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1 EINLEITUNG

1.1 Das Hepatitis C Virus

Bereits in den 70er Jahren konnten die Hepatitis Viren A und B als Ausloser viral
verursachter Leberentziindungen identifiziert werden. Darlber hinaus wurden jedoch
Verlaufsformen der Hepatitis beobachtet, bei welchen weder Hepatitis A noch B als
verursachender Erreger nachgewiesen werden konnte und zunachst als Non-A/Non-B Hepa-
titiden bezeichnet wurden. Im Jahre 1989 konnte die Arbeitsgruppe um M. Houghton erst-
malig mit Hilfe molekularbiologischer Untersuchungsmethoden das Hepatitis C Virus als
Erreger der so genannten Non-A/Non-B Hepatitis identifizieren und charakterisieren . Das
Hepatitis C Virus ist weltweit eine der haufigsten Ursachen chronischer Lebererkrankungen.
Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind tber 170 Millionen Men-
schen mit dem Hepatitis C Virus infiziert, was einer Pravalenz von etwa 3 % entspricht .. In
Deutschland hingegen betragt die Pravalenz der HCV Infektionen nur 0,6-0,7 %. Es wird
davon ausgegangen, dass etwa 500.000 Menschen in Deutschland Trager des Hepatitis C

Virus sind "> " und pro Jahr 500 Neuinfektionen hinzukommen.

1.1.1 Molekularbiologie des Hepatitis C Virus

Auf der Grundlage molekularbiologischer Untersuchungen lasst sich das Hepatitis C Virus in
die Familie der Flaviviridae und spezieller in die Gattung der Hepaciviren einordnen. Zu der
Familie der Flaviviridae werden auch die Gattungen der Flaviviren und der Pestiviren
gezahlt, die eine Vielzahl von Viruserkrankungen sowohl beim Menschen als auch beim Tier
hervorrufen konnen. Beispiele flir Flaviviren sind unter anderem das Gelbfieber-Virus, das
Dengue-Virus und das West-Nil-Virus, wohingegen die hauptsachlich tierpathogenen Erreger
der klassischen Schweinepest und der bovinen Virusdiarrhoe den Pestiviren zuzuordnen
sind.

Das Hepatitis C Virus ist durch einen hohen Grad genetischer Variabilitdt gekennzeichnet,
die aus den fehlenden Korrekturmechanismen (3°-5"-Exonukleaseaktivitat) der viralen RNA-
abhangigen RNA-Polymerase bei gleichzeitig hoher viraler Replikationsrate resultiert. Die
durchschnittliche Mutationswahrscheinlichkeit liegt in etwa bei 10™ bis 10° Austausche pro

Nukleotidposition und Replikationszyklus [

Die dadurch entstehenden genetischen
Polymorphismen filhren zu einer Gruppierung in Genotypen, Subtypen, Isolaten und Quasi-
spezies. Die Klassifizierung des Hepatitis C Virus erfolgt in sechs verschiedene Genotypen
(1-6), deren globale Verteilung einer regionalen Spezifitdt unterliegt. Die haufigste
Verbreitung zeigt der Genotyp 1 (1a und 1b), der Gberwiegend in Europa und Amerika

vorkommt. Basierend auf verschiedenen Studien konnte belegt werden, dass in Deutschland



Einleitung 13

die Genotypen 1b, gefolgt von 1a, 2 und 3 vorherrschend sind ">, Der Genotyp 4 kommt
Uberwiegend in Agypten vor, wohingegen der Genotyp 2 in einigen Regionen Afrikas
haufiger zu verzeichnen ist. Trotz der betrachtlichen Sequenzunterschiede innerhalb der

verschiedenen Genotypen unterliegen alle der gleichen Genomorganisation (Abbildung 1.1).

5-NCR 3-NCR

IRES HCV Genom ~ 9,6 kb (+) RNA jzé

\l/ IRES-vermittelte Translation

Polyprotein ~3000 aa

LRI e 0 ¢
[ICoreH E1 I E2 Ip7! NSZI NS3 I4AI NS4BI NS5A I NS5B ]

|
1

Strukturelle Proteine Nichtstrukturelle Proteine
Polyproteinprozessierung

747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011

1 192 384
n [NSZ] [ NS3 ] [NS4B] [ NS5A ] [ NS5B ]

Kapsid Hallproteine  lonenkanal Serinprotease/Helikase Membran- RNA-Polymerase
Rearrangement
Autoprotease NS3-Kofaktor Phosphoprotein

’ Signalpeptidpeptidase (SPP) ’ Signalpeptidase (SP) ‘ NS2/3 Proteinase <> NS3/4A Proteinase

Abbildung 1.1: Genomorganisation und Polyproteinprozessierung des Hepatitis C Virus. Das
Hepatitis C Virus umfasst ein 9,6 kb positiv polarisietes RNA Genom. Durch IRES-vermittelte
Translation entsteht ein Vorlauferpolyprotein, welches mit Hilfe zelluldrer und viraler Proteasen
prozessiert wird. Dabei entstehen vier strukturelle (Core, E1, E2, p7) und sechs nichtstrukturelle (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) Proteine. Abkurzungen: IRES: internal ribosome entry site; NCR:
noncoding region; E1/2: envelope; NS: nonstructural, HCV: Hepatitis C Virus (modifiziert nach
Moradpour et el. ©)

Das Hepatitis C Virus ist durch ein einzelstrangiges RNA Genom positiver Polaritat mit einer
Lange von ~ 9600 Nukleotiden gekennzeichnet. Das RNA Genom wird von den 5°- und
3’- nichtkodierenden Regionen (NCRs) flankiert und kodiert flr einen einzigen offenen
Leserahmen (ORF), der in einem Vorlauferprotein von ~ 3000 Aminosauren Lange resultiert.

Das HCV Polyprotein wird ko- und posttranskriptionell durch zellulare und virale Proteasen
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prozessiert und fuhrt zur Entstehung von insgesamt vier strukturellen und sechs nicht-
strukturellen Proteinen (Abbildung 1.1). Die zellulare Protease, eine Signalpeptidase des
Endoplasmatischen Retikulums (ER), spaltet das Polyprotein im aminoterminalen Bereich,
welcher fir die Strukturproteine kodiert, an vier Positionen und fihrt zur Freisetzung von
Core, E1, E2 und p7. Das RNA-bindende Core Protein ist an der Bildung des viralen
Nukleokapsids beteiligt und in seiner Aminosauresequenz hochkonserviert. Die Struktur-
proteine E1 und E2 sind Glykoproteine, die als Heterodimere vorliegen und die Virushiille
des Hepatitis C Virus bilden. Untersuchungen haben ergeben, dass sie durch ihre
Beteiligung beim Viruseintritt '®! bei der Bindung an Rezeptoren und der Fusion mit der
Wirtszellmembran ' eine wesentliche Rolle im Replikationszyklus des Virus spielen. Das
Polypeptid p7 Gbernimmt keine Funktion bei der RNA Replikation, weist jedoch eine lonen-
kanalaktivitat auf und scheint essentiell flr die Infektiositdt des Hepatitis C Virus in
Schimpansen zu sein "®. Der Bereich des Polyproteins, der fiir die Nichtstrukturproteine
kodiert, wird durch Virus-eigene Proteasen prozessiert. Die nichtstrukturellen Proteine NS2-
NS5B, beinhalten sowohl die Autoprotease NS2-3, welche an der Position NS2/NS3 spaltet,
als auch die Serinprotease NS3, welche fiir die Prozessierung der Proteine NS4A, NS4B,
NS5A und NS5B essentiell ist. NS2 ist ein nichtglykosyliertes, integrales Membranprotein
und seine einzig bekannte Funktion ist die proteolytische Spaltung im Polyprotein. Allerdings
wird auch eine Beteiligung von NS2 sowohl beim Zusammenbau als auch bei der Frei-
setzung des Virus diskutiert. Das multifunktionelle NS3-Protein beinhaltet N-terminal eine
Serinprotease und C-terminal eine RNA-Helikase / NTPase-Domane. Die Proteaseaktivitat
von NS3 wird durch den Kofaktor NS4A verstarkt. Der NS3/4A-Komplex ist hauptsachlich flr
die Polyproteinprozessierung der von NS3 downstream gelegenen Proteine verantwortlich
und demzufolge essentiell fiir die Entstehung des viralen RNA-Replikationskomplexes "% 291,
Das nichtstrukturelle NS4B Protein ist ebenfalls ein integrales Membranprotein, welches
kotranslational mit der Membran des Endoplasmatischen Retikulums assoziiert ?". NS4B ist
in der Lage intrazellulare Membranveranderungen hervorzurufen, was zur Annahme fihrt,
dass seine Funktion in der Bildung von Membranstrukturen zur Unterstlitzung der RNA
Replikation liegen kénnte ?2. NS5A ist ein Membran-assoziiertes Phosphoprotein, welches in
zwei Formen vorliegt: phosphoryliert (56 kDa) und hyperphosphoryliert (58 kDa). Es ist nicht
nur fir die Genomreplikation des Virus essentiell, sondern auch fiir die Inaktivierung anti-
viraler Wirtsmechanismen %! sowie die Beeinflussung von intrazelluldren Signalwegen % 2!,
NS5B ist die katalytische Komponente der HCV RNA-Replikationsmaschinerie, da es die
enzymatische Aktivitat einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase besitzt. Dieses essentielle,
virale Enzym wurde sowohl auf biochemischer als auch auf struktureller Ebene umfassend
charakterisiert *® #’! und zeichnet sich als ein wichtiger Angriffspunkt antiviraler Therapie-

strategien ab 1%,
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1.1.2 Das Core Protein

Durch Spaltung an der internen Signalsequenz zwischen Core und E1 mittels einer
wirtseigenen Signalpeptidase (SP) entsteht die unreife Form des Core Proteins (p23) mit
einer Lange von 191 Aminosduren. Durch die Signalsequenz am C-Terminus des Proteins
erfolgt eine weitere Prozessierung von Core durch eine ebenfalls zellulare Signalpeptid-
peptidase (SPP) und filhrt zur Entstehung des reifen Core Proteins (p21) ¥°.. Die vollstindig
prozessierte Form von Core ist ein dimeres, alpha-helikales Protein, welches typische Eigen-
schaften von Membranproteinen B% besitzt und sich in zwei Domanen unterteilen Idsst. Die
Unterteilung erfolgt in einen N-terminalen Bereich (D1), der etwa zwei Drittel des Proteins
ausmacht und hydrophil ist und einen C-terminalen Bereich (D2), der ein Drittel des Proteins
umfasst und stark hydrophobe Eigenschaften aufweist. Die D1-Domane enthalt eine Reihe
positiv geladener Aminosauren und ist hauptsachlich in RNA Bindung, Protein-Protein-
Interaktionen, transkriptionelle Regulation des Virus ' sowie Multimerisierung von Core
involviert. Die D2-Domane ist sowonhl fiir die korrekte Faltung von D1 verantwortlich als auch
fur die Assoziation von Core an so genannte Lipidtropfchen (lipid droplets: LD) und weitere
Membranstrukturen wie das ER ' %4, Die Lipidtropfen oder Fettvakuolen sind intrazelluldre
Depot-Organellen, die sich aus einem hydrophoben Kern neutraler Lipide, Chlolesterolestern
und Triacylglycerolen zusammensetzen. Umgeben sind sie von einem Monolayer aus
Phospholipiden und einigen wenigen assoziierten Proteinen wie Calveolin, Perilipin, Adipo-
philin (ADRP) und TIP47, die unter anderen an Prozessen wie dem vesikularen Transport,
der Membranfusion und der zytosolischen Motilitat ¥ beteiligt sind. LDs besitzen eine
funktionelle Relevanz fir die VLDL (very low density lipoprotein) -Synthese sowie flr die
Speicherung von Cholesterol und damit fir die Homoéostase, welche fir die Regulation von
freiem intrazelluldren Cholesterol verantwortlich ist. Wie bereits ausgefihrt, erfolgt die
Freisetzung von Core aus dem Polyprotein durch zwei Spaltungsereignisse. Nach der
Prozessierung durch die SPP transloziert Core von der ER-Membran an die Lipidtropfchen,

B Die Assoziation von

an die es Uber hydrophobe Aminosauren seiner D2-Domane bindet
Core an Lipidtropfchen tritt nicht nur in HCV-infizierten Hepatozyten von Schimpansen auf,
sondern konnte auch in einer Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen und transgenen
Mausmodellen bestatigt werden * **1. Neuste Erkenntnisse legen nahe, dass die Inter-aktion
zwischen Core und den LDs eine wesentliche Rolle bei der Produktion infektidser
Viruspartikel spielt *® . Die funktionelle Bedeutung von Core liegt hier in der Rekrutierung
der HCV RNA, der nichtstrukturellen HCV Proteine, insbesondere NS5A, sowie des
vollstandigen Replikationskomplexes. Weiterflihrende Beobachtungen weisen darauf hin,
dass Core eine gesteigerte Produktion von LDs induziert und damit vielleicht auch die

funktionelle Relevanz hinsichtlich einer Steatosis *® und einem abnormalen Lipidmeta-
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bolismus % liefert, welches beides Krankheitsbilder sind, die durch eine chronische HCV
Infektion verursacht werden 1.

Das vollstdndig prozessierte Core Protein ist Uberwiegend im Zytoplasma lokalisiert und
interagiert so mit einer Reihe von zytoplasmatischen Proteinen, reguliert intrazellulare
Signalwege und kann die Transkription oder die Repression nukledrer Gene veranlassen.
Die Rolle des Core Proteins in der Pathogenese der HCV Infektion ist vielfaltig. Core kann
abhangig von dem eingesetzten experimentellen System sowohl pro-apoptotisch als auch
anti-apoptotisch wirken. Weiterfiihrende Untersuchungen ergaben, dass Core die TNFa-
und die CD95 ".Ligand-induzierte Apoptose inhibiert. Bei der Verwendung anderer
experimenteller Modelsysteme konnte der pro-apoptotische Einfluss von Core allerdings
nicht bestatigt werden **l. Die Arbeitsgruppe um M. Kohara konnte eine Hemmung der
CD95-Ligand-vermittelten Apoptose durch Verhinderung der Freisetzung von Cytochrom C
aus den Mitochondrien und der daraus resultierenden Aktivierung der Caspasen 9, 3 und 7
belegen 4. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Core durch direkte Interaktion mit
den zytoplasmatischen Domanen von CD95, TNF-R1 ¥ und Lymphotoxin-B-Rezeptor ¢
pro-apoptotisch wirkt. HCV Core kann durch Induzierung von oxidativem Stress M7,
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und Erniedrigung des mitochondriellen Trans-
membranpotentials auch auf mitochondrielle Funktionen Einfluss nehmen und fihrt hierdurch

18] Aufgrund der recht kontroversen

zu einer Sensitivierung apoptotischer Mechanismen
Beobachtungen bleibt es weiterhin unklar, in welcher Form HCV Core Einfluss auf die
Todesrezeptor-vermittelte Apoptose nimmt (induzierend oder inhibierend).

HCV Core greift gleichermalen in inflammatorische Signalwege ein und auch hier legen eine
Reihe von partiell kontrovers diskutierten Daten nahe, dass Core sowohl anti- als auch pro-
inflammatorisch wirken kann. Effektorproteine der Immunantwort der Wirtszelle, wie die
Cyclooxygenase 2 (Cox2) * werden durch das Kapsidprotein des Hepatitis C Virus reguliert.
Die Studie von Jhaveri et al. konnte belegen, dass Core eine Herunterregulation der
Cyclooxygenase 2 bewirkt und legen eine anti-inflammatorische Wirkung dieses HCV
Proteins nahe . Vor dem Hintergrund dieser Beobachtung ist interessant, dass die
Cyclooxygenase 2 auch eine wesentliche Rolle in der Pathogenese anderer, viraler
Infektionen wie bei der Replikation des Cytomegalievirus (CMV) ®" oder des humanen
Herpesvirus 6  (HHV-6) P einnimmt. Die Inhibition der induzierbaren Form der Cox2
kénnte dem Virus helfen, die wirtseigene Entziindungsantwort zu umgehen und eine
persistierende Infektion zu manifestieren.

Eine Vielzahl von Untersuchungen ergaben, dass Core die Expression von viralen und
zellularen Proteinen beeinflusst. Unter anderem konnte beobachtet werden, dass HCV Core
mit der Proteinkinase R (PKR) direkt interagiert und diese aktiviert ®®. Die funktionelle

Relevanz wird gleichermalRen durch die Beobachtung einer erhdhten PKR-Expression in
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HCV-bedingten hepatozelluldren Karzinomen (HCC) unterstutzt. Die PKR wird nicht nur
durch Interferon induziert und spielt bei der Abwehr von viralen Infektionen eine wesentliche
Rolle. Sie ist daruber hinaus in die Regulation einer Vielzahl zelluldrer Prozesse wie
Zellzyklusregulation, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose involviert und
beeinflusst die Aktivierung von Schlisselmolekulen der zelluldren SignalUbertragung wie
NF-xB ™ und STAT3 .. Yoshida et al. konnte eine direkte Interaktion von HCV Core mit
STAT3 und dessen selektive Aktivierung nachweisen. Die Aktivierung von STAT3 durch
Core in Mausfibroblasten resultierte in einer STAT3-abhangigen Proliferation und Hoch-
regulation von Bcl-XL und Cyclin D1. Die HCV Core-bedingte Aktivierung des STAT3 B- bzw.
des Raf1/MAPK P°Signalweges hat eine Steigerung der Zellproliferation zur Folge, die unter
gewissen Umstinden zu einer Zelltransformation fiihren kann * °¢l. Somit kann HCV Core
zur HCC-Entstehung beitragen, was mit Hilfe transgener Mausmodelle belegt werden konnte
71 Die Expression von HCV Core kann unterschiedlich auf die JAK/STAT-vermittelte
intrazellulare SignallUbertragung wirken. Hosui et a.l konnte darlegen, dass HCV Core die
IL-6-vermittelte Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges inhibiert, die durch Behandlung mit
IFNy bedingte Aktivierung des JAK/STAT-Weges dagegen verstarkt. Weitere Beobachtungen
legen nahe, dass die Core-vermittelte Modulation des JAK/STAT-Signalweges Uber zwei
verschiedene Mechanismen erfolgt: zum einen Uber die Bindung von Core an das JAK-
Protein und zum anderen Uber die Hochregulation der Expression des IFNy-Rezeptors 2
(IFNGR2).
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Abbildung 1.2: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung und Funktion des HCV Core
Proteins. Abkirzungen: hnRNPK: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K; LT-BR: Lymphotoxin-
B-Rezeptor; TNF-R1: Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1; PKR: Proteinkinase R; ApoAll: Apolipoprotein
All; Cox2: Cyclooxygenase 2; MMP-9: Matrix-Metalloproteinase 9; HO-1: heme oxygenase 1; HCC:
hepatocellular carcinoma; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3; JAK: janus
kinase; OAS: oligoadenylate synthease; TGFB: transforming growth factor beta; TNFa:
Tumornekrosefaktor a

1.1.3 Der NS3/4A-Komplex

NS3 ist ein multifunktionelles Protein, das sowohl fiir die Polyproteinprozessierung als auch
fur die Replikation des Virus notwendig ist. Das NS3-Protein besteht aus zwei funktionellen
Domaénen. Die Serinprotease-Domane ist N-terminal gelegen und umfasst die ersten 189
Aminosauren des Proteins, wohingegen die Helikase / NTPase-Doméane durch den
C-terminalen Bereich des Proteins kodiert wird und zwei Drittel des Proteins darstellt
(442 AS). Die Serinprotease-Domane ist mit dem Kofaktor NS4A (54 AS) assoziiert, welcher
der Stabilisierung der Protease dient und fur die Prozessierung der Schnittstellen 4A/4B,
4B/5A sowie 5A/5B essentiell ist. Weiterhin bewerkstelligt NS4A die Verankerung von NS3
mit zellularen Membranen, wie zum Beispiel mit der Membran des ERs oder auch des
Replikationskomplexes mit Hilfe seiner N-terminalen hydrophoben Aminosaurereste ®®. Die
C-terminal gelegene DexH/D-box RNA-Helikase ist ein Enzym, das durch die NTP-Hydrolyse
erzeugte Energie zur Entwindung doppelstrangiger RNA, RNA/DNA-Homoduplexe sowie
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RNA/DNA-Heteroduplexe in 3= 5-Richtung nutzt ™. Der Wirkungsmechanismus der
Helikase ist noch nicht vollstdndig verstanden, aber es konnte nachgewiesen werden, dass
die Helikaseaktivitat durch die Interaktion mit der NS3 Serinprotease reguliert wird ©%. Es
wird angenommen, dass die Funktion der Helikase in der Initierung der RNA Synthese, in
der Entwindung von doppelstrangigen RNA Zwischenstufen zur Eliminierung von Sekundar-
strukturen sowie in der Entfernung von Proteinen (Nukleinsdure-bindende Proteine) oder
anderen trans-wirkenden Faktoren vom RNA Genom liegt. Das NS3 Protein interagiert im
Replikationskomplex iiber seinen Kofaktor NS4A direkt mit NS5B ®" und auch mit NS4B und
NS5A 2 Auch zahlreiche Interaktionen von NS3 mit zelluldren Komponenten, wie
Proteinkinase A, Proteinkinase C, p53 und Histone H2B und H4 sind bekannt 241,

Der NS3/4A-Komplex ist aulderdem in die Blockierung der angeborenen, antiviralen Immun-
antwort der Wirtszelle involviert . Es konnte belegt werden, dass NS3/4A in Signalwege
eingreift, die durch die Erkennung doppelstrangiger RNA aktiviert werden und daraufhin die
Produktion von IFNa/B als Reaktion auf die Virusinfektion induzieren. Dabei stehen der
Wirtszelle zwei Systeme zur Detektion doppelstrangiger RNA (dsRNA) zu Verfiigung: der
zytoplasmatische RIG-I (retinoic acid inducible gene) -Signalweg und der endosomale TLR3
(toll like receptor 3) -Signalweg. In beide Signalwege greift NS3/4A durch die proteolytische
Spaltung von essentiellen Adapterproteinen ein: im Falle des RIG-I-Weges handelt es sich
dabei um Cardif (CARD adaptor inducing IFNB) ®¥, im Falle des TLR3-Signalweges um das

5  Durch die virale

Adapterprotein TRIF (TIR domain containing adaptor inducing IFN)
Kontrolle der Interferonproduktion kénnen vielleicht auch systemische Immundefekte und die
Etablierung einer persistierenden HCV Infektion erklart werden. Folglich scheint NS3/4A und
speziell seine Proteaseaktivitat ein idealer Angriffspunkt antiviraler Therapien zu sein, da
nicht nur die HCV Replikation und demzufolge die Entstehung viraler Proteine blockiert wird,

sondern auch die angeborene Immunantwort des Wirtes wiederhergestellt werden kann.

1.1.4 Infektions- und Replikationszyklus des Hepatitis C Virus

Eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist bisher nur flir den Menschen und den
Schimpansen beschrieben. Dabei stellen Hepatozyten die Hauptzielzellen des Virus dar,
allerdings konnte auch eine Infektion von B-Zellen und dendritischen Zellen beobachtet
werden. Der Eintritt des Virus in die Wirtszelle kennzeichnet den Beginn des Lebenszyklus
des Virus. Durch die Bindung an die Wirtszelle Uber die zellulare Plasmamembran kann das
Hepatitis C Virus in die Wirtszelle eintreten. Die Anheftung des Virions wird zum einem Uber
Proteine auf der Zelloberflache des Virus und zum anderen Uber verschiedene Typen von
zelluldren Rezeptoren und Ko-Rezeptoren vermittelt. Der Viruseintritt erfolgt in multiplen
Schritten, in die oftmals mehr als ein Rezeptor involviert sind. Die putativen Rezeptoren, Gber

den der Viruseintritt vermittelt wird, sind das Tetraspaninprotein CD81, der LDL-Rezeptor,
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der Scavenger-Rezeptor der Klasse B1 (SR-Bl: scavenger receptor Bl), die Mannose-
bindenden Lektine DC-SIGN (dendritic cell specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing nonintegrin) und L-SIGN (liver/lymph nodelspecific intercellular adhesion molecule-
3-grabbing nonintegrin) sowie das erst kirzlich beschriebene Protein Claudin-1 (CLDN1).
Die von dendritischen Zellen bzw. lebersinusoidalen Endothelzellen exprimierten Lektine DC-
SIGN und L-SIGN fangen in der Leber zirkulierende HCV Partikel ab und erleichtern somit
deren initiale Interaktion mit den Hepatozyten. In die initiale Interaktion von HCV sind
mdglicherweise auch Lipoproteine (LDL und VLDL), die mit den HCV Virionen assoziiert
sind, involviert. Bei den hierbei beteiligten Rezeptoren koénnte es sich um Glykos-
aminoglykane und den LDL-Rezeptor handeln. Nach dem initialen Bindungsschritt
interagieren die HCV Partikel Giber das virale Glykoprotein E2 mit den Ko-Rezeptoren SR-BI
und CD81. Die Interaktion mit SR-BI erfolgt dabei direkt oder indirekt iber HCV-assoziierte
Lipoproteine. In der spaten Phase des Viruseintritts spielt Claudin-1 eine entscheidende
Rolle. Nachdem der Virus-Rezeptor-Komplex in die so genannten Tight Junctions migriert,
erfolgt die Interaktion mit dem dort lokalisierten CLDN1 und die Clathrin-vermittelte
Endozytose wird initiiert. Eine Reihe von Arbeiten belegen, dass der Viruseintritt des
Hepatitis C Virus pH-abhangig ist und die Viruspartikel mit frihen Endosomen fusionieren.
Es wird angenommen, dass der niedrige pH-Wert in den endosomalen Kompartimenten zu
einer Konformationsanderung der viralen Hullproteine fuhrt, welche wiederum die Fusion der
viralen und der endosomalen Membran initiieren, so dass die zytoplasmatische Freisetzung
des Virus erfolgen kann.

Die Translation der viralen Proteine erfolgt Gber die internal ribosome entry site (IRES). Kurz
nach der Initiierung wird der Translationskomplex zum rauen endoplasmatischen Retikulum
aufgrund einer Signalsequenz im Carboxyterminus des Core Proteins transportiert. Am
endoplasmatischen Retikulum erfolgt durch NS4B-induzierte spezifische Veranderungen der
ER-Membran die Ausbildung der Replikationskomplexe. Die Replikationskomplexe sind von
einer Doppelmembran umgeben und setzen sich aus den nichtstrukturellen viralen
Proteinen, der viralen RNA und zellularen Faktoren zusammen. Sie sind Orte der viralen
RNA Synthese, die durch die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B erfolgt. Durch die
Zusammenlagerung der Replikationskomplexe am ER kommt es zur Einstllpung der ER-
Membran ins Lumen und zur Ausbildung des Budding-Komplexes, der daraufhin abge-

schniirt wird und die Zelle Giber den sekretorischen Weg verlasst .
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Abbildung 1.3: Zusammenfassende Darstellung des Lebenszyklus des Hepatitis C Virus.
a) Virusbindung und Internalisierung; b) Zytoplasmatische Freisetzung und Entpackung der
Viruspartikel; ¢) IRES-vermittelte Translation und Prozessierung des Polyproteins; d) RNA Replikation;
e) Verpackung und Zusammenbau des Virus; f) Reifung und Freisetzung der Virionen (ibernommen
aus Moradpour et al. )

1.1.5 Einfluss des Hepatitis C Virus auf die Wirtszelle

Das Virus sichert sein Uberleben in der Wirtszelle durch Umgehung zellularer Abwehr-
mechanismen und durch Nutzung einer Vielzahl von wirtszellspezifischen Proteinen und
Signalwegen. Die Wirtszellmaschinerie wird vor allem fir eine effiziente, virale Replikation
des Virusgenoms herangezogen. So zum Beispiel sind die zellularen Immunophiline Cyclo-
philin B und FKBP sowie das Hitzeschockprotein HSP90 funktionell relevant fir die
Virusreplikation . Neuste Beobachtungen legen nahe, dass Cyclophilin B spezifisch mit der
RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B interagiert und die Assoziation von NS5B mit der
viralen RNA férdert. Die Tatsache, dass durch Gabe des Cyclophilin-Inhibitors Cyclosporin A
die HCV Replikation supprimiert wird, legt nahe, dass Cyclophilin B essentiell fur die virale
Replikation ist ). Basierend auf den Untersuchungen von Okamoto et al. ist die Interaktion
von NS5A mit dem Immunophilin FKBP8 und der daraus resultierenden Rekrutierung des
Chaperons HSP90 zum Replikationskomplex gleichermalien fir die Replikation des
Virusgenoms notwendig ®®. Es wird diskutiert, dass Immunophiline und HSP90 zusammen
eine Etablierung und Stabilisierung des Replikationskomplexes durch korrekte Faltung und
Translokation der darin enthaltenen Proteine bewirken. Weitere zellulare Proteine, welche flr

die Replikation des Virus relevant erscheinen, sind die VAPs (vesicle-associated membrane
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protein-associated protein). Durch das funktionelle Ausschalten der Proteine VAP-A und
VAP-B konnte die HCV Replikation supprimiert werden, was darauf schlieRen lasst, dass
diese Proteine die HCV Replikation regulieren % Die Regulation der Replikation kénnte
Uber den Transport von Lipidkomponenten zum Replikationskomplex erfolgen. Mehrere
Verodffentlichungen belegen, dass Lipidkomponenten fur den Prozess des Assemblys, des
Buddings und der Replikation des Hepatitis C Virus bendtigt werden, und auch fir eine
Vielzahl anderer Viren funktionell relevant sind "™, Die Rolle von Apolipoproteinen hin-
sichtlich der HCV Infektion und beim Zusammenbau der Virionen gewinnt zunehmend an
Bedeutung. Biochemische und morphologische Untersuchungen von Andre et al. fiihrten zu
der Beobachtung, dass HCV Virionen zusammen mit Lipoproteinen verpackt werden. Solche
Lipoviropartikel (LVP) sind reich an Triglyzeriden und Apolipoproteinen * 7®!. Auch die Studie
von Chang et al. konnte demonstrieren, dass sowohl Apolipoprotein B als auch E in
infektiosen HCV Virionen angereichert sind. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass ApoE
essentiell fur die Virionenproduktion ist, da auch durch den siRNA-vermittelten Knockdown
von ApoE die Bildung infektidser Viruspartikel stark reduziert werden konnte. Der zugrunde
liegende Mechanismus ist nicht genau verstanden, allerdings demonstrieren eine Vielzahl
von Untersuchungen, dass zahlreiche Genprodukte des Cholesterol- und Lipidstoffwechsels
eine wesentliche Rolle in der RNA Replikation und bei der Verpackung des Virus ein-
nehmen ® 1. Ein Hinweis auf die mégliche Funktion des Apolipoproteins E liegt vielleicht
auch in der Beobachtung, dass HCV zusammen mit VLDLs im Plasma von HCV-infizierten
Patienten zirkuliert. VLDLs sind spharische Partikel, die nur in der Leber produziert werden
und den Export von Triglyzeriden und Cholesterol ins Plasma (ibernehmen 8. Eine
Inhibierung der VLDL-Synthese geht mit der Hemmung der Sekretion infektidser
Viruspartikel einher ™. Basierend auf genetischen Untersuchungen konnte belegt werden,
dass bestimmte ApoE-Polymorphismen mit dem Verlauf der HCV Infektion korrelieren 7.
Apolipoprotein E interagiert gleichermalRen mit einer Reihe von Zelloberflachenrezeptoren,
wie zum Beispiel mit dem LDL-Rezeptor (low density lipoprotein receptor) und dem SR-BI,
die beide am Eintritt von HCV in die Wirtszelle beteiligt sind.

1.1.6 Modellsysteme zur Untersuchung des Hepatitis C Virus

Die Untersuchung spezifischer Aspekte des Lebenszyklus des Hepatitis C Virus und damit
auch die Entwicklung vielversprechender therapeutischer Strategien setzen die Nutzung
unterschiedlicher Modellsysteme in vitro und in vivo voraus. Die Nutzung von in vivo
Modellen ist aufgrund der Tatsache, dass HCV nur den Menschen und Schimpansen
infiziert, stark eingeschrankt. Da die Verwendung von Schimpansen ethisch fragwirdig und
kostenintensiv ist, wurden transgene Mausmodelle entwickelt, die einzelne oder mehrere

HCV Proteine exprimieren. Ein Fortschritt hinsichtlich eines in vivo HCV Infektionsmodells
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konnte durch die Etablierung immundefizienter Mduse mit humanisierten Lebern erreicht
werden ',

Fur die Erforschung des Hepatitis C Virus stehen verschiedene in vifro Modelle zu
Verfugung: dazu gehdren transiente, zelluldre Expressionssysteme, stabil transfizierte
Zelllinien, die Infektion von primaren Hepatozyten, rekombinante, infektidse Zellkultur-
systeme sowie subgenomische Replikons bzw. Volllangen-Replikons. Mit der Entwicklung
des Replikonsystems ist ein entscheidender Durchbruch auf dem Gebiet der HCV Forschung
gelungen 2 # F{ir den Prototypen des subgenomischen Replikonsystems wurde das HCV
Isolat Con1 (Genotyp 1b) verwendet. Die strukturellen Proteine Core bis p7 sowie NS2
wurden durch die Sequenz des Neomycin-Phosphotransferase-Gens ersetzt, welches eine
Selektion positiver Klone mit G418 ermdglicht. Die Translation der nichtstrukturellen Proteine
3-5B erfolgt Gber eine zweite, heterologe EMCV (Encephalomyokarditis-Virus) -IRES. Nach
Transfektion in die humane Hepatomazelllinie Huh7 war es nun aufgrund der G418-
Resistenz mdglich, positive Klone, die selbstreplizierende HCV RNA enthielten, zu
selektionieren. Die Etablierung positiver Klone allerdings war nur durch das Einbringen
adaptiver Mutationen ausfiihrbar ®4. Aufgrund von Weiterentwicklungen des urspriinglichen
Replikonsystems stehen heute auch Systeme des Genotyps 1a ! und 2a ®° sowie
quantifizierbare Systeme mit Reportergenen (Luciferasereportergen) zur Verfugung.
Aufgrund der adaptiven Mutationen war es trotz der Verwendung von Volllangen-Replikons
nicht moglich, den Schritt der Infektion und des Viruseintritts zu untersuchen sowie infektiose
Viruspartikel zu produzieren. Erst mit der Entdeckung eines neuen HCV Isolats eines
japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis C (JFH-1; Genotyp 2a) gelang die
Etablierung eines Replikonsystems, das ohne adaptive Mutationen effizient in verschiedenen
Zelltypen repliziert . Erstmals konnte nun der komplette Lebenszyklus einschlieBlich der

Produktion infektidser Viruspartikel in vitro untersucht werden 7.

1.1.7 Therapie der Hepatitis C Virus Infektion

Bei gut 15-20 % der akut HCV-infizierten Patienten heilt die Virusinfektion spontan aus,
wohingegen es bei 80 % der Patienten zur Entwicklung einer persistierenden Infektion
kommt. Uber einen Zeitraum von 20-30 Jahren entwickeln etwa 10-20 % der chronisch HCV-
infizierten Patienten eine Leberzirrhose, welche in etwa 5 % der Falle pro Jahr zur Ent-
stehung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) flihrt. Die derzeitige Standardtherapie zur
Behandlung einer chronischen HCV Infektion basiert auf einer Kombination von pegylierten
Interferon a (IFNa) und Ribavirin. Ribavirin ist ein Nukleosidanalogon und wirkt auf eine
Vielzahl von DNA- und RNA-Viren supprimierend, darunter auch die Familie der Flaviviridae.
Die antivirale Wirkungsweise von Ribavirin ist bisher nicht bekannt, allerdings wird

angenommen, dass es die HCV Replikation entweder durch Einbau in die RNA und Inhi-
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bierung der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase oder indirekt tGber die Inhibierung der
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) hemmt. Es beeinflusst aullerdem die anti-
virale Immunantwort und wirkt dabei auf die T-Helferzellen. Ribavirin verstarkt einerseits die
Zytokinproduktion der Th1-Zellen (IL-2, IFNy; TNFa) und supprimiert andererseits die der
Th2-Zellen (IL-4, IL-5, IL-10) ®®. Interferon a entfaltet seine antivirale Wirkung durch die
Bindung an Oberflachenrezeptoren auf den Virus-infizierten Zellen und induziert die
Expression zahlreicher Effektorproteine unter anderem der 2, 5°-Oligoadenylatsynthetase
(OAS), der Proteinkinase R oder der so genannte Mx-Proteine ¥ % Seine immunmodula-
torischen Eigenschaften wirken allgemein auf die Aktivierung der zellularen Immunantwort,
wobei speziell zytotoxische T-Zellen sowie NK-Zellen aktiviert werden und der Crosstalk
zwischen dendritischen Zellen und CD8-T-Zellen unterstiitzt wird. Seine antiproliferativen
Eigenschaften sind z. T. auch flir Nebenwirkungen verantwortlich, die bei Patienten unter
langer andauernder Interferontherapie beobachtet werden, wie z. B. Thrombozytopenie und
Leukopenie sowie Haarausfall. Mit der aktuellen Standardtherapie kann lediglich eine
Ausheilung von 54 % erreicht werden. In Subgruppenanalysen wird etwa eine Eliminations-
rate von 42 % fur die Infektion mit Genotyp 1 erzielt und 82 % fur die Infektion mit dem
Genotyp 2 und 3 P,

Da viele Patienten fur eine Therapie nicht in Frage kommen und die Interferontherapie eine
Reihe von Nebenwirkungen aufweist, ist die Entwicklung alternativer Therapieansatze
unbedingt notwendig. Der Lebenszyklus des Hepatitis C Virus bietet eine Vielzahl von
Angriffspunkten fiir solche Therapieansatze. So zum Beispiel erscheinen der Viruseintritt, die
Polyproteinprozessierung, die RNA Replikation aber auch der Schritt der Virionenproduktion
vielversprechend. Dabei ist die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren viraler Enzyme wie
zum Beispiel fur die Protease NS3/4A oder die Polymerase NS5B am weitesten fort-
geschritten. Weitere Therapieansatze basieren auf der RNA-Interferenz-Technologie, auf
Antisense-Oligonukleotiden oder umfassen Immunsuppressiva, wie zum Beispiel das Cyclo-
sporin A. Die Entwicklung von Impfstoffen gegen das Hepatitis C Virus gestaltet sich

allerdings bisher schwierig 4.

1.2 Das Immunsystem

Nach der Aktivierung der angeborenen, unspezifischen Immunantwort, kommen spezifisch
erworbene Immunmechanismen zum Einsatz. Als Abwehrmechanismen in der angeborenen
Immunabwehr stehen dem Korper phagozytierende Immunzellen, NK-Zellen, das
Komplementsystem und humorale Mechanismen, wie Akut-Phase-Proteine und Interferone
zur Verfugung. Entscheidend fur die angeborene Immunantwort ist dabei, dass ihre Abwehr-
mechanismen im Genom kodiert sind und keinerlei Anpassung unterliegen. Rezeptoren der

angeborenen Immunantwort erkennen eine limitierte Anzahl von Molekulen, welche evo-
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lutiondr konserviert sind, wie zum Beispiel Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, nicht-
methylierte CpGs und auch doppelstrangige RNA 3l Diese Rezeptoren sind keimbahn-
kodiert und ihre Expression ist auf einzelne spezielle Zellen beschrankt und unterliegen
keiner klonalen Verteilung. Viele dieser angeborenen Erkennungsstrukturen werden als
PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) bezeichnet und tUber Mitglieder der Toll-like
Rezeptorfamilie (TLRs) erkannt . Die Wiedererkennung von bestimmten Pathogenen
allerdings ist eine charakteristische Eigenschaft der adaptiven Immunantwort. Um sich
gezielt an Mikroorganismen und Viren anzupassen, entwickelt der Korper eine erworbene
spezifische Immunitat, die Uber ein groRes Repertoire an T-Zell-Antigen-Rezeptoren (TCRs),
Lymphozytenrezeptoren (BCRs) und auch zum grof’en Teil Gber Adaptermolekiile, wie
Antikérper gewahrleistet wird. Die Diversitat der TCRs und BCRs, aber auch der
Immunglobuline wird Uber somatische, site-spezifische DNA Rekombination erreicht.
Weiterhin wird jeder Rezeptor mit seiner jeweiligen Spezifitat klonal exprimiert. In der
adaptiven Immunitat wird zwischen der zellularen und der humoralen Immunantwort unter-
schieden. Die B-Zellen sind dabei fir die Bildung spezifischer Antikorper und damit fir die
humorale Immunantwort verantwortlich. Die T-Zellen dagegen tGbernehmen ihre wesentliche

Rolle in der zellularen Immunantwort.
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Abbildung 1.4: Zusammenfassende Darstellung der angeborenen und adaptiven Immunantwort.
Abkurzungen: DC: dendritic cells; PAMPs: pathogen-associated molecular patterns; CTL: cytotoxic
cell (modifiziert nach Kaisho T: http://www.rikenresearch.riken.jp/frontline)
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1.2.1 Die spezifische, humorale Immunantwort

Die adaptive Immunitdt basiert grundlegend auf zwei voneinander verschiedenen
Mechanismen: die zellvermittelte und die humorale Immunitat. Hierbei ist die adaptive
Immunantwort durch vier klassische Merkmale charakterisiert: Spezifitat, Gedachtnis,
Diversitat und ,Selbst-Nicht-Selbst“-Diskriminierung. Die zellvermittelte Immunitat beinhaltet
dabei die Produktion zytotoxischer T-Lymphozyten, die Aktivierung von Makrophagen und
NK-Zellen sowie die Ausschittung von bestimmten Zytokinen und wird durch T-Lymphozyten
vermittelt. Die humorale Immunantwort dagegen schlie3t die Produktion und Sekretion von
Antikérpermolekiilen als Reaktion auf ein Antigen ein und erfolgt ausschlieBlich Uber
B-Lymphozyten. B-Lymphozyten wurden in den frihen 60er Jahren zusammen mit den
T-Zellen entdeckt und unterscheiden sich phanotypisch nur durch Analyse von ent-
sprechenden Zelloberflachenmarkern. B-Zellen entwickeln sich aus Vorlauferzellen im
Knochenmark, in der Leber des Fetus sowie in spezialisierten Organen von Vogeln, der so
genannten Bursa Fabricius, die auch fir die Namensgebung dieser Zellpopulation ent-
scheidend war. Im menschlichen Kérper kommen schatzungsweise 2x10'? Lymphozyten vor,
von denen 5-15 % die B-Zellen ausmachen . Ziel der humoralen Immunantwort ist die
Bildung groRer Mengen von Antikérpern. Die Immunglobuline besitzen die Fahigkeit, das
Komplementsystem zu aktivieren und die Phagozytose zu stimulieren. Weiterhin missen sie
im besonderen Male in der Lage sein, Molekile des Pathogens zu binden, welches zum
Auslosen der Immunantwort gefuhrt hat. Wenn ein Antigen in den Korper eindringt, wird
diesem ein gewaltiges Spektrum von Lymphozyten entgegen gesetzt, die alle jeweils
Antikérper mit spezifischen individuellen Erkennungssequenzen tragen.

Die Entwicklung der B-Zellen unterliegt einer streng organisierten Reihenfolge und umfasst
zahlreiche Schritte, die schlussendlich zur Reifung der B-Zellen und zur Generierung von
immunkompetenten B-Zellen filhren. Das Hauptziel dieses Entwicklungsprozesses ist die
Bildung von B-Zellpopulationen, die ein breites Spektrum an B-Zellantigenrezeptoren (BCRs)
exprimieren, unterschiedliche Spezifititen aufweisen und zur Erkennung von neuen und
wiederkehrenden Antigenen geeignet sind. Jeder B-Lymphozyt tragt auf seiner Oberflache
etwa 10° Antikorper, die ihre Funktion als B-Zell-Rezeptoren ausiiben und spezifische

Epitope binden kénnen.

1.2.2 Struktur und Funktion von Immunglobulinen

Antikérper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind essentiell fir die Funktionstlichtigkeit der
humoralen Komponente der adaptiven Immunantwort. Die Funktion der Antikorper liegt
einerseits in der spezifischen Erkennung fremder Molekile (Antigene) und andererseits in
der Aktivierung immunologischer Effektormechanismen. Antikdrper werden zunachst als

Transmembranrezeptoren auf den B-Lymphozyten exprimiert (BCR), doch im Verlauf der
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Immunreaktion differenzieren die B-Zellen zu Plasmazellen, die dann in groRen Mengen
I6sliche Antikdrper sezernieren.

Ein Antikorpermolekul besteht aus jeweils zwei identischen schweren und leichten Poly-
peptidketten, die kovalent durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Jede Kette
besteht aus einer aminoterminalen und einer carboxyterminalen Domane, dabei wird der
Aminoterminus als variable Region (V_4) und der Carboxyterminus als konstante Region
(Cun)) klassifiziert. Jede leichte Kette setzt sich aus einer variablen (V) und einer konstanten
Domane (C.) zusammen, wohingegen bei den schweren Ketten eines IgGs drei konstante
(Cu1, Cy2, Cy3) auf eine variable Doméane (Vy) folgen. Beim Menschen werden dabei zwei
Subtypen der leichten Ketten (kappa (k) und lambda (1)) und flnf verschiedene Typen von
schweren Ig-Ketten (u, 3, vy, a und ¢) unterschieden. Je nach Struktur der konstanten
Regionen der schweren Ketten werden die Immunglobuline in verschiedene Klassen ein-
geordnet. Die Bezeichnung der Immunglobulinklassen leitet sich dementsprechend von den
konstanten Abschnitten der schweren Ketten ab und fuhrt deshalb zur Klassifizierung in IgM,
IgD, 1gG, IgA und IgE, wobei das am haufigsten auftretende Immunglobulin das 1gG ist.

Aus der Struktur eines IgG-Antikdrpers wird ersichtlich, dass es sich hierbei um ein
Y-féormiges Molekul handelt, welches ein achsensymmetrisches Heterotetramer bildet.
Aufgrund der Symmetrie des Immunglobulins lasst sich schlussfolgern, dass beide Antigen-
bindungsstellen dieselbe molekulare Struktur, und damit auch dieselbe Bindungsspezifitat fir
ein Antigen aufweisen und dementsprechend als divalent bezeichnet werden. Die Antigen-
bindungsspezifitat wird Uber die so genannten Fv-Regionen vermittelt, die sich aus den
variablen Domanen von leichten (V.) und schweren (Vy) Ketten zusammensetzen. Wird die
Aminosauresequenz der variablen Domanen genauer betrachtet, so ist erkennbar, dass drei
relativ kurze Peptidabschnitte, bestehend aus 10-15 Aminosauren, eine héhere Variabilitat
als die Ubrigen Bereiche aufweisen. Diese insgesamt sechs hypervariablen Bereiche be-
finden sich bei Betrachtung der dreidimensionalen Struktur des Antikérpers an seiner
Aulenseite und bilden zusammen das so genannte Paratop, welches fir die Antigenbindung
verantwortlich ist. Diese Regionen werden als complementarity determining regions (CDR)
bezeichnet. Sie sind verantwortlich fiir die Antigenspezifitat des Antikdrpers und bilden
komplementare Oberflachen gegentber der antigenen Determinante, dem so genannten
Epitop aus. Die CDRs umgebenden Bereiche werden als framework-Regionen (FR) be-
zeichnet. Bei diesen Gerustregionen handelt es sich um hochkonservierte Bereiche, die der

Aufrechterhaltung der Proteinstruktur dienen.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung eines Immunglobulins G und den davon abgeleiteten
Antikorperfragmenten. Ein Immunglobulin besteht aus jeweils zwei identischen schweren (H) und
leichten (L) Polypeptidketten, die kovalent durch Disulfidbricken (s-s) miteinander verbunden sind.
Jede Kette wird durch die variable Region (V) und die konstante Region (C4) charakterisiert. Der
variable Teil des Immunglobulins (Fv) ist fir die Spezifitdt des Antikdrpers verantwortlich und tragt die
kleinste antigenbindende Region, die so genannten CDRs (complementarity determining regions). Die
einzelnen Fragmente des Globulins Ubernehmen dabei verschiedene Aufgaben: Fab-Fragment:
Antigenbindung, Fc-Fragment: Effektorfunktionen wie Komplementaktivierung und Makrophagen-
bindung. Abgeleitete Antikérperfragmente sind: das Fv-Fragment (bestehend aus der variablen
Region der schweren (V) oder leichten (V) Kette), das scFv-Fragment (bestehend aus der variablen
Region der schweren (V) und leichten (V) Kette verbunden Uber eine Peptidverbindung (linker)) und
das Fab-Fragment (bestehend aus der konstanten und variablen Region der schweren (Vy/Cy) und
leichten (V./C.) Kette). (modifiziert nach Diibel )
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Die konstanten Regionen eines Antikbrpermolekuls vermitteln funktionelle Eigenschaften, so
genannte Effektorfunktionen, wie die Bindung von NK-Zellen, die Makrophagenaktivierung
und die Fahigkeit zur Komplementaktivierung. Aufgrund der Struktur der Immunglobuline
vermittelt jeder Isotyp einen anderen Effektormechanismus in der Immunantwort.

Der Mensch besitzt etwa 30000 Gene die eine Diversitat von 10" theoretisch mdglichen
Antikérpern kodieren. Die Genloci der leichten und schweren Ketten liegen beim Menschen
auf verschiedenen Chromosomen. Die einzelnen Genloci kodieren keine vollstandigen
Immunglobuline, sondern nur einzelne Segmente fur die entsprechenden Immun-
globulinketten. Dabei werden verschiedene Gensegmente unterschieden: das V- (variable),
D- (diversity), J- (joining) und C- (constant) Segment. Bei der Differenzierung der B-Zellen
werden die Gene dieser Keimbahnsegmente durch somatische Rekombination zu den
Immunglobulinketten zusammengefligt. Die Gene fiir die variablen Regionen der schweren
Kette bestehen jeweils aus einem V-, einem D-, und einem J-Segment. Die variablen
Regionen der leichten Kette dagegen entstehen durch die Kombination aus einem V- und
einem J-Segment. Die somatische Rekombination unterliegt dabei bestimmten Regeln, aber
auch dem Zufall. So kénnen Gensegmente eines Chromosoms nur in einer bestimmten
Reihenfolge (VDJ) rekombiniert werden. Dem Zufall jedoch unterliegt, welches V-Segment
mit welchem D- und J-Segment kombiniert wird. Durch diesen zufalligen Mechanismus der
somatischen Rekombination kann eine kombinatorische Vielfalt und damit eine riesige Anti-
korperdiversitat erzeugt werden. Diese Vielfalt wird weiterhin durch die zufallige Verknipfung
der schweren und leichten Kette in einer B-Zelle erhoht. Sobald die Gene fur eine schwere
und eine leichte Kette erfolgreich zusammengefligt wurden und die Zelle einen funk-
tionierenden Antikdrper sezernieren kann, beendet die B-Zelle ihren Reifungsprozess. Durch
das Prinzip der allelen Exklusion, d. h. jeweils nur ein Allel fir die schwere bzw. leichte Kette
zu verwenden, wird gewahrleistet, dass jede B-Zelle molekular identische Antikérper mit nur

einer Spezifitat synthetisiert.

1.3 Die Generierung von humanen Antikorperfragmenten mit Hilfe der Phage-
Display Technologie
Die Generierung von Antikorpern bzw. Antikorperfragmenten fur Forschung und Diagnostik,
aber auch auf dem Gebiet der Medizin, hat in den letzten 20 Jahren zunehmend an Be-
deutung gewonnen. Momentan existieren drei Hauptstrategien auf dem Gebiet der Anti-
korpergenerierung: die Immunisierung einfacher Nagetiere, die Hybridomtechnologie und der
Phage-Display. Mitte der 70er Jahre wurde die Hybridomtechnologie von Kdhler und Milstein
entwickelt *®, die aus in vitro gewonnenen Hybridomzellen Antikdrper gewiinschter Spezi-
fitdten herstellen konnten. Der entscheidende Nachteil dieser Technologie ist, dass der

Gewinnung der Antikdrper eine Immunisierung meist muriner Versuchstiere vorausgeht und
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somit monoklonale Maus Antikérper generiert werden. Damit ist der mdgliche therapeutische
Einsatz problematisch, da das Immunsystem des Patienten auf die Maus-AntikGrper mit der
so genannten HAMA-Immunantwort (human-anti-mouse antibodies) reagiert. Dadurch wird
eine erneute Behandlung unmdglich, da die Antikdrper des Patienten die zur Therapie ein-
gesetzten Antikdrper neutralisieren noch bevor sie ihr Ziel erreichen . Durch die
resultierende rasche Ausscheidung des therapeutischen Antikérpers wird auch seine Wirk-
samkeit maRgeblich beeintrachtigt " %8l Durch die Entwicklung von chimaren Antikdrpern
aus nichthumanen leichten und humanen konstanten Domanen konnte die HAMA-
Immunantwort in Patienten minimiert, allerdings nie ganz ausgeschlossen werden 97!,

Eine weitere Moéglichkeit zur Humanisierung von Antikérpern bietet das so genannte CDR-
grafting, erstmal von Jones et al. beschrieben . Dieser Alternative liegt auch die Ge-
winnung humaner Antikorper aus Mausen mittels der Hybridomtechnologie zugrunde. Dazu
werden mit Hilfe komplizierter Kreuzungsexperimente transgene Mause mit humanem Anti-
korpergen-Repertoire generiert, die daraufhin humane Immunglobuline produzieren, die sich
nur noch geringfiigig z. B. durch Glykosylierungsmuster unterscheiden '°%,

Die Phage-Display-Technologie stellt die Weiterentwicklung auf diesem Gebiet dar und bietet
zum einem die Moglichkeit, ohne die Immunisierung von Versuchstieren auszukommen, und

zum anderen, die humane Anwendung direkt zu adressieren.

1.3.1 Phagen-Biologie und Phage-Display

Der Phage-Display ist ein in vitro Selektionsverfahren, bei dem Peptide und Proteine auf der
Oberflache filamentdser Phagen prasentiert werden. Die Phage-Display-Technologie bietet
die Mdoglichkeit Polypeptide mit gewilinschten Eigenschaften aus einem groflen Repertoire
moglicher Varianten zu gewinnen. Seit der erstmaligen Beschreibung von Smith im Jahre
1985 entwickelte sich diese Methode zu einer leistungsfahigen Technik, um sowohl Proteine
mit neuen Eigenschaften zu identifizieren als auch ihre bestehenden Eigenschaften zu
verandern ['°",

Die Phage-Display-Technologie macht sich die Biologie und strukturelle Organisation
filamentdser Phagen zu nutze (Abbildung 1.6 und Tabelle 1.1). Filamentése Phagen bzw.
Bakteriophagen gehdren zu der grof’en Familie bakterieller Viren, welche hauptsachlich
gramnegative Bakterien, wie zum Beispiel E. coli infizieren. Die dabei routinemaRig im
Phage-Display eingesetzten Phagen sind vor allem der Ff-Gruppe (M13-Phage; F1-Phage;
Fd-Phage) filamentdser Phagen zuzuordnen.

Filamentose Phagen sind rohrenférmig aufgebaut und besitzen zirkulare, einzelstrangige
DNA. lhr Genom ist klein, umfasst etwa 6400 Nukleotide, und kodiert fur 11 Gene. Die
Phagenpartikel setzten sich aus 5 Hillproteinen zusammen, wobei das Protein pVIIl den

Hauptanteil ausmacht. Das abgerundete Ende des Phagen enthalt mehrere Kopien (3-5) der
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Proteine pVII und plIX, wobei beide Proteine funktionell relevant fir die Bildung des Partikels
sind [l Am spitzen Ende befinden sich etwa fiinf Kopien der Proteine pll und pVI. Sie sind
fur die Abtrennung der Partikel von der Zellmembran verantwortlich. Das am besten unter-
suchte Protein ist das Hdullprotein plll, welches hauptsachlich flr die Prasentation der
Proteine (Phage-Display) auf der Oberflache des Phagen genutzt wird ' Das plll-Protein
besteht aus zwei funktionellen Domanen: einer N-terminalen und einer C-terminalen
Doméne. Der N-terminale Bereich wird zusatzlich in die N1- und N2-Domane unterteilt und
ist fur die Bindung des F-Pilus und damit fir die Infektiositat der Phagen verantwortlich,
dieser ist aber nicht fiir die Partikelbildung notwendig, wohingegen der C-terminale Bereich
fur die Verpackung des Phagen essentiell ist, da diese Domane integraler Bestandteil der

Kapsidstruktur ist.

I/ X v | vins) | X s] VIII [2700] m | vis | x|

Replikation Partikel Verpackung/Export

Abbildung 1.6: Aufbau, Gene und Genprodukte des filamentésen Phagen f1 (M13/fd). Gen Il
kodiert fir das Protein pll und Gen X flir das Protein pX. Beide Proteine sind verantwortlich fir die
Initiierung der Replikation. Gen V kodiert fiir das Protein pV, das die einzelstrangige DNA bindet. Gen
VIl und IX kodieren fiir zwei kleine Proteine pVIl/plX, die an der Spitze des Bakteriophagen lokalisiert
sind. Gen VIII bildet das Haupthiillprotein pVIII und Gen Ill und VI kodieren fir die Proteine plll und
pVIl, die am Ende des Virions lokalisiert sind. Diese Proteine sind fir die Beendigung des
Zusammenbaus des Partikels, die Freisetzung des Virions und die Infektion verantwortlich. Die
Proteine pVII, pIX, pVIIl, plll und pVI sind am Aufbau des Virionenpartikels beteiligt. Die Genprodukte
pl und pXI der Gene | und Xl resultieren in zwei zytoplasmatischen Membranproteinen. Das Gen |V,
das fir das Protein plV kodiert, bildet einen multimeren, aulReren Membrankanal, durch den der
Phage das Bakterium verlasst. Demzufolge sind die Proteine pl, pIX und plV ebenfalls fir den
Zusammenbau des Virions, aber auch fir den Export des Phagens verantwortlich. [ ]: Kopienzahl, in
der die Proteine vorliegen; Zur Vereinfachung wurde das Phagengenom linearisiert dargestellt.
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Tabelle 1.1: F-spezifische filamentose Phagengene bzw. -proteine, ihre Funktion und die
mogliche Verwendung im Phage-Display (Russel M et al. ).

Verwendung im

Gen Protein GroRe (aa) Funktion Phage-Display
I I XI 348 ; 108 Verpackung nein
Il ;X 409 ; 111 Replikation nein
I Il 406 Phagenpartikel: Hullprotein ja: N-terminal
v v 405 Verpackung/Export nein
V Vv 87 Replikation nein
VI Vi 112 Phagenpartikel: Hullprotein ja: C-terminal
VI Vi 33 Phagenpartikel: Hullprotein ja: N-terminal
VIiI VIII 50 Phagenpartikel: Hullprotein ja: N- und C-terminal
IX IX 32 Phagenpartikel: Hillprotein ja: N-terminal

Filamentdse Phagen durchlaufen nicht den lytischen Vermehrungszyklus, der mit der
Auflésung der Wirtszelle endet, sondern sie vermehren sich lysogen. E.coli-Phagen
verwenden selbstubertragende Pili, die den Transfer des Phagenplasmids in das Bakterium
vermitteln. Phagen kdénnen zwar auch ohne diese Pili Bakterien infizieren, allerdings ist die
Effizienz der Infektion um fast vier GréRenordnungen vermindert "%, Die Infektion beginnt
mit dem Anheften der N2-Doméne des plll-Proteins an den F-Pilus der E. coli-Bakterien 1'%,
Durch diese Bindung wird die N1-Domane des plll-Proteins von der basalen Interaktion mit
der N2-Domane freigegeben und kann nun mit dem wirtseigenen Protein TolA interagieren.
Dieses Protein reicht von der zytoplasmatischen Membran bis in den periplasmatischen
Raum des Bakteriums und fungiert als Korezeptor. Insgesamt sind drei dieser Proteine TolQ,
R und A bei der Infektion absolut essentiell "%, Sie vermitteln die Depolymerisierung der
Phagen-Hiillproteine fiir die Insertion in die zytoplasmatische Membran und die Trans-
lokation der ssDNA in das Zytoplasma des Bakteriums. Die zirkulare, einzelstrangige DNA
gelangt in das Bakterium und wird dort Uber die wirtseigene Replikationsmaschinerie ver-
vielfaltigt. Die Vervielfaltigung der DNA erfolgt tiber den Replikationsmechanismus ,rollender
Ring“ (rolling circle). Dabei wird an dem einzelstrangigen ringférmigen DNA-Plusstrang (+)

ein komplementarer Minusstrang (-) synthetisiert. Dieser Vorgang erzeugt einen doppel-
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strangigen Ring, der dann durch den Replikationsmechanismus des rollenden Ringes
repliziert wird. Durch weitere Prozessierungsschritte entsteht wiederum einzelstrangige DNA,
die entweder als Matrize fir die Replikation verwendet oder in Phagenpartikel verpackt und
aus dem Bakterium ausgeschleust wird. Der genaue Mechanismus sowie molekulare Details
des Infektionsvorgangs der Phagen sind nicht bekannt.

Ein entscheidendes Merkmal filamentéser Phagen ist, dass es sich bei ihrer Produktion um
einen sekretorischen Prozess handelt und damit vollstidndige Phagenpartikel durch die
Bakterien in das Wachstumsmedium abgegeben werden. Die Verpackung erfolgt in der zyto-
plasmatischen Membran und erfordert die Beteiligung von acht integralen Membran-
proteinen. Die ersten Phagenpartikel treten bereits 10 Minuten nach erfolgter Infektion (bei
37°C) im Kulturiberstand auf. Ihre Anzahl steigt exponentiell Gber 40 Minuten lang bis die
Partikelproduktion in einen linearen Bereich eintritt. Uber 1000 Phagen pro Zelle werden in
der ersten Stunde produziert. Unter optimalen Bedingungen kann die infizierte Zelle
unbegrenzt wachsen und sich teilen und damit Phagen synthetisieren. Eine solch
persistierende Infektion ist nur méglich, da die flinf Kapsidproteine und die viralen DNA-
Strange durch Verpackung und Sekretion proportional zu ihrer Synthese aus der Zelle
ausgeschleust werden. Zudem wird eine Uberakkumulation von nicht-sekretorischen
Proteinen durch eine Regulationsschleife verhindert, die durch die Phagenproteine pV/pll
vermittelt wird. Bereits kleine Stérungen des Lebenszyklus des Phagens kénnen zum Tod
der infizierten Zelle fuhren und die Effizienz des Phage-Displays einschranken. So kann es
schon durch kleine Temperaturunterschiede zu einem Ungleichgewicht zwischen der Syn-
these der einzelnen Komponenten und der Partikelproduktion kommen. Unter anderem
resultiert die intrinsische Temperatursensitivitdt des Proteins pV in einer Akkumulation der
ssDNA und fuhrt daraufhin zu einer verminderten Phagenproduktion.

Fir den eigentlichen Phage-Display, also flr die Prasentation von Peptiden und Proteinen
auf der Phagenoberflache, kdnnen alle finf Kapsidproteine eingesetzt werden. Die Arbeits-
gruppe um C. Gao verwendete fir die Fusion der Antikérperfragmente die N-terminalen
Bereiche der Proteine pVIlI und pIX "1 Das Protein pVI, welches mit dem plll-Protein
interagiert, kann gleichermalen fiir die Prasentation der Proteine durch eine carboxy-
terminale Fusion genutzt werden. Die Fusion mit dem C-terminalen Bereich ist von Vortelil,
da ein Stoppkodon am Ende der kodierenden cDNA die Prasentation auf der Phagen-
oberflache nicht verhindern kann. Die am haufigsten verwendeten Virionenproteine flir den
Phage-Display sind die Proteine plll und pVIIl. PVIlI-Bibliotheken kénnen bis zu 2700 Kopien
kleiner Peptide (bis zu sechs Aminosauren) auf der Oberfliche der Phagen darstellen 1'%,
Das plll-Protein liegt in finf Kopien am Ende des Virions vor und wurde auch in der hier
vorliegenden Arbeit fir den Phage-Display eingesetzt. Es hat aufgrund seiner Toleranz

gegenlber grolRen Insertionen, seiner Kompatibilitdt mit monovalenten Display-Formen und
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der enormen Verfugbarkeit entsprechender Vektoren entscheidende Vorteile. Allerdings
kénnen auch verschiedene Schwierigkeiten auftreten, die die Effizienz des Phage-Displays
entscheidend minimieren. So kann zum Beispiel durch die Fusion mit plll eine drastische
Verminderung der Infektiositat auftreten, oder es kénnen Probleme bei der Prasentation der
Fusionsproteine auf der Phagenoberflache entstehen, die meist durch sterische Hinderung
hervorgerufen werden.

Ein Phage-Display-Projekt lasst sich generell in drei grundlegende Abschnitte unterteilen: die
Herstellung der kombinatorischen Bibliothek, die Selektion sowie die Analyse der ausge-
wahlten Klone (Abbildung 1.7). Am Anfang des Phage-Displays steht die Herstellung und die
Amplifizierung einer Bibliothek mit einer gréRtmoglichen Diversitdt denkbarer Protein-
varianten (10'°-10"" Klone). Um eine kombinatorische Bibliothek anzulegen und sie auf der
Oberflache der Phagen zu prasentieren, muss zunachst die Klonierungsstrategie festgelegt
werden. Denn um Proteine auf der Phagenoberflache exprimieren zu kénnen, missen ent-
sprechende Phagen- oder Phagemid-Vektoren verwendet werden. Ein Phagen-Vektor
basiert auf der urspriinglichen Ff-Phagensequenz, dem gegeniber steht ein Phagemid-
Vektor, der nur die Gene der Fusionproteine zur Prasentation und keine weiteren Phagen-
gene beinhaltet ', In einem Phagen-Vektor wird die cDNA, die prasentiert werden soll,
direkt in die kodierende Sequenz des plll-Gens bzw. anderer Hillproteine inseriert. Bei In-
fektion von E. coli tragen dann alle Kopien des Hullproteins das zu selektionierende Protein.
Diese Art der Prasentation wird als polyvalent bezeichnet. In einem Phagemid-Vektor
dagegen wird die cDNA in ein kleines Plasmid unter der Kontrolle eines schwachen
Promotors kloniert. Zusatzlich zu einem Replikationsursprung beinhaltet der Vektor auch
einen Ff-Ursprung, der die Produktion eines einzelstrangigen Vektors und damit die
subsequente Produktion von Phagenpartikeln ermdglicht. Um Phagenpartikel zu erhalten,
missen die Bakterien nicht nur mit dem Plasmid transformiert, sondern auch mit einem
wildtypischen Helferphagen infiziert werden. Die infizierten Zellen stellen dann sowohl die
wildtypischen Phagenproteine als auch das Fusionsprotein, welches vom Phagemid kodiert
wird, her. Da der Helferphage sein Genom nur sehr ineffizient verpackt, enthalten fast alle
Phagenpartikel das Phagemidgenom. Der Vorteil der Phagemid-Vektoren liegt in ihrer
geringen Grofle und Anwendung einfacher Klonierungsstrategien. Weit verbreitet ist der
Einsatz von Phagemid-Vektoren basierend auf dem Phagenprotein plll, bei deren Ver-
wendung ausschlieBlich ein monovalenter Display erreicht werden kann. Bei einem mono-
valenten Phage-Display tragen etwa 10 % oder weniger der Partikel eine Kopie des zu selek-
tionierenden Proteins. Ein weiterer sehr kleiner Prozentsatz tragt zwei Kopien, aber der
Hauptanteil der Phagenpartikel prasentiert auf der Oberflache nur das wildtypische plli-
Protein. Das erscheint zunachst nachteilig, aber die experimentelle Erfahrung hat gezeigt,

dass durch monovalente Displays starker hochaffine Bindungspartner selektioniert werden
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kdénnen als vergleichsweise durch polyvalente Phage-Display-Strategien "'%. Im nach-
folgenden Selektionsschritt, also im so genannten Biopanning-Verfahren wird die Phagen-
Bibliothek mit dem Zielprotein inkubiert. Durch anschlieRende extensive Waschschritte
werden nicht bzw. wenig affine Phagen entfernt. Die gebundenen Phagen werden daraufhin
eluiert und einer weiteren Panning-Runde durch Reinfektion von E. coli zugeflhrt. Die
Anreicherung von bindenden gegenulber nichtbindenden Klonen kann in einer Selektions-
runde (Panning) von einem 2-fachen bis hin zu einem 1000-fachen Verhaltnis variieren,
obwohl eine 10fache Anreicherung eher typisch ist. Im letzten Schritt erfolgt die Analyse der
hochaffinen Klone zunachst durch Sequenzierung und anschielend durch Charakterisierung
ihrer Eigenschaften, wie die Analyse ihrer Bindungseigenschaften gegeniiber dem Antigen.
Bei der Charakterisierung der Proteine wird oftmals das Format der Fusionsproteine, d. h.
die Prasentation auf der Phagenoberflaiche zugunsten I6slicher Nicht-Fusionsproteine
verlassen. Mit Hilfe des Amber-Stoppkodons, das zwischen der inserierten cDNA und der
Sequenz des plll-Proteins liegt, kénnen Nicht-Fusionsproteine bei Transformation der

Phagemide in so genannte nonsuppressor E. coli-Stamme erhalten werden """ 1121,

1. Herstellungeiner kombinatorischen Bibliothek || 3. Sequenzierungund Charakterisierungder
aus V-Gensegmenten, z. B. aus Lymphozyten hochaffin bindenden Klone

I | 1 4
'
I A

[ ]
V| -Kette Vy-Kette
Klonierung
2 Herstellungldslicher
Vi Linker vy plll B & Antikdrperfragmente
Phagemid
c @ Klonierungin eukaryotische
1 Transformationin E. coli +—— Expressionssysteme
E
-I ] Infektion mitder
: F Phagenpopulation
]
2. Biopanning: Selektion derrekombinanten Reamplifizierung in E. coli fur
Phagen im ELISA-Format weitere Selektionsrunden

Waschen Elution
[ E E E El I E E| ]

Abbildung 1.7: Zusammenfassende Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte des Phage-
Displays.
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1.3.2 Rekombinante Antikérper und Antikdrperfragmente

Die Phage-Display-Technik bietet die Moglichkeit, rekombinante Antikbrper bzw. Antikdrper-
fragmente zu generieren. Es existieren unterschiedlichste Formate dieser Antikorper-
fragmente, ausgehend von der kleinsten Einheit eines Immunglobulins (Fv) bis hin zu
vollstadndigen Fab-Fragmenten. Zur Ubersicht sind einige der géangigsten Formate rekom-
binanter Antikdrper in Abbildung 1.8 dargestellt.

Die kleinste Einheit des menschlichen Immunglobulins ist das so genannte Fv-Fragment. Es
beinhaltet eine vollstandige Antigenbindungsstelle bestehend aus den variablen Domanen
der leichten (VL) und schweren (Vy) Kette. Um eine Dissoziation beider Domanen zu ver-
hindern, sind zusatzliche Stabilisierungselemente notwendig. Demzufolge werden Linker-
Strukturen eingefligt, die gewahrleisten, dass die Fv-Fragmente auf der Oberflache der
Phagen stabil genug sind, um die Selektion gegen das Antigen zuzulassen. Die verwendeten
Linker-Strukturen sind meist kurze Serin- und Glycin-reiche Peptide, die zur Bildung eines
Einzelkettenantikorperfragments, einem so genannten single chain Fv fragment (scFv)
fihren '3 Dabei werden flexible, hydrophile, 15 bis 20 Aminoséuren lange Peptide mit dem
Carboxyterminus der Vy-Kette und mit dem Aminoterminus der V, -Domane verkniipft [,
Die scFv-Fragmente (~ 25 kDa) sind kleiner als Fab-Fragmente (~ 50 kDa), weisen aber
meist eine hohere Affinitdt bzw. Antigenbindungsaktivitat gegenuber ihrem Antigen als die
entsprechenden Fab-Fragmente des gleichen Antikérpers auf ''®. Aufgrund des fehlenden
Fc-Teils in den Einzelkettenantikdrperfragmenten wird das Auslésen der Effektorfunktionen,
wie beispielsweise die Komplementaktivierung, weitgehend verhindert.

Beide Antikérperformate kénnen auf der Oberflache der Phagen exprimiert werden, aller-
dings neigen die scFv-Fragmente bei héheren Konzentrationen zur Aggregatbildung. Die
Aggregatbildung fiihrt oftmals zu schlechten Isolierungs- und Aufreinigungsbedingungen der
Einzellkettenantikérperfragmente. Allerdings liegt der grofdte Vorteil der scFv-Fragmente in
ihrer reduzierten Groflie, die etwa nur noch einem Sechstel eines vollstandigen Immun-
globulins entspricht. /n vivo Untersuchungen belegen, dass die Reduktion der GroRRe eine
verbesserte Penetration des Gewebes zur Folge hat sowie bessere Diffusionseigenschaften

(1181 Einzelkettenantikdrperfragmente unterliegen

im Gewebe gewahrleistet werden kdnnen
einem schnellen renalen Abbau. Die Halbwertszeit dieser Fragmente betragt oftmals nur
wenige Stunden, was ihre Effektivitat herabsetzt. Die Antikérperfragmente werden dem-
zufolge modifiziert und an Substanzen gekoppelt, um gewlinschte pharmakokinetische
Eigenschaften zu erreichen und so optimierte therapeutische Antikdrper zu erhalten '],
Durch die Moglichkeit der Klonierung der scFv-Fragmente in prokaryotische und eu-
karyotische Vektorsysteme erreichen die Antikérperfragmente ein weites Spektrum an
Einsatzmdglichkeiten sowohl im Bereich der Forschung und Diagnostik als auch im Bereich

der klinischen Anwendung.
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. ‘:@

Fab-Fragment scFv-Fusionsprotein mit trimares scFv-Fragment

(~ 50 kDa) Effektormolekdil, z.B. Toxin (triabody)
humaner Antikérper l
(~ 150 kDa)
- -

Fv-Fragment scFv-Fragment dimeres scFv-Fragment

(~ 12 kDa) (~ 30 kDa) (bivalenter diabody)

| |

scFv-Fusionsprotein mit dimeres scFv-Fragment

Proteindoméne (bispezifischer diabody)

Abbildung 1.8: Eine Auswahl abgeleiteter, rekombinanter Antikorperformate. Abkirzungen: Vy:
variable Region der schweren Kette (orange); V\: variable Region der leichten Kette (orange); Cn13/Cy:
konstante Regionen (blau); Fv: variabler Teil eines Antikorpers; scFv: durch einen Peptidlinker
stabilisiertes Fv-Fragment, bestehend aus der variablen Region der leichten und schweren Kette
(modifiziert nach Diibel )

1.3.3 Einsatz und Bedeutung rekombinanter, therapeutischer Antikorper

In den letzten 15 Jahren haben therapeutische Antikérper zunehmend an Bedeutung
gewonnen, vor allem auf den Gebieten der Onkologie und Infektiologie (Tabelle 1.2). Der
schwierigste und entscheidenste Schritt fiir die optimale Generierung therapeutischer
Antikorper ist die Auswahl des Zielantigens. Die Selektion des Zielantigens setzt das Wissen
um biochemische Signalwege der Erkrankung voraus. Oftmals sind die biochemischen und
molekularbiologischen Grundlagen bei Tumor- und Viruserkrankungen nicht wirklich ver-
standen, so dass die optimale Auswahl des Zielantigens fur die Intervention des Antikdrpers
problematisch ist. FUr die Wahl des Zielantigens wird haufig das Expressionsmuster des
Zielantigens miteinbezogen. Ein optimales Szenario ist eine spezifische Expression oder
eine Uberexpression des Zielmolekiils in den Tumorzellen bzw. in den Virus-infizierten
Zellen. Ein Beispiel in der Onkologie ist unter anderem Trastuzumab (Herceptin®), welches

den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER-2) bindet. Obwohl HER-2 in
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einer limitierten Anzahl von Zelltypen und Zellgeweben vorkommt, wird dieser Rezeptor in
30 % aller Brustkrebserkrankungen iiberexprimiert ''® "9 Ein weiterer vielversprechender
humanisierter, monoklonaler Antikérper ist Bevacizumab (Avastin®), welcher seit 2005 bei
der Behandlung des kolorektalen Karzinoms eingesetzt wird. Bevacizumab ist gegen den
Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) gerichtet und unterbindet die

Angiogenese, also die Neubildung von Blutgefallen zur Versorgung des Tumors.

Tabelle 1.2: Fiir die klinische Anwendung zugelassene rekombinante Antikorper (Zulassung der
US Food and Drug Administration (FDA))

Bezeichnung Antikorper-Typ Zielantigen Indikation Zulassung
Onkologie
Verhinderung der
aebocﬁ’;ﬁn@ib) chimar; Fab Integrin allg3  Blutpléttchen- 1994/97
Aggregation
Humaspect ® human, ) Kolonkarzinom: in 1996
(Votumumab) radiomarkiert vivo Diagnostik
Remicade ® Rheumatoide
(Ir?flix?riaf)) chiméar TNFa Arthritis, Morbus 1998/99
Chron
Herceptin ® humanisierter )
(Trastuzumab) IgG1 HER-2 Brustkrebs 1998
Erbitux® chimarer IgG1 EGFR Dickdarmkrebs 2003
(Cetuximab)
Avastin_® humanisierter VEGE Darmkrebs 2004
(Bevacizumab)  1gG1
humanisiertes
Mylotarg® ;
IgG4- Akute myeloische
g%m;ﬁ; ri?]?b Calicheamicin- CD33 Leukamie 2000
9 Konjugat
Bexxar® murines lgG2a- Rezidivierte B-Zell-
(Teositaumomab) 1311- CD20 Non-Hodgkin- 2003
Radiokonjugat Lymphome
Humira® Rheumatoide
(Adalimumab) humanes IgG1 TNFa Arthritis 2003
Infektiologie
Synagis ® - RSV F- Respiratorisches
(Palivizumab) humanisiert Protein Synzytial-Virus 1998

Die Entwicklung und der Einsatz rekombinanter Antikdrper zur Intervention von Infektions-
krankheiten wie HIV und HCV ist bei weitem nicht so fortgeschritten wie auf dem Gebiet der
Onkologie. Eine Vielzahl von Antikdrpern konnte isoliert werden, die spezifisch gegen virale

und wirtseigene Proteine gerichtet sind und so Einfluss auf die Infektion, die Replikation und
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die Ausbreitung des Virus nehmen. Im Jahre 1993 wurde erstmalig ein humanes Einzel-
kettenantikérperfragment als potenzielles therapeutisches Molekll entwickelt, welches an
das Huillprotein gp120 des HI-Virus bindet '*!, Weitere regulatorische Proteine, welche durch
das HI-Virus kodiert werden, wurden zur Entwicklung therapeutischer, rekombinanter Anti-

(21" die Integrase '@ sowie

korper herangezogen, unter anderem die reverse Transkriptase
das Tat- '*® und das Rev-Protein ', Weitere Ansatze basieren auf dem Versuch den HIV-
Viruseintritt zu verhindern. Solche Antikdrper sind zum Beispiel gegen die Chemokin-
rezeptoren CCR5 '"®! und CXCR4 !"?! gerichtet, welche wichtige Korezeptoren des HI-Virus
darstellen.

Auch fur das Hepatitis C Virus wurde die Entwicklung therapeutischer, rekombinanter
Antikoérper beschrieben. So konnten unter anderem Antikdrper gegen die Strukturproteine
Core 2 "2l ynd E2 "#! sowie gegen die nichtstrukturellen Proteine NS3 ['** und NS5B ['*%
isoliert werden, fir die in vitro eine Inhibierung der enzymatischen Aktivitdt nachgewiesen
werden konnte [*®"3? Die bisher aufgefiihrten Beispiele legen nahe, dass die intrazelluldre
Immunisierung mittels geeigneter Antikorperfragmente einen vielversprechenden antiviralen

Therapieansatz darstellt '?") .

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit umfasst zwei wesentliche Aspekte. Der erste Aspekt
(1), der bearbeitet wurde, war die Generierung und Charakterisierung von humanen, hoch-
affinen Einzelkettenantikérperfragmenten (scFv), welche in der Lage sind, das Zielantigen, in
diesem Falle das hochkonservierte Strukturprotein Core des Hepatitis C Virus, zu binden. Es
wurden humane, intrazelluldare Antikérperfragmente mit hoher inhibitorischen Wirkung
kloniert und detailliert analysiert. Die Generierung der rekombinanten Antikdrperfragmente
erfolgte mittels der Phage-Display-Technologie auf der Grundlage einer humanen, rekom-
binatorischen Antikérperbibliothek. Die daraufhin selektionierten Antikorper gegen das HCV
Core Protein wurden charakterisiert und auf ihre biologische Wirksamkeit mit Hilfe unter-
schiedlicher Modellsysteme Uberpriift.

Der zweite Aspekt (2) dieser Arbeit beschaftigt sich mit einer vergleichenden Proteom-
analyse von NS3/4A-transgenen versus den entsprechenden wildtypischen Mausen. Dabei
sollten neue Erkenntnisse lber den Einfluss des Hepatitis C Virus auf die Expression von
Wirtszellproteinen und tGber HCV-bedingte Veranderungen der Wirtszelle gewonnen werden,

die zum Verstandnis der Wirkungsweise des Virus beitragen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material, Substanzen und Lésungen

2.1.1 Materialien fir die Zellkultur

Deckglaser & 12 mm
Gewebekulturflaschen: 75 cm? 175 cm?
Gewebekulturschalen: 6 cm; 10 cm
Gewebekulturplatten: 6 well; 12 well
MaTek™-Schalen

Minisart™ Sterilfilter: 0,2 um
Objekttrager

2.1.2 Zellkulturmedien und Zusitze

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

FCS

G418 (Geneticin)

OptiMEM

PBS

Trypsin/EDTA

Zeocin

2.1.3 Reagenzien und Feinchemikalien

Ampicillin

Aprotinin

Benzamidin
B-Glycerolphosphat
Bradford Protein-Assay
BSA

Chloramphenicol
Mounting Medium
D-Galaktosamin

DTT

Engelbrecht; Ederminde, Deutschland
Greiner; Solingen, Deutschland
Falcon; Heidelberg, Deutschland
Nunc; Wiesbaden, Deutschland
MaTek Corporation; Ashland, USA
Sartorius; Géttingen, Deutschland

Engelbrecht; Edermiinde, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Perbio; Bonn, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Cytogen; Sinn-Fleisbach, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
BioRad; Hercules, USA
PAA-Laboratories; Linz, Osterreich
Sigma; Munchen, Deutschland
DAKO; Hercules, USA

Sigma; Munchen, Deutschland

Sigma; Minchen, Deutschland
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HiPerFect™ Transfection Reagent
Kanamycin

Leupeptin

Lipofectamine 2000™
Na-Pyrophosphat

Pefabloc

PMSF

Triton X-100

WL Chemiluminescence Reagent Plus

214 Kits

QIlAprep Spin Maxiprep Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit
QIlAquick PCR Purification Kit
QlAshredder Kit

Quantitect Reverse Transcription Kit
Luciferase Assay System

RNeasy Mini Kit

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit

2.1.5 PCR und Klonierung

dNTP Mix

High-Fidelity DNA-Polymerase
IPTG

Oligonukleotide
Restriktionsenzyme
Sequenzierungen

Smart Ladder

SYBR Green PCR Master Mix
T4-DNA Ligase

Tag-Polymerase

2.1.6 Plasmide

pcDNA3

Qiagen; Hilden, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Fluka; St. Gallen, Schweiz

Roche; Mannheim, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
Perkin Elmer; Rodgau-Jiigesheim,

Deutschland

Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Promega; Madison, USA

Qiagen; Hilden, Deutschland

Minerva Biolabs; Berlin, Deutschland

Roche; Mannheim, Deutschland

New England Biolabs; Ipswich, USA
Promega; Madison, USA

MWG; Ebersberg, Deutschland

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

Roche; Mannheim, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
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pECFP-C1 Clontech; Mountain View, USA
pECFP-N1 Clontech; Mountain View, USA
pEYFP-C1 Clontech; Mountain View, USA
pRL-TK Promega; Madison, USA

2.1.7 Primarantikoérper und Sekundarantikorper

Tabelle 2.1: Verwendete Primér- und Sekundarantikérper

Antikorper Herkunft Erkanntes Epitop Firma Verwendung
Primarantikorper
. . Meerschwein, C-Terminus (aa 423- Progen )
Adipophilin | ) ional 437) (human) (Heidelberg; DE) IF (1:250)
ADOE Kaninchen, C-Terminus Abcam IF (1:100)
P monoklonal (human) (Cambridge; GB) WB (1:1000)
. Maus, 6 Isoformen von B-Aktin | Abcam ]
B-Aktin monoklonal (human, Maus, Ratte) | (Cambridge; GB) WB (1:2000)
Maus, Sigma )
FLAG M1 monoklonal Flag-tag MDYKDDDK (Miinchen: DE) WB (1:500)
Maus, Glycerinaldehyd-3-PDH | Biodesign )
GAPDH monoklonal (human, Maus, Ratte) (Saco; USA) WB (1:5000)
Maus, grun-fluoreszierendes Roche ]
S monoklonal Protein; auch CFP/YFP | (Mannheim; DE) WB (1:1000)
Maus, grun-fluoreszierendes Santa Cruz ]
GFP monoklonal Protein; auch CFP/YFP | (Santa Cruz; USA) WB (1:1000)
GM130 Kaninchen, Golgi, N-Terminus Cell Signaling IF (1:50)
polyklonal (human) (Danvers; USA) WB (1:1000)
Maus, . ABR IF (1:50)
HCV Core 1 onoklonal Core Protein (aa 21-40) | 2 ckford: USA) WB (1:1000)
HCV NS3 Maus, NS3 Protein (aa 1252- | Abcam IF (1:150)
monoklonal 1477) (Cambridge; GB) WB (1:2000)
Maus, NS4A Protein (aa1689- | US Biological )
G monoklonal 1735) (Swampscott; USA) IF (1:100)
Maus, . Abcam IF (1:150)
HCVINSSA | onokional NSSA Protein (Cambridge; GB) WB (1:1000)
HCV NS5B Maus, NS5B Protein (aa372 - | Apotech Corporation | IF (1:150)
monoklonal 382) (Genf; Schweiz) WB (1:1000)
His Maus, . Invitrogen .
(C-terminal) monoklonal 6x His-tag (Karlsruhe; DE) W8 (1:1000)
Sekundarantikérper
HRP-anti- Ziege, konstanter Bereich von | DAKO ]
Kaninchen polyklonal Kaninchen-Ig (Hercules; USA) WB (1:6000)
HRP-anti- Kaninchen, konstanter Bereich von | DAKO ]
Maus polyklonal Maus-Ig (Hercules; USA) WB (1:6000)
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Antikorper Herkunft

Erkanntes Epitop Firma

Verwendung

Fluoreszenz- | abhangigv.
gekoppelte Primarantikorper:
Antikérper Ziege, Esel

konstanter Bereich von | Jackson
Ig der Spezies des
eingesetzten
Primarantikorpers

fitc (1:100)
cy3 (1:500)
cy5 (1:250)

ImmunoResearch
Laboratories
(West Grove; USA)

2.1.8 Fluoreszierende Farbstoffe

Bodipy Lipid Probe
Hoechst 34580

2.1.9 Materialien fiir den Phage-Display

ABTS Tabletten/Puffer
Complete, Mini-EDTA-free
ELISA-Platten: 96 well Costar
HCV Core Antigen rekombinant
HCV NS3 Antigen rekombinant
Lysozym

Jak/Stat-Peptide
p-Nitrophenylphosphat
Polyethylenglykol
Restriktionsenzym: Sfil
VCSM13 Helferphagen

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Roche; Mannheim, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
R&D Systems; Minneapolis, USA
Mikrogen; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
New England Biolabs; Ipswich, USA

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Chemikalien, die nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von Merck (Darmstadt,

Deutschland) und Fluka (St. Gallen, Deutschland) in p. A. -Qualitat verwendet.

2.1.10 Computerprogramme und Datenbanken zur Datenauswertung

BioEdit Sequence Alignment Editor
ClustalX

Ig-Blast

PrimerExpress™

V-Base

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit
http://www.clustal.org
http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast
Applied Biosystems; Foster City, USA

http://www.vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk
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2.2 Methoden

2.21 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien (Tab. 2.2) erfolgte in DMEM (supplementiert mit

10 % Hitze-inaktiviertem FCS) in einer wassergesattigten Atmosphére bei 5 % CO, und

37°C.

Tabelle 2.2: Verwendete Zelllinien und ihre Kultivierung

Zelllinie Beschreibung Kultivierung in: Zusitze
HepG2 humane Hepatomazelllinie DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS
DMEM/Nutrient Mix F-12
Huh7 humane Hepatomazelllinie oder DMEM/High Glucose 10 % FCS
(4500 mg/I Glukose)
HuhT humane Hepatomazelllinie; 10 % FCS
stabile Expression von HCV DMEM/Nutrient Mix F-12 + 5 ug/ml
Core-NS3* ) ;
Proteinen (Core-NS3) Zeocin
humane Hepatomazelllinie; 10 % FCS
Huh 9-13* subgenomisches Replikon DMEM/Nutrient Mix F-12 +1 mg/ml
(NS2-NS5B) G418
HenG2 humane Hepatomazelllinie; 10 % FCS
moF::klNS3-4A konstitutive Expression von DMEM/Nutrient Mix F-12 + 350 pg/ml
HCV NS3/4A Zeocin

* zur Verfligung gestellt von R. Bartenschlager

Alle Zelllinien wurden in regelmaRigen Abstanden auf Mykoplasmen mittels PCR-basierten
Screeningmethoden (VenorGeM) getestet.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese bei 80 %iger Konfluenz trypsiniert, pelletiert, in
Einfriermedium (DMEM, 10 % DMSO, 20 % FCS) aufgenommen und anschlieffend in
flissigem Stickstoff gelagert.

Transfektion von DNA

Das transiente Einbringen von Nukleinsduren in Zellkulturzellen erfolgte adharent oder in
Zellsuspension mittels Lipofektion. Die Transfektion Uber Liposomen (Lipofektion) wurde

0™ (Invitrogen) oder HiPerFect™ (Qiagen) durchgefiihrt.

entweder mit Lipofectamine 200
Transfektion in Zellsuspension. Fir die Transfektion wurde je Ansatz 2,5 ug DNA in 50 pl

OptiMEM (serumfrei) aufgenommen. In einem zweiten Reaktionsgefall wurden 4 ul
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Lipofectamine 2000™ mit 246 pl OptiMEM versetzt. Beide Ansdtze wurden zusammen-
geflhrt, gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Komplexbildung
zwischen DNA und Liposomenoberflache zu ermdglichen. In der Inkubationszeit wurden die
zu transfizierenden Zellen (75 cm? Zellkulturflasche mit 70-80 % Konfluenz) trypsiniert,
pelletiert (Zentrifugation 1000 rpm, 5 min, 4°C) und anschlieBend in 5 ml Medium
aufgenommen. Jedem Transfektionsansatz wurden daraufhin 400 pl Zellsuspension
zugegeben, auf ein Endvolumen von 1,6 ml mit Medium adjustiert und der vollstandige
Ansatz in eine Gewebekulturschale (6 cm) Uberfuhrt. Nach 4 Stunden Inkubation der Zellen
bei 37°C im Brutschrank erfolgte ein Medienwechsel mit 2 ml frischem Kulturmedium. Nach
weiteren 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen lysiert und wie in den nachfolgenden
Abschnitten ausgeflihrt, bearbeitet.

Transfektion adhdrenter Zellen. Bei der Transfektion adharenter Zellen mit Lipofectamine
2000™ oder HiPerFect™ wurden ebenfalls zwei separate Ansétze vorbereitet: ein Ansatz mit
DNA und serumfreien OptiMEM-Medium und ein weiterer Ansatz mit Lipofectamine 2000™
bzw. HiPerFect™ und OptiMEM. Die verwendeten DNA-, Transfektionsreagenz- und
Medium-Mengen wurden den Herstellerangaben entsprechend eingesetzt und der GroRe der

ver-wendeten Gewebekulturschale bzw. der eingesetzten Gewebekulturplatten angepasst.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Isolierung von RNA

Nach der Kultivierung der Zellen auf 6 cm Schalen wurden diese mit PBS gewaschen und in
350 pl RLT-Puffer (Zugabe von 3,5 ul B-Mercaptoethanol) lysiert. Die Homogenisierung der
Zellen erfolgte den Herstellerangaben entsprechend mittels des QlAshredder Kits (Qiagen)
und die weitere Isolierung und Aufreinigung der RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
(Qiagen). Optional wurde ein DNasel-Verdau zur Eliminierung genomischer DNA durch-
geflhrt. Die Konzentration und die Reinheit der RNA wurden spektralphotometrisch bei einer

Extinktion von 260 nm / 280 nm bestimmt.

cDNA-Synthese
Die cDNA wurde aus 1 ug RNA mit Hilfe des Quantitect Reverse Transcription Kits (Qiagen)

nach Angaben des Herstellers synthetisiert, in 100 ul sterilem H,O aufgenommen und
anschliellend in der Real-Time-PCR eingesetzt. Durch entsprechend durchgefiihrte Kon-
trollen u. a. ohne DNA und ohne Reverse Transkriptase wurde die Reinheit der Synthese-

reaktion Uberpruft.
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Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR basiert auf dem Prinzip der konventionellen Polymerase-Kettenreaktion.

Der entscheidende Vorteil liegt hier in der Quantifizierung des PCR-Produktes wahrend des
Ablaufes des Amplifikationsprozesses im exponentiellen Bereich. Fir die Real-Time-PCR
wurde der Reporterfarbstoff SYBR Green eingesetzt, der die Fahigkeit besitzt spezifisch an
doppelstrangige DNA, durch Interkalation zwischen den Basenpaaren, zu binden. Der SYBR
Green Farbstoff fluoresziert nur bei Bindung an DNA, dabei nimmt die Fluoreszenz pro-
portional zur Menge des Amplikons zu. Da der SYBR Green Farbstoff nicht nur das
Amplikon, sondern auch andere unspezifische, doppelstrangige DNA-Produkte detektieren
kann, ist es notwendig die Oligonukleotide (Primer) so zu designen, dass diese nur ein
einziges spezifisches Produkt generieren und keine unspezifischen Sekundarprodukte wie
z. B. Primer-Dimere ausbilden, welche mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse identifiziert
werden kénnen. Die Entwicklung der Primer erfolgte mit Hilfe des Programms Primer-
Express™ (Applied Biosystems). Die eingesetzten Primer hatten eine Schmelztemperatur
von 59°C £ 1°C, weniger als 3 G/C-Basen am 3’- Ende und sollten eine Amplikonlange von
100-150 Basenpaaren generieren. Als Ausgangsmaterial der Real-Time-PCR wurde 5 ul der
1:5 verdunnten cDNA eingesetzt und 50 yl SYBR Green PCR Mastermix nach Angaben des
Herstellers (Applied Biosystems) zugegeben. Die PCR-Reaktion erfolgte nach
standardisierten Parametern (Annealing: 59°C, 40 Zyklen), an die sich eine Schmelzkurven-
analyse der PCR-Reaktionen anschloss. Fur die Quantifizierung wurde die ACT-Methode
verwendet '* dabei ergibt sich der CT-Wert aus der Anzahl der Zyklen, bei der das
gemessene Fluoreszenzsignal einen vorgegebenen Schwellenwert Gbersteigt. Als Referenz
wurde bei der Bestimmung der Cox2 Expression humanes HPRT1 (Hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase 1) und bei der Bestimmung der ApoE Expression humanes SDHA

(Succinat-Dehydrogenase-Komplex, Untereinheit A) verwendet.

Tabelle 2.3: Verwendete Oligonukleotide fiir die Real-Time-PCR

Bezeichnung Nukleotidsequenz in 5°'— 3~

sense GCT TTC CTT GGT CAG GCA GT
humanes HPRT1 )

antisense GCT TGC GAC CTT GAC CAT CT

sense CCACTC GCTATT GCACACCTT
humanes SDHA )

antisense TCC TCT ATG CAC AGT GCG ATG

sense TGC TCCTCTTGATTC CTG GTT
humanes Cox2 i

antisense CTGTCTTTG ACC CTG AGC CA

sense TGG GTC GCTTTT GGG ATT AC
humanes ApoE )

antisense GGC CTT CAACTC CTT CAT GGT
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels der Polymerase-Kettenreaktion %4,
Als hitzestabile DNA-Polymerase wurde wahlweise die Tag-Polymerase der Firma Roche
oder die High-Fidelity DNA-Polymerase der Firma New England Biolabs eingesetzt. Die
High-Fidelity DNA-Polymerase besitzt eine so genannte proofreading-Aktivitat, das bedeutet
dass sie aufgrund ihrer 3’-5’-Exonukleaseaktivitat fehlerhaft eingebaute Nukleotide korrigiert
und ersetzt. Diese spezielle Tag-Polymerase wurde hauptsachlich in Klonierungs-
experimenten eingesetzt. Jede PCR-Reaktion beinhaltete: 2,5 mM dNTPs, je 10 pmol sense-
und antisense-Primer, 1-2,5 Einheiten der Polymerase und 10-80 ng Template. Die PCR-
Reaktionen wurden mit Mg?* -haltigem Puffer und sterilem H,O auf ein Endvolumen von 50
aufgefillt. Der PCR-Zyklus erfolgte in den typischen Schritten: Denaturierung des zu
amplifizierenden DNA-Doppelstranges (94°C), Primer-Hybridisierung (annealing) an der
einzelstrangigen DNA (Temperatur anhangig von der Primer-Sequenz) und anschliel3ender
Verlangerung der Primer (extension, 72°C). Die Vervielfaltigung der DNA-Matritze wurde
durch mehrfaches Wiederholen der einzelnen Zyklen (20-35 Zyklen) erreicht. Die PCR-
Reaktionen wurden in 0,2 ml Reaktionsgefalien in einem Thermocycler PTC-200 der Firma

MJ-Research durchgefihrt.

Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide fiir PCR

Bezeichnung Nukleotidsequenz in 5'— 3~

sense GTC AAG CTT ACC ATG GCG GACTACA
antisense TGA TAG CGG CCG CCT AAT GAT GGT GAT G

Sc42DNA3

sense GCT CGA GAT ATG GCG GAC TAC AAA GA
antisense AGA ATT CGA CTA AAT TCG GCC CCC GAG

Sc/YFPI/C1/

CGA CCATGG CAAGCACGAAT

sense
HCV191/YFP/CA antisense TGA TAG CGG CCG CCT AAT GAT GGT GAT GAT GGT
GTT GGTAGGC
sense CCG AAT TCT AGC ACG AAT CCT AAA

HCV191/CFP/C1
antisense CAC GGA TCC GCT TGG TAG GCT GAA

Elektrophoretische Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung der DNA wurden Agarosegele verwendet, deren
Agarosekonzentrationen abhangig von der GroRe der zu untersuchenden DNA-Fragmente
variierten ", Als Lauf- und Gelpuffer wurde TAE-Puffer (242 g/l Tris, 100 ml/l 0,5 M EDTA
pH 8,0, 57,1 ml/l Essigsdure) verwendet. Das Anfarben der DNA in den Agarosegelen
erfolgte beim GieRen durch Zugabe von 2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml). Zur GrdéRen-
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bestimmung wurde bei der elektrophoretischen Trennung der GrélRenstandard SmartLadder
der Firma Eurogentec mit aufgetrennt. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit
Orange G-haltigem Auftragspuffer (3,7 g/l EDTA, 150 g/l Ficoll, 1 g/l Orange G) in einem
Verhaltnis von 1:5 versetzt. Die Dokumentation der Agarosegele erfolgte mit Hilfe des Doc-

Print-Geldokumentationssystems der Firma Peqlab.

Aufreinigung und Extraktion von DNA

Die Aufreinigung von PCR-Produkten bzw. DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des QlAquick
PCR Purification Kits. Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mittels
Ethidiumbromid im Agarosegel angefarbt und anschlie®end mit einem Skalpell aus-
geschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gelstlick erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel

Extraction Kits.

Restriktionsverdau

Die Spaltung der DNA erfolgte mittels der Restriktionsendonukleasen des Typs Il, die an
palindromen Sequenzen schneiden. Alle eingesetzten Restriktionsenzyme wurden von der
Firma New England Biolabs bezogen. Die Reaktionsbedingungen (Puffer, Zugabe von BSA,
Temperatur) der Restriktionsendonukleasen wurden gemal der Herstellerangaben gewanhlt.
Die Hydrolyse der DNA erfolgte entweder im analytischen oder im praparativen Malstab. Flr
analytische Ansatze wurden 0,5-1 pg DNA und 10-20 Einheiten Enzym mit dem ent-
sprechenden Puffer auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefillt und fir 1-2 Stunden bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert. Fir praparative Reaktionsansatze wurden 10 ug DNA
und 30-40 Einheiten des Restriktionsenzyms verwendet, auf ein Endvolumen von 100 pl
aufgefillt und 3-4 Stunden oder Uber Nacht inkubiert. Die Uberpriifung des Restriktions-

verdaus erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung in Agarosegelen.

Ligation von DNA-Fragmenten

Als DNA-Ligase wurde die T4-Ligase der Firma New England Biolabs verwendet. Die
Ligationen wurden in einem molaren Vektor : Insert-Verhaltnis von 1:3 angesetzt und wahl-

weise bei Raumtemperatur flir 2 Stunden oder bei 16°C iber Nacht im Wasserbad inkubiert.

Klonierung der DNA-Fragmente in Vektoren

Die Klonierung von Plasmiden erfolgte nach Sambrook et al. ?'"!. Zunachst wurden mittels
PCR und entsprechend gewahlter Primer DNA-Fragmente erzeugt, die an ihren Enden
Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen aufwiesen. Die PCR-Produkte wurden an-
schlieRend aufgereinigt, mittels Restriktionsendonukleasen verdaut und in einer Ligations-

reaktion in den entsprechenden Vektor, der zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen
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hydrolysiert wurde, zusammengeflgt. Der Ligationsansatz wurde in kompetente Bakterien
(JM109 oder Top10F") transformiert und auf antibiotikahaltige Agarplatten ausgestrichen.
Nach Inkubation Uber Nacht wurden einzelne Bakterienkolonien in Nahrmedium kultiviert,
ihre Plasmid-DNA isoliert und mittels eines analytischen Restriktionsverdaus Uberpruft.
Positive Klone wurden sequenziert und mit den Referenzsequenzen der NCBI-Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen.

Folgende Klonierungen wurden vorgenommen:

e Zur Herstellung von HCV Core pcDNA3 wurde virale HCV Core DNA aus dem ORFIII
(Genotyp 1a) (zur Verfigung gestellt von T. Heintges) mittels PCR ampilifiziert und in
den Expressionsvektor pcDNA3 der Firma Invitrogen kloniert.

e Zur Herstellung von 191-CFPC1 wurde virale HCV Core DNA aus dem ORFIII
(Genotyp 1a) mittels PCR amplifiziert und in den Expressionsvektor pECFP-C1 der
Firma Clontech kloniert.

e Zur Herstellung von 191-YFPC1 wurde virale HCV Core DNA aus dem ORFIII
(Genotyp 1a) mittels PCR amplifiziert und in den Expressionsvektor pEYFP-C1 der
Firma Clontech kloniert.

e Zur Herstellung der scFvs in pEYFP-C1 wurden die kodierenden DNA-Abschnitte aus
den prokaryotischen Plasmiden pAK100 mittels PCR amplifiziert und in den
Expressionsvektor pEYFP-C1 der Firma Clontech kloniert.

o Zur Herstellung von Sc42pcDNA3 wurde der kodierende DNA-Abschnitt aus dem
prokaryotischen Plasmid pAK100 mittels PCR amplifiziert und in den Expressions-
vektor pcDNAS3 der Firma Invitrogen kloniert.

Bakterienstdmme und ihre Kultivierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 2.5 aufgelistet. Zur
Amplifikation von Plasmid-DNA wurden wahlweise die E. coli-Stamme JM109 (Promega) und
Top10F”~ (Invitrogen) verwendet, deren Kultivierung in LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5; bei Agarplatten: zusatzlich 15 g/l Agar) erfolgte. Fur
Versuche, bei denen die Proteinexpression im Vordergrund stand, wurden die E. coli
Stamme XL1 blue MRF" und HB2151 verwendet, deren Kultivierung in 2-fach YT-Medium
(16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5; bei Agarplatten: zusatzlich 15 g/l Agar)
durchgefuhrt wurde. Die Selektionsmedien enthielten zusatzlich 50 mg/I Ampicillin, 25 mg/l
Kanamycin oder 25 mg/l Chloramphenicol. Zur Konservierung der Bakterien wurden
Glycerolstammkulturen (Bakteriensuspension mit 20 % Glycerol) angelegt und bei - 80°C

gelagert.
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Tabelle 2.5: Verwendete E. coli Staimme mit Genotypbezeichnung

Bakterienstamm Genotyp

F' [lacl Tn10 (Tet )], mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @ 80lacl ZAM15

Top 10F’ AlacX74, recA1, araD139 A(ara- leu)7697, galU, galK, rspL (Strr), endA1,
nupG
A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi_1, relA1, lac
XL1 blue MRF” + r
[F’, proAB - laclqZAM15, Tn10 (Tet )]
JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk., mk+), relA1, supE44, A(lac-proAB),
[F', traD36, proAB, laqlqZAM15]
HB2151 nalr, thi-1, araA(lac-proAB), [F', proAB+laclq, lacZDM15]

Herstellung kompetenter E. coli Bakterien

Ausgehend von den urspringlichen Glycerolstammkulturen JM109 (Promega) wurde zur
Vereinzelung der Bakterienkolonien ein Verdinnungsausstrich (12 h, 37°C) auf einer
LB-Agarplatte durchgefuhrt. Daraufhin wurde eine Einzelkolonie in LB-Nahrmedium Uberfuhrt
und Uber Nacht bei 37°C vorkultiviert. Die Vorkultur wurde zu 250 ml LB-Medium (supple-
mentiert mit 20 nM MgSOQO,) gegeben und bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,5 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien pelletiert (Zentrifugation 4000 rpm, 5 min, 4°C), in
TFB-1-Puffer (30 mM Kaliumazetat, 10 mM CaCl,;, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCI, 15 %
Glycerin, pH 5,8) aufgenommen und fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert und das Pellet in TBF-2-Puffer (100 mM MOPS, 75 mM CacCl,,
10 mM RDbCI, 15 % Glycerin, pH 6,5) resuspendiert. Nach anschlielRender Inkubation auf Eis

(15-60 min) wurde die Bakterienzellsuspension aliquotiert und bei - 80°C gelagert.

Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Fir die Transformation wurden zunachst 100 pyl kompetenter Zellen JM109 auf Eis aufgetaut,
die gewunschte Menge der DNA bzw. des Ligationsansatzes zu den Bakterien gegeben und
10-30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock flr 45 Sekunden bei
42°C und nachfolgend schloss sich sofort eine 2-minltige Inkubation auf Eis an. Der
Transformationsansatz wurde dann mit 900 pl SOC-Medium (0,5 g/l Hefeextrakt, 2 g/l
Trypton, 2,5 mM KCI, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM Glukose, pH 7,0) aufgefillt und fur
1 Stunde bei 37°C schittelnd inkubiert. Nach der Inkubation wurden 80-100 ul des
Transformationsansatzes auf antibiotikahaltige Agarplatten ausplattiert und bei 37°C Uber
Nacht inkubiert. Die Transformation der E. coli Top10F" (Invitrogen) wurde nach Hersteller-

angaben durchgefuhrt.
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Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Die Praparation der Plasmid-DNA erfolgte entweder im kleinen Mal3stab mittels des QIAprep
Spin Miniprep Kits oder im groRen Malystab mit Hilfe des QIAprep Spin Maxiprep Kits. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA wurde spektralphotometrisch bei einer Extinktion von
260 nm durchgeflhrt.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Zelllyse
Die auf Gewebekulturschalen (6 und 10 cm) kultivierten Zellen wurden nach Versuchs-

abbruch einmal mit kaltem PBS (supplementiert mit 0,1 mM NazVO,) gewaschen und unter
Zugabe von Triton-Lysispuffer (1 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 5 pug/ml Aprotinin,
4 mM Benzamidin, 2 mM EDTA, 10 % Glycerol, 50 mM B-Glycerolphosphat, 5 pg/ml
Leupeptin, 136 mM NaCl, 20 mM Natrium-Pyrophosphat, 1 mM Naz;VO,, 0,2 mM Pefabloc,
0,2 % SDS) (fir 6 cm Schalen: 100-120 pl; fir 10 cm Schalen: 150-200 pl) mit Hilfe eines
Zellschabers geerntet. Die geernteten Zellen wurden gut mit dem Lysispuffer vermischt, fir
10 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend einer Ultraschallbehandlung von zweimal 20
Sekunden unterzogen, um auch membranstandige Proteine wie die HCV Proteine bei der
Lyse zu gewinnen. Nach dem Ultraschall schloss sich ein kurzer Zentrifugationsschritt an
(14000 rpm, 2 min, 4°C). Die Lysate wurden auf ihren Proteingehalt hin quantitativ mittels

des Protein-Assays von Biorad uberpruft und anschlielend bei - 20°C gelagert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach dem Prinzip Bradford mit Hilfe des Protein-Assays von
Biorad nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Bei dieser Quantifizierung wird der
Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau verwendet, der mit basischen Aminosauren reagiert und
dessen Absorptionsmaximum von 465 zu 595 nm verschiebt. Die Messung der Extinktion

erfolgt bei dieser Wellenlange und wird zur Berechnung der Proteinkonzentration verwendet.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot
Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 4-mal SDS-Auftragspuffer nach Lammli
(250 mM Tris/HCI pH 6,8, 40 % Glycerol, 5 % SDS, 0,002 % Bromphenolblau, kurz vor

Gebrauch Zugabe von 8 % B-Mercaptoethanol) versetzt, bei 98°C fir 5 Minuten denaturiert

und kurz zentrifugiert. Die Proben wurden dann auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen und
in dem Gelelektrophoresesystem der Firma Biometra in Abhangigkeit der GelgrolRe bei
140 V fur 3-4 h oder bei 70 V Uber Nacht aufgetrennt. Die Sammelgele der Polyacrylamid-
gele wiesen immer die gleiche PAA-Konzentration (5 %) auf, wohingegen die Konzentration

der Trenngele (8-15 %) an die Grdlie der zu detektierenden Proteine angepasst wurde. Als
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Proteinstandard zur GréRenbestimmung wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color
Standard (Biorad) verwendet. Nach Beendigung des Gellaufs erfolgte der Transfer der
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine nach der Semidry-Blotting-Methode in einer
Elektroblottingapparatur der Firma Biorad auf PVDF-Membran (Amersham) bei einer
Stromstarke von 1 mA pro cm? fiir 60-90 Minuten abhangig von der GréRe, der zu trans-
ferierenden Proteine. Der Stromfluss zwischen den Elektroden wurde durch flussig-
keitsgetrankte Papiere (Whatman, Schleicher & Schuell) gewahrleistet. Dabei wurden
Blottingpuffer (Anodenpuffer 1: 0,3 M Tris, 20 % Methanol; Anodenpuffer 2: 0,025 M Tris,
20 % Methanol; Kathodenpuffer: 0,04 M 6-Aminocapronsaure, 20 % Methanol) unter-
schiedlicher lonenstarke verwendet.

Um die transferierten Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, wurde die Methode des
Western Blots (Immundetektion) angewandt. Dazu wurden zunachst unspezifische
Bindungsstellen auf der Membran durch Inkubation fir 1 Stunde bei Raumtemperatur in 3 %
BSA oder 10 % Milchpulver in TBS-T (20 mM Tris/HCI pH 7,4, 137 mM NacCl, 0,1 % Tween)
abgesattigt. Anschlielend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem primaren Antikérper
in einer Verdinnung von 1:1000 bis 1:5000 in 3 % BSA-TBS-T fur wahlweise 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C. Um unspezifisch gebundenen Primarantikérper
zu eliminieren, schlossen sich Waschschritte (3x) von 20 Minuten mit TBS-T bei Raum-
temperatur an. Nach dem Waschen wurde die Membran fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit dem HRP-gekoppelten sekundaren Antikdrper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
konnte dann die Detektion des Signals mit Hilfe des WL Chemiluminescence Reagent Plus
(PerkinElmer) und ECL-Filmen (GE Healthcare) in einer Entwicklermaschine der Firma
Kodak erfolgen. Um die Membran flr weitere Immundetektionen verwenden zu koénnen,
wurden nach der Detektion die Protein-Antikérper-Komplexe von der PVDF-Membran mit
Hilfe des Stripping-Puffers (67 mM Tris pH 6,7, 2 % SDS, 7 % B-Mercaptoethanol) bei 70°C

abgelést.

Coomassie-Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE

Nach elektrophoretischer Auftrennung besteht auch die Mdglichkeit die Proteine mittels einer
Coomassie-Farbelosung (400 ml/l Methanol, 200 ml/I Essigsaure, 2,5 g/l Coomassie Brillant
Blue) und anschlieRendem Waschen mit einer Entfarberldsung (10 % Essigsaure, 30 %
Ethanol) direkt im Polyacrylamidgel zu visualisieren. Die Lufttrocknung der Gele erfolgte
zwischen zwei Zellophanfolien (Roth), welche durch einen entsprechenden Rahmen der

Firma Roth fixiert wurden.
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Analyse muriner und humaner Leberproben

Murine Leberproben. 6-12 Wochen alte Mause mit leberspezifischer NS3/4A-Expression
und entsprechenden Kontrolltieren (C57BL/6xCBA F1) wurden Lebern entnommen, die
zuvor mit PBS (pH 7,4, 4°C) perfundiert wurden (durchgefiihrt von E. Brennddrfer in
Kooperation mit AG Sallberg, Karolinska Institut, Stockholm, Schweden). Die tier-
experimentellen Untersuchungen erfolgten unter Einhaltung des schwedischen Tierschutz-
gesetzes und standen im Einklang mit den Richtlinien flr Tierversuche des Karolinska-
Institutes. 100-125 mg Lebergewebe wurde zur Praparation von totalen Proteinlysaten
eingesetzt. Die Leberstiicke wurden in 1 ml Ripa-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI pH
7,4, 1 % Triton-X 100, 1 % Natriumdeoxycholat, 0,2 % SDS, 5 ug/ml Aprotinin, 5 ug/ml
Leupeptin, 0,2 mM Pefabloc, 0,5 mM DTT, 1 mM Naz;VO,) homogenisiert, 10 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlielend einer Ultraschallbehandlung von zweimal 20 Sekunden
unterzogen. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt (14000 rpm, 5 min, 4°C) um nicht
homogenisierte Zellfragmente aus der Praparation zu entfernen. Die Proteinkonzentration
wurde mit Hilfe des Protein-Assays der Firma Biorad bestimmt. AnschlieRend wurde 100 ug
Protein mit 4-mal SDS-Auftragspuffer nach Lammli versetzt, bei 98°C fir 5 Minuten
denaturiert und mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt.

Humane Leberproben. Das Lebergewebe wurde entweder im Rahmen einer Leber-
teilresektion (15 cm?) zur Entfernung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) bzw. einer
Lebermetastase oder im Rahmen einer diagnostischen Leberbiopsie gewonnen (zur Ver-
fugung gestellt von Prof. J. Schulte am Esch und Prof. R. Kubitz, Disseldorf). Die Proben-
entnahme erfolgte nach schriftlicher Einwilligung der Patienten gemafl den Richtlinien der
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf sowie der Deklaration von Hel-
sinki. Die in dieser Arbeit eingesetzten Leberproben wurden in flissigem Stickstoff schock-
gefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. 50-100 mg Lebergewebe wurde
als Ausgangsmaterial flr die Herstellung der Proteinlysate eingesetzt. Die Praparation der

humanen Leberproben erfolgte analog der Aufarbeitung der murinen Proben.

Reportergen-Assay

Die Zelllyse der transient transfizierten HepG2-Zellen und die nachfolgende Durchfiihrung
der Reportergen-Assays erfolgte mit Hilfe von Luciferase-Systemen der Firma Promega. Die
Aktivitat der transient transfizierten Zellen mit den Reportergenprodukten wurde in vitro tber
die Luciferaseaktivitat bestimmt, das heil3t tGiber die Messung der Biolumineszenzreaktion der
Luciferase in den Zelllysaten. Die Firefly-Luciferase (aus Photinus pyralis) katalysiert die
Umsetzung des Luciferins in Gegenwart von molekularem Sauerstoff, ATP sowie Mg?* in
Oxyluciferin und Kohlendioxid. Bei dieser Reaktion wird Licht der Wellenlange 562 nm

emittiert, welches mittels eines Luminoscans (GMI; Ramsey, USA) detektiert wurde.
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Dual-Luciferase-System. Der Vorteil bei dem Dual-Luciferase-System liegt in der gleich-
zeitigen Expression des Reporterenzyms und des Referenzenzyms, das bedeutet das beide
Enzymaktivitdten sequentiell in der gleichen Probe gemessen werden koénnen. In diesem
System wurde zur Berucksichtigung der Transfektionseffizienz die erhaltenen Werte der
Firefly-Luciferaseaktivitdt gegen den kotransfizierten zweiten Reporter, die Renilla-Luci-
feraseaktivitat (pRL-TK; aus Renilla reniformis) normalisiert. Nach der Quantifizierung der
Firelfly-Lumineszenz wird diese Reaktion gequencht, indem nach Zugabe der Stop- & -Glow-

Reagenz die Reaktion der Renilla-Luciferase initiiert wird.

TCIDsy-Assay
Der TCIDso-Assay dient zur Bestimmung der Viruskonzentration mit Hilfe der Methode der

Endverdinnung und ist somit eine Methode zum quantitativen Nachweis infektiéser Virionen.
Dabei wird die Verdlinnungsstufe bestimmt, in welcher noch eine Infektion durch den Virus
erfolgen kann. Naive Huh7.5-Zellen wurden in einer Konzentration von 1,1 x 10* Zellen/well
in einer 96 well Gewebekulturplatte in einem Volumen von 200 pl ausgesat. Nach
24 Stunden wurden zu den naiven Huh7.5-Zellen fortlaufende Verdinnungsstufen der zuvor
gesammelten Virusliberstande zugegeben (pro Verdiinnungsstufe wurden acht wells ver-
wendet). Nach den jeweiligen Inkubationszeiten (24, 48 und 72 Stunden) wurden die Zellen
mit PBS gewaschen, fir 10 Minuten mit Paraformaldehydlésung (4 % PFA in PBS pH 10)
fixiert und anschlielend fur 5 Minuten mit eiskaltem Methanol permeabilisiert. Danach
wurden die 96 well Platten erneut mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die
Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen durch Zugabe einer 1 %igen BSA-Ldsung.
Zusatzlich wurde die endogene Peroxidase mit H,O, (0,3 % v/v) fir 5 Minuten bei Raum-
temperatur blockiert. Nach dreimaligen Waschen mit PBS wurde der primare Anti-kdrper
(HCV NS5A 9E10 1:400) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur zugegeben. Danach wurden die
96 well Platten erneut dreimal mit PBS Uber einen Zeitraum von 30 Minuten gewaschen um
Uberschissigen, nicht gebunden Antikorper zu entfernen. Zur Detektion des Primar-
antikorpers wurde dann ein Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper (1:200) eingesetzt.
Nach einer Inkubation von 1 Stunde bei Raumtemperatur wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und die Peroxidaseaktivitat mit Hilfe des Vector NovaRed Substrat Kit (Linaris
Biologische Produkte GmbH) detektiert. Die infizierten Zellen wurden daraufhin mit Hilfe
eines Lichtmikroskops analysiert und ausgezahlt. Der Virus-Titer (TCIDso/ml) wurde

anschlieltend basierend auf der Methode von Spearman und Karber berechnet.

Indirekte Immunfluoreszenz und konfokale Laserscanning Mikroskopie
Zellen der Hepatomazelllinien Huh7 wt, Huh7 Core-NS3 und Huh 9-13 wurden in 24 well

Gewebekulturplatten auf Glasdeckglasern ausgesat und bis zu einer 50-60 %igen Konfluenz




Material und Methoden 56

der Zellen kultiviert. Nach Erreichen der entsprechenden Konfluenz erfolgte entweder die
Transfektion mittels HiPerFect™ (Qiagen) mit fluoreszierenden Fusionsproteinen (pEYFP/
pECFP-Konstrukte) oder die Fixierung der Zellen zur Farbung endogener Proteine. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen auf den Deckglasern wahlweise mit
eiskaltem Methanol (100 %) fir 5 Minuten bei 4°C oder einer Paraformaldehydldsung (4 %
PFA in PBS pH 10) flir 10-15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach dreimaligem
Waschen erfolgte die Permeabilisierung der PFA-fixierten Zellen mittels einer 0,1 %igen
Triton X-100-Lésung fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Da Methanol nicht nur fixierende,
sondern auch permeabilisierende Eigenschaften besitzt, war nach Anwendung dieser
Fixierungsmethode keine Permeabilisierung mehr notwendig. Die Deckglaser wurden erneut
mit PBS gewaschen, die unspezifischen Bindungsstellen durch eine 1 %ige BSA-LOsung
bzw. eine 3 %ige FCS-Lésung blockiert und die Zugabe des primaren Antikdrpers konnte
erfolgen. Der primare Antikorper wurde entweder nach Angaben des Herstellers oder 1:50-
1:250 (siehe Tabelle 2.1) in Blockierungsreagenz verdunnt, auf die Deckglaser gegeben und
diese fir 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Danach wurden
die Deckglaser dreimal mit PBS Uber einen Zeitraum von 30 Minuten gewaschen um uber-
schissigen, ungebunden Antikérper zu entfernen. Anschlielend wurde der Fluoreszenz-
gekoppelte Sekundarantikérper, ebenfalls in Blockierungsreagenz verdinnt, auf die
Deckglaser pipettiert und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln in einer Feucht-
kammer inkubiert. Zur Anfarbung des Nukleus wurde dem Sekundarantikdrper der Kern-
farbstoff Hoechst 34580 (Invitrogen) in einer Verdinnung 1:10000 zugegeben. Nach der
Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurden die Deckglaser erneut dreimal mit PBS Uber
einen Zeitraum von 30 Minuten sowie einmal mit destilliertem Wasser (zur Entfernung der
PBS-Kristalle) gewaschen. Nach Fertigstellung der Farbung wurden die Deckglaser in
Mounting Medium der Firma Dako konserviert. Die Spezifitdt der Farbungen wurde durch
entsprechend durchgefiihrte Kontrollen (Farbung ohne Primarantikérper) und unter
Beachtung der verwendeten Spezies Uberprift.

Die Auswertung der Farbung erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning Mikroskops
des Typs LSM510META der Firma Zeiss in einem Multitrack-Modus (Trennung der Kanale),
um Interferenzen der verschiedenen Farbstoffe zu verhindern. Das Mikroskop ist mit einem
Argon-Laser, zwei Helium-Lasern und einem AOTF (Acousto-optic tunable filters) aus-
gestattet, so dass folgende Wellenlangen zur Verfligung stehen: 405 nm, 458 nm, 488 nm,
514 nm, 543 nm und 633 nm. Die gemessenen Emissionen der verwendeten Fluorophore
sind in der Tabelle 2.6 zusammengefasst (BP: Bandpass; LP: Longpass). Die Steuerung
aller Komponenten und die Bildaufnahmen erfolgten Uber die Zeiss-Software AxioVision.
Sofern nicht extra vermerkt, erfolgten die Bildaufnahmen mittels eines Objektivs mit 63-

facher VergrélRerung.
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Tabelle 2.6: Verwendete Fluorophore

Name Anregung [nm] Gemessene Emission [nm]
Hoechst 405 nm 420-480 nm (BP)
ECFP 405 nm 420-480 nm (BP)
EYFP 488 nm, 514 nm 505-530 nm (BP)
fitc 488 nm 505-530 nm (BP)
cy3 543 nm 560-615 nm (BP)
cy5 633 nm 640-750 nm (LP)
224 FRET

Zellen der Hepatomazelllinie Huh7 wurden auf MaTek-Schalen (50 mm Plastikschalen mit
Glasboden) ausgesat und bis zu einer 50-60 %igen Konfluenz der Zellen in DMEM/High
Glucose Medium (supplementiert mit 10 % FCS) kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
Transfektion mittels HiPerFect™ (Qiagen) mit fluoreszierenden Fusionsproteinen (pEYFP/
pECFP-Konstrukte). Nach 4 Stunden wurde das Medium durch 2 ml frisches Medium
(Phenolrot-frei) ersetzt und nach weiteren 48 Stunden wurden die transient transfizierten
Zellen mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning Mikroskops des Typs LSM510META der
Firma Zeiss hinsichtlich moglicher FRET-Effekte analysiert.

FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer Technique). Die Methode der Fluores-
zenz-Resonanz-Energie-Transfertechnik beruht auf dem Prinzip nach Foérster der strahlungs-
losen Energielibertragung eines angeregten Fluoreszenzmolekils (Donor-CFP) auf ein
benachbartes Fluoreszenzmolekil (Akzeptor-YFP). Ursache daflir sind Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen der Fluorophore. Voraussetzung fiir den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
ist die Uberlagerung des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des
Akzeptors (Abbildung 2.1 (A)). Die Emission des Akzeptors wird durch die Anregung des
Donors verstarkt bei gleichzeitiger Reduzierung der Donor-Emission (Abbildung 2.1 B).
Dabei sollte die Absorption des Donors bei einer hdheren Wellenlange als die des Akzeptors
erfolgen. Diese Voraussetzung erfillt das Fluoreszenzpaar CFP/YFP, welches in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Interagieren die CFP/YFP-Fusionsproteine in einem
Bereich unter 10 nm kann die Anregungsenergie vom Donor auf den Akzeptor (ibertragen
werden. Demzufolge wird die Fluoreszenz des Donors in Gegenwart des Akzeptors bei
gleichbleibender Anregungsenergie schwacher und der Akzeptor kann Fluoreszenz
abgeben, ohne dass er selbst angeregt wird. Die Abnahme der Donorfluoreszenz ist umso
starker, je effizienter der Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor erfolgt, d. h. je ndher

sich beide Fluorophore zueinander befinden.
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Abbildung 2.1: Prinzip der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfertechnik am Beispiel des
Donor / Akzeptor-Paares CFP / YFP. A) Absorptions- und Emissionsspektrum von CFP und YFP B)
Ubertragung der Energie von CFP (Donor) auf YFP (Akzeptor) bei Interaktion der Fusionsproteine in
einem Bereich von < 10 nm. (modifiziert nach S. Jahnichen)

Fur die FRET-Messung wurden beide Fluorophore in einem Bereich der Wellenlange
422-582 nm mit dem META-Scankopf detektiert. Dabei wurde CFP mit einer Wellenlange
von 405 nm angeregt. Mit Hilfe zuvor aufgenommener Spektren von Proben, die aus-
schlieBlich CFP oder YFP enthielten, konnte die Emission der reinen Fluorophore aus den

entstandenen Bildern extrahiert werden.

2.2.5 Phage-Display

Klonierung einer Phagen-Bibliothek aus Plasmazellen HCV-infizierter Patienten

Knochenmarksaspirate von funf chronisch HCV-infizierten Patienten wurde als Ausgangs-
material fir die Klonierung einer kombinatorischen Antikdrperbibliothek der GréRe 4x10°
eingesetzt. Alle Patienten wiesen eine HCV Infektion entweder des Genotyps 1 oder des
Genotyps 3 auf. Die Klonierung dieser Bibliothek erfolgte nicht im Rahmen dieser
Arbeit 3" 1321 Die variablen Ketten humaner Antikérper (V4 und V,) wurden mittels PCR aus
Plasmazellen, nach RNA-Isolierung, amplifiziert, Uber einen flexiblen Aminosaurelinker

(GlysSer); miteinander verbunden und Uber Sfil-Schnittstellen in den Phagemidvektor
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pAK100 kloniert " Durch die angewandte Klonierungsstrategie konnte eine Neu-
kombination der schweren und leichten Antikdrperketten, die so im menschlichen Organis-
mus nicht vorliegen, gewahrleistet werden. Dieser Phage-Display-Vektor erlaubte die
Expression der Antikérperfragmente sowohl als Gen lllI-Fusionsprotein auf der Oberflache
filamentdser Phagen als auch die I|6sliche Expression der scFvs im Periplasma der
Bakterien. Nach Transformation in den Bakterienstamm XL1 blue MRF" konnte die

Antikérperbibliothek als Glycerinstammkultur bei - 80°C gelagert werden.

Anzucht der Helferphagen

Voraussetzung fir den Phage-Display ist das Einbringen der Antikérperbibliothek in den
Helferphagen. Dazu war es notwendig den kommerziell erhaltlichen Helferphagen VCSM13
von Invitrogen, in entsprechenden Mengen zur Verfigung zu stellen. Zunachst wurde eine
8 ml Bakterienkultur des E.coli Stammes XL1 blue MRF” in LB-Medium (supplementiert mit
10 mg/l Tetrazyklin) mit 10" pfu/ml Helferphagen infiziert. Die Selektion auf Tetrazyklin
diente der Anreicherung der episomtragenden Bakterien, was wiederum fiir den Infektions-
vorgang durch die Phagen von entscheidender Bedeutung ist. Die Bakterien-Phagen-
Suspension wurde flir 2 Stunden bei 37°C schittelnd inkubiert, anschlieRend mit LB-Medium
(supplementiert mit 10 mg/l Tetrazyklin, 70 mg/l Kanamycin) auf 500 ml aufgefullt und bei
37°C Uber Nacht erneut inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Ansatz bei 65°C fur 15
Minuten hitzeinaktiviert (Abtéten der Bakterien), zentrifugiert (3500 rpm, 15 min, 4°C) und der
gewonnene Uberstand Uber einen Falte-Filter (Whatman, Schleicher & Schuell) filtriert.
AnschlieRend wurde der Phagentiter durch Herstellung verschiedener Phagen-
Verdinnungen folgendermalfien bestimmt. 300 ul Bakterien XL1 blue MRF" wurden mit 1 pl
der entsprechenden Phagen-Verdinnung infiziert und mit 100 pyl 1M MgSO, sowie 100 ul
20 %iger Maltose zur Unterstitzung der Phageninfektion supplementiert. Der Ansatz wurde
bei 37°C fur 30 Minuten schuttelnd inkubiert und mit 10 ml Top-Agarose versetzt.
Vorgewarmte Agarplatten wurden daraufhin mit dem Agaroseansatz Uberschichtet und bei
37°C Uber Nacht inkubiert. Durch Auszahlen der entstandenen Plaques wurde dann die

Konzentration der Phagen (pfu/ml) ermittelt.

Einbringen der Antikorperbibliothek in die Phagen

Die Antikérperbibliothek wurde in Form von Glycerinstammkulturen (10° Bakterien/ml) in
50 ml 2-fach YT-Medium (supplementiert mit 1 % Glukose, 10 mg/l Tetrazyklin, 25 mg/l
Chloramphenicol) aufgenommen und bei 37°C bis zum Erreichen einer ODgy von 0,8
schittelnd inkubiert. AnschlieRend wurde mit dem gleichen Wachstumsmedium auf 100 ml
aufgeflllt und 4-5 Stunden bei 37°C bis zum Erreichen einer ODgo von 0,5 inkubiert.

Daraufhin erfolgte die Zugabe des Helferphagen VCSM13 in einer Konzentration
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10"-10"? pfu/ml. Weiterhin wurde der Kultur 1 mM IPTG zugesetzt und diese zunachst
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine optimale Infektion zu gewahrleisten.
Nach weiteren 3-4 Stunden wurde die Kultur mit 30 mg/l Kanamycin supplementiert und bei
30°C uber Nacht (maximal 14 h) schuttelnd inkubiert.

Féllung der Phagen. Zur Gewinnung der Phagenpartikel, wurde am nachsten Tag die
Ubernachtkultur zentrifugiert (4500 rpm, 15 min, 4°C) und dem Uberstand 1/5 Volumen einer
PEG/NaCl-Ldésung (20 % PEG; 15 % NaCl) zugegeben. Der Ansatz wurde fir 3-4 Stunden
auf Eis belassen und anschlieBend erneut zentrifugiert (5000 rpm, 20 min, 4°C), um die
Phagen zu prazipitieren. Das Phagenpellet wurde dann in PBS geldst und bei 4°C fir
nachfolgende Experimente aufbewahrt.

Titration der Phagen. Fir die folgende Affinitatsselektion musste die Konzentration der
Phagen ermittelt werden. Dazu wurde eine Bakterienkultur (200 ul) mit 1 ul der in PBS
aufgenommenen Phagen fiir 30 Minuten bei 37°C infiziert und anschlie®end verschiedene
Verdinnungsstufen dieser Kultur auf 2-fach YT-Agarplatten (supplementiert mit 10 mg/l
Tetrazyklin, 25 mg/l Chloramphenicol) ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C Uber
Nacht. Durch Auszahlen der gewachsenen Plaques konnte die Anzahl der Phagen bestimmt

werden.

Affinitdtsselektion (Panning): Anreicherung spezifisch bindender Phagen

Eine 96 well Mikrotiterplatte (Nunc) wurde wahlweise mit synthetischen Peptiden (5 pg/well;
Invitrogen) oder dem vollstdndigen HCV Strukturprotein Core des Genotyps 1b (1 ug/well;
Mikrogen) bei 4°C Uber Nacht beschichtet. Die zum Panning ausgewahlten Peptide wurden
durch Literaturrecherche ermittelt. Es wurden zwei Regionen im HCV Core Protein
ausgewahlt, die fur die Bindung von Core an die Proteine JAK (RAWAQPGYPWPLYGN) und
STAT3 (MGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPR) verantwortlich gemacht werden (Abbildung
2.2).
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1aa 74 aa 88aa 91aa 113 aa 191 aa

[ Interaktion mit JAK-Proteinen [RAWAQPGYPWPLYGN]

[ Bindung von STAT3 [MGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPR]

Abbildung 2.2: Ausgewahlite Peptide des HCV Core Proteins fiir die Affinitatsselektion. Das HCV
Core Peptid, das die Interaktionsdomane mit JAK-Proteinen bildet (blau), ist 15 Aminosauren grof und
wurde basierend auf der Verdffentlichung Hosui A. et al. ' ausgewahit. Es reicht von Aminosaure 74
bis zur Aminosaure 88 innerhalb des HCV Core Proteins. Das Peptid, das innerhalb des Core Proteins
an Aminosaureposition 91 bis 113 liegt (grin), ist laut Literatur Bl fiir die Bindung von STAT3
verantwortlich. Die unterstrichenen Bereiche, der in Klammern eingefligten Proteinsequenz, kenn-
zeichnen die Interaktionsdomanen von HCV Core mit diesen Proteinen.

Durch den Einsatz der Peptide konnte die Durchfiihrung des aufwendigen Epitop-Mappings
mit Hilfe des Ph.D.-7-Library Kits (New England Biolabs) umgangen werden. Das Epitop-
Mapping erfolgte nur bei dem Antikérper Sc42 der gegen das vollstdndige HCV Core Protein
selektioniert wurde. Diese Methode wurde von Frau M. Dalemann im Rahmen ihrer
Doktorarbeit durchgeflihrt. Die Peptide wiesen mindestens zehn Aminosauren auf, um zu
gewahrleisten, dass ein vollstdndiges Epitop prasentiert werden kann. Es erfolgte ein
Abgleich der identifizierten Peptide mit der NCBI-Datenbank, um Homologien mit anderen
Organismen auszuschlief3en. Die Peptide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert und
im hochsten Reinheitsgrad geliefert, um falsch positive Bindungsreaktionen zu vermeiden.
Die lyophilisierten Peptide wurden entsprechend der Angaben des Herstellers verdinnt.
Nach der Beschichtung der Platte erfolgten intensive Waschritte 5-mal mit PBS.
AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungsstellen durch Zugabe von 3 % BSA/PBS-
Lésung fur 1 Stunde bei Raumtemperatur abgesattigt. Danach wurde die Platte erneut mit
PBS gewaschen, 10"-10" pfu/ml der zuvor isolierten Phagen zugegeben und bei 4°C (iber
Nacht inkubiert. Daran schlossen sich 15 Waschschritte mit PBS (supplementiert mit 0,1%
Tween) an. Die Elution der gebundenen Phagen erfolgte unter sauren Bedingungen mittels
50 pyl Elutionspuffer (0,1 M Glycerin H,O/HCI, pH 2,2) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurde das Eluat in ein Reaktionsgefal® Uberfihrt, sofort mit 12 yl 1M Tris pH
7,0 neutralisiert und bei 4°C gelagert.

Reamplifizierung: Infektion von E. coli und Titration der Phagen

Die Reamplifizierung der Phagen erfolgte durch Zugabe von 50 ul Eluat aus dem Panning in
eine 2 ml Bakterienkultur XL1 blue MRF’. Diese Kultur wurde dann fir 30 Minuten bei 37°C

belassen (Infektion der Bakterien durch die Phagen) und anschlieRend fir weitere 30 min bei
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37°C schuttelnd inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 8 ml 2-fach YT-Medium
(supplementiert mit 1 % Glukose, 10 mg/l Tetrazyklin, 25 mg/l Chloramphenicol). Jeweils 1 pl
und 10 pl des Ansatzes wurden, wie bereits beschrieben, zur Bestimmung der Phagen-
konzentration auf Agarplatten titriert. Danach konnte die Durchfiihrung einer weiteren
Panning-Runde erfolgen. Das heil3t, die Bakterienkultur wurde angezogen, die Helfer-
phagen zugegeben, anschlieBend mittels einer PEG/NaCl-Lésung prazipitiert und zur
erneuten Affinitatsselektion eingesetzt. Um keine Phagen, die an die Oberflache des Plastiks
der Mikrotiterplatte binden, zu selektionieren, erfolgte ein Wechsel der Mikrotiterplatten
(Costar) nach der 2. Panning-Runde.

Insgesamt wurden drei Panning-Runden durchgefiihrt. Die selektionierten Phagen wurden
bei 4°C gelagert. Zur weiteren Analyse erfolgte die Infektion verschiedener E. coli
Bakterienstamme (XL1 blue MRF’, HB2151) sowie ihre anschlielende Konservierung durch

Anlegen von Glycerinstammkulturen (-80°C).

Anzucht der monoklonalen Phagen

Nach Abschluss der Affinitatsselektion wurde das Phagen-Eluat zur Amplifizierung der
monoklonalen Phagen eingesetzt. Dazu wurden 10 pl der in PBS gelésten Phagen in 1 ml
XL1 blue MRF" angeimpft. Nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C wurde 4 ml 2-fach YT-
Medium (+ 10 mg/l Tetrazyklin, 25 mg/I Chloramphenicol) zugegeben. Nach Erreichen einer
ODggo Von 0,6 wurde dann der Helferphage in einer Konzentration von 10"-10"? pfu/ml sowie
0,5 mM IPTG zugegeben. Die Kultur wurde daraufhin flr weitere 3-4 Stunden bei 30°C
inkubiert, mit Kanamycin (30 mg/l) supplementiert und Uber Nacht bei 30°C weiter schuttelnd
inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Ansatz zentrifugiert (4500 rpm, 15 min, 4°C), die
Phagen mittels PEG/NaCl-Losung, wie bereits beschrieben, prazipitiert und das Pellet in
100 pl PBS aufgenommen. Die Konzentration der Phagen wurde Uber Titrierung bestimmt
und diese anschliefend bei 4°C gelagert.

Zunachst sollte die Bindungsaffinitdit der monoklonalen Phagen direkt mit Hilfe eines
Phagen-ELISAs Uberprift werden. Allerdings gestaltete sich die Optimierung dieses ELISAs
aufgrund des Auftretens unspezifischer Binder bzw. falsch positiver Phagen als sehr
schwierig. Demzufolge wurde das Format der Phagen-tragenden Antikérper zugunsten der

I6slichen Expression der Antikdrperfragmente verlassen.

Gewinnung loslicher Antikorperfragmente: Isolierung rekombinanter scFv-Proteine aus dem

Periplasma
Die Gewinnung l6slicher Antikérperfragmente erfolgte Uiber das Einbringen der Phagen in

den nonsuppressor Bakterienstamm HB2151. Dieser Bakterienstamm ermdglichte zum

einen durch das Tragen eines Amber-Stoppkodons die periplasmatische Expression der
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scFvs und zum anderen durch den Besitz eines F-Pilus die direkte Infektion mit den
monoklonalen Phagen. Ohne den F-Pilus wéare es notwendig gewesen, die DNA aus den
Phagen zu isolieren und anschlieRend durch Transformation in das Bakterium einzubringen.

200 pl der Bakterien HB2151 wurden mit 10-50 ul der Phagensuspension fur 30 Minuten bei
37°C infiziert, auf Agarplatten (supplementiert mit 25 mg/I Chloramphenicol) ausplattiert und
bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden einzelne Kolonien (Monoklonale)
gepickt und in 2 ml 2-fach YT-Medium (+ 0,1 % Glukose, 25 mg/l Chloramphenicol)
Uberflihrt. Nach Erreichen einer ODggo von 0,8 wurde 1 mM IPTG zugegeben und bei 30°C
Uber Nacht inkubiert. Nach 18 Stunden wurde die Kultur zentrifugiert (4000 rpm, 5 min, 4°C)
und wahlweise mit dem Uberstand oder mit dem Bakterienpellet weitergearbeitet.

Isolierung der scFvs aus dem Periplasma. Die Bakterienpellets wurden in 100 pl
Spheroblast-Puffer (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA, 0,5 M Saccharose)
aufgenommen und unter weiterer Zugabe von Lysozym (10 g/lI) und 1/3 Volumen 1:2
verdiinnten Spheroblast-Puffer resuspendiert '*). Der Ansatz wurde daraufhin fiir 30
Minuten bei 4°C inkubiert und anschlieliend zentrifugiert (10000 rpm, 15 min, 4°C). Der
gewonnene Uberstand wurde entweder im Dot Blot und Western Blot oder im ELISA zur
Uberpriifung der Bindungsaffinitdt gegeniiber dem HCV Core Protein bzw. den Peptiden

eingesetzt.

Untersuchung der Bindungsaffinitat isolierter Antikorperfragmente

Die Bindungsaffinitat der isolierten Antikdrperfragmente wurde sowohl im Dot Blot (nativ)
bzw. Western Blot (denaturierend) als auch im ELISA-Format Uberpruift.

ELISA. Eine 96 well Mikrotiterplatte (Costar) wurde wahlweise mit den Core Peptiden
(25 pg/well) gerichtet gegen das JAK- und STAT3-Motiv bzw. mit dem rekombinanten HCV
Core Protein (1 pg/well) bei 4°C Uber Nacht beschichtet. Am nachsten Tag wurde die Platte
zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 3 %iger BSA-Losung oder 2 %iger
Magermilch-Losung fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur die unspezifischen Bindungsstellen
abgesattigt. Nach kurzem Waschen mit PBS wurde der Platte wahlweise der Uberstand
(90 pl Uberstand mit 10 pl 10-fach PBS versetzt) oder 100 ul des periplasmatischen
Extraktes der monoklonalen scFvs zugegeben und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach folgten mehrere Waschschritte (5-mal mit PBS, 0,05 % Tween) und
anschlieltend die Inkubation mit dem Antikérper anti-Flag M1 (Sigma) 1:400 fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Bei der Verwendung des anti-Flag M1-Antikorpers musste beachtet
werden, dass die weitere Durchfihrung des ELISAs unter Zugabe von CaCl, erfolgt, um die
Bindung dieses Antikorpers an das Flag-Epitop aufrecht zu erhalten. Nach 6-maligem
Waschen mit PBS (+ 0,05 % Tween, 1 mM CaCl,) erfolgte die Zugabe des HRP-gekoppelten

anti-Maus-Antikdrpers 1:5000 fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde der
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ELISA erneut gewaschen (6-mal mit PBS, 0,05 % Tween, 1 mM CaCl,) und es erfolgte die
Zugabe des HRP-Substrates ABTS nach Angaben des Herstellers. Die Inkubation wurde im
Dunkeln durchgefuhrt und die Messungen erfolgten bei einer Wellenlange von 495 nm in
einem ELISA-Platten-Reader nach 20 und 60 Minuten.

Dot Blot. Fiir den Dot Blot wurden 5 pl des Uberstands oder des periplasmatischen
Extraktes der monoklonalen scFvs auf eine Nitrozellulosemembran (Whatman) pipettiert.
Nach Trocknen der Membran wurde diese mit Blockierungsreagenz (3 % BSA-TBS-T) fur
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieliend wurde der Primarantikdrper (anti-Flag
M1 + 1 mM CaCl,) zugegeben und fir eine weitere Stunde inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS-T (+ 1 mM CaCl,) wurde die Membran mit einem HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper flir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen
(3x; TBS-T + 1 mM CacCl,) konnten die Signale durch Zugabe von WL Chemiluminescence
Reagent Plus mit Hilfe von ECL-Filmen (GE Healthcare) detektiert werden.

Western Blot. Fir den Western Blot wurde wahlweise 50 pg Zelllysat der Zelllinie Huh7
Core-NS3 oder rekombinantes HCV Core Protein (10 pg) mit 4-fach SDS-Auftragspuffer
nach Lammli versetzt, bei 98°C fir 5 Minuten denaturiert und mittels SDS-PAGE elektro-
phoretisch aufgetrennt. Um eine Aussage uber die Bindung der scFvs unter denaturierenden
Bedingungen zu erhalten, wurde als Priméarantikrper hier entweder der Uberstand der
Bakterienkultur oder der periplasmatische Extrakt der isolierten Antikdrperfragmente

eingesetzt.

Sequenzierung, Sequenzalignment und Klassifizierung isolierter Antikorperfragmente

Die isolierten Einzelkettenantikdrperfragmente wurden durch Sequenzierung (MWG)
Uberprift. Das Alignment der Nukleotidsequenzen erfolgte mit der Software V-base DNA Plot
(www.mrc-cpe.cam.ac.uk) und BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit). Das multiple
Proteinsequenzalignment wurde mit dem Programm ClustalX (http://www.clustal.org) erstellt.
Die Bestimmung der Immunglobuline und deren Klassifizierung erfolgte nach Kabat et al.
mit Hilfe der NCBI-IgBlast-Datenbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast/) und des

Programms V-Base (http://www.vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk).

2.2.6 Statistische Auswertung

Die densitometrische Auswertung der aus den Western Blots erhaltenen Proteinbanden
wurde mit Hilfe der Molecular Imaging Software (Version 4.0.3) der Firma Kodak durch-
gefuihrt. Der Quotient der Kontrolle wurde dem Wert 1 gleichgesetzt und der zweite Wert
wurde relativ zur Kontrolle angegeben. Zur statistischen Auswertung wurde der t-Test
(zweiseitig; unter Normalverteilung) nach STUDENT herangezogen. Die Ergebnisse wurden

als signifikant eingestuft bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % (p < 0,05).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Generierung und Charakterisierung humaner Hepatitis C Virus (HCV)
-spezifischer Antikorperfragmente

Der Mangel an praventiver Immunisierung und effektiven antiviralen Therapiestrategien zur
Bekampfung einer Hepatitis C Infektion, fiihrte zur Uberlegung, humane intrazelluldre
Antikérperfragmente gegen das hochkonservierte Strukturprotein Core zu generieren und
diese zu charakterisieren. Die rekombinanten Einzelkettenantikérperfragmente (scFv) bilden
eine vollstandig funktionelle Antigenbindungseinheit, bedingt durch die variablen Domanen
der schweren und leichten Kette, welche Uber einen Polypeptid-Linker verbunden sind.
Solche Antikorperfragmente kdnnten das Potenzial besitzen, Uber eine Sequestrierung des
HCV Core Proteins eine inhibitorische Wirkung auf das Hepatitis C Virus zu erreichen.

Mit Hilfe der Phage-Display-Technologie wurden zahlreiche humane Antikérperfragmente
gegen Core isoliert, detailliert analysiert und auf ihre inhibitorische Funktion hin in ver-

schiedenen Modellsystemen Uberpruft.

3.1.1 Affinitatsselektion (Panning) gegen HCV Core Peptide

Die Affinitatsselektion wurde mit einer kombinatorischen Antikdrperbibliothek der GroRe
4x10°, welche aus Knochenmarksaspiraten von finf chronisch HCV-infizierten Patienten
kloniert wurde, durchgefuhrt. Alle Patienten wiesen eine HCV Infektion des Genotyps 1 oder
des Genotyps 3 auf. Ziel des Panning-Verfahrens war die Anreicherung von filamentdsen
Phagen, die auf ihrer Oberflache Einzelkettenantikérperfragmente prasentieren, die gegen
die Peptide Jak und Stat des HCV Core Proteins gerichtet sind. Die zum Panning ausge-
wahlten Peptide entsprechen zwei Regionen des HCV Core Proteins, die fir die Bindung von
Core an die Proteine JAK (Jak-Peptid) "' und STAT3 (Stat-Peptid) ! verantwortlich gemacht
werden.

Durch den Einsatz der Peptide wurde die Durchfihrung des aufwendigen Epitop-Mappings
umgangen. Insgesamt konnten in drei Panning-Runden bindende Phagen selektiv ange-
reichert (Abbildung 3.1) und ihre Titer durch Titration bestimmt werden (Tabelle 3.1). Vor
jeder Affinitatsselektion wurde die Phagenpopulation durch Amplifikation angereichert, um

mindestens 1x10° pfu/ml Phagen zur Erhdhung der Ausbeute einsetzen zu kénnen.
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Tabelle 3.1: Anreicherung der selektionierten scFv Phagen gegen das Jak- und Stat-Peptid des
HCV Core Proteins. Bestimmung der Phagentiter (pfu/ml) vor und nach den durchgefiihrten Panning-
Runden.

Affinititsselektion Phagentiter vor der Phagentiter nach der
Affinitiatsselektion Affinititsselektion
Jak-Peptid Stat-Peptid Jak-Peptid Stat-Peptid
1 1x 10" 1x 10" 2,5 x 10? 3,6 x 10?
2 3,7x10° 4,5 x 10° 6 x 10° 2x10°
3 4,5x 10° 2,1x10° 8 x 10 1,5 x 10*

Die Erhéhung der Anzahl der Panning-Runden fuhrte zwar zur Selektion von weitaus
affineren Antikérperfragmenten, ging allerdings mit einer Abnahme der Diversitat der
isolierten scFvs einher, so dass die Durchfilhrung von drei Panning-Runden bevorzugt
wurde.

Durch die Bestimmung der Titer der eluierten Phagen konnte eine stetige Anreicherung der
bindenden Phagen gegenliber den Peptiden Jak und Stat des HCV Core Proteins erreicht
werden (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Affinitatsselektion der Phagenpopulation, die spezifisch an das Jak- und Stat-
Peptid des HCV Core Proteins binden. Darstellung der Anreicherung der bindenden Phagen nach
drei Selektionsrunden. Die Bindungsaffinitat wurde im ELISA-Format bestimmt. Eine 96 well Platte
wurde mit 5 pg/well Antigen (Jak/Stat-Peptid) beschichtet und mit der Phagenpopulation inkubiert.
Nach intensiven Waschschritten erfolgte der Nachweis der Phagenbindung mittels eines Phagen-
spezifischen M13-Antikorpers (1:5000), der HRP-konjugiert eingesetzt wurde. Die Reaktion wurde
nach Zugabe des Substrates ABTS bei einer OD von 405 nm im ELISA-Platten Reader gemessen.
NK-BSA: Negativkontrolle = Beschichtung mit 3 % BSA; NK-NS3: Negativkontrolle = Beschichtung mit
1 pg/well rekombinanten HCV NS3

Nach der dritten Selektionsrunde wurden die selektionierten Phagen in den Bakterienstamm
E. coli XL1 blue MRF" durch Infektion eingebracht und auf Agarplatten zur Gewinnung
monoklonaler Phagen ausgestrichen. Pro Peptid wurden dann von den Platten stichproben-
artig 50 Klone gepickt und mittels Sfil-Restriktionsverdaus auf die Vollstandigkeit der

klonierten Genkassette der rekombinanten Antikdrperfragmente hin Uberprift.

3.1.2 Identifizierung und Klassifizierung hochaffiner humaner Antikérperfragmente
gegen Peptide von HCV Core

Falls die Vollstandigkeit der klonierten cDNA-Kassette der isolierten Antikérperfragmente

bestatigt werden konnte, erfolgte die Untersuchung der Bindungsaffinitdt der monoklonalen

Phagen. Dazu wurde zunachst ein ELISA-Format gewahlt, in dem der Nachweis der

Bindungsaffinitat der einzelnen Antikérperfragmente Uber die Bindung der Phagen mit Hilfe

des Phagen-spezifischen M13-Antikdrpers nachgewiesen werden sollte. Die Optimierung
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dieses ELISAs gestaltete sich jedoch aufgrund des Auftretens unspezifisch bindender bzw.
falsch positiver Phagen als sehr schwierig. Daraufhin wurde das Format der Phagen-
tragenden Antikorper zugunsten der I0slichen Expression der Antikdrperfragmente ver-
lassen. Es wurden sowohl die l6slichen scFvs im Kulturiiberstand Gberprift als auch die
scFvs aus dem Periplasma der Bakterien, die mit Hilfe der Anwendung eines milden
osmotischen Schocks "*"! isoliert wurden, auf ihre Bindungsaffinitat beziiglich der Jak- und
Stat-Peptide des Core Proteins untersucht (Abbildung 3.2). Die Abbildung 3.2 zeigt eine
Auswahl der untersuchten Einzelkettenantikdrperfragmente, die aus dem Periplasma der
Bakterien gewonnen wurden. Die Untersuchung der Starke der Bindung der akkumulierten
Antikoérperfragmente in Kulturiiberstdanden wurde ebenfalls im ELISA-Format durchgefiihrt
und diente hauptsachlich der Verifizierung der ELISA-Ergebnisse der Abbildung 3.2. Mit dem
Primarantikoérper Flag M1, der den C-terminalen Flag-Tag der scFvs nachweist, konnte die
Bindung der humanen Antikérperfragmente an die synthetischen Peptide Jak und Stat
nachgewiesen werden. Um eventuelle Kreuzreaktionen der Antikdrperfragmente auszu-
schlieen, wurden Negativkontrollen mit 3 % BSA und dem HCV Protein NS3 durchgeflhrt.
Insgesamt wurden pro Peptid 300 monoklonale Phagen bzw. 16sliche Antikdrper isoliert und

analysiert.
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OD [405nm]

4] Jak  Jak Jak Jak  Jak Jak  Jak  Jak Jak Jak Jak Jak Jak Jak  Jak Jak Jak Jak Jak Sc42
AK 1 3 7 8 12 13 15 17 19 20 32 34 54 55 61 67 157 159 201

BNK-BSA " NK-NS3 ®Core ™ Peptid

OD [405 nm]

4] Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Stat Sc42
AK 3 4 6 7 8 9 10 12 13 24 33 37 50 57 60 62 68 179 206

BNK-BSA “NK-NS3 ®Core ™ Peptid

Abbildung 3.2: Untersuchung der Bindungsaffinitat der selektionierten Antikorperfragmente
mittels ELISA. A) Selektionierte Antikdrperfragmente gegen das Jak-Peptid B) Selektionierte
Antikdrperfragmente gegen das Stat-Peptid. Die Bindungsaffinitat wurde im ELISA-Format bestimmt.
Eine 96 well Platte wurde mit 5 pg/well Antigen (Jak/Stat-Peptid) beschichtet, die unspezifischen
Bindungsstellen mit 3 % BSA abgesattigt und mit den aus dem Periplasma isolierten scFvs inkubiert.
Nach intensiven Waschschritten erfolgte der Nachweis der Bindung der I6slichen scFvs mittels des
Flag M1-Antikérpers und eines HRP-konjugierten Sekundarantikérpers. Die Visualisierung der
Reaktion wurde nach Zugabe des Substrates ABTS bei einer OD von 405 nm im ELISA-Platten
Reader gemessen. & AK: Negativkontrolle = kein Primarantikorper; NK-BSA: Negativkontrolle =
Beschichtung mit 3 % BSA; NK-NS3: Negativkontrolle = Beschichtung mit 1 pg/well rekombinanten
HCV NS3; Core: Beschichtung mit 1 pg/well rekombinanten HCV Core; Peptid: Beschichtung mit
5 pg/well Peptid; rote Linie: Festlegung der Grenze von OD > 0,5 = positiv bindende scFvs
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Die Antikdrperfragmente, deren Bindungsaffinitat sich im ELISA durch eine Extinktion von
uber 0,5 auszeichnete, wurden zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt. Dabei wiesen die
Antikérper Jak 7, 8, 12, 34 und 61 eine sehr gute Bindung an das Jak-Peptid, wohingegen
sie nur eine geringe Affinitdt zum vollstdndigen HCV Core Protein aufwiesen. Auch die
Antikérperfragmente Stat 7, 10, 12, 37, 57 und 179 fihrten zu einem starken Signal im
ELISA, jedoch konnte bei beinahe allen Antikdrperfragmenten nur eine sehr geringe Affinitat
bezlglich des vollstandigen Core Proteins demonstriert werden. Lediglich der scFv Stat 50
wies eine ebenso starke Bindung an das Core Protein wie an das Peptid auf. Verglichen mit
der Bindungsaffinitdt des Sc42, welcher gegen das gesamte HCV Core Protein selektioniert
wurde, wiesen jedoch beinahe alle peptidbasierten Antikérperfragmente eine weitaus
geringere Affinitat gegentber ihrem Zielantigen auf. Weiterhin konnte beobachtet werden,
dass der Sc42 im Vergleich zu dem Stat-Peptid eine hohere Reaktivitat gegentber dem Jak-
Peptid (Abbildung 3.2) besal}.

Die im ELISA positiv getesteten humanen Jak/Stat-Antikérperfragmente wurden auf ihre
Vollstandigkeit bzw. strukturelle Integritat untersucht. Zur Optimierung ihrer I6slichen
Expression wurden zuvor IPTG-Konzentrationen von 0,1 bis 1 mM getestet. Die Unter-
suchungen ergaben, dass die scFvs Uberwiegend bei einer IPTG-Konzentration von 1 mM
optimal exprimiert werden. Diese Konzentration wurde daraufhin standardisiert zur Induktion
der Proteinexpression eingesetzt.

Die Antikdrperfragmente wurden durch periplasmatische Extraktion aus den Bakterien isoliert
und mittels Immundetektion Uber ihren integrierten Flag-Tag nachgewiesen. Die Abbildung
3.3 zeigt exemplarisch die periplasmatischen Extrakte isolierter Jak/Stat-Antikdrperfragmente

mit und ohne Induktion der Proteinexpression durch IPTG.
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Abbildung 3.3: Western Blot Analysen der aus dem Periplasma isolierten Antikorperfragmente.
A) Selektionierte Antikorperfragmente gegen das Jak-Peptid B) Selektionierte Antikdrperfragmente
gegen das Stat-Peptid. 1/8 des Volumens der periplasmatischen Extrakte wurde mittels SDS-Page
aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit 3 % BSA-Lésung blockiert. Der
Nachweis der isolierten Antikdrperfragmente erfolgte mittels des Flag M1-Antikorpers sowie eines
HRP-konjugierten Maus-Antikdrpers.

Da sich die rekombinanten Antikorperfragmente aus den variablen Domanen der leichten
und schweren Ketten zusammensetzen, sollten vollstandig exprimierte Antikdrperfragmente
eine Grofde von 32 kDa aufweisen. Die Western Blot Analysen ergaben uUberwiegend eine
prominente Bande bei 32 kDa, die unter Zugabe von IPTG induziert bzw. verstarkt wurde.
Bei 12 % der im ELISA positiv getesteten Antikdrperfragmente konnte die richtige GrdlRe
nicht nachgewiesen werden. Auffallig waren zusatzliche Banden bei etwa 60 und 90 kDa, die
vermutlich auf eine Multimerisierung der scFvs zurickzufihren sind. Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass unterhalb der 32 kDa Bande weitere Proteine mit dem Flag-Tag

detektiert wurden, die allerdings bei der erneuten Detektion des c-myc-Tags, welcher im
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N-terminalen Bereich der scFvs liegt, nicht visualisiert werden konnten. Vermutlich handelte

es sich um proteolytische Abbauprodukte der isolierten Antikdrperfragmente.

Um die Bindungseigenschaften der isolierten Jak/Stat-Antikérperfragmente genauer zu
charakterisieren, wurden die scFvs im Immunoblot als primare Detektionsantikrper ein-
gesetzt. Diese Methode sollte Erkenntnisse dartber liefern, ob die scFvs an denaturiertes
HCV Core Protein binden und dementsprechend lineare Epitope im Core Protein erkennen.
Fir die Immunoblotanalysen wurden sowohl die jeweiligen Kulturiiberstande als auch die
periplasmatischen Extrakte der Antikérperfragmente als Primarantikorper zur Detektion von
HCV Core-enthaltenden Zellextrakten der Hepatomazelllinie Huh7 Core-NS3, welche mittels
SDS-PAGE aufgetrennt wurden, eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten hier Zellextrakte
der Hepatomazelllinie Huh7. Die gebundenen Antikérper sollten dann Uber ihren Flag-Tag
detektiert werden. Die Abbildung 3.4 zeigt exemplarisch eine Auswahl der untersuchten

Antikérperfragmente, die gegen die Peptide Jak und Stat selektioniert wurden.
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Abbildung 3.4: Nachweis der Bindung der selektionierten Jak/Stat-Antikorperfragmente an HCV
Core. A) Selektionierte AntikOrperfragmente gegen das Jak-Peptid B) Selektionierte Antikorper-
fragmente gegen das Stat-Peptid. 50 yg der Zellextrakte der Hepatomazelllinien Huh7 wt und Huh7
Core-NS3 wurden mittels SDS-Page aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
mit 3 % BSA-Losung blockiert. Als primarer Detektionsantikérper wurden die rekombinanten scFvs in
Form periplasmatischer Extrakte eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen Antikdrperfragmente
erfolgte mittels des Flag M1-Antikdrpers sowie einem HRP-konjugierten Maus-Antikdrpers. Als

Positivkontrolle wurde ein Teil der Membran mit dem C750-Antikérper fur den Nachweis des HCV
Core Proteins inkubiert.
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Durch den Einsatz der isolierten Antikérperfragmente als primare Detektionsantikdrper sollte
das HCV Core Protein mit einer Grofe von 21 kDa nachgewiesen werden. Uberraschender-
weise konnte nur bei einem geringen Anteil der scFvs eine Bindung an das denaturierte Core
Protein beobachtet werden. Eine spezifische Bindung wurde bei 6 % (17/300) der Jak- und
bei 3 % (9/300) der Stat-Antikdrperfragmente nachgewiesen. Insgesamt konnte bei 4 % der
selektionierten Einzelkettenantikdrperfragmente eine Bindung an die linearen Jak- und Stat-
Epitope innerhalb des denaturierten HCV Core Proteins nachgewiesen werden.

Die positiv selektionierten Jak/Stat-Antikdrperfragmente, welche zum einen eine starke
Bindung im ELISA und Western Blot und zum anderen das richtige Molekulargewicht von
32 kDa aufwiesen, wurden zur Sequenzierung ausgewahlt. Die erhaltenen Nukleotid-
sequenzen wurden in die entsprechenden Aminosauresequenzen Ubersetzt und ein
Alignment mit Hilfe der Software BioEdit erstellt. In der Abbildung 3.5 und 3.6 wurde von den
selektionierten scFvs ein Alignment erstellt, die fur weitere Untersuchungen, wie z. B.
fluoreszenzbasierte Kolokalisationsstudien, ausgewahlt wurden. Die Aminosauresequenzen
wurden mit den bekannten humanen leichten und schweren Ketten der Immunglobuline

verschiedener Datenbanken (http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast) verglichen und analysiert.

——————————————————————— Leichte Kette------------—---------—-
Antikorper:scFv —---—---—--- FRl1---======== —————— CDRl---==== =—===-- FR2------
Jak 1/61 DIQMTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQS—-VS-G-NYLT WYQQKPGQAPRLLLF
Jak 3/7/8/17 EIVLTQSPLSLPVTPGEPASISC RSSQSLLHSNGDNYLD WYLQKPGQSPQLLIY
Jak 12 EIVLTQSPVTLSLSPGERATLSC RASQ----- GISSFLA WYQQOKPGQAPRLLIY
Jak 13/67 DVVMTQYPLSLPVTLGQPASISC RSSQRLETCHGNIWFN WEFQQORPGQCTGRLIY
Jak 15/34/55 ETTLTQSPATLSLSPGERATLSC RASQS—-V---SSYLA WYQQKPGQAPRLLIY
Jak 19 EITITQSPLTLSVSPGETASISC RSSQS—-V----RALH ---—---——--—-——---—
Jak 20 DILMTQSPVSLSLSPGERATLSC RASQS—-VS—G—NYVT CYQHRHGQTPRLLLY
Jak 32 ETTLTQSPATLSLSPGERATLSC RASQS—-V---SSYLA WYQQKPGQAPRLLIY
———————————————————— Leichte Kette--------—----------—-——-
Antikorper:scFv --CDR2--  —==———————————- FR3-—=-——=———————— --CDR3---
Jak 1/61 NAFK-RAT GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDAAMYYC QQYSRSPPP
Jak 3/7/8/17 LGSN-RAS GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC MQALQTP--
Jak 12 DASI-RAT GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC QQ-————--
Jak 13/67 KVSN-RDP GVPDRFSGSGSGTNEFTPKISRIEAEDVGVYYG MQSVYWP--
Jak 15/34/55 DASN-RAT GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC QQRSNWPLA
Jak 19 =0 0—----m-- e —mmm
Jak 20 FIAFIMAS GIPHRFTGRGSGTYITLTINTQDPENAALYYC HQYSRSPPP
Jak 32 DASN-RAT GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC QORSNWPLA
-Leichte Kette-
Antikorper:scFv ----- FR4-----  ——————- LINKER-------
Jak 1/61 WTFGQGTKVEIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS
Jak 3/7/8/17 RTLGQGTKVEIKR  GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Jak 12 RAFGGGTKVDIKR GGGGSGGGGSGDGGSSGGGS
Jak 13/67 LTFGGGTKPEIQG  GGGGFGGGGSGGGGSGGGGS
Jak 15/34/55 LTFGGGTRLEIKR GGGGFGGGGSGGGGSGGGGES
Jak 19 =0 0—----m—mmmmmm mmmmm o
Jak 20 WTFGQGTKVEIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS
Jak 32 LTFGGGTRLEIKR  GGGGFGGGGSGGGGSGGGGS
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————————————————————— Schwere Kette------------------—-—--
Antikorper:scFv -—----—---—--- FRl-——=——————————— -CDR1-- ----FR2----—---
Jak 1/61 EVQLVESGPRLVRPSETLSLTCTVSGGSIS ONY--WN WIRQPAG-KGLEWIG
Jak 3/7/8/17 QVQLQESGVRGHRLTRHRLTEHTGLWGTES  WGT--W- -LTGHTGSQGTQTRG
Jak 12 QVOLOESGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTES NYAIS-- WVRQASG-QGLEWMG
Jak 13/67 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCEASG--F'S FRKYAMT WVHQAPGKGLEWVSG
Jak 15/34/55 QVQLLESGPGLVKPGSTLSLTCTVSGGSIS SRRYYWS WIRQPPG-KGLEWIG
Jak 19 =0 0 —--mmmmmmmmmmm oo —mm e
Jak 20 EVQLVESGPRLVRPSETLSLTCTVSCGSVS ONY--WN WIRQPAG-KWTGVDW
Jak 32 QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIS SRRYYWS WIRRPQG-RAWSGLD
—————————————————— Schwere Kette--------------------—-—-
Antikorper:scFv ------- CDR2------ = —————————————- FR3--=——==———————-
Jak 1/61 RIYGSGRPNYNPSLKS- RVTMSTDTSQSQFYLTLTSVTAADTAVYYCAR
Jak 3/7/8/17 AHRLMGHTDSRGTEAH- GAQSHGVHRLMGHRLTGHRVTGHTDSWVTGS -
Jak 12 GIIPMFPTTNYAQKFQG RVTFTADKSSNTAYTELTSLRSEDSAVYYCAR
Jak 13/67 ISGNGGRTYYAESVKG- RETISRDNSKNTLYLOMNSFRVEDTAVYYCAK
Jak 15/34/55 YIYYSGSTFYNPSLKS- RVTISLDTPKAQFSLKLHSVTAADTAVYYCAR
Jak 19 =0 0@—-mmmmmmmmmmm—m—m
Jak 20 AYLWDWNA-——————== oo
Jak 32 TSITVGAPFTTRPSGV- ELPYH-TLPSPVLPEAALCDCRN-TAVYYCAR
————————————— Schwere Kette-------------
Antikorper:scFv -------- CDR3-------=- = —————- FR4-—-—-
Jak 1/61 DPVSGWNYFDH------- WG QGTLVTVSSASGAE
Jak 3/7/8/17 - QGTLVTVSSASGAE
Jak 12 RPSDRDWESEYYYGL-DVWG QGIPGHRLLGLGGR
Jak 13/67 TSSAWVEAATPYNGL-DVWG QGTLVTVSSASGAE
Jak 15/34/55 ATAVLGYFDWPKTNTFDIWA QGHPGHRLLGLGGR
Jak 19 =0 0——-—---mmmmmm—————— mmem o
Jak 20 AYLWDWNA--—-—-—-—-——=———==  ——————————————
Jak 32 2= ===00—--m-——mmm—————o——mm oo

Abbildung 3.5: Charakterisierung der Aminosduresequenzen der humanen Jak-Antikorper-
fragmente nach Kabat .,

——————————————————————— Leichte Kette----------------—---——-
Antikorper:scFv -—-—-—------ FRl-=-===—————=  ————— CDRl1------- = ————- FR2-=-==----
Stat 3/4/7etc. DIQMTQSPLSLPVTLGQPASISC RSSQSLVYSDGNTYLN WFQQRPGQSPRRLIY
Stat 10 DVVMTQSPSSLSASIGERVTITC RASQ----- DISSWLA WYQQONPEKAPKSLIY
Stat 12/50 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC RAS----- ENINNALA WYQQRPGQAPRLVIS
Stat 37 QSVLTQPPSVSGAP-GQRVTISC TGSSSNI--GAGYDVH WYQQLPGAAPKLLIY
Stat 57 DVVMTQSPVTLSLSPGERATLSC RASQGI----- SSFLA WYQQKPGQAPRLLIY
Stat 62 DIQMTQSPLSLPVTLGQPASISC RSSQSLVYSDGNTYLN WEQQRPGQSPRRLIY
Stat 206 NFMLTQPHSVSESP-GKTITISC TRSSGSI---TSNFVH WYQQCPGNSLTTMIY

———————————————————— Leichte Kette------------------—-——-—-
Antikorper:scFv --CDR2- -—-—————————————-—- FR3--=————————————— --—-CDR3---
Stat 3/4/7etc. KVSNRDS GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEA--EDVGVYYC MQGTHPY---
Stat 10 GTSSLHS GVPSRFSGGGSGTDFTLTISSLQP—EDVGTYYC QQYSSFPF--
Stat 12/50 DASNRAT GIPDRFSGSGSGTDFTLTISSLEP—EDSAVYYC QQR---——-——
Stat 37 GNNNRPS GVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQA——EDEADYYC QSYDSSLSGW
Stat 57 DASIRAT GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEP—EDFAVYYC QQR---——-——
Stat 62 KVSNRDS GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEA—EDVGVYYC MQGTHPY---
Stat 206 DHHKRPS GVPDRFSGSIDRSSNSASLTISGLKTEDEADYYC SYDRGVM---—
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-Leichte Kette-

Antikorper:scFv -—---- FR4---- = ——————~ LINKER-—----—-—
Stat 3/4/7etc. TFGQGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Stat 10 TFGQGTKVDIKR GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Stat 12/50 AFGGGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Stat 37 VEGGGTKVTVLG GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS
Stat 57 AFGGGTKVDIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS
Stat 62 TFGQGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Stat 206 VLGGGTQLTVLG GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS

Antikorper:scFv -————------——- FRl-—====————————~ -CDR1- --—-——- FR2----—-
Stat 3/4/7etc. QVNLRESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSLS DYYWS WIRQPAGKGLEWIG
Stat 10 GVVDPRCSCRSREQRETLSLTCTVSGGSIS SYYWS WIRQPAGKGLEWIG
Stat 12/50 QVSWCSLGLGVKKPGSSVKVSCKASGGTEFES SYAIS WIRQPAGKGLEWIG
Stat 37 EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFG  NYGIS WVRQAPGQGLEWMG
Stat 57 QVNLRESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSLS DYYWS  WIRQPAGKGLEWIG
Stat 62 QVNLRESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSLS  DYYWS WIRQPAGKGLEWIG
Stat 206 QVQLQESGPRLVRPSETLSLTCTVSGGSIS SYYWS WIRQPAGKGLEWIG

Antikorper:scFv -—---—-—-- CDR2-----—- = ——————————————- FR3--=——=———————~
Stat 3/4/7etc. RVYNSGTTLSNPSLKS- RLIMPIDMSRNRFSLQVTSLTAADTAVYYCAR
Stat 10 RIYGSGRPNYNPSLKS- RVTMSTDTSKSQFYLTLTSVTAADTAVYYCAR
Stat 12/50 GIIPIFGTANYAQKFQG RVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
Stat 37 GIIPLFGIADYAQKFQG RVTITADKSTSTAYMDLSSLRSEDTAVYYCAR
Stat 57 RIYTSGSTNYNPSLKS- RVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
Stat 62 RVYNSGTTLSNPSLKS- RLIMPIDMSRNRFSLQVTSLTAADTAVYYCAR
Stat 206 RIYGSGRPNYNPSLKS- RVTMSTDTSKSQFYLTLTSVTAADTAVYYCAR

Antikorper:scFv -—----- CDR3--—----- -—-FR4---
Stat 3/4/7etc. ERTHPADGQF----DFWG PGTLVTVSS
Stat 10 DPVSGWNY-F----DHWG QGTLVTVSS
Stat 12/50 = ------ GYSGSYYPDYWG QGTLVTVSS
Stat 37 ASIAPPGTLYYYGLDVWG QGTTVTVSS
Stat 57 AKLLQYPTYYYYGMDVWG QGTTVTVSS
Stat 62 ERTHPADGQF----DFWG PGTLVTVSS
Stat 206 DPVSGWNY-F----DHWG QGTLVTVSS

Abbildung 3.6: Charakterisierung der Aminosduresequenzen der humanen Stat-Antikérper-
fragmente nach Kabat .

Einige Klone, die entweder nicht die richtige GroRRe von 32 kDa im Western Blot zeigten oder
nicht zur Expression gebracht werden konnten, wurden teilweise zur Uberpriifung der
Vollstandigkeit der Nukleotidsequenz analysiert. Die Sequenzierung ergab, dass oftmals
nach dem Glycin-Serin-Linker eine Unterbrechung des Leserasters vorlag oder die
Nukleotidsequenzen Basenvariationen aufwiesen, die ebenfalls zur Unterbrechung des
Leserrahmens fihrten.

Die Diversitat der selektionierten Jak-Antikorperfragmente war deutlich héher, als die der
Stat-Antikorperfragmente. Die typischen humanen V4 und V. Merkmale konnten in allen

analysierten scFv Sequenzen identifiziert werden. Wie zu erwarten, traten insbesondere in
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den CDR-Regionen der Antikérper Langenpolymorphismen auf, da diese Bereiche flr die
Antigenbindung verantwortlich sind und damit den hochsten Variabilitdtsgrad aufweisen
sollten.

Die anschlieBende Einordnung der Sequenzen erfolgte nach Kabat ™, welche in den
Tabellen 3.2 und 3.3 aufgefuhrt ist. Zur weiteren Charakterisierung wurden die einzelnen
Klassen und Subgruppen der leichten und schweren Kette bestimmt. Weiterhin wurden die
V- und J-Segmente der leichten Kette und die V-, D- und J-Segmente der schweren Kette,
soweit dies durch bereits beschriebene Keimbahngene der Immunglobuline mdglich war,

durch Datenbankabgleich zugeordnet.

Tabelle 3.2: Einteilung der V. und V4 der humanen Jak-scFv in Klassen, Subgruppen und
Zuordnung der urspriinglichen Keimbahngene der einzelnen Segmente. Die Klassen- und
Subgruppenbestimmung erfolgte nach Kabat .,

Leichte Kette Schwere Kette
Antikorper
scFv Klasse = Subgruppe V-Segment J-Segment Subgruppe V-Segment D-Segment J-Segment

Jak 1/61 K 1l A27 JK1 VH4 VH4-4 D6-19 JH4b
Jak 3/7/18/17 K Il A19/A3 JK1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Jak 12 K 1l L6 JK4 VH1 VH1-69 D2-21 JH6
Jak 13/67 K Il A17 JK4 VH3 VH3-23 D2-15 JH5a
Jak 15/34/55 K 1l L6 JK5 VH4 VH4-31 D3-9 JH3
Jak 19 K 1l L6 JK5 VH4 VH4-55P D2-8 JH3
Jak 20 K 1l A27 JK1 VH4 VH4-4 D3-16 JH2
Jak 32 K 1l L6 JK5 VH4 VH4-61 D3-9 JH3b
Jak 54 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Jak 159/201 A Y V4-1 JL3b VH3 VH3-30 D1-26 JH2

N.D. = nicht bestimmbar; V,: variable Region der leichten Kette; Vy: variable Region der schweren
Kette
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Tabelle 3.3: Einteilung der V|, und V, der humanen Stat-scFv in Klassen, Subgruppen und
Zuordnung der urspriinglichen Keimbahngene der einzelnen Segmente. Die Klassen- und
Subgruppenbestimmung erfolgte nach Kabat .,

Leichte Kette Schwere Kette
Antikorper
scFv Klasse  Subgruppe V-Segment J-Segment  Subgruppe V-Segment D-Segment J-Segment
Stat 3/4/6/7/9/33/60 K I A17 JK2 VH4 VH4-4 D1-14 JH4b
Stat8 K I A17 JK3 VH5 VH5-51 D6-19 JH3b
Stat 10 K | L15 JK3 VH5 VH5-51 D6-19 JH3b
Stat 12/50 K n L6 JK4 VH1 VH1-69 D5-5 JH4b
Stat13 A VI V1-22 JK2 VH4 VH4-55P D1-1 JH5
Stat 24 K I A19/A3 JK3 N.D. N.D. N.D. N.D.
Stat 37 A | V1-13 JL3b VH1 VH1-69 D6-13 JH6b
Stat 57 K 1 L6 JK4 N.D. N.D. N.D. N.D.
Stat 62 K I A17 JK3 VH4 VH4-4 D1-14 JH4b
Stat 68 A VI V1-22 JL2/JL3a VH4 VH4-4 D6-19 JH4b
Stat 206 K n L6 JK2 VH5 VH5-51 D6-19 JH3b

N.D. = nicht bestimmbar; V,: variable Region der leichten Kette; Vy: variable Region der schweren
Kette

Die Sequenzierung und die Einordnung der Jak/Stat-Antikérperfragmente nach Kabat ™

zeigen, dass Antikorper selektioniert wurden, die unterschiedliche Identitaten besitzen. Das
Ziel der Affinitatsselektion (Panning), ein breites Spektrum an diversen scFvs zu isolieren,

wurde somit erreicht.

Die Antikorperfragmente, welche gegen das Jak- und Stat-Peptid des HCV Core Proteins
selektioniert wurden und vielversprechend erschienen, wurden zur Untersuchung ihrer
intrazellularen Interaktion mit dem HCV Core Protein in humanen Hepatomazelllinien
verwendet. lhre kodierende DNA-Sequenz wurde mit dem Fluorophor YFP durch ent-
sprechende Klonierung fusioniert und zusammen mit dem HCV Core Protein, welches an
das Fluorophor CFP gekoppelt wurde, transient in die Zelllinie Huh7 wt eingebracht. Zur
Analyse der intrazellularen Verteilung beider Proteine wurde ein konfokales Laserscanning
Mikroskop verwendet und die Fluorophore entsprechend ihrer Absorptionsspektren angeregt.
In Abbildung 3.7 sind exemplarisch einige der untersuchten scFvs dargestellt, unter anderem

auch der Sc42, der gegen das HCV Core Volllangenprotein selektioniert wurde.
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Abbildung 3.7: Kolokalisation der selektionierten Antikérperfragmente mit HCV Core in der
Hepatomazelllinie Huh7 wt. Huh7 wt-Zellen wurden auf Deckglasern ausgesat, mit den scFv-
YFPC1-Konstrukten (A und B) und mit dem HCV Core-CFPC1-Konstrukt (B) transient transfiziert und
nach 48 Stunden mittels ParaformaldehydIésung fixiert. A) Expression der scFvs. B) Koexpression der
scFvs und HCV Core. Zur Analyse wurde ein konfokales Laserscanning Mikroskop verwendet. Die
Anregung der Fluorophore CFP und YFP erfolgte bei 405 nm und 488 nm. Als Negativkontrolle wurde
ein unspezifisches Antikdrperfragment, welches HCV Core nicht erkennt, eingesetzt.

Aus der Abbildung 3.7 ist in den untersuchten Hepatomazelllinien sowohl die vesikulare,
perinukleare Verteilung des HCV Core Proteins als auch die partielle Kolokalisation der
transfizierten Antikorperfragmente mit dem Core Protein ersichtlich. Die Kolokalisation wird
dabei bei der Betrachtung der Ubereinander gelagerten Fluoreszenzen der scFv-YFPC1-
Konstrukte und des Core-CFPC1-Konstruktes deutlich (Abbildung 3.7, Spalte: Merge). Durch
die Gegenulberstellung der Expressionsmuster der einzeln eingebrachten scFvs (Abbildung
3.7 A) mit den Expressionsmustern der kotransfizierten scFvs (Abbildung 3.7 B) ist eine

deutliche Umverteilung der Antikérperfragmente bei Anwesenheit des HCV Core Proteins
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erkennbar, insbesondere im Falle des Antikérpers Sc42. Die Lokalisation des HCV Core
Proteins bleibt dabei durch die koexprimierten Antikdrperfragmente unverandert. Auffallig
war, dass vor allem Antikdrperfragmente, die gegen das Jak-Peptid selektioniert wurden, mit
dem Core Protein kolokalisierten. Nur ein einziges Stat-Antikdrperfragment (Abbildung 3.7:
Stat 3) wies die Veranderung der zytoplasmatischen Lokalisation in Anwesenheit von HCV
Core auf. Dass es sich dabei um spezifische Effekte handelt, konnte durch die Negativ-
kontrolle, das heil3t die Verwendung eines fir HCV Core unspezifischen Antikdrper-

fragments, belegt werden.

3.1.3 Identifizierung des Bindungsmotivs des Sc42

Die starkste Kolokalisation eines Einzelkettenantikérperfragments mit dem HCV Core Protein
konnte bei dem Antikérperfragment Sc42, das gegen das vollstandige HCV Core Protein
selektioniert wurde, beobachtet werden. Auch dessen zytoplasmatische Umverteilung in
Anwesenheit von Core war bei diesem scFv am deutlichsten ausgepragt (Abbildung 3.7). Zur
Identifizierung und genauen Charakterisierung des Epitops, welches durch das Antikérper-
fragment Sc42 erkannt wird, wurde ein Epitop-Mapping Kit verwendet . Die Phagen, die an
den Sc42 gebunden hatten, wurden sequenziert und ihre Aminosauresequenz bestimmt.
Das Aminosaurealignment der identifizierten Mimotope ergab das Konsensusbindungsmotiv
PLXG (Abbildung 3.8).
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HCV Core Protein

HCV Core aa 79-88 P GY P W|P|L|Y |G|N

HCV Core aa 133-142 LM G Y I |[P|jL| V|G

HCV Core aa 138-147 PLV G A|P|L|G|G|A
Identifizierte Mimotope

Mimotop A P F|P|JL| G|G|G G S A
Mimotop B Y L|PJJL] P |G]|G G S A
Mimotop C P L|PIL] GIG|G G S A
Mimotop D P T L |P|fL| T |G]Y L S A
Mimotop E P K H|TIJ LI G|S E F
Mimotop F K P|PJJL] S |G|G G
Mimotop G T L|PJL}] T |G]Y S
Mimotop H K P|PJIL] S |G|G G
Konsensus/Mimotop X LIPJL| X |G|G G S A
Konsensus/Motiv X X |PJJL| X |G| X X

Abbildung 3.8: Identifizierung des putativen Bindungsmotivs des Antikorperfragments Sc42
innerhalb des HCV Core Proteins. Mit Hilfe des Ph.D. -7-Library Kits (New England Biolabs) konnten
8 Phagenklone (Mimotope), die spezifisch an Sc42 binden, isoliert und sequenziert werden'. Die
Aminosauresequenzen der Mimotope wurden in einem Alignment mit Hilfe des Programms BioEdit
verglichen und eine Konsensussequenz wurde erstellt.

Durch den Vergleich der ermittelten Konsensussequenz des putativen Sc42-Bindungs-
motivs mit der Aminosauresequenz des HCV Core Proteins konnten Sequenzhomologien
innerhalb von HCV Core an den Aminosaurepositionen 84 (aa 84-87), 138 (aa 138-141) und
143 (aa 143-146) identifiziert werden (Abbildung 3.8). Zwei der acht Mimotope enthielten die
Sequenz PFPLGGG (Mimotop A) und PLPLGGG (Mimotop C), welche mit der Aminosaure-
sequenz PWPLYG innerhalb des Core Proteins (Position 82 bis 87) an bestimmten
Positionen Ubereinstimmungen zeigen und verglichen mit dem Konsensusbindungsmotiv
PLXG einen weiteren Prolinrest aufweisen. Diese drei Bereiche kénnten dementsprechend
fur die Interaktion des Antikdrpers mit dem HCV Core Protein in Frage kommen.

Die HCV Core Region, die die Aminosduren 84 bis 87 ausmacht, ist laut Literatur ["! fiir die
Bindung von JAK-Proteinen verantwortlich, wohingegen die Sequenzbereiche der Amino-
saurereste 138-141 und 143-146 malgeblich an der Bindung von Core an die Lipidtrépfchen

beteiligt sind *" '*®. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde zum einem die Bindung von HCV
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Core an Lipidtropfchen mittels Kolokalisationsstudien uberprift (Abbildung 3.9) und zum

anderen versucht, diese Interaktion durch Einbringen des Sc42 wieder aufzuheben.

| Hoveoe | ADRP | Mege

Abbildung 3.9: Kolokalisation des HCV Core Proteins mit Adipophilin (ADRP) in der
Hepatomazelllinie Huh7 wt. Huh7-Zellen wurden auf Glasdeckglasern ausgesat, mit HCV Core
transfiziert und nach 48 Stunden mit Methanol fixiert. HCV Core wurde Uber den Primarantikorper
C750 und einem Cy3-konjugierten Sekundarantikérper (Anregung bei 543 nm) und ADRP Uber den
Adipophilin-Primarantikérper und einem Fitc-konjugierten Sekundarantikbrper (Anregung bei 488
nm) visualisiert. Die Farbung wurde mittels eines konfokalen Laserscanning Mikroskops analysiert.
Merge: Ubereinanderlagerung der roten und griinen Aufnahme.

In der Abbildung 3.9 ist sowohl eine deutliche Kolokalisation des HCV Core Proteins mit dem
Lipidtropfchen-Marker Adipophilin (ADRP) als auch das schon zuvor beobachtete peri-
nukleadre, globuldre Expressionsmuster von Core erkennbar. Um die aus der Literatur
bekannte Interaktion von Lipidtropfchen und HCV Core zu unterbinden, wurde HCV Core
zusammen mit dem Sc42 in die Hepatomazelllinie Huh7 wt kotransfiziert. Allerdings konnte
zu keinem Zeitpunkt eine Stérung dieser Interaktion beobachtet werden (Daten nicht

dargestellt).
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3.1.4 Nachweis der intrazellularen Interaktion zwischen den Antikérperfragmenten
und dem HCV Core Protein mittels FRET
Aus den Kolokalisationsstudien konnten erste Hinweise auf eine mogliche Interaktion
zwischen den isolierten Antikdrperfragmenten und dem HCV Core Protein gewonnen
werden. Um nun die intrazelluldre Interaktion zwischen beiden Proteinen zu untersuchen,
wurde die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfertechnik (FRET) angewandt. Dazu wurden
Zellen der Hepatomazelllinie Huh7 wt auf MaTek-Schalen ausgesat, mit den scFv-YFP-
Konstrukten und dem Core-CFPC1-Konstrukt transient kotransfiziert und nach 48 Stunden
lebend, ohne Fixierung, mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning Mikroskops analysiert. Flr
ein positives FRET-Signal diirfen beide Proteine nicht weiter als 10 nm voneinander entfernt

sein und sollten dementsprechend miteinander interagieren.
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Abbildung 3.10: Nachweis der intrazellularen Interaktion des Sc42 mit dem HCV Core Protein
mittels FRET-Analyse. Huh7 wt-Zellen wurden auf MaTek-Schalen ausgeséat, transient mit dem
Sc42-YFPC1-Konstrukt (A) bzw. mit einem irrelevanten ScFv-YFPC1-Konstrukt (Negativkontrolle) (B)
und dem Core-CFPC1-Konstrukt kotransfiziert und nach 48 Stunden lebend mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning Mikroskops analysiert. Fur die FRET-Messung wurden beide Fluorophore in einem
Bereich der Wellenlange 422-582 nm mit dem META-Scankopf detektiert. Dabei wurde CFP mit einer
Wellenlange von 405 nm angeregt. Mit Hilfe zuvor aufgenommener Spektren von Proben, die
ausschlieRlich CFP oder YFP enthielten, konnte die Emissionen der reinen Fluorophore aus den
entstandenen Bildern extrahiert werden.
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In der Abbildung 3.10 ist ein deutliches FRET-Signal zwischen den koexprimierten Proteinen
Sc42 und HCV Core erkennbar. Insbesondere in der perinukledren Region konnte ein inten-
sives FRET-Signal verzeichnet werden. Nur eine Interaktion beider Proteine ermdglicht eine
Energielibertragung vom angeregten Donor CFP (Core-CFPC1) auf den Akzeptor YFP
(Sc42-YFPC1) und damit dessen Detektion in einem Wellenlangenbereich von 420-580 nm
ohne dass der Sc42-YFPC1 selbst angeregt wird. Die Untersuchungen hinsichtlich eines
moglichen FRET-Effektes wurden auch mit einer Reihe von Jak/Stat-Antikdrperfragmenten
durchgefihrt, allerdings konnte bei keinem der gegen die Peptide Jak und Stat
selektionierten scFvs eine intrazelluldre Interaktion mit Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfertechnik beobachtet werden.

3.1.5 Anwendung verschiedener Systeme zur Untersuchung der funktionellen
Relevanz des Sc42

Der Nachweis der intrazellularen Interaktion zwischen dem Antikérperfragment Sc42 und
dem HCV Core Protein flhrte zur Frage nach der funktionellen Relevanz des Sc42. Die
Uberlegung, ob durch das Einbringen dieses Antikdrperfragments HCV Core-spezifische
Effekte wieder aufgehoben werden kénnen, war Gegenstand der nachfolgenden Unter-
suchungen.

Um zu untersuchen, ob HCV Core inhibitorische Wirkung auf den JAK/STAT-Signaltrans-

duktionsweg iiber die Induktion von SOCS3 vermittelt [*%

, wurde die transkriptionelle
Kontrolle des humanen SOCS3-Gens in Abhangigkeit des HCV Core Proteins mit Hilfe von
Reportergenassays Uberprift. Hierzu wurde ein Reportergenkonstrukt verwendet, das fur die
5’-regulatorischen Region des humanen SOCS3-Promotors kodiert. Wie in Abbildung 3.11
dargestellt, fihrt HCV Core zu einer gesteigerten Expression der Luciferase und demzufolge
zu einer transkriptionellen Aktivierung des SOCS3-Promotors. Die HCV Core-vermittelte
Aktivierung des SOCS3-Promoters wurde durch Kotransfektion von HCV Core und dem
Antikérperfragment Sc42 wieder aufgehoben, ein Effekt der jedoch auch durch Kotrans-
fektion eines irrelevanten scFv vermittelt wird, so dass die inhibitorische Wirkung des Sc42

Antikérperfragments nicht auf einer spezifischen Wechselwirkung mit HCV Core beruht.
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Abbildung 3.11: HCV Core-induzierte transkriptionelle Aktivierung des SOCS3-Promotors und
die Uberpriifung der inhibitorischen Wirkung des Antikdrperfragments Sc42. HepG2-Zellen
wurden mit 1,0 uyg des pGL3-SOCS3 (-2757 bis +929) Luc-Reportergenkonstruktes und 1,5 ug des
HCV Core-kodierenden Plasmids transient kotransfiziert. Weiterhin wurde der Renilla-Expressions-
vektor pRL-TK zur Normalisierung der Transfektionseffizienz und 7,5 pyg des Sc42-kodierenden
Plasmids transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivitat bestimmt.
Die Mittelwerte wurden aus vier unabhangigen Experimenten bestimmt und auf die Kontrolle
(Leervektor) normalisiert.

Da aus diesen Experimenten keine Aussage bezuglich der inhibitorischen Wirkung des Sc42
getroffen werden konnte, wurden weitere HCV Core-induzierte Effekte aus der Literatur
aufgegriffen. Einige Veroffentlichungen legen nahe, dass Core die Cyclooxygenase 2 sowohl
auf RNA- als auch auf Protein-Ebene spezifisch hemmt *°!. Wie in Abbildung 3.12 ersichtlich,
inhibiert HCV Core die mRNA-Expression der Cyclooxygenase 2. Dieser Effekt kann durch
das Einbringen des Sc42 aufgehoben werden. Da bei Verwendung des irrelevanten scFv
ebenfalls die Hemmung der Cox2 aufgehoben wird, scheint auch diese Wirkung des Sc42
Antikoérperfragments nicht auf einer spezifischen Interferenz mit dem HCV Core Protein zu

beruhen.
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Abbildung 3.12: HCV Core-supprimierte mRNA-Expression der Cyclooxygenase 2 und
Uberpriifung der inhibitorischen Wirkung des Antikorperfragments Sc42. A) Huh7 wt-Zellen
wurden mit dem HCV Core-kodierenden Plasmid und dem entsprechenden Leervektor transfiziert.
Nach 48 Stunden erfolgte die RNA-Isolierung und unter Verwendung des SuperScript-One-Step
RT-PCR Kit (Invitrogen) wurde die cDNA-Synthese, die RT-PCR mittels genspezifischer Primer
durchgefiihrt und in einem Agarosegel visualisiert. B) Huh7 wt-Zellen wurden mit dem HCV Core-
kodierenden Plasmid und dem Sc42-kodierenden Plasmid bzw. dem IRscFV-kodierenden Plasmid
transient kotransfiziert. Nach 48 Stunden erfolgten die RNA-Isolierung und anschlieffend die cDNA-
Synthese. Die mRNA-Expression von Cox2 wurde durch Real-Time-PCR mittels genspezifischer
Primer bestimmt. Zur Auswertung wurde die ACT-Methode mit HPRT1 als Referenz verwendet. Die
Mittelwerte wurden aus vier unabhangigen Experimenten errechnet und auf die Kontrolle (Leervektor)
normalisiert. Die Standardabweichungen wurden auf der Grundlage von vier unabhangigen
Experimenten erstellt. Die Signifikanz (*) wurde mittels des Student’s t-Tests berechnet (p < 0,05).

Um zu Uberprifen, ob der Sc42 die Vermehrung bzw. die Infektiositat des Hepatitis C Virus

beeinflusst, wurden Versuche mit dem infektidsen JFH1/adpt1-Virus "% in Kooperation mit
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der Arbeitsgruppe von Prof. Ralf Bartenschlager (Heidelberg) durchgeflhrt. Dazu wurde die
Hepatomazelllinie Huh7.5 zunachst transient mit dem Sc42 Antikdrperfragment transfiziert
und anschlieend mit dem JFH1-Virus infiziert, bevor zu verschiedenen Zeitpunkten die
Infektiositat bestimmt wurde. Wie in Abbildung 3.13 ersichtlich, konnte keine inhibitorische
Wirkung des Sc42 beobachtet werden. 72 Stunden nach der Infektion ist die héchste
Infektiositat des JFH1/adpt1-Virus zu verzeichnen. Diese erfahrt durch das transiente

Einbringen des Sc42 allerdings keine Veranderung.
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Abbildung 3.13: Bestimmung der Infektiositdt von Zellkulturiiberstinden des Hepatitis C Virus
JFH1/adpt1. Zellen der Hepatomazelllinie Huh7.5 wurden in einer 6 well Platte ausgesét (2,5 x10°
Zellen/well) und mit dem Sc42-kodierenden Plasmid bzw. dem IRscFV-kodierenden Plasmid transient
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Zellen mit dem JFH1/adpt1-Virus mit einer MOI
von 0,3 TCIDsg/Zellen infiziert. Die Uberstdnde wurden nach 24, 48 und 72 Stunden gesammelt und
ihre Virus-Titer mittels eines TCIDgsp-Assays durch Reinfektion von Huh7.5-Zellen bestimmt. A)
Mikroskopische Aufnahmen des TCIDsp-Assays zur Bestimmung der Infektiositat und der Ausbreitung
des JFH1/adpt1-Virus. B) Zeitlicher Verlauf der Infektiositat 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion der
transient transfizierten Huh7.5-Zellen mit dem JFH1/adpt1-Virus. grin: nicht transfiziert; blau:
transfiziert mit dem IRscFV-kodierenden Plasmid; rot: transfiziert mit dem Sc42-kodierenden Plasmid
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Da zu diesem Zeitpunkt die Mdglichkeit weiterer Untersuchungen an vollstandig genomisch
replizierenden HCV Replikonsystemen, welche die Durchfiihrung in einem S3-Labor voraus-
setzen, nicht zur Verfigung stand, wurden die nachfolgenden Experimente mit dem Hepatitis
C Virus JFH1 in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Jisu Li (Liver Research Center,
Rhode Island Hospitals, Brown Universitadt, Providence, USA) durchgefihrt. Es sollte
untersucht werden, ob die intrazellulare Interaktion des Einzelkettenantikérperfragments
Sc42 mit dem HCV Core Protein eine inhibitorische Wirkung auf dessen Funktion ausubt.
Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, wird die Proteinexpression von HCV Core fast vollstandig
gehemmt (Abbildung 3.14 B). Auch das Einbringen des Sc42 in das genomische Replikon-
system JFH1 flhrte zu einer Hemmung der Expression des Core Proteins (Abbildung 3.14
C). Diese Daten belegen auch, dass das Antikorperfragment Sc42 das Core Protein
verschiedener Genotypen erkennt, da es sich bei dem JFH1-Virus um den Genotyp 2a
handelt. Um eine mogliche inhibitorische Wirkung des Sc42 auf die HCV Replikation zu
Uberprifen, wurde in chronisch HCV-infizierten Huh7.5-Zellen (JFH1-Virus) das Antikorper-
fragment durch Elektroporation eingebracht. Allerdings konnte mittels Northern-Blot-
Verfahren nach 3 Tagen kein Effekt auf die virale RNA Replikation nachgewiesen werden
(Abbildung 3.14 D). In friiheren Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Jisu Li
beweisen, dass die Expression des HCV Core Proteins mit einer gesteigerten Zell-
proliferation einhergeht "', Um zu untersuchen, ob der Sc42 durch die Sequestrierung von
Core dessen wachstumssteigernden Effekt aufzuheben vermag, wurde die Zellproliferations-
rate in An- und Abwesenheit des Antikorpers bestimmt. Wie in Abbildung 3.14 E deutlich
erkennbar, fuhrt die Expression von HCV Core zu einem signifikanten Anstieg der
Zellproliferation, der durch den Sc42 inhibiert werden kann. Die Spezifitat der inhibitorischen
Wirkung des Sc42 wurde durch die Verwendung eines irrelevanten Antikdrperfragments
(ScIR; Abbildung 3.14 E) validiert.

Somit konnte erstmalig die inhibitorische Wirkung des Einzelkettenantikbrperfragments Sc42,
welche aus dessen intrazellularer Bindung an das HCV Core Protein resultiert, nach-

gewiesen werden.
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Abbildung 3.14: Inhibitorische Wirkung des Sc42-Antikdrperfragments auf die HCV Core
Expression, die HCV Replikation und die Zellproliferation. A) Intrazellulare Expression des Sc42.
Huh7-Zellen wurden mit dem Sc42-kodierenden Plasmid bzw. dem Leervektor transient transfiziert
und nach 48 Stunden lysiert. Die Analyse der Expression des Sc42 erfolgte mittels Western Blot unter
Verwendung eines His-Antikérpers. B) Wirkung des Sc42 auf die HCV Core Expression. Huh7-Zellen
wurden mit den Plasmiden Sc42-pEF und/oder Core-pcDNA3 kotransfiziert und nach 48 Stunden
lysiert. Die Expression des Core Proteins wurde durch Verwendung eines HCV Core-spezifischen
AntikOrpers mittels Western Blot Verfahren analysiert. Die Detektion von [B-Aktin diente als
Beladungskontrolle. C) Immunfluoreszenzfarbung und Western Blot Analyse des HCV Core Proteins
des genomischen JFH1-Replikons. In Huh7.5-Zellen wurde Replikon-RNA (5 ug) und Plasmide des
Sc42-pEF (2 pg) bzw. des Leervektors durch Elektroporation eingebracht. Die Zellen der 24 well
Platte wurden nach 72 Stunden fixiert, mit einem HCV Core-spezifischen Antikérper angefarbt und
mittels eines Ultraviolett-Mikroskops ausgewertet. Die Aufbereitung und Analyse der Zellen der 6 well
Platte erfolgte nach 72 Stunden und mittels Western Blot Verfahren. Die densitometrische Auswertung
der HCV Core Proteinexpression wurde auf die entsprechenden Werte der Beladungskontrolle 3-Aktin
bezogen und die Ergebnisse auf die Kontrolle (Leervektor) normalisiert. D) Wirkung des Sc42 auf die
HCV Replikation. In Huh7.5-Zellen wurde Replikon-RNA (5 ug) durch Elektroporation eingebracht und
fur 76 Tage unter subkonfluenten Bedingungen kultiviert. Die Zellen wurden dann mit Plasmiden
Sc42-pEF bzw. IRscFV-pEF (ScIR) bzw. des Leervektors elektroporiert. Anschlieend erfolgte die
Analyse der virale Replikation mittels Northern Blot Verfahren. E) Wirkung des Sc42 auf die Zell-
proliferation. Huh7.5-Zellen wurden wie in D) behandelt, in einer 96 well Platte nach der
Elektroporation ausgesat und die Zellproliferationsrate nach 48 Stunden bestimmt. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus sechs unabhangigen Experimenten errechnet. Die Signifikanz
wurde mittels des Student’s t-Tests bestimmt.
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3.2 Einfluss von HCV auf die Expression zellularer Proteine

Uber 80 % der HCV-infizierten Patienten entwickeln aus bisher nicht verstandenen Griinden
einen chronischen Verlauf der HCV Infektion, die zahlreiche Lebererkrankungen wie
beispielsweise Steatose, Fibrose, Zirrhose oder ein hepatozellulares Karzinom verursachen
kann. Der langwierige Verlauf der Krankheitsmanifestation deutet darauf hin, dass das
Hepatitis C Virus effektive Schutzmechanismen beziiglich der antiviralen Immunantwort des
Wirtes entwickelt haben muss. Obwohl in den letzten Jahren eine Vielzahl von Mechanismen
aufgeklart wurden, durch die HCV mit wirtseigenen Faktoren interagiert, um einen effektiven
Ablauf des viralen Lebenszyklus zu gewahrleisten und die zur Pathogenese von HCV
beitragen, sind zahlreiche Aspekte der Interaktion von HCV mit dem Wirt nur unvollstandig
verstanden.

Hierbei ist insbesondere das nichtstrukturelle Protein NS3/4A von Interesse, das fir die
Polyproteinprozessierung und damit fir die Etablierung des Replikationskomplexes essentiell
ist. Weiterhin konnte belegt werden, dass die NS3/4A-Protease auch nichtvirale Substrate
wie Cardif, TC-PTP und TRIF spaltet ** %> 2%l Durch proteolytische Spaltung von Cardif und
TRIF, die in die Induktion von Typ I-Interferonen involviert sind, greift NS3/4A in die antivirale
Immunantwort des Wirtes ein, wahrend die Spaltung von TC-PTP eine Sensitivierung der
EGFR-Signalvermittlung und eine Verstarkung der Akt-Aktivierung hervorruft und somit die
Zellproliferation und Apoptoseregulation beeinflusst 28,

Vor diesem Hintergrund sollte in einem zweiten Teil der Arbeit eine Analyse des
Proteinexpressionsprofils von Lebergewebe NS3/4A-transgener Mause im Vergleich zu
Leberproben entsprechender Kontrolltiere mit Hilfe der 2D-DIGE-Gelelektrophoresetechnik
der Firma ToplLab durchgeflihrt werden. Hierzu wurden je drei Leberstiicke von NS3/4A-
transgenen bzw. entsprechenden Kontrolltieren lysiert und Uber analytische 2D-Gele
aufgetrennt. Nachfolgend wurden Uber praparative Gele die differentiell exprimierten
Proteine ausgestanzt und mittels massenspektrometrischer Analyse (MALDI/TOF-MS) weiter
charakterisiert. Ziel dieser Untersuchungen war die ldentifizierung zellularer Proteine, die in
Gegenwart des multifunktionellen NS3/4A-Proteins des Hepatitis C Virus differentiell reguliert

werden.

3.21 Vergleichende Proteomanalyse von NS3/4A-transgenen Mausen im Vergleich
zu wildtypischen Mausen

Mittels fluoreszenzbasierter 2D-Gelelektrophoresetechnik und nachfolgender massen-

spektrometrischer Analyse differentiell exprimierter Banden konnten in den Leberlysaten

NS3/4A-transgener Tiere 18 Proteine identifiziert werden, die im Vergleich zu Kontrolltieren

differentiell reguliert werden. In Abbildung 3.15 ist die Klassifizierung der identifizierten

Proteine bezuglich ihrer Funktion dargestellt. Weiterhin sind die einzelnen Proteine in
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Tabelle 3.4 zusammen mit ihren aus der Literatur bekannten Funktionen aufgeflhrt. Es
konnten drei Hauptgruppen durch NS3/4A differentiell regulierter Proteine identifiziert
werden, darunter sind mit 44 % Stoffwechsel-assoziierte Proteine, mit 28 % Proteine des
Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels und mit 17 % Proteine der ER-Homobostase vertreten.
Weiterhin konnten Proteine identifiziert werden, die Funktionen bezliglich des Zytoskeletts

Ubernehmen und ein Protein, welches als Raf-Kinase-Inhibitor bekannt ist.

Zytoskelett (2)
Actg2 T

Signaltrans-

duktion (1)

FABP5 |

Differentiell exprimierte Proteine in NS3/4A-transgenen Méusen

27,78% 556%

B Metabolismus-assozierte Proteine
16,67% @ Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel
B Signaltransduktion

B Stress response / ER response

B Zytoskelett

11,11%

44.44%

Abbildung 3.15: Klassifizierung der differentiell exprimierten Proteine aus Lebergewebe von
NS3/4A-transgenen Mausen. Je drei Lebersticke von NS3/4A-transgenen bzw. wildtypischen
Mé&usen wurden lysiert und vereinigt. Durch die Firma TopLab wurden die Leberlysate mit Hilfe der
2D-DIGE-Gelelektrophoresetechnik aufgetrennt, die differentiell exprimierten Spots ausgestanzt und
massenspektrometrisch (MALSI-TOF-MS) analysiert. Die Einteilung der Proteine erfolgte in finf
Kategorien, die durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet sind. In Klammern ist die Anzahl der
Proteine aufgefiihrt, welche fir die entsprechende Kategorie identifiziert wurden. Die Pfeile
demonstrieren die erhdhte (1) bzw. verringerte (1) Expression in NS3/4A-transgenen Méusen.
Abkurzungen: Actg2: Gamma-Aktin; ApoA1: Apolipoprotein A1; ApoE: Apolipoprotein E; ARP3: Aktin-
verwandtes Protein 3; FABP5: Fettsaure-bindendes Protein 5; FDPS: Farnesyldiphosphatsynthetase;
GAMT: Guanidinacetatmethyltransferase; GRP78: Hitzeschockprotein 5; INMT: Indolethylamin-N-
Methyltransferase; MAT: Methioninadenosyltransferase |; MUT: Methylmalonyl-Coenzym A-Mutase;
PDIAG6: Proteindisulfidisomerase 6; PEBP1: Phosphatidylethanolamin-bindendes Protein 1; SBP2:
Selen-bindendes Protein 2; ScpX: Sterolcarrierprotein X
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Tabelle 3.4: Identifizierung der differentiell exprimierten Proteine aus Lebergewebe von NS3/4A-
transgenen Mausen und ihre Funktionen. Der Regulationsfaktor gibt das Verhalinis der
Fluoreszenzwerte der einzelnen Spots an, welche durch die 2D-DIGE-Gelelektrophoresetechnik
bestimmt wurden (Wildtyp versus Transgen). In grin sind die hochregulierten und in rot die
herabregulierten Proteine in NS3/4A-transgenen Mausen dargestellt. Die Farbwahl der Proteine ergibt
sich aus der Klassifizierung der Proteine in Abbildung 3.15.

Protein Abb. Funktion Regulations-
faktor
INMT | N-Methylierungvon Indolen 0,47
Schlisselenzym der Transmethylierung
MAT | und Transsulfonierung, Biosynthese von 0,60
Polyaminen
| Fettssure-bindendes Protein5 | FABPS5 | /\ufnahme, Transportund Metabolismus 0,48
von Fettsduren
FDPS | Cholesterolstoffwechsel 0,61
| ApolipoproteinE | ApoE | Synthese vonVLDL-Partikeln 0,61
PEBP1 | Raf-Kinase-Inhibitor 0,49
GAMT | Kreatininstoffwechsel 0,59
MUT !somengerung von Methylmalonyl-CoA 0,65
in Succinyl-CoA
PDIAG Katalyse qer Bulldung und Isomerisierung 0,64
von Disulfidbriicken
Actg2 | Zellmotilitat 1,86
GRP78 Zentraler Regulatorder Homdéostase des 2,02
ERs
ARP3 | Aktin-Polymerisation 2,58
Schlisselenzym der Transmethylierung
MAT | und Transsulfonierung, Biosynthese von 2,58
Polyaminen
| ApolipoproteinA1 | ApoA1 | HDL-Stoffwechsel 2,02
SBP2 | Entgiftung von Acetaminophen 2,05
GRP78 Zentraler Regulator derHomdostase des 2.51
ERs
| SterolcarrierproteinX | ScpX Oxidall_tion und Transfervon verzweigten 2.58
Fettsduren
SBP2 | Entgiftung von Acetaminophen 3,19
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3.2.2 Identifizierung zelluldrer Zielproteine des Hepatitis C Virus

Zur Bestétigung der erhaltenen Daten aus den 2D-Gelelektrophoreseuntersuchungen sollten
die identifizierten Proteine zunachst auf RNA- und auf Proteinebene sowohl in NS3/4A-
exprimierenden HepG2-Zellen als auch in Zellen, die das subgenomische HCV Replikon
tragen, untersucht werden. Weiterhin sollte eine Aussage Uber ihre subzelluldre Lokalisation
getroffen werden, um auf diesem Wege weitere Hinweise hinsichtlich einer potenziellen
Interaktion mit der NS3/4A Protease/Helikase von HCV zu erhalten.

Da fir NS3/4A nachgewiesen werden konnte, dass es zelluldre Proteine des Wirtes wie
TC-PTP und Cardif proteolytisch spaltet, wurden zunachst Proteine wie PEBP1 und ApoE
ausgewahlt, welche den Proteomanalysen zufolge in den transgenen Mausen eine
verringerte Proteinexpression aufweisen.

Bei der Analyse des Raf-Kinase-Inhibitors PEBP1 konnte sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene keine Verringerung beobachtet und damit keine Bestatigung der 2D-Gel-
elektrophoresedaten erreicht werden (Daten nicht dargestellt).

Als ein weiteres vielversprechendes differentiell exprimiertes Protein wurde Apolipoprotein E
analysiert, da es der aktuellen Literatur zufolge essentiell fiir die Infektiositat des Hepatitis C
Virus ist "2, Interessanterweise fand sich im Gegensatz zu dem erwarteten Regulations-
muster hier eine verstarkte Expression in Gegenwart von NS3/4A alleine, welche in Gegen-
wart des subgenomischen HCV Replikons, das weitere nichtstrukturelle Proteine wie NS5A
und NS5B enthalt, noch deutlich verstarkt wird. Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, konnte
eine gesteigerte mMRNA-Expression sowohl in den NS3/4A-exprimierenden HepG2-Zellen als
auch in den Replikonzellen Huh 9-13 beobachtet werden. Auch auf Proteinebene konnte in
beiden Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien (HepG2 mock und Huh7 wt) eine

verstarkte Expression von ApoE beobachtet werden (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.16: Erhéhte mRNA-Expression von Apolipoprotein E sowohl in NS3/4A-
exprimierenden HepG2-Zellen als auch in subgenomischen HCV Replikonzellen. Aus HepG2
mock- und HepG2 NS3/4A-Zellen (A) bzw. aus Huh7-, Huh7 Core-NS3- und Huh 9-13-Zellen (B)
wurde RNA isoliert und durch Real-Time-PCR die Expression von Apolipoprotein E bestimmt. Zur
Auswertung wurde die ACT-Methode mit hSDHA als Referenz verwendet. Die Mittelwerte wurden aus
vier unabhangigen Experimenten errechnet und auf die Kontrolle (Leervektor) normalisiert. Die
Standardabweichungen wurden auf der Grundlage von vier unabhangigen Experimenten erstellt. Die
Signifikanz (*) wurde mittels des Student’s t-Tests berechnet (p < 0,05).
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Abbildung 3.17: Erhohte Proteinexpression von Apolipoprotein E sowohl in NS3/4A-
exprimierenden HepG2 Zellen als auch in subgenomischen HCV Replikonzellen. A) Huh7 wt-,
Huh7 Core-NS3- bzw. Huh 9-13-Zellen sowie HepG2 mock- bzw. HepG2 NS3/4A-Zellen wurden bei
Erreichen einer 80 %igen Konfluenz lysiert. Jeweils 40 ug Protein/Spur wurden im Western Blot
analysiert. Mittels spezifischer Antikorper wurden ApoE, HCV NS3 und GAPDH (Beladungskontrolle)
nachgewiesen. B) und C) Die Quantifizierung erfolgte durch densitometrische Auswertung.
Normalisiert wurde gegen GAPDH. Die Mittelwerte wurden aus vier unabhangigen Experimenten
errechnet und auf die Kontrolle normalisiert. Die Standardabweichungen wurden auf der Grundlage
von vier unabhangigen Experimenten erstellt. Die Signifikanz (*) wurde mittels des Student’s t-Tests
berechnet (p < 0,05).

Dass die ApoE Expression in Gegenwart von HCV eine Erhdhung erfahrt, sollte durch die
Analyse von Proben HCV-infizierter Patienten unterstitzt werden (Abbildung 3.18). In der
Analyse von Proteinextrakten aus sieben chronisch HCV-infizierten Patienten konnte zwar in
vier der untersuchten Proben im Vergleich zur durchschnittlichen Expression von ApoE in
Proben von HCV-negativen Patienten tendenziell eine Steigerung der Expression beobachtet
werden, wahrend bei den anderen drei Proben eher eine Hemmung der Expression zu
beobachten war, so dass sich zur Regulation der ApoE Expression in HCV-infizierten
Patienten keine Aussage ableiten lasst. Hier ist die Analyse einer grofleren Probenzahl

notwendig, um eine Aussage zur differentiellen Expression treffen zu kénnen.
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Abbildung 3.18: Proteinexpression von Apolipoprotein E in Patienten mit chronischer HCV
Infektion. Aus Lebergewebe von HCV-infizierten Patienten sowie den entsprechenden Kontrollen
wurden Vollzelllysate hergestellt. 30 ug Protein/Spur wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot analysiert. Mittels spezifischer Antikérper wurden ApoE und B-Aktin (Beladungskontrolle)
nachgewiesen.

Da die Lokalisation eines Proteins auch maRgeblich seine Funktion und Wirkung in der Zelle
bestimmt, wurde zunachst die subzelluldre Verteilung von Apolipoprotein E in den Hepa-
tomazelllinien Huh7 wt, Huh7 Core-NS3 und Huh 9-13 analysiert. Hierbei ergab sich, in
naiven Huh7-Zellen und in Huh7-Zellen, die den Core-NS3 Proteinkomplex exprimieren, ein
zytoplasmatisches und perinukledres Verteilungsmuster von ApoE, wahrend in Zellen, die
ein funktionstiichtiges subgenomisches Replikon exprimieren (Huh 9-13) eine fokale,

perinukledr lokalisierte Kondensation von ApoE nachzuweisen war (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Subzellulare Lokalisation von Apolipoprotein E in den Hepatomazelllinien
Huh7 wt, Huh7 Core-NS3 und Huh 9-13. Huh7 wt-, Huh7 Core-NS3- und Huh 9-13-Zellen wurden
auf Glasdeckglasern ausgeséat und nach Erreichen einer 60 %igen Konfluenz mit Methanol fixiert.
ApoE wurde mittels eines ApoE-spezifischen Primarantikorpers und eines Cy3-konjugierten

Sekundérantikdrpers (Anregung bei 543 nm) visualisiert. Die Farbung wurde mit Hilfe eines
konfokalen Laserscanning Mikroskops analysiert.

Huh7 wt

Huh7 Core-NS3

Um einen Hinweis auf eine mogliche Interaktion von Apolipoprotein E mit den Proteinen des
Hepatitis C Virus zu erhalten, wurden Kolokalisationsstudien in den HCV Replikon
enthaltenen Huh 9-13 und in den Huh7 Core-NS3-Zellen durchgefiihrt. Die Immun-
fluoreszenz-Analyse der Doppelfarbungen des strukturellen HCV Proteins Core und des
Apolipoproteins E ergab eine partielle Kolokalisation beider Proteine, insbesondere im

perinuklearen Bereich der Zellen (Abbildung 3.20).



Ergebnisse 100

. Huh7 Core-NS3

@
| =
Q
3]
>
o
T

Abbildung 3.20: Kolokalisation von Apolipoprotein E mit dem strukturellen HCV Protein Core.
Huh7 Core-NS3-Zellen wurden auf Glasdeckglasern ausgesat und nach Erreichen einer 60 %igen
Konfluenz mit Methanol fixiert. ApoE wurde mittels eines ApoE-spezifischen Primarantikbrpers und
eines Cy3-konjugierten Sekundarantikorpers (Anregung bei 543 nm) und HCV Core Uber den
Primarantikdrper C750 und eines Cy5-konjugierten Sekundarantikérpers (Anregung bei 633 nm)
angefarbt. Die Cy5-Farbung wurde hier zur besseren Visualisierung der Kolokalisation griin
dargestellt. Die Farbung wurde mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning Mikroskops analysiert.
Merge: Ubereinanderlagerung der roten und griinen Aufnahme.

In der Analyse der Kolokalisation von ApoE mit den verschiedenen nichtstrukturellen
Proteinen von HCV in Huh-Zellen die das subgenomische Replikon exprimieren, liel3 sich ein
divergentes Muster fur die verschiedenen HCV Proteine belegen (Abbildung 3.21). Wahrend
NS3 und NS4A im Vergleich zu ApoE ein ahnliches subzellulares Verteilungsmuster
aufwiesen und damit eine deutliche Kolokalisation, lie® sich fiir die beiden weiteren
Bestandteile des subgenomischen Replikons NS5A und NS5B bei eher diffusem, prominent

perinuklearen Verteilungsmuster nur eine geringe Kolokalisation mit ApoE nachweisen.
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Abbildung 3.21: Kolokalisation von Apolipoprotein E mit den nichtstrukturellen HCV Proteinen.
Huh 9-13-Zellen wurden auf Glasdeckglasern ausgesat und nach Erreichen einer 60 %igen Konfluenz
mit Methanol fixiert. ApoE wurde mittels eines ApoE-spezifischen Primarantikérpers und eines Cy3-
konjugierten Sekundarantikérpers (Anregung bei 543 nm) und die nichtstrukturellen HCV Proteine
NS3, NS4A, NS5A und NS5B mittels ihrer spezifischen Primarantikdrper und eines Fitc-konjugierten
Sekundarantikérpers (Anregung bei 488 nm) angefarbt. Die Farbung wurde mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning Mikroskops analysiert. Merge: Ubereinanderlagerung der roten und grinen Aufnahme.
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Bei der Analyse des subzelluldren Verteilungsmusters von NS3 und ApoE und der
ausgepragten Kolokalisation beider Proteine wird deutlich, dass sowohl NS3 als auch ApoE
in dem gleichen intrazellularen Kompartiment akkumulieren. Durch weitere Immun-
fluoreszenz-Analysen konnte dieses Kompartiment als Golgi-Komplex identifiziert werden
(Abbildung 3.22).

Huh7 wt Huh7 Core-NS3 Huh 9-13

Huh 9-13

Abbildung 3.22: Kolokalisation des Golgi-Markers GM130 mit dem nichtstrukturellen HCV
Protein NS3. Huh 9-13-Zellen wurden auf Glasdeckgldsern ausgesat und nach Erreichen einer
60 %igen Konfluenz mit Methanol fixiert. Der Golgi wurde mittels eines GM130-spezifischen
Primarantikérpers und eines Cy3-konjugierten Sekundarantikérpers (Anregung bei 543 nm) und NS3
mittels eines NS3-spezifischen Primarantikbrpers (Abcam) und eines Fitc-konjugierten Sekundar-
antikérpers (Anregung bei 488 nm) angefarbt. Die Farbung wurde mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning Mikroskops analysiert. Merge: Ubereinanderlagerung der roten und griinen Aufnahme.

Merge

NS3/
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Die 2D-Gelelektrophoresetechnik ergab 18 differentiell exprimierte Proteine in den trans-
genen NS3/4A-Mausen. Ein Protein, das in den transgenen Tieren herabreguliert war und
damit ein potenzielles Substrat der Protease des NS3/4A-Komplexes sein kdnnte, war
Apolipoprotein E. Untersuchungen auf RNA- und Proteinebene ergaben allerdings eine
erhdhte Expression in den HCV Replikon tragenden Huh 9-13-Zellen und in den konstitutiv
NS3/4A-exprimierenden HepG2-Zellen. Mit Hilfe der Fluoreszenz-Analysen konnte belegt
werden, dass Apolipoprotein E mit den nichtstrukturellen Proteinen NS3 und NS4A, aber
nicht mit NS5A und NS5B kolokalisieren. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass
diese Kolokalisation in bestimmten Strukturen der Replikonzellen zu beobachten war, die

daraufhin als Golgi-Komplex identifiziert werden konnten.
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4 DISKUSSION

4.1 Generierung und Charakterisierung humaner Hepatitis C Virus (HCV)
-spezifischer Antikorperfragmente

Weltweit leiden schatzungsweise 170 Millionen Menschen an einer chronischen HCV
Infektion. Mehr als 80 % der Patienten, die mit diesem RNA Virus infiziert werden, entwickeln
eine persistierende Infektion. Eine HCV Infektion ist damit eine der fihrenden Ursachen flr
chronisch entzundliche Leberschadigungen, die in ihrem Verlauf zu Entwicklung einer Leber-
zirrhose, und in der Folge auch zu einem hepatozellularen Karzinom fuhren kénnen. Obwohl
in der medikamentdsen Therapie der chronischen HCV Infektion Fortschritte gemacht
wurden, ist es weiterhin nur begrenzt mdglich, bestimmte Subgruppen, wie Patienten mit
Infektion des Genotyps 1, mit hoher Virdmie oder dem Vorliegen einer Zirrhose, erfolgreich
zu behandeln. Vor diesem Hintergrund koénnte die intrazelluldre Expression Virus-
spezifischer Antikérperfragmente eine vielversprechende, molekularbiologische Strategie zur
Therapie der HCV Infektion darstellen. Rekombinante Antikérperfragmente haben in den
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie kdnnen zur praventiven Immuni-
sierung, Diagnostik und Behandlung eines breiten Spektrums verschiedener Erkrankungen
wie Infektionskrankheiten, Krebserkrankungen, neurologischen Funktionsstérungen und
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden ['**. Rekombinante Einzelkettenantikorper-
fragmente besitzen aufgrund der geringen GrofRe, der einfachen Herstellung und der
verbesserten sowie homogenen Gewebepenetration entscheidende Vorteile gegenuber
vollstandigen Antikdrpern, was durch in vivo Untersuchungen experimentell belegt werden
konnte "', Das Einzelkettenantikdrperfragment stellt somit als kleinste antigenbindende
Einheit moglicherweise ein geeignetes Format fur die intrazellulare Immunisierung dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden humane monoklonale Antikbrperfragmente, die
gegen spezifische Bereiche des HCV Core Proteins gerichtet sind, mit Hilfe der Phage-
Display-Technologie isoliert, charakterisiert und detailliert analysiert. Die Verwendung der
Phage-Display-Technologie ermdglicht die Prasentation einer kombinatorischen Antikorper-
bibliothek, die aus Knochenmarksaspiraten von chronisch HCV-infizierten Patienten
generiert wurde. Mittels Affinitatsselektion, die gegen ausgewahlte Peptide verschiedener
Regionen des HCV Core Proteins erfolgte, gelang die Anreicherung hochaffiner
Antikoérperfragmente (Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1). Fir die Affinitatsselektion wurden
Peptide ausgewahlt, deren Aminosauresequenz fir die Bindung von HCV Core an die
Signalproteine JAK (Jak-Peptid) " und STAT3 (Stat-Peptid) ! verantwortlich gemacht
werden. Die Arbeiten der Arbeitsgruppe um Yoshimura legen darlber hinaus nahe, dass die

direkte Protein-Protein-Interaktion von STAT3 und HCV Core zu einer konstitutiven
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Aktivierung von STAT3 und der Induktion STAT3-abhéngiger Gene fiihrt . Insgesamt
wurden je 300 monoklonale Jak- und Stat-Einzelkettenantikbrperfragmente isoliert und auf
ihre Bindungseigenschaften hinsichtlich des Zielproteins HCV Core untersucht. Fir die
Mehrzahl der isolierten Antikdrperfragmente wurde im ELISA-Format eine gute Bindungs-
affinitdt gegenlber den zur Selektion eingesetzten Peptide nachgewiesen, wohingegen die
Bindung an das vollstandige HCV Core Protein nur bei einer geringen Anzahl der scFvs
beobachtet werden konnte (Abbildung 3.2). Die Untersuchung der Bindung der Antikérper-
fragmente an denaturiertes HCV Core Protein mittels Western Blot Analysen bestatigte die
Beobachtungen aus den ELISA-Untersuchungen (Abbildung 3.4). Da mit Hilfe des ELISAs
und der Western Blot Analysen nur die Bindung der scFvs an linearisierte Epitope untersucht
werden konnte, wurde nach Umklonierung der Antikérperfragmente in eukaryotische
Expressionsvektoren die Bindung der Einzelkettenantikdrperfragmente in vivo und damit die
Bindung an natirlich vorkommende, konformationelle Epitope des HCV Core Proteins
untersucht. Die Koexpression der Antikérperfragmente und des HCV Core Proteins flihrte zu
einer Veranderung der Lokalisation der scFvs. Das zuvor zytoplasmatische Expressions-
muster der Einzelkettenantikdrperfragmente wies in Anwesenheit von HCV Core eine vesi-
kulare, perinukledre Lokalisation auf, wie es fiir das Core Protein typisch ist ** 3 (Abbildung
3.7: B). Die intrazellulare Umverteilung der Antikérperfragmente in Anwesenheit von Core
legt nahe, dass diese in vivo an ihr Zielprotein binden. Die erfolgreiche intrazellulare
Expression der selektionierten Antikdrperfragmente lasst weiterhin den Schluss zu, dass die
Antikdrperfragmente intrazellular stabil sind. Es ist bekannt, dass das reduzierende Milieu
des Zytoplasmas zur Verhinderung der Ausbildung der intramolekularen Disulfidbriicken und
damit zu einem Stabilitatsverlust filhren kann "* %3 Bei keinem der fiir die Koexpressions-
studien ausgewahlten Einzelkettenantikbrperfragmente konnte eine entsprechende Stdérung
in der intrazellularen Expression beobachtet werden (Abbildung 3.7: A), so dass ein Verlust
der Stabilitdt dieser Proteine unwahrscheinlich ist. Um die intrazellulare Interaktion von
Antikoérperfragment und Antigen in vivo weiter zu untermauern, wurden zusatzlich Unter-
suchungen mittels der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Technik (FRET) durch-
geflihrt. Trotz der beobachteten Antigen-induzierten Umverteilung der Antikérperfragmente in
andere zellulare Kompartimente lied sich bei keinem der selektionierten Jak- bzw. Stat-
Antikérperfragmente ein positiver FRET-Effekt nachweisen, so dass anzunehmen ist, dass
es in vivo zu keiner direkten bzw. nur zu einer schwachen Interaktion von Antikdrper und
Antigen kommt.

Der Vorteil in der Verwendung von Peptiden bei der Affinitatsselektion liegt einerseits in der
Umgehung des aufwendigen Verfahrens des Epitop-Mappings und andererseits in der
direkten Auswahl charakterisierter, funktioneller Proteinbereiche. Dies sollte die Wahr-

scheinlichkeit erhdhen antagonisierende Antikdrper zu erhalten, die tatsadchlich mit einer
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Beeintrachtigung des viralen Lebenszyklus einhergehen. Die erzielten Ergebnisse legen
jedoch nahe, dass dieser Ansatz nur sehr eingeschrankt geeignet ist, Antikdrper zu
generieren, die auch im in vivo Kontext funktionell sind. Der verantwortliche Sequenz-
abschnitt fiir die Interaktion mit JAK bzw. STAT3 wurde durch Verkiirzungs-mutanten [ 3
definiert. Dieser Ansatz liefert jedoch keine Aussage Uber das vollstandige Epitop und
berlcksichtigt nicht die dreidimensionale Faltung des Proteins. Die auf diese Weise
generierten Antikérper erkennen somit zwar die verwendeten Peptidsequenzen, sind jedoch
nicht in der Lage entsprechende Motive im Kontext des Gesamtproteins zu erkennen.
Entsprechend konnten (ber den peptidbasierten Ansatz zwar Antikorper isoliert werden, die
das gereinigte Peptid erkennen und auch binden, jedoch nicht das gesamte Core Protein.

Die Funktionalitat der verwendeten Antikorperbibliothek fiir die Isolierung inhibitorischer
Antikérper wurde in vorangehenden Veréffentlichungen der Arbeitsgruppe belegt '*" 32 Fiir
die Affinitatsselektion wurden hier die vollstandigen HCV Proteine eingesetzt. Der Nachweis,
dass dieser Ansatz effizienter in der Generierung inhibitorischer Einzelkettenantikorper-
fragmente ist, erfolgte durch die Isolierung des Antikdrperfragmentes Sc42 ¥, der gegen das
vollstandige HCV Core Protein gerichtet ist. Dieses, im Rahmen anderer Projekte der
Arbeitsgruppe generierte Antikdrperfragment bindet HCV Core in vitro wie auch in vivo 2.
Vergleichbar mit den Jak/Stat-Antikorperfragmenten weist dieses Antikorperfragment in An-
wesenheit des Core Proteins ein verandertes zellulares Verteilungsmuster auf — mit
vesikular, perinukledr betonter, dem HCV Core Protein vergleichbarer Lokalisation
(Abbildung 3.7: B). Im Gegensatz zu den peptidbasierten Antikdrperfragmenten Iasst sich bei
dem gegen das vollstdndige HCV Core isolierte Antikdrperfragment jedoch auch die direkte
intrazellulare Protein-Protein-Interaktion mit Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Trans-
fertechnik (FRET) eindeutig nachweisen (Abbildung 3.10). In weiterfiihrenden Unter-
suchungen konnte das Epitop innerhalb des Core Proteins bestimmt werden, das fir die
Interaktion des Sc42 verantwortlich ist und somit die inhibitorischen Effekte vermittelt
(Abbildung 3.8). Das Bindungsmotiv des Sc42 beinhaltet im Wesentlichen die Aminosauren
an Position 82 bis 87 innerhalb des Core Proteins (PWPLYG) als Zielsequenz und ist
Uberdies in allen sechs Genotypen des Hepatitis C Virus konserviert. Ubereinstimmend mit
der Beobachtung des konservierten Bindungsmotivs konnte belegt werden, dass der Sc42
sowohl das HCV Core Protein des Genotyps 1b als auch des Genotyps 2a erkennt und
sequestriert (Abbildung 3.14). Interessanterweise Uberlappt das identifizierte Bindungsmotiv
PWPLYG teilweise mit der putativen Interaktionsdomane der JAK-Signalmolekiile innerhalb
des HCV Core Proteins !"l. Es ist bekannt, dass JAK-bindende Proteine wie zum Beispiel
humanes und murines gp130 "*° die IL-6 Rezeptoruntereinheit " und der humane Erythro-

(l148]

poetinrezepto Uber eine Prolin-reiche Sequenz PXXPXP (auch als Box 1 Motiv

bezeichnet) mit JAK-Proteinen interagieren '*" '*°l. Diese Region innerhalb des HCV Core
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Proteins, die an Aminosaureposition 79-84 vorliegt, ist innerhalb der HCV Genotypen
hochkonserviert und fir die Interaktion von HCV Core mit JAK-Proteinen essentiell.
Weiterhin wird diese Interaktion fur die Modulation des JAK/STAT-Signalweges verant-
wortlich gemacht " 3!, Die Arbeitsgruppe von Hosui konnte belegen, dass HCV Core mit den
JAK-Proteinen JAK1 und JAK2 direkt interagiert und somit den JAK/STAT-Signalweg unter
Stimulation mit IL-6 differentiell reguliert ™. Mutiertes HCV Core, dessen Box 1 Motiv
verandert wurde und demzufolge nicht an die Januskinasen binden kann, war nicht mehr in
der Lage, einen inhibitorischen Effekt auf den JAK/STAT-Signalweg unter IL-6 Stimulation
auszulben. Die HCV Core-vermittelte Hemmung des JAK/STAT-Signalweges resultiert
demzufolge aus der direkten Interaktion zwischen HCV Core und den JAK-Proteinen. Dieser
suppressive Effekt von Core konnte einerseits durch die kompetitive Inhibition der Interaktion
von gp130 mit den JAK-Proteinen hervorgerufen werden, andererseits konnte die Bindung
von Core an die JAK-Proteine zu einer konformationellen Anderung in der Struktur der JAK-
Proteine fihren und somit deren Kinaseaktivitat vermindern. Weiterhin konnten auch andere
Arbeitsgruppen modulatorische Effekte von HCV Core auf die JAK/STAT-Signaltransduktion
demonstrieren. So fihrt die direkte Protein-Protein-Interaktion von HCV Core mit STAT3 zu
einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 und hierdurch zu einer gesteigerten zellularen
Transformation bzw. Proliferation der Zellen, hervorgerufen durch die Hochregulation von
Bcl-XL und Cyclin D1 . Als Zielgen von STAT3 kommt es neben einer Induktion von Bcl-XL
und Cyclin D1 auch zu einer Induktion von SOCS3 durch HCV Core ! und bedingt hierdurch
erklart sich moglicherweise auch der inhibitorische Einfluss von HCV Core auf die JAK/
STAT-abhangige Signaliibertragung von beispielsweise IFNa oder Insulin ¥ 1% 131 Dpje
Aufhebung dieser modulatorischen Effekte von HCV Core auf die JAK/STAT-vermittelte
Signaltransduktion durch das Antikérperfragment Sc42 kdnnte somit sowohl die Core-
induzierte Proliferation und die sich daraus resultierende Entartung bzw. die Entwicklung
eines HCCs verhindern als auch die wirtseigene Zytokinproduktion tber den JAK/STAT-
Signalweg, und damit die antivirale Inmunabwehr wiederherstellen.

Das identifizierte Bindungsmotiv des Sc42 Uberlappt nicht nur mit der JAK-Interaktions-
domane innerhalb des Core Proteins, sondern konnte auch in den Sequenzbereichen der
Aminosaurereste 138-141 und 143-146 des Core Proteins, welche als D2-Domane bekannt
ist 93 wieder gefunden werden. Diese Regionen sind maRgeblich bei der Bindung von
Core an die Lipidtropfchen beteiligt ' . Die D2-Domane ist dabei fiir die korrekte Faltung
der D1-Region des HCV Core Proteins essentiell und spielt bei der Assoziation von Core an
Membranstrukturen wie das ER oder die Lipidtropfchen % 3" eine entscheidende Rolle. Die
Arbeitsgruppe um Boulant konnte nachweisen, dass die hydrophoben Aminosauren der
D2-Domane von HCV Core flr die Assoziation an Lipidtropfchen verantwortlich sind.

Beobachtungen legen nahe, dass die Bindung von Core an LDs und die Beweglichkeit von
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Core an diesen Membranstrukturen '*® mit einer effizienten Produktion infektiéser Virus-
partikel einhergeht ®® 31 und die Beladung der LDs mit dem HCV Core Protein einen fort-
schreitenden Prozess wahrend der HCV Infektion darstellt ©¢.

Mittels transienter Kotransfektionsuntersuchungen von Core und dem Sc42 in der Hepa-
tomazelllinie Huh7 konnte die Bindung von Core an LDs nicht aufgehoben werden
(Abbildung 3.9), wohingegen im JFH1-System eine verringerte Bildung viraler Partikel in
Anwesenheit des Sc42 beobachtet werden konnte (Jisu Li, unveréffentlichte Daten). Die
Assoziation von Core an Lipidtrépfchen tritt nicht nur in HCV-infizierten Hepatozyten von
Schimpansen auf, sondern konnte auch in einer Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen und
transgenen Mausmodellen bestatigt werden B4 3% 152153 Ejne starke Assoziation von HCV
Core an die Lipidtrépfchen liegt ebenso in dem infektiésen Virusmodell JFH1 vor ' was
auf eine entscheidende Rolle der Lipidtropfchen fiir den viralen Lebenszyklus von HCV
hinweist. Weiterhin konnte belegt werden, dass die funktionelle Bedeutung des Core
Proteins in der Rekrutierung der nichtstrukturellen Proteine an die Lipidtropfchen liegt, ins-
besondere von NS5A sowie der HCV RNA. Aufgrund dieser Beobachtung wird ange-
nommen, dass HCV Core vollstandig aktive Replikationskomplexe an die LDs rekrutiert und
somit eine Umgebung schafft, die fiur die Virusproduktion unerldsslich ist. Diese Be-
obachtungen weisen darauf hin, dass Core eine gesteigerte Produktion von LDs induziert
und damit wahrscheinlich urséchlich zur Entstehung eines abnormalen Lipidmetabolismus ©°!
und einer Steatose ¥ beitragt, welches beides Krankheitsbilder sind, die durch eine
chronische HCV Infektion verursacht werden '*°!. Die intrazelluldre Interaktion des Sc42 mit
dem Core Protein kdnnte demnach durch die Bindung an diese Regionen nicht nur die
Interaktion mit den Lipidtrépfchen aufheben, sondern auch die korrekte Faltung des Core
Proteins beeinflussen. Dies wiirde sich zum einen in einer verminderten Core Expression in
Anwesenheit des Sc42 widerspiegeln und zum anderen die Bildung infektidser Viruspartikel
minimieren (Abbildung 3.14). Das Einbringen des Sc42 fuhrte weiterhin zur Reduktion von
Core-bedingten pathologischen Effekten wie die Verminderung der Zellproliferationsrate
(Abbildung 3.14). Zwar beeinflusst der Sc42 nicht direkt die virale Replikation des Virus
(Abbildung 3.14), aber ausgehend von der Funktion des Core Proteins kénnte dieses
Antikoérperfragment zu einer Verringerung der Infektiositdt durch Hemmung des Virus-
zusammenbaus flihren. Die Bindung des Sc42 an das virale Core Protein kénnte in die
Nukleokapsid-Bildung und RNA Verpackung des Virus eingreifen. Das HCV Core Protein
wird als bedeutender viraler Faktor bezlglich der HCV Pathogenese betrachtet. Seine
Sequestrierung durch das intrazellulare Antikdrperfragment Sc42 kann zu einer Verringerung
bzw. Milderung HCV-assoziierter pathologischer Veranderungen wie Zelltransformation,

Steatose und weiterfUhrend des HCCs fuhren.
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Das therapeutische Potential humaner monoklonaler Antikbrperfragmente wird auch durch
Untersuchungen, die zur Isolierung von scFvs gegen die nichtstrukturellen HCV Proteine
NS3 und NS5B geflhrt haben, unterstitzt. Fur diese rekombinanten Antikérperfragmente
wurde sowohl eine effiziente Bindung an ihr Zielprotein als auch die Inhibierung der
enzymatischen Aktivitat in vitro und in vivo demonstriert [ 39132 " |solierte monoklonale
Antikérperfragmente, die gegen die Polymerase des Hepatitis C Virus gerichtet sind, fihren
durch die spezifische Bindung an die Palm-Doméane von NS5B, die Teil des katalytisch
aktiven Zentrums ist, zu einer starken Inhibierung der enzymatischen Aktivitat von NS5B!"3%,
In der eigenen Arbeitsgruppe wurden vor allem inhibitorische Antikérperfragmente gegen die
Helikase NS3 des Hepatitis C Virus entwickelt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
isolierten humanen Einzelkettenantikdrperfragmente die Helikaseaktivitdt um nahezu 100 %
inhibieren 1"*2. Weitere Verdffentlichungen legen nahe, dass die Inhibierung der Helikase-
aktivitat durch intrazellulare Immunisierung eine Reduktion der HCV RNA Replikation und
somit eine Hemmung der viralen Proteinexpression verursacht '*® "l Weiterhin wurden
neutralisierende Antikérperfragmente gegen konservierte Epitope innerhalb der hyper-
variablen Region | des Hepatitis C Virus isoliert ['*® "% Diese rekombinanten Antikdrper
wirken einerseits Uber das Abfangen von HCV durch die Bindung an die HVR1-Region und
andererseits Uber die Blockierung der viralen Anheftung bzw. Bindung von HCV an die
Zielzellen "% Obwohl der Nachweis der inhibitorischen Wirkung dieser Antikérper durch
die Untersuchung in Mausmodellen und klinischen Studien noch aussteht, stellen sie doch
vielversprechende Kandidaten fir eine intrazelluldre Immunisierung gegen HCV dar. Erste
monoklonale Antikdérper gegen HCV wie Tarvacin (Bavituximab) und HepeX-C werden
zurzeit in klinischen Studien der Phase | untersucht. Tarvacin bindet ein anionisches
Phospholipid auf der Virus-infizierten Zelle und HepeX-C ist gegen das Hullprotein E2
gerichtet.

Die Bedeutung rekombinanter Antikérperfragmente liegt dartiber hinaus in der Anwendung
auf dem Gebiet der Forschung und Diagnostik. Die Antikérper kénnen dazu genutzt werden,
ein besseres Verstandnis ber Mechanismen, die den Viruseintritt, die Virusneutralisierung
und den viralen Lebenszyklus betreffen, beizutragen. Uber 30 akademische Labore weltweit
sind an der Entwicklung von humanen antiviralen Antikérpern beteiligt, die gegen insgesamt
20 verschiedene Viren, die 14 Virusfamilien reprasentieren, gerichtet sind.

Die Kopplung der isolierten Antikérperfragmente an Fluorophore und damit ihren Einsatz auf
dem Gebiet der Diagnostik bzw. bei Untersuchungen des viralen Lebenszyklus durch in vivo

Lebendmikroskopie erweitert die Bedeutung des isolierten Sc42 [ 161,

Zurzeit befinden sich tiber 100 Antikdrper als Proteintherapeutika in klinischer Erprobung """,
Insbesondere aus den klinischen Studien der Phase Il wird ersichtlich, dass therapeutische

Proteine wie Antikdrper und ihre Fusionsproteine zunehmend an Bedeutung gewinnen — so
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werden rund 65 % der Proteinwirkstoffe durch Antikdrper gestellt. Auf dem Gebiet der
Virusforschung und der Onkologie wurden bereits intrazellulare Einzelkettenantikbrper-
fragmente in klinischen Studien untersucht und zeigten sich erfolgversprechend beziglich
einer klinischen Zulassung.

Ihre Wirkung beruht auf ihren neutralisierenden Eigenschaften, das heil3t die Fahigkeit des
Antikérpers, den Virus zu binden und zu inaktivieren. Dies konnte flr zahlreiche rekom-
binante Antikérper nachgewiesen werden. Konformationelle Veranderungen der viralen
Eintrittsproteine, insbesondere Veranderungen der Rezeptorbindung und der Rezeptor/
Korezeptor-Bindung kénnen sowohl die Anheftung des Virus als auch die Fusion des Virus
mit der wirtseigenen Membran und damit den Viruseintritt in die Zielzelle blockieren !®": 1681,
Insbesondere fir HIV konnten solche Antikorper entwickelt werden. So wurden zum Beispiel
monoklonale Antikdrper gegen die CD4-Bindungsstelle des gp120-Proteins '*?! des HI-Virus
(KD-247: Phase ), gegen den Virusrezeptor ' in Form eines CD4-Antikdrpers (TNX-355:
Phase Il) oder gegen den Korezeptor """ in Form eines CCR5/CXCR4-Antikdrpers
(PRO140: Phase |; HGS004/HGS101: Phase | vorklinisch) etabliert. Auch gegen andere
humanpathogene Viren konnten neutralisierende Antikérperfragmente isoliert werden, unter
anderem gegen die Rezeptor-Bindungsstelle des Hamagglutinins des Influenza-Virus!'’?

sowie gegen die Rezeptorbindungsdomine des SARS-Co-Virus '3

. Die Antikérper, die
gegen das Hamagglutinin des Influenza-Virus gerichtet sind, kdénnen nicht nur die
Rezeptorbindung blockieren, sondern greifen auch in die durch niedrigen pH-Wert induzierte
konformationelle Anderung des Hamagglutinin-Proteins ein und verhindern somit die Fusion
von viraler und endosomaler Membran und damit die Internalisierung des Proteins durch
Endozytose " 7%, Der bisher einzige von der FDA freigegebene Antikérper zur Behandlung
einer viralen Erkrankung ist Palivizumab (Synagis). Er ist gegen das Glykoprotein F des
humanen respiratorischen Synzytial-Virus (RSV) gerichtet und wird als passive Immuni-
sierung zur Prophylaxe einer RSV-Infektion bei Kindern eingesetzt ' "7l Auch dieser
Antikorper verhindert den Viruseintritt durch Hemmung der Fusion des viralen Glykoproteins
mit der Zielzelle.

Ein entscheidender Vorteil bei der intrazellularen Immunisierung mittels humaner mono-
klonaler Antikorper ist die Tatsache, dass es zu keiner ausgepragten Immunreaktion kommt.
Befunde aus Tiermodellen konnten belegen, dass die einmalige Gabe monoklonaler Anti-
kérper zur Prophylaxe bzw. zur frihen Behandlung nach einer Infektion eine Erstinfektion
bzw. das Fortschreiten der Erkrankung einer Vielzahl viraler Pathogene wie des SARS-Co-
Virus 78189 des H5N1-Influenzavirus ['®" sowie des West-Nil-Virus '8 '8 effizient ver-
hindern kann. Eine passive Immunisierung auch zur Behandlung der Hepatitis C Virus
Infektion kdnnte vor allem bei Personen mit hohem Infektionsrisiko wie beispielsweise Arzte

und Krankenhauspersonal zur Anwendung kommen. Eine passive Immunisierung gegen
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HCV beinhaltet jedoch auch ein gewisses Risiko bezuglich der Patientensicherheit, da
Impfstoffe gegen Viren zu einer antikdrperabhangigen Steigerung der Infektion (ADE =
antibody dependent enhancement) und somit zu einer Verstarkung der klinisch assoziierten
Krankheitsbilder fihren kénnen. ADE wird durch Virus-spezifische Antikorper insbesondere
bei einer Infektion mit Flaviviren [ '8 ausgelést, die zu einer Begiinstigung des Virus-
eintritts und damit der Virusaufnahme in Monozyten/Makrophagen und Granulozyten durch
die Interaktion mit dem Fcy-Rezeptor fihren kann. Dies geschieht, wenn die Konzentration
des Antikdrpers unter den Titer, der flr die Neutralisierung notwendig ist, fallt. ADE trat unter

e 181881 _ ynd das

anderem in vitro bei der Verwendung von Antikérpern gegen das Dengu
West-Nil-Virus [®* auf, wie auch in Affen, die eine Infusion mit Antikdrpern gegen das
Dengue-Virus erhielten "*. Dieses Risiko kdnnte bei der Verwendung von Antikdrper-
fragmenten, die ohne den Fc-Teil des Immunglobulins auskommen, wie im Falle der
vorliegenden Arbeit beschrieben, jedoch umgangen werden. Durch das Fehlen des Fc-Teils
wird allerdings auch die Eliminierung des Virus durch Immunzellen wie Monozyten und
Makrophagen unterbunden.

Fur die therapeutische Anwendung der Antikbérper kommt nicht nur die passive
Immunisierung sondern auch die Gentherapie in Frage. Da es sich bei HCV um ein
hepatotrophes Virus handelt, sollten bei der Anwendung des Gentransfers vor allem infizierte
Hepatozyten erreicht werden, was die Entwicklung eines sicheren und effektiven Vektors zur
Gentherapie in der Leber voraussetzt. Das ideale System sollte sowohl spezifisch als auch
effizient sein und dazu fiihren, dass eine ausreichende Expression des Antikérpers in der
Zielzelle erreicht wird, um therapeutische Effekte erzielen zu kénnen. Ein Gentransfer kann
durch eine Vielzahl von Methoden erreicht werden. Zu den viralen Transfersystemen werden
Retroviren, Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren gezahlt, wohingegen ein nichtviraler
Transfer mit Hilfe von Liposomen und molekularen Konjugaten erreicht werden kann. Beide
Systeme besitzen Vor- und Nachteile hinsichtlich der Patientensicherheit, der Effizienz, der
Spezifitat, der Immunogenitat sowie der Toxizitat [l Ein vielversprechender Ansatz fiir die
Applikation von Antikérpern ist die Entwicklung von Protein-Transduktionsdomanen (PTD)
und Membrantranslokationssequenzen (MTS). PTD/MTS sind Peptidsequenzen, die mit dem
Antikorper fusioniert werden und somit die Zellmembran durchdringen kénnen und das
vollstandige Protein in die entsprechende Zielzelle einbringen "% '*3 Mit Hilfe dieser
Methode konnte unter anderem die Suppression von Akt mittels eines Akt-spezifischen scFv
in einer Reihe von Krebszelllinien, die eine fir das Uberleben der Zellen verantwortliche
konstitutive Aktivierung von Akt aufweisen, erreicht werden "%,

Retrovirale und adenovirale Transfersysteme konnten bereits fir einige Antikdrper entwickelt
werden. Adenoviren haben den Vorteil in hohen Dosierungen nahezu 100 % der Hepato-

zyten zu infizieren, eine Transduktion fuhrt jedoch zur Induktion einer Hepatitis und die



Diskussion 112

Expression des Fremdgens erfolgt lediglich transient. Dagegen konnte der Einsatz von so
genannten entbeinten (gutless) Adenoviren, die aufgrund der nur gering ausgepragten
T-Zellantwort eine langere Transgenexpression von bis zu einem Jahr gewahrleisten, vielver-
sprechend sein. Mit Hilfe des adenoviralen Gentransfersystems konnten bereits einige Anti-
kérper auf dem Gebiet der Onkologie erfolgreich in ihren Zielzellen exprimiert werden 195197
Darunter befindet sich auch der ErbB2-Antikérper, der zur Behandlung von Patienten mit
ovarialem Karzinom eingesetzt wird. Die Verwendung dieses Antikdrpers hatte die
Aufhebung des malignen Phéanotyps des Ovarialkarzinoms zur Folge und lie somit die
Initiierung zur klinischen Erprobung (Phase 1) mit Hilfe einer adenoviral-vermittelten Gen-
therapie zu "l Der Vorteil des Einsatzes von Retroviren zur Transgenexpression von
humanen Antikérperfragmenten ist, dass dieser eine dauerhafte Expression des Transgens
ermoglicht und zudem nicht mit einer nennenswerten Entziindungsreaktion verbunden ist.
Der Nachteil konventioneller Retroviren, jedoch nicht der Subgruppe der Lentiviren, ist, dass
sie nur die Fahigkeit besitzen, Zellen zu infizieren, die sich in der Teilungsphase befinden, da
die Viren sonst nicht zur Integration in den Nukleus eindringen kénnen ['*?°"1 Dariiber hin-
aus bestehen bei Anwendung von integrierenden Retroviren Probleme der Patienten-
sicherheit, was in der Studie von Hacein Bey-Abina et al. demonstriert wurde. Die retrovirale
Vektorinsertion proximal zu dem LMO02-Protoonkogen-Promotor filhrte drei Jahre nach dem

n 2% Eine

Gentransfer zu einer unkontrollierten klonalen Proliferation von reifen T-Zelle
Weiterentwicklung hinsichtlich der Gentherapie stellen die Adeno-assoziierten Viren (AAV)
dar. Die Vorteile der Adeno-assoziierten Viren gegenuber anderen viralen Vektorsystemen
liegen in ihrer groRen Sicherheit bei Anwendung am Menschen und in ihrer Fahigkeit,
beinahe alle humanen Zelltypen, auch Hepatozyten und nicht proliferierende Zellen zu
infizieren 2% 24l Sje besitzen einen effizienten Mechanismus zur ortsgerichteten Insertion in
das humane Chromosom 19, wodurch das onkogene Potential minimiert wird und eine
stabile Expression des Transgens erreicht werden kann. Bisher erzielte Erfolge erscheinen
insbesondere in Bezug auf die Langzeitexpression in verschiedenen Geweben vielver-
sprechend. Therapeutisch bedeutende Befunde wurden mit dem Faktor 1X %! und unter
Diabetes mellitus leidenden M&usen % erreicht. In klinischen Studien der Phase Il wurde
mit Hilfe dieser Methode das Gen flir den CFT-Rezeptor (cystic fibrosis transmembrane
receptor) in Lungenepithelzellen transfiziert 2%,

Um die therapeutische Relevanz des isolierten HCV Core-spezifischen Sc42 nachzuweisen,
sind weitere Versuche hinsichtlich seiner neutralisierenden Eigenschaften notwendig. Erst
wenn klar belegt werden kann, dass dieser Antikdrper den Viruszusammenbau und somit die
Infektiositat des Hepatitis C Virus vermindert, kann der néchste Schritt, d. h. die Uberlegung,
in welcher Form der Sc42 appliziert werden kann, erfolgen. Der Einsatz antiviraler Antikbper

in Kombination mit niedermolekularen Substanzen, die den viralen Lebenszyklus nach dem
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Viruseintritt wie beispielsweise die Polyproteinprozessierung oder die Replikation durch
Inhibierung der viralen Enzyme NS3/4A oder NS5B des Hepatitis C Virus hemmen, kdnnte

eine vielversprechende Therapieoption darstellen.

| Antikorperbibliothek aus HCV-infizierten Patienten | ‘l Selektionierung von Antikérperfragmenten gegen: |
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Abbildung 4.1: Zusammenfassende Darstellung der Isolierung humaner HCV Core-spezifischer
Antikorperfragmente sowie der putativen, antiviralen Wirkung des Sc42. Durch die intrazellulare
Interaktion des Sc42 Uber eine Prolin-reiche Sequenz innerhalb des HCV Core Proteins wird sowohl
die Core Proteinexpression (A) als auch die Core-bedingten, pathologischen Effekte, wie z. B. die
Zellproliferationsrate (C), gehemmt. Das identifizierte Bindungsepitop ist fiir die Interaktion des Core
Proteins mit den Januskinasen und den Lipidtrépfchen bekannt. Die Stérung dieser Interaktion mit den
JAK-Proteinen kann die Core-vermittelte JAK/STAT-abhangige Signalibertragung aufheben, was zu
einer Normalisierung der antiviralen Zytokinproduktion (IFNa) in den HCV-infizierten Hepatozyten
fihren kann (C). Durch die Sequestrierung des Core Proteins mittels des Antikdrperfragments Sc42
wird weiterhin die Ausbildung stabiler Replikationskomplexe an den Lipidtrépfchen unterbunden, und
damit der Viruszusammenbau und die Bildung infektidser Viruspartikel gestoért (B).
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Im ersten Teil der Arbeit wurden mit Hilfe der Phage-Display-Technologie HCV Core-
spezifische Antikdrperfragmente isoliert, charakterisiert und detailliert analysiert. Die
Affinitatsselektion, die gegen ausgewahlte Peptide verschiedener Regionen des HCV Core
Proteins erfolgte, fiihrte zwar zur Anreicherung hochaffiner Antikérperfragmente, aber
schlussendlich nicht zur erfolgreichen Isolierung von funktionell relevanten Antikdrper-
fragmenten die das gesamte HCV Core Protein erkennen und sequestrieren. Effizienter in
der Generierung inhibitorischer Einzelkettenantikdrperfragmente zeigte sich die Affinitats-
selektion gegen das vollstdndige HCV Core Protein, die ebenfalls innerhalb der Arbeits-
gruppe durchgefihrt wurde. Es konnte das Antikérperfragment Sc42 isoliert werden, welches
zu einer inhibitorischen Wirkung auf die Funktion seines Zielproteins fiihrte, wie in den hier
vorgestellten Daten belegt. So konnte nachgewiesen werden, dass der Sc42 sowohl in vitro
als auch in vivo an das HCV Core Protein bindet. In Kolokalisationsstudien war deutlich
erkennbar, dass der Sc42 in Anwesenheit des Core Proteins sein zytoplasmatisches
Verteilungsmuster verliert und die gleiche intrazellulare, vesikulare, perinukleare Lokalisation
wie das HCV Core Protein aufweist. Weiterhin erfolgte der Nachweis der intrazellularen
Protein-Protein-Interaktion mit Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Technik
(FRET) und die ldentifizierung einer Prolin-reichen Sequenz innerhalb des Core Proteins
(PWPLYG) als Bindungsmotiv des Sc42. Diese Aminosauresequenz wird zum einen fur die
Interaktion von Core mit den Januskinasen und zum anderen fir die Bindung von Core an
die Lipidtrépfchen verantwortlich gemacht. Die intrazellulére Interaktion des Sc42 mit dem
HCV Core Protein fuhrte sowohl zur Verminderung der Core Proteinexpression als auch zur
Reduktion Core-bedingter, pathologischer Effekte wie der Verringerung der Zell-
proliferationsrate, und kénnte somit die Ausgangsbasis fir die Entwicklung eines HCV
Wirkstoffes bilden.
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4.2 Einfluss von HCV auf die Expression zellularer Proteine

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Proteinexpressionsprofil von Lebergewebe NS3/4A-
transgener Mause im Vergleich zu wildtypischen Mausen mit Hilfe der 2D-DIGE-Gelelektro-
phoresetechnik, durchgefiihrt durch die Firma ToplLab, analysiert. In den letzten Jahren
wurden eine Vielzahl von Mechanismen aufgeklart, durch die das Hepatitis C Virus mit
wirtseigenen Faktoren interagiert, um einen effizienten Ablauf des viralen Lebenszyklus zu
ermdglichen und eine Persistenz in der Wirtszelle zu erreichen. Dennoch sind zahlreiche
Aspekte der Interaktion von HCV mit dem Wirt nur unvollstdndig verstanden. Von
besonderem Interesse ist hierbei der NS3/4A-Komplex, da dieser nicht nur fir die Poly-
proteinprozessierung und fur die Ausbildung der viralen Replikationskomplexe essentiell ist,
sondern durch die proteolytische Spaltung nichtviraler Substrate wie Cardif, TC-PTP und
TRIF auch in zentrale antivirale Effektormechanismen des Wirtes eingreift und mit der
zellularen SignalUbertragung von Wachstums- und Differenzierungssignalen interferiert.
Mittels 2D-DIGE-Gelelektrophorese und nachfolgender massenspektrometrischer Identifi-
zierung entsprechender Proteine wurden insgesamt 18 differentiell exprimierte Proteine
identifiziert, die aufgrund ihrer Funktion in finf Klassen gruppiert werden kdénnen
(Abbildung 3.15). Darunter sind mit 44 % Stoffwechsel-assoziierte Proteine, mit 28 %
Proteine des Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels und mit 17 % Proteine der ER-Homdostase
vertreten. Eine untergeordnete Rolle spielten Proteine des Zytoskeletts und der Signal-
transduktion.

Unter den differentiell regulierten Proteinen traten in NS3/4A-transgenen Mausen Proteine
mit verminderter bzw. erhohter Expression gleichermalien auf (Tabelle 3.4). Da die
herabregulierten Proteine in den NS3/4A-transgenen Mausen potenzielle Substrate der
NS3/4A-Protease sein konnten, wurden diese fur weitere Untersuchungen ausgewahlt.
Zunachst sollten die identifizierten Proteine auf ihre differentielle Expression in den fir ein
HCV Replikon-kodierenden Huh 9-13-Zellen im Vergleich zu den wildtypischen Huh7-Zellen
und in der konstitutiv NS3/4A-exprimierenden HepG2-NS3/4A-Zellllinie im Vergleich zu der
HepG2-Mock-Zelllinie Gberprift werden. Die Schwierigkeit in der an sich einfachen Durch-
fuhrung der Validierung der Ergebnisse der 2D-Gelelektrophoresetechnik lag in der Suche
nach geeigneten Antikdrpern zur Detektion der identifizierten Proteine. Fur die Proteine
Indoethylamin-Methyltransferase, Methioninadenosyltransferase |, fettsdure-bindendes
Protein 5, Guanidinacetatmethyltransferase und Methylmalonyl-Coenzym A-Mutase konnte
kein geeigneter, kommerziell erhaltlicher Antikérper zum Nachweis der Proteine im Western
Blot gefunden werden. Fir das Apolipoprotein E (ApoE) und flr das Phosphatidyl-
ethanolamin-bindende Protein 1 (PEBP1), das als Raf-Kinase-Inhibitor bekannt ist, konnte

die Proteinexpression mittels geeigneter Antikérper in den HCV Replikonzellen Uberprift



Diskussion 116

werden. Wahrend die PEBP1 Proteinexpression sowohl in Huh 9-13 als auch in den stabil
NS3/4A-exprimierenden HepG2-Zellen verglichen mit den wildtypischen Kontrollzellen
unverandert blieb, konnte flr die ApoE Proteinexpression in den entsprechenden HCV-
assoziierten Zelllinien eine Hochregulation sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene
beobachtet werden (Abbildung 3.16, 3.17), ein Befund der im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus der 2D-Gelelektrophorese steht, in welcher eine Herabregulation der ApoE
Expression beobachtet wurde (Abbildung 3.15). Die kontroversen Ergebnisse der Western
Blot Analysen und der 2D-Gelelektrophoresetechnik lassen sich mdglicherweise auf die
unterschiedliche Aufarbeitung des Lebergewebes bzw. der Proteinextrakte fir die jeweils
verwendete Methodik zurtickfiihren. Bei der konventionellen Aufarbeitung fir die 2D-Gel-
elektrophorese wird ohne Detergenzien gearbeitet, bedingt dadurch kann ein Grof3teil der
membrangebundenen Proteine nicht extrahiert werden.

Die Proteinexpression von ApoE ist in den konstitutiv NS3/4A-exprimierenden HepG2-Zellen
und in den Huh7 Core-NS3-Zellen bereits erhoht, erfahrt aber eine weitere Steigerung in den
HCV Replikonzellen. Demzufolge ist anzunehmen, dass nicht nur der NS3/4A-Komplex,
sondern auch weitere nichtstrukturelle HCV Proteine flir die erhdhte Expression dieses
Proteins verantwortlich sind. Um die in vivo Relevanz der gesteigerten ApoE Expression zu
Uberprifen, wurden Leberproben von HCV-infizierten Patienten untersucht, die jedoch keine
eindeutige Aussage zulieRen. Hier war allenfalls eine Tendenz, hin zu einer erhdhten ApoE
Proteinexpression in HCV-infizierten Patienten, zu beobachten.

Da die Lokalisation eines Proteins maligeblich seine Funktion und Wirkung in der Zelle
bestimmt, wurde die intrazellulare Proteinexpression von ApoE in Kolokalisationsstudien
untersucht. Apolipoprotein E wird sowohl zytoplasmatisch als auch in kondensierten
Bereichen um den Nukleus exprimiert. Diese kondensierten Bereiche konnten als Golgi-
Komplex identifiziert werden (Abbildung 3.22) und wiesen insbesondere in den HCV
Replikon-tragenden Zellen eine veranderte Form auf (Abbildung 3.19). Die Kolokalisations-
studien ergaben, dass ApoE sowohl mit den nichtstrukturellen Proteinen NS3 und NS4A in
den kondensierten Bereichen des Golgi-Komplexes (Abbildung 3.21), als auch mit dem
strukturellen Protein Core in der perinukledren Region des Zellkerns (Abbildung 3.20) stark
kolokalisiert.

Die Relevanz von Apolipoprotein E flir den Lebenszyklus des Hepatitis C Virus ist bisher nur
unzureichend verstanden. Die zellulare Expression von ApoE im Golgi-Komplex beruht sehr
wahrscheinlich auf seiner Beteiligung an der VLDL-Synthese, da der entscheidende Schritt
des Zusammenbaus der VLDL-Partikel sowohl im ER als auch im luminalen Golgi-
Kompartiment erfolgt. Es konnte belegt werden, dass Apolipoprotein E ein struktureller
Bestandteil der LDL- und VLDL-Partikel bzw. der Lipoviropartikel ist und den Lipid-

metabolismus moduliert ?%. Dabei bindet das Hepatitis C Virus {ber wirtseigene Lipo-



Diskussion 117

proteine wie Apolipoprotein B und E an LDL- und VLDL-Partikel und in geringerem Malde
auch an HDL-Partikel. Diese Assoziation an die LDL- und VLDL-Partikel erfolgt Gber die HCV
RNA "®l und geht mit der Beobachtung einher, dass HCV im Komplex mit VLDL-Partikeln im
Plasma von HCV-infizierten Patienten zirkuliert. Erste Befunde legen nahe, dass ApoE fir
die Produktion von Virionen und somit flr die Infektiositdt des Hepatitis C Virus essentiell
ist 142,

HCV RNA-enthaltene Partikel kdnnen in der Serumfraktion niedriger Dichte (LDL/VLDL-
Fraktion) detektiert werden, die als hoch infektids gilt. Durch weitere Untersuchungen dieser
Lipoviropartikel konnte nachgewiesen werden, dass diese effizient an Hepatozyten und
Hepatomazellen binden und in diese eindringen koénnen. Diese Internalisierung der
Lipoviropartikel wird zu einem grofRen Anteil (iber die Interaktion der Apolipoproteine B und E
mit dem LDL-Rezeptor vermittelt, dessen Hochregulation zu einer gesteigerten Virus-
aufnahme fiihrt * 2%l Die Beobachtung, dass die Bindung bzw. die Aufnahme der Lipoviro-
partikel durch sowohl ApoB- als auch ApoE-Antikdrper blockiert werden kann ° 2% |egt die
funktionelle Relevanz beider Apolipoproteine nahe. Die Untersuchungen von Nielsen et al.
legen weiterhin nahe, dass Apolipoprotein B und E beide in den Lipoviropartikeln niedriger
Dichte (LDL-Partikel) vorkommen, wohingegen ApoE charakteristisch flir die VLDL-Partikel
ist. LDL- und VLDL-Partikel kbnnen zusatzlich Uber die Interaktion von ApoE mit weiteren
Rezeptoren, wie dem VLDL-Rezeptor, dem ApoE-Rezeptor 2 und SR-B1 internalisiert
werden 19,

Das ApoE-Gen weist verschiedene Polymorphismen auf, die zur Entstehung der drei
Isoformen Apo-g2, Apo-£3 und Apo-g4 mit funktionellen Unterschieden fihren. Apo-£3 gilt als
die Isoform mit normaler Funktion, wohingegen Apo-£2 gering affin gegeniber dem LDL-
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Rezeptor ist und Apo-¢4 eine Herabregulation des LDL-Rezeptors herbeifiihr
Studie von Price et al. konnte eine Korrelation zwischen den verschiedenen ApoE-Isoformen
und der Entwicklung einer persistierenden HCV Infektion aufzeigen. Wahrend es in HCV-
infizierten Patienten mit den Isoformen Apo-¢2 und Apo-¢4, am ehesten bedingt durch die
verminderte Aufnahme der Lipoviropartikel Uber den LDL-Rezeptor und einer dement-
sprechend verringerten Replikation des Virus, Uberwiegend zu einer Ausheilung der Infektion
kam, konnte eine Assoziation des Apo-e3-Polymorphismus mit dem gehauften Auftreten
einer persistierenden HCV Infektion beobachtet werden. Die gesteigerte Proteinexpression
von ApoE in den HCV Replikon-tragenden Zellen kdnnte zu einer gesteigerten VLDL-
Sekretion fithren #'" 2" die durch Bereitstellung einer lipidreichen intrazelluldren Umgebung
ein optimales Milieu fiir den viralen Lebenszyklus schafft [’! und somit den Viruszusammen-
bau und dessen Sekretion infolge eines reduzierten Lipid-Exports erméglicht 232141,

Obwohl die funktionelle Assoziation zwischen Apolipoprotein E und der Infektiositat des
Hepatitis C Virus Uber die LDL/VLDL-Partikel mehrfach belegt werden konnte, ist doch
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unklar, inwiefern ApoE mit HCV Proteinen wie zum Beispiel NS3 und NS4A interagiert.
Apolipoprotein E spielt nicht nur bei der VLDL-Sekretion eine wichtige Rolle, sondern nimmt
auch auf intrazellulare Signalkomponenten, wie die cAMP-abhingige Proteinkinase A ']
und die Cyclooxygenase 2 '® Einfluss, die fiir den Hepatitis C Virus essentiell sind, um sein
Uberleben in der Wirtszelle zu sichern. Hier besteht moglicherweise eine weitere wichtige
Bedeutung der HCV-bedingten Erhdhung der Expression von ApoE. Ein méglicher

Zusammenhang der Gegenstand kunftiger Projekte ist.

23
Sn ,
1‘ ApoE Expression Freisetzung C
- @#

Entpackung\A RNAReplikation
N AR g
M

Zusammenbau
YpoB; MTP

\ N
\
@ —
\ ApoE
N
~
~

Zytoplasma

Translation

Prozessierung

\

Hepatozyt

Abbildung 4.2: Zusammenfassende Darstellung der funktionellen Relevanz von Apolipoprotein
E fiir den viralen Lebenszyklus des Hepatitis C Virus. Es ist bekannt, dass ApoE ein struktureller
Bestandteil der VLDL-Partikel ist und dass diese im Golgi synthetisiert werden. Die erhdhte ApoE
Expression, welche durch den Virus induziert wird, fihrt zu einer gesteigerten VLDL-Sekretion, die
durch Bereitstellung einer lipidreichen intrazellularen Umgebung ein optimales Milieu fur den viralen
Lebenszyklus schafft und somit den Viruszusammenbau und dessen Sekretion infolge eines
reduzierten Lipid-Exports ermoglicht. Durch die Bindung der Lipoviropartikel Uber das wirtseigene
Apolipoprotein E wird auch die Internalisierung von HCV Uber den LDL-Rezeptor, und zusatzlich Giber
weitere Rezeptoren wie dem VLDL-, dem ApoE2- und dem SR-B1-Rezeptor, vermittelt. Bedingt
dadurch erhalt der Virus die Mdglichkeit, eine Vielzahl von weiteren Hepatozyten zu reinfizieren und
eine persistierende Infektion auszubilden. ApoB: Apolipoprotein B; MTP: microsomal triglyceride
transfer protein
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Weltweit leiden schatzungsweise 170 Millionen Menschen an einer chronischen HCV
Infektion. Obwohl in der medikamentésen Therapie zur Behandlung der chronischen HCV
Infektion groRe Fortschritte gemacht wurden, ist es weiterhin nicht mdglich, bestimmte
Subgruppen, wie Patienten mit Infektion des Genotyps 1, mit hoher Viramie oder dem
Vorliegen einer Zirrhose, erfolgreich zu behandeln. Das Hepatitis C Virus hat nicht nur
effiziente Strategien zur Umgehung der antiviralen Immunantwort entwickelt, sondern
interagiert auch mit einer Vielzahl von wirtseigenen Faktoren um einen effizienten Ablauf des
viralen Lebenszyklus zu ermoglichen und hierdurch in seiner Wirtszelle zu persistieren.
Obwohl in den letzten Jahren eine Vielzahl von Mechanismen aufgeklart wurden, durch die
HCV die zellulare Infrastruktur flr seine eigene Replikation nutzt, sind zahlreiche Aspekte
der Interaktion von HCV mit dem Wirt nur unzureichend verstanden.

Im ersten Teil der Arbeit wurden mit Hilfe der Phage-Display-Technologie HCV Core-
spezifische Antikdrperfragmente isoliert, charakterisiert und detailliert analysiert. Die
Affinitatsselektion, die gegen ausgewahlte Peptide verschiedener Regionen des HCV Core
Proteins erfolgte, fiihrte zwar zur Anreicherung hochaffiner Antikérperfragmente, aber nicht
zur erfolgreichen Isolierung von funktionell relevanten Antikorpern. Effizienter in der
Generierung inhibitorischer Einzelkettenantikérperfragmente zeigte sich die Affinitats-
selektion gegen das vollstandige HCV Core Protein. Es konnte das Antikérperfragment Sc42
isoliert werden, das sowohl in vitro als auch in vivo an das HCV Core Protein bindet. In
Kolokalisationsstudien ist deutlich erkennbar, dass der Sc42 in Anwesenheit des Core
Proteins sein zytoplasmatisches Verteilungsmuster verliert und die gleiche vesikulare,
perinukleare Expression wie das HCV Core Protein aufweist. Hiermit Ubereinstimmend
konnte auch mit Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Technik (FRET) eine
intrazellulare Protein-Protein-Interaktion nachgewiesen werden. In weiteren Analysen wurde
eine Prolin-reiche Sequenz (PWPLYG) innerhalb des Core Proteins als putatives Bindungs-
epitop des Sc42 identifiziert. Die intrazellulare Interaktion des Sc42 mit dem HCV Core
Protein flhrt sowohl zur Verminderung der Core Proteinexpression als auch zur Reduktion
Core-bedingter, pathologischer Effekte, wie der Verringerung der Zellproliferationsrate und
konnte somit die Ausgangsbasis fur die Entwicklung eines HCV Wirkstoffes bilden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Proteinexpressionsprofil von Lebergewebe NS3/4A-
transgener Mause im Vergleich zu wildtypischen Mausen mit Hilfe der 2D-DIGE-Gelektro-
phoresetechnik analysiert. Insgesamt konnten 18 differentiell exprimierte Proteine identifiziert
werden, die aufgrund ihrer Funktion in finf Klassen gruppiert wurden. Darunter sind mit 44 %
Stoffwechsel-assoziierte Proteine, mit 28 % Proteine des Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels

und mit 17 % Proteine der ER-Homdostase vertreten. Eine untergeordnete Rolle spielten
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Proteine des Zytoskeletts und der Signaltransduktion. Ein Protein, das in den transgenen
Tieren herabreguliert war und damit als potenzielles Substrat der NS3/4A Protease in Frage
kommt, war Apolipoprotein E. Untersuchungen auf RNA- und Proteinebene ergaben
allerdings eine erhdhte Expression von ApoE in den HCV-assoziierten Zelllinien. Mit Hilfe
von Fluoreszenz-Analysen konnte belegt werden, dass Apolipoprotein E mit den nicht-
strukturellen Proteinen NS3 und NS4A, aber nicht mit NS5A und NS5B im Golgi-Komplex
kolokalisiert. Damit wurde erstmalig das zelluldre Wirtsprotein ApoE als putativer Inter-

aktionspartner des viralen Proteinkomplexes NS3/4A identifiziert.
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6 SUMMARY

About 170 million people worldwide are infected with Hepatitis C virus (HCV). Due to the lack
of a preventive vaccine and effective antiviral therapies, HCV infection remains one of the
major health problems worldwide. Even though great progress has been achieved in medical
treatment of chronic HCV infection, subgroups such as patients infected with HCV genotype
1, with high viremia or liver cirrhosis are still very difficult to treat. The Hepatitis C virus has
not only evolved strategies to circumvent the antiviral immune response, but is also able to
interact with a variety of host factors enabling an efficient progress of the viral life cycle and
development of persistence in hepatocytes. Although a multitude of these mechanisms were
elucidated in the last years, numerous aspects of the interaction of HCV with the host are still
incompletely understood.

In the first part of this thesis HCV core-specific single-chain Fv (scFv) antibody fragments
were isolated, characterized and analyzed using phage display technology. Initially the
affinity selection was carried out against selected peptides of different regions of the HCV
core protein. This approach resulted in an enrichment of antibodies with high affinity,
however these antibodies had no inhibitory properties. More promising for the generation of
inhibitory single-chain antibodies was the affinity selection against the complete HCV core
protein. This method lead to the generation of the human monoclonal antibody fragment
Sc42, which shows high affinity to the HCV core protein in vitro and in vivo. The sequence
critical for Sc42 binding was mapped to a linear proline rich sequence (PWPLYG) using a
phage display peptide libary. Coexpression of Sc42 with the core protein shifted the Sc42
expression pattern to a vesicular, perinuclear distribution, which also was observed for the
HCYV core protein alone. Furthermore, the intracellular interaction of Sc42 with HCV core was
confirmed by Fluorescence-Resonance-Energy-Transfer (FRET) technology. Intracellular
interaction of Sc42 with HCV core resulted in core protein depletion and/or sequestration,
thus reducing the core protein related pathogenesis such as induction of cell proliferation.
Sc42 may represent a promising antiviral agent to abrogate viral life cycle or mitigate HCV
core protein associated pathogenesis.

In the second part of this thesis liver tissue from NS3/4A transgenic and wildtype mice was
separated by two-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis. The intention of
this proteomic approach was to elucidate new cellular targets of the NS3/4A protease. The
approach resulted in 18 differentially expressed proteins, which can be classified into five
different functional categories. Most of these proteins are heat shock proteins, chaperons
and enzymes, involved in fatty acid and lipid metabolism, such as apolipoprotein E (ApoE).
Interestingly, ApoE not only plays an important role in the formation of very low density

lipoproteins (VLDL), but is also essential for the production of infectious virus particles and
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therefore the infectivity of Hepatitis C virus. HCV protein expressing cell lines showed an
upregulation of ApoE both on mRNA and protein level. The localization of ApoE was studied
by immunofluorescence and confocal laserscanning microscopy. A colocalization of ApoE
with the non-structural HCV proteins NS3 and NS4A, but not with NS5A and NS5B was
observed. The cellular compartment in which ApoE and NS3 colocalized was identified as
Golgi complex. Hence, ApoE is a potential cellular host factor for interaction of the HCV

protein complex NS3/4A.
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