte somit durch das Fehlen der
Negativregulation der EGF- und Akt-vermittelten Signalwege diese sensitiver fir die
Aktivierung durch oxidativen Stress und/oder NS5A machen.

Die pathophysiologischen Folgen der HCV-bedingten Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges sind zwiespaltig. Einerseits bewirkt die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges den Schutz infizierter Zellen vor Apoptose und die Steigerung der Vitalitat
HCV-infizierter Zellen andererseits ist sie in die Pathogenese des hepatozellularen

187.189 nd des HCV-assoziierten B-Zell-Lymphoms "2 involviert.

Karzinoms
Es konnte gezeigt werden, dass die direkte Hemmung der Akt-Aktivierung durch den
Inhibitor Triciribine oder spezifisch gegen Akt gerichtete siRNA sowohl die Reduktion
der basalen als auch der EGF-vermittelten HCV-Replikation zur Folge hat. Die EGF-
induzierte aber nicht die basale HCV-Replikation war auBerdem gegentber dem EGFR-
Kinase-Inhibitor AG1478 sowie dem PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 sensitiv. Diese
Daten lassen darauf schlieBen, dass Akt die verstarkenden Effekte von EGF auf die
HCV-Replikation vermittelt, aber auch notwendig ist, um die virale Replikation
unabhangig von der Aktivierung des EGF-Rezeptors zu gewahrleisten.

Es gibt Publikationen, die von einer HCV-bedingten Aktivierung von mTORC1, das
eines der zahlreichen Akt-Substrate ist, berichten. Hierbei flhrt die Inhibierung von
mTOR und seines Substrates S6K1 zu einer verstarkten HCV-Replikation '®” ', Die
Aktivierung von mTOR wurde mit einer HCV-vermittelten Aktivierung von nRas und/oder
Pak1 in Verbindung gebracht. Die HCV-induzierte Aktivierung von mTOR wirde somit
repressive Effekte auf die HCV-Replikation austben, wahrend die Aktivierung von Akt
fir das Ablaufen der HCV-Replikation notwendig ist und die verstéarkenden Effekte von
EGF vermittelt. Da die Aktivierung des Komplexes mTORC1 Akt nachgeschaltet ist,
scheinen sich diese Ergebnisse zu widersprechen. Es sollte jedoch beachtet werden,
dass Akt neben der Aktivierung des mTOR/S6K1-Signalweges in die Regulation einer
Vielzahl anderer Signalwege involviert ist, die so unterschiedliche zellulare Prozesse wie
Apoptose, Zellzyklus, Glykogensynthese, Glukosetransport und Lipidstoffwechsel

kontrollieren '*°. Auch wenn die HCV-bedingte Aktivierung von mTOR Akt
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nachgeschaltet und nicht von Akt unabhangig sein sollte, zeigen die hier dargestellten
Ergebnisse, dass Akt zusatzliche Signalwege aktiviert, die fir die Aufrechterhaltung der
HCV-Replikation wichtiger als die von mTOR vermittelten inhibierenden Effekte sind.
Eine weitere Charakterisierung des Einflusses der zahlreichen Akt nachgeschalteten
Signalkaskaden und des Cross-Talks zwischen diesen sowie auch zwischen Akt-
abhangigen und -unabhangigen Signalwegen auf die virale Replikation wird nétig sein,

um das komplexe Zusammenspiel zwischen dem Hepatitis C Virus und seinem Wirt
besser zu verstehen.

Y
: Hepatozyt
v, GaBIIPRK) -

/

Abbildung 4.3: Mechanismus der NS3/4A-bedingten Effekte auf die EGF-Signalantwort und die Akt-
Aktivierung. Die Hemmung von TC-PTP durch NS3/4A-abhangige proteolytische Spaltung hat den
Verlust der Negativregulation des EGF-Rezeptors und die Erniedrigung der Aktivitat der Serin/Threonin-
Phosphatase PP2A aufgrund verstarkter Phosphorylierung der Tyrosinstelle 307 der katalytischen
Untereinheit zur Folge. Die Verringerung der PP2A-Aktivitdt resultiert in einer verstarkten
Phosphorylierung von Substraten von PP2A wie der Threoninstelle 308 von Akt.
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Die im zweiten Teil der Arbeit vorgestellten Daten identifizieren die Phosphatase TC-
PTP als Substrat der NS3/4A-Protease von HCV. Es konnte belegt werden, dass die
TC-PTP-Expression in NS3/4A- bzw. das HCV-Replikon exprimierenden Zelllinien sowie
in Lebergewebe aus HCV-Patienten und transgenen Mausen mit leberspezifischer
NS3/4A-Expression reduziert ist. Weiterhin konnte in einem in vitro-Assay die direkte
Spaltung von TC-PTP durch NS3/4A demonstriert werden. Die NS3/4A-vermittelte
Supprimierung der TC-PTP-Expression flhrt zu einer konstitutiven Aktivierung von Akt
sowie einer Sensitivierung des EGF-Signalweges. Die Aktivierung von Akt ist far die
Aufrechterhaltung der viralen Replikation sowie die verstarkenden Effekte von EGF auf
die HCV-Replikation notwendig (Abbildung 4.3). Die Inhibierung der NS3/4A-Protease in
der Therapie HCV-infizierter wirde somit nicht nur die virale Replikation durch
Hemmung der Prozessierung des HCV-Polyproteins stéren sondern dem Virus auch die
Méoglichkeit nehmen, die Signaltransduktion des Wirtes zur Optimierung der viralen

Replikation zu modulieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Aufrechterhalten einer persistierenden viralen Infektion erfordert, dass Viren wie
das Hepatitis C Virus Strategien entwickelt haben, um zum einen die antivirale
Immunantwort zu umgehen und zum anderen die Infrastruktur der Wirtszelle fur die
eigene Replikation zu verwenden. Die hierflir verantwortlichen Mechanismen sind
jedoch nur unzureichend verstanden. Kurzlich verdffentlichte Befunde belegen, dass
HCV NS3/4A Protease-abhangig die antivirale Immunantwort des Wirts durch
proteolytische Spaltung der flir die Virus-induzierte Interferonantwort wichtigen
Adapterproteine CARDIF und TRIF blockiert. Dartiber hinaus legen in vivo-Befunde
nahe, dass NS3/4A-transgene Tiere eine verminderte Sensitivitdt gegenlber der
hepatotoxischen Wirkung von LPS und TNFa aufweisen. Dies lasst darauf schlieBen,
dass NS3/4A mit der LPS/TNFa-induzierten Entziindungsantwort interferiert.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass NS3/4A zu einer
reduzierten Expression von IFNy im Lebergewebe NS3/4A-transgener Tiere fihrt und
dass dies sehr wahrscheinlich fir die ebenfalls nachgewisene Hemmung der STAT1-
Aktivierung durch LPS/D-Galaktosamin bzw. TNFo/D-Galaktosamin verantwortlich ist.
Die reduzierte IFNy-Expression steht hierbei mdglicherweise in Zusammenhang mit
einer verminderten Expression des Chemokins CXCL9 und einer vermehrten
Expression der Chemokine CCL2 und CCL17, die ihrerseits flr die in NS3/4A-
transgenen Tieren vorliegende Abnahme der Populationen an CD4" T-Zellen und
plasmazytoiden dendritischen Zellen mitverantwortlich sein durften. Bezeichnender-
weise konnte im Lebergewebe NS3/4A-transgener Tiere gleichfalls eine nachhaltig
verstarkte Aktivierung der p38"APK. der NF«xB- und der STAT3-Signalkaskaden
nachgewisen werden, die eine zentrale Rolle in der Kontrolle der hepatischen
Entziindungsantwort spielen.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte im Zellmodell, an Lebern NS3/4A-transgener Tiere
sowie an Leberproben von chronisch HCV-infizierten Patienten belegt werden, dass
NS3/4A die Tyrosinphosphatase TC-PTP proteolytisch spaltet. Die hieraus resultierende
Herabregulation der zellularen Expression von TC-PTP fihrt zu einer Sensitivierung der



Zusammenfassung 108

EGF-induzierten Signalvermittiung und zu einer Steigerung der basalen Aktivierung von
Akt. Letztere beruht auf einer Verstarkung der inhibitorischen Phosphorylierung der
Proteinphosphatase PP2A am Tyrosinrest 307, welche ihrerseits ein wichtiger
Negativregulator der Akt-Aktivitat ist. Inhibitor- sowie siRNA-basierte Studien in Zellen,
die das subgenomische HCV-Replikon exprimieren, belegen ferner, dass die
enzymatische Aktivitdt von Akt nicht nur fir eine effiziente Replikation von HCV
essentiell ist sondern auch die verstéarkende Wirkung von EGF auf die virale Replikation
kontrolliert.
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6 SUMMARY

In order to maintain a persistant viral infection viruses as the hepatitis C virus have
evolved strategies to both circumvent the antiviral immune response and to use the
infrastructure of the host cell for their own replication. However, the responsible
mechanisms are still incompletely understood. Recently published data show that HCV
NS3/4A blocks the antiviral immune response of the host through proteolytical cleavage
of the adapter proteins CARDIF and TRIF which are important components of the virus-
induced interferon response. Furthermore, in vivo experiments in NS3/4A transgenic
animals revealed that these mice are less sensitive against the hepatotoxic effects of
LPS and TNFa. This implicates that NS3/4A interferes with the LPS/TNFa-induced
inflammatory response.

In the first part of the thesis it could be shown that NS3/4A leads to a reduced IFNy
expression in the liver tissue of NS3/4A transgenic mice and that this is most probably
responsible for the impairment of the LPS/D-galactosamine- or TNFo/D-galactosamine-
mediated STAT1 activation also observed in these animals. The reduced IFNy
expression is possibly connected with a decreased expression of the chemokine CXCL9
and an enhanced expression of the chemokines CCL2 and CCL17 which themselves
may play a role in the reduction of the populations of CD4" T cells and murine
plasmacytoid dendritic cells found in NS3/4A transgenic animals. Interestingly, in liver
tissue of NS3/4A transgenic mice an enhanced activation of the p38"*"K NF«xB and
STATS signaling cascades is also observable which play a central role in the control of
the hepatic inflammatory response.

In the second part of the thesis it could be shown in cell culture models, in liver tissue
from NS3/4A transgenic mice and in liver samples from chronically with HCV infected
patients that the the tyrosine phosphatase TC-PTP is proteolytically cleaved by the
NS3/4A protease of HCV. The subsequent downregulation of the TC-PTP expression
results in a sensitivation of the EGF-induced signaling and in an enhancement of the
basal Akt activation. The latter is based on an increase of the inhibitory phosphorylation

of the protein phosphatase PP2A at tyrosine 307 being itself an important negative
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regulator of Akt activity. Furthermore, inhibitor and siRNA based studies in cell lines
expressing the subgenomic HCV replicon show that the enzymatic activity of Akt is
essential for both an efficient replication of HCV and the enhancing effects of EGF on
the viral replication.
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