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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist weltweit eine fuhrende Ursache chronischer Hepatitiden und
ihrer Folgezustande wie Leberzirrhose und Hepatozellulares Karzinom. Vor der Identifikation
des verursachenden Agens in 1989 wurde die virale Hepatitis C als parenteral tbertragene
Non-A-/Non-B-Hepatitis bezeichnet 12 Heute, 20 Jahre nach der Identifikation des Virus,
schatzt die Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass etwa 180 Mio. Menschen, was etwa
3% der Weltbevdlkerung entspricht, mit HCV chronisch infiziert sind und dass sich jedes Jahr
etwa 3 bis 4 Mio. Menschen neu infizieren. Somit stellt HCV ein globales
gesundheitspolitisches Problem dar *.

Die Ubertragung des Hepatitis C Virus erfolgt durch parenteralen oder permukosalen Kontakt
mit infiziertem Blut oder Kérperfliissigkeiten *. Ubertragungen durch Organtransplantationen
und nicht auf HCV-Infektion getestete Bluttransfusionen, durch Wiederverwendung von
inadaquat sterilisierten Nadeln, Spritzen oder anderer medizinischen Ausristung oder durch
gemeinsame Benutzung einer Nadel unter Drogenabhiangigen sind gut dokumentiert °.
Sexuelle und perinatale Ubertragungen werden beschrieben, sind jedoch als

Ubertragungsweg weniger gut evaluiert.

1.1.1 Erkrankung und Therapie

Primare Infektionen mit HCV sind Uberwiegend asymptomatisch und fuhren in etwa 80% der
Falle zu persistierenden Infektionen °. Individuen mit chronischer Infektion entwickeln eine
progressive hepatische Fibrose, die mit fortschreitender Dauer der Infektion zu einem
erhdhten Risiko einer Zirrhose, Leberversagen und Hepatozellularem Karzinom (HCC)
fuhrt 7. Nur 15-30% der HCV-Infektionen heilen selbstandig aus, in den meisten Fallen
(70-85%) entwickelt sich eine persistierende Viramie und eine chronische Hepatitis *. Bei
etwa 10-20% der chronisch infizierten Patienten findet eine Progression zur Leberzirrhose
statt, und in 1-4% dieser Falle pro Jahr entsteht ein Hepatozellulares Karzinom.

Obwohl die Leber das Hauptorgan der HCV-Replikation zu sein scheint, existieren Hinweise
auf extrahepatische Reservoire wie periphere Blutlymphozyten, Darmepithelzellen & und das

9

zentrale Nervensystem °. Der klinische Nachweis einer HCV-Infektion erfolgt durch die

Detektion von HCV-spezifischen Antikérpern im Blut durch ELISA oder der viralen RNA



Einleitung 2

durch RT-PCR "°. Ein direkter Nachweis von Virus-Antigenen ist aufgrund der geringen Level
in infizierten Zellen in vivo schwer '

Die gegenwartige Standardtherapie von Patienten mit chronischer HCV-Infektion ist eine
Kombination von pegyliertem Interferon-a (IFN-a) und Ribavirin '? **. Bei Interferonen handelt
es sich um eine Gruppe von natirlich vorkommenden Zytokinen, die eine Vielzahl von
immunmodulatorischen, antiproliferativen und antiviralen Effekten aufweisen. Ribavirin ist ein
Purin-Nukleosid, welches nur antivirale Effekte zeigt, wenn es mit IFN-a kombiniert wird. Die
Kombinationstherapie erreicht eine Effektivitat von 42-46% bei Patienten mit Genotyp-1-
Infektionen und ca. 80% bei denen mit Genotyp 2 oder 3. Uber 60% der chronischen HCV-
Infektionen in Europa und Asien und ca. 70-80% in den USA werden vom Genotyp 1
verursacht ', daher ist die Entwicklung von neuen antiviralen Strategien gegen HCV

dringend notwendig.

1.1.2 Molekulare Organisation des Hepatitis C Virus

Genetische Diversitat

Das Hepatitis C Virus ist ein umhilltes Positiv-Strang-RNA-Virus, das zum Genus
Hepacivirus der Familie der Flaviviridae gehort. Basierend auf Sequenzanalysen kdnnen
HCV-Genome in 6 Genotypen klassifiziert werden, die sich durchschnittlich in 30-33% ihrer

Nukleotidsequenz unterscheiden '°.

Jeder Genotyp umfasst eine Serie von enger
verwandten Subtypen, die eine Nukleotidsequenz-Heterogenitdt von etwa 20-25%
aufweisen. Als Resultat der fehlenden proof-reading-Aktivitat der viralen RNA-Polymerase
NS5B und der damit einhergehenden fehlerbehafteten RNA-Replikation mit hoher Frequenz
an neu aufgetretenen Mutationen, kommt es innerhalb eines infizierten Patienten zu einer
Vielzahl von in der genetischen Sequenz divergierenden Spezies, die auch als Quasispezies
bezeichnet werden " &,

Die meist verbreiteten Varianten in den westlichen Landern sind Genotyp 1 und 2. Diese
wurden wahrend der letzten 50 bis 70 Jahre aufgrund von Ubertragungen durch
Bluttransfusionen und anderen medizinischen Prozeduren weit verbreitet. Gleichwohl deutet
die weit verbreitete Verteilung der Genotypen 1-6 in humanen Populationen an, dass alle

gleich erfolgreich sind in der Aufrechterhaltung einer Infektion ™.

Genomorganisation und Funktion der viralen Proteine
Das Hepatitis C Virus Partikel ist etwa 50-60 nm im Durchmesser grof3. Das einzelne Positiv-
Strang-RNA-Genom hat eine Lange von ca. 9,6 kb. Das Genom kodiert ein grofRes

Polyprotein von ungefahr 3000 Aminosduren und ist am Amino- und Carboxyterminus von
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hochgradig strukturierten nicht-translatierten Regionen (NTR) flankiert (Abbildung 1.1). Die
5°-NTR umfasst 341 Nukleotide und enthalt eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES),
die die cap-unabhangige Expression des Polyproteins vermittelt °> . Dieser Prozess wird
zusatzlich reguliert durch eine RNA-Pseudoknoten-Struktur upstream des Startcodons, die
entscheidend ist fiir die Translationsinitiation ?°. Es konnte gezeigt werden, dass die ersten
125 Nukleotide essentiell fur die RNA-Replikation sind, aber dass die vollstandige 5-NTR flur
eine maximale Replikationseffizienz erforderlich ist ?* ?*. Die 3°-NTR der Positiv-Strang-RNA
besitzt eine dreiteilige Struktur: eine variable Region, die zum Teil entbehrlich ist fur die
Replikation in vivo ?° und in vitro, aber wichtig fiir eine effiziente RNA-Replikation zu sein
scheint 2 ?| ein poly(U)-Abschnitt mit variabler Linge und eine hoch konservierte Sequenz
aus 98 Nukleotiden, die essentiell fiir die Replikation in vitro und in vivo ist 2%. Weitere

wichtige cis-agierende RNA-Elemente sind in der kodierenden Region von NS5B

. 28
lokalisiert =*.
|—— Strukturelle | | Nicht-strukturelle Proteine — 8
TR | NTR
50 2/ 3 |§§4B | BH5A | 5B | [3

}Translation

0 00 0 00 0 U

Prozessierung

B G D D § DI D
Bl @ 0 D

l Hyperphosphorylierung
208 s

. Signalpeptid-Peptidase 0 Signalpeptidase § NS2-3 Protease . NS3/4A Protease

({ Glykosylierung

Abbildung 1.1: Genomische Organisation und Prozessierung des Polyproteins von HCV

Das HCV-Genom besitzt einen einzelnen offenen Leseraster, der 5" und 3" von nicht-translatierten
Regionen (NTR) flankiert wird. Das translatierte, etwa 3000 Aminosauren grofe Polyprotein wird
anschlielend durch W|rtse|gene und virale Proteasen in 10 funktionelle Proteine gespalten (verandert
nach Bartenschlager et al

Das Polyprotein wird ko- und posttranslationell durch zellulare und virale Proteasen in

wenigstens 10 verschiedene Proteine prozessiert: die strukturellen Proteine Core, E1 und
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E2, die das Virus-Partikel bilden, das p7-Protein, das als lonenkanal fungiert, sowie die nicht-
strukturellen Proteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B, die in die HCV-Replikation
involviert sind. Zudem wurde die Expression eines neuen HCV-Proteins beschrieben %2,
Die Translation dieses zusatzlichen Genprodukts beginnt am gleichen Startkodon wie Core,
doch durch eine Leserasterverschiebung wird das sogenannte Frameshift (F)-Protein
(~17 kDa) gebildet **, dessen Rolle im HCV-Lebenszyklus gegenwértig noch unbekannt ist.
Die individuellen funktionellen Produkte des Polyproteins werden durch verschiedene
Spaltungsereignisse freigesetzt (Abbildung 1.1). Die Core- bis NS2-Region wird durch die
zellulare Signalpeptidase und die Signalpeptid-Peptidase prozessiert, der Carboxyterminus
von NS2 wird von NS3 durch die NS2-3 Protease freigesetzt, und alle anderen Spaltungen
werden durch den NS3/4A-Komplex vermittelt.

Core (~21 kDa) fungiert primar beim Aufbau der viralen Capsidhiille * und interagiert mit
dem Hiillprotein E1 3% 3¢

Die glykosylierten Hiillproteine E1 (30-35 kDa) und E2 (70-72 kDa) *" *® sind vermutlich
verantwortlich flir die Anhaftung an die Zelle durch die Bindung an Zelloberflachenrezeptoren
wie beispielsweise CD81, SR-BI (scavenger receptor class B type I) und LDL (low-density
lipoprotein)- Rezeptor 1.

Das integrale Membranprotein p7 ist ein kleines hydrophobes Protein (~7 kDa) mit
unbekannter Funktion, das zwischen den strukturellen und nicht-strukturellen Regionen des
Polyproteins lokalisiert ist “> **. Es wird angenommen, dass p7 zur Familie der Viroporine

44, 45

gehort, da es die Membranpermeabilitdt verandern kann . Kirzlich konnte gezeigt

werden, dass p7 essentiell fiir die Produktion von infektidsen Virionen ist ¢ #7.

NS2 (~23 kDa) ist ein hydrophobes Membranprotein “® das als Cysteinprotease
fungiert *%°. Zusammen mit dem aminoterminalen Drittel von NS3 bildet es die NS2-3
Protease, die verantwortlich ist flr die autokatalytische Spaltung zwischen NS2 und
NS3 “5" 52 Dje prazise biologische Funktion von NS2 muss noch aufgeklart werden; vor
kurzem erschienene Arbeiten deuten darauf hin, dass es eine Rolle bei der Produktion von
infektidsen Viren spielt 46 %% 54,

NS3 (~70 kDa) ist ein hauptsachlich cytosolisch lokalisiertes, multifunktionelles Protein °°.
Neben seiner Rolle als Bestandteil der NS2-3 Protease beinhaltet NS3 eine Serinprotease-

56-59

Domane in den aminoterminalen 180 Aminosaduren des Proteins und eine

NTPase/Helikase-Doméane im carboxyterminalen Bereich °* ®', die essentiell ist fiir die virale
Replikation .

Bei NS4A (~8 kDa) handelt es sich um einen Kofaktor der NS3-Protease, der erforderlich ist
fir eine effiziente proteolytische Prozessierung downstream von NS3 %3¢,

NS4B (~27 kDa) ist ein hydrophobes Protein, das vermutlich eine strukturelle Rolle bei der

RNA-Replikation spielt, als Geriist fiir die Assemblierung des Replikationskomplexes ©7* .



Einleitung 5

NS5A (56 kDa bzw. 58 kDa) ist ein Uberwiegend hydrophiles, RNA-bindendes °©°
Phosphoprotein, das Uber eine aminoterminale amphipathische a-Helix mit der ER-Membran
assoziiert ist "> ' und essentiell fiir die virale Replikation ist "> ">, NS5A liegt in der Zelle
bereits basal phosphoryliert vor und kann durch zelluldre Kinasen in einen
hyperphosphorylierten Zustand Uberfihrt werden, welcher in der elektrophoretischen
Auftrennung durch einen GroéRenshift zu Ausdruck kommt. Die Regulation und Funktion der
Hyperphosphorylierung, sowie die hierflr verantwortlichen zellularen Kinasen sind nur
partiell geklart. Eine Kinase, die hierfir jedoch von wesentlicher Bedeutung zu sein scheint,
ist die Casein-Kinase | "*"®. Die Tatsache, dass die hyperphosphorylierte Form von NS5A
eine kiirzere Halbwertszeit aufweist 7/, deutet an, dass beide NS5A-Formen verschiedene
Funktionen in der Regulation der viralen Replikation inne haben, die bislang jedoch ungeklart
sind.

NS5B (~68 kDa) ist die viruskodierte RNA-abhangige RNA-Polymerase und damit das
Schlisselenzym des viralen RNA-Replikationskomplexes. Sie gehort zu einer relativ kleinen
Klasse von Membranproteinen, den sogenannten tail-anchored-Proteinen ® . NS5B kann
die RNA-Synthese de novo oder Primer-abhangig initiieren; vermutlich erfolgt die de novo-
Initiation auch in vivo 8%,

Die viralen NTRs enthalten spezifische Signale, die wichtig sind fur die effiziente Initiation der
Positiv- und Negativ-Strang-RNA-Synthese und durch die HCV-Polymerase erkannt

werden .

1.1.3 HCV-Lebenszyklus

Das derzeitige Verstandnis des Replikationszyklus von HCV basiert zum Teil noch immer auf
Annahmen, die partiell von verwandten Viren/Virengruppen abgeleitet wurden, da vollstandig
permissive Zellkultursysteme, die eine effiziente Virusvermehrung erlauben, erst seit kurzem
verfugbar sind. Trotzdem konnten durch die Verfiigbarkeit von anderen in vitro-Systemen
einige Details herausgearbeitet werden. Von groter Bedeutung waren Replikons, die die
intrazellularen Schritte der RNA-Replikation rekapitulieren. Bevor im Jahr 2005 die

84-86

Produktion von infektiosen HCV-Partikeln in Zellkultur moglich wurde , waren HCV-

Pseudopartikel (basierend auf Retroviren, die HCV-Glykoproteine in ihrer Hiille

87, 88
)

enthalten hilfreich bei der Analyse der friihen Ereignisse des Infektionsprozesses.

Eine allgemeine Ubersicht des Replikationszyklus von HCV ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.2: Der Lebenszyklus des Hepatitis C Virus

HCV bindet an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflaiche und wird dort endozytotisch
internalisiert. Durch Verschmelzung der Vesikelmembran und der Virushulle kommt es zur Freisetzung
des viralen Genoms. Nach der Translation und der Prozessierung der Virusproteine kommt es an
speziellen Membranstrukturen des ER zur Ausbildung von Replikationskomplexen in Form eines
membranésen Netzes. Uber den Golgi-Apparat erfolgt die Assemblierung, Reifung und Freisetzung
neu produzierter Virionen durch den konstitutiv sekretorischen Weg (Quelle: Tibotec Pharmaceuticals
Ltd.; http://www.tibotec.com/).

Nach gegenwartigem Kenntnisstand interagiert das Hepatitis C Virus mit spezifischen
Oberflachenrezeptoren wie CD81, SR-Bl und Claudin 1 *> " ® und wird in der Folge
internalisiert. Die Fusion der viralen und der zellularen Membranen, vermutlich getriggert
durch den niedrigen pH-Wert des endozytotischen Kompartiments & % ®' fiihrt zum Abbau
der Virushulle und der nachfolgenden Freisetzung der Positiv-Strang-RNA in das Zytoplasma
der infizierten Zelle. Diese RNA fungiert zuerst als messenger-RNA (mRNA) fur die virale
Proteinsynthese am rauen ER. Zusammen mit der viralen RNA bilden dann die nicht-
strukturellen Proteine den Replikationskomplex, der sich in vesikularen Membranstrukturen,
dem sogenannten membrandsen Netz, befindet %. Die Replikationskomplexe sind
verantwortlich fur die Amplifikation des HCV-Genoms. Die Positiv-Strang-RNA wird in einen
Negativ-Strang transkribiert, der dann als Matrize die Synthese neuer Positiv-Strang-RNAs
ermoglicht. Die HCV RNA-Genome koénnen flr die Translation, Synthese neuer Negativ-
Strang-RNAs oder flir die Verpackung in neue Viruspartikel verwendet werden. Neu

synthetisierte Virionen verlassen die Zelle durch den konstitutiven Sekretionsweg %°.
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1.1.4 Modellsysteme fiir die Erforschung des Hepatitis C Virus in Zellkultur

Trotz der zahlreich unternommenen Versuche stellte sich die Vermehrung von HCV in
Zellkultur Gberraschenderweise als schwierig heraus. Die meisten Experimente basierten auf
der Kultivierung von primaren Zellen, die aus Gewebe von persistierend infizierten Patienten
isoliert wurden oder der Infektion von primaren Zellkulturen oder Zelllinien mit HCV %.
Allerdings war die Reproduzierbarkeit dieser Systeme gering und die niedrigen Level der
HCV-Replikation forderten den Einsatz von hochst sensitiven RT-PCR-basierten
Methoden %

Ein Durchbruch kam mit der Einfiihrung des Replikon-Systems durch Lohmann et al. in
1999 9. Dieses System basiert auf der autonomen Replikation von selektierbaren
subgenomischen HCV-RNAs, den sogenannten Replikons (Abbildung 1.3). Diese RNAs
leiten sich von einem Konsensus-Genom des Genotyps 1b ab, und zwar durch die Deletion
der kodierenden Region fir Core bis NS2 und die Insertion eines Selektionsmarkers
(Neomycinphosphotransferase (neo), verleiht Resistenz gegen das Cytostatikum G418). Die
Einfihrung einer zweiten IRES vom Encephalomyokarditis-Virus (EMCV) erlaubt die
Translation der nicht-strukturellen HCV-Proteine NS3 bis NS5B. Nach der Transfektion der
RNAs in die humane Hepatom-Zelllinie Huh7 % konnten einige wenige G418-resistente
Kolonien erhalten werden, die hohe Mengen an autonom replizierenden HCV-RNAs
enthielten *°. Diese Zellen sind ein geeignetes Hilfsmittel fiir die Erforschung der HCV-
Replikation. Werden die Replikon-Zellen unter kontinuierlichem Selektionsdruck passagiert,
zeigen die RNAs eine stabile Replikation und Translationslevel fiir viele Jahre .

Bei den Huh9-13-Zellen, die in der Arbeit verwendet wurden, handelt es sich um den Zellklon
9-13 einer Huh7-Zelllinie, die stabil mit dem HCV-Replikon I377/NS3-3" transfiziert wurden.

EMCV
neo NS3-3° 501 neo ] 3 E4B| 5A | 5B L3
IRES

Abbildung 1.3: Struktur des subgenomischen HCV-Replikons I377/NS3-3"

Das Replikon enthalt die 5" HCV-IRES (Nukleotide 1-377), eine EMCV-IRES und die HCV-Sequenzen
von NS3 bis zum 3’-Ende. Zusatzlich besitzt es ein Neomycinphosphtransferase-Gen (neo), welches
als Selektionsmarker dient.

Die ursprunglich generierten HCV-Replikons zeigten in Zellkultur nur niedrige
Replikationsraten. Durch Zellkultur-adaptive Mutationen, die in fast allen nicht-strukturellen
Proteinen auftreten und z. T. kiinstlich erzeugt werden, kommt es zu einer enorm verstarkten

Replikationsrate in Huh7-Zellen "% %101,
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Zusatzlich zu den subgenomischen Replikons wurden inzwischen auch Volllangen-Replikons
erzeugt, die in Huh7-Zellen effizient replizieren und es erlauben, alle Abschnitte des HCV-

Lebenszyklus zu erforschen 0%,

1.1.5 Zellulare Kofaktoren der HCV-Replikation

Viren sind obligatorisch intrazelluldre Parasiten, die bestdndig auf Wirtszell-Ressourcen
zurtickgreifen: neben der Verwendung von generellen zellularen Mechanismen wie
Translation, Energieversorgung und Sekretion rekrutieren viele Viren spezifische Wirtszell-
Faktoren flr besondere Zwecke. Diese Faktoren koénnten als Ziel von antiviralen
Therapeutika dienen und werden demzufolge extensiv untersucht. Einige zellulare Proteine,
die wichtig fur die RNA-Replikation von HCV sind, konnten bereits durch Proteom-Analysen,
wie das Yeast Two-Hybrid-System identifiziert werden. Eine Klasse sind RNA-bindende
Proteine. Neben den ribosomalen Proteinen sind auch andere Wirtszell-Faktoren in virale
Translationsprozesse involviert. So konnte belegt werden, dass PTB (polypyrimidine tract-
binding protein) mit NS3 und NS5B interagiert und durch Blockierung der Bindung von NS5B
an die 3'-NTR die virale Replikation hemmt, aber eine aktive Rolle als Enhancer der HCV-
Translation spielt '®®. NS5A hingegen interagiert mit dem RNA-bindenden Protein La ', und
Untersuchungen, in denen die La-Expression durch spezifische siRNA unterdrickt wurde,
legen nahe, dass La fiir eine effiziente HCV-Replikation erforderlich ist '°. Durch die
Verwendung von siRNA konnte auch nachgewiesen werden, dass Nucleolin ein Wirtsfaktor
ist, der mit NS5B interagiert '° und unabdingbar fiir die HCV-Replikation ist '%°.

Andere zellulare Proteine, die als Kofaktoren der viralen Replikation agieren, sind unter
anderem Amphiphysin I, VAP-A, VAP-B, Cyclophilin B, a-Actinin, und PRK2.

Bei Amphiphysin Il handelt es sich um ein multifunktionelles Adapterprotein, das in der
Clathrin-vermittelten Endozytose impliziert ist. NS5A interagiert mit Amphiphysin 1l " und
diese Interaktion resultiert in der Reduktion der Phosphorylierung von NS5A """,

Sowohl NS5A als auch NS5B interagieren mit hVAP-A (human vesicle-associated-
membrane-protein associated protein A) ''?. hVAP-A, ein tSNARE-Protein (target-membrane
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor), ist Uiberwiegend mit
dem ER, dem Golgi und pralysosomalen Membranen assoziiert und spielt wahrscheinlich
eine Rolle beim intrazellularen Vesikeltransport. Die Interaktionen mit NS5A und NS5B sind
daher maoglicherweise verantwortlich fir die Assoziation der HCV-Replikationskomplexe an
Cholesterin-reiche Lipid rafts . Des Weiteren filhrt der Knockdown von hVAP-A durch
siRNA zur Inhibition der viralen RNA-Replikation "'*. Im Jahr 2005 konnte auch eine

Interaktion zwischen VAP-B mit NS5A und NS5B beschrieben werden ''°. So spielen beide
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Proteine, VAP-B zusatzlich zu hVAP-A, eine wichtige Rolle bei der Replikation des HCV-
Genoms.

Cyclophilin B (CyPB) ist ein Cyclosporin A-bindendes Chaperon mit einer Peptidyl-Prolyl-
Isomerase-Aktivitat. CyPB gehdrt zur Familie der Immunophiline und ist am ER lokalisiert. Es
konnte belegt werden, dass CyPB direkt mit NS5B interagiert und erforderlich fir eine
effiziente Replikation ist ''°. Es stimuliert die RNA-Synthese durch Modulation der RNA-
Bindungsaktivitdt von NS5B. Cyclosporin A beeintrachtigt diese Regulation der NS5B-RNA-
Bindung durch CyPB und inhibiert so die Replikation """

a-Actinin ist ein Mitglied der Superfamilie der Aktin-bindenden Proteine und interagiert direkt
mit NS5B. Befunde legen nahe, dass a-Actinin eine Komponente des HCV-
Replikationskomplexes ist und durch Modulation der Polymerase-Aktivitdt von NS5B eine
Rolle bei der viralen Replikation spielt ''®. NS5B interagiert durch a-Actinin eventuell auch mit
Aktin.

Bei PRK2 handelt es sich um die Proteinkinase-C-ahnliche Kinase 2, die den Befunden von
Kim et al. zufolge mit der NS5B-Polymerase interagiert und diese phosphoryliert ''°. Die
HCV-Replikation wird durch die Phosphorylierung von NS5B durch PRK2 reguliert; so wird
durch PRK2-spezifische siRNA nicht nur die NS5B-Phosphorylierung supprimiert, sondern
auch die virale Replikation gehemmt. Eine Uberexpression von PRK2 hingegen verstarkt die
Replikation signifikant, was auf einen positiven Effekt der NS5B-Phosphorylierung auf die
virale Replikation hindeutet.

Durch Screening einer siRNA-Bibliothek, die gegen humane Proteinkinasen gerichtet ist,
konnten 3 weitere Kinasen identifiziert werden, durch deren Silencing die viralen RNA- und
Protein-Level im HCV-Replikon-System reduziert wurden. Diese Kinasen, die in die HCV-
Replikation involviert zu sein scheinen, sind CSK, Jak 1 und Vrk1 %,

Trotz der zahlreichen mittlerweile identifizierten zellularen Kofaktoren der HCV-Replikation ist
der Mechanismus der viralen RNA-Synthese immer noch grofdtenteils unklar. Die Interaktion
von zelluldren und viralen Proteinen ist in vielen Fallen erwiesen und ein Effekt auf die virale
Replikation nachgewiesen, doch die Funktionen und das Zusammenspiel der verschiedenen

zellularen und viralen Faktoren sind noch weit davon entfernt, verstanden zu sein.
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1.2 Zellulare Hydratation

1.2.1 Dynamik der Zellhydratation

Der zellulare Hydratationszustand ist dynamisch und kann sich innerhalb von Minuten durch
den Einfluss von Anisoosmolaritat, Hormonen, Nahrstoffen und oxidativen Stress andern
(siehe Abbildung 1.4) "%,

H,O
Hormone Hormone
- Insulin - Glukagon, cAMP
- Wachstumsfaktoren - Adenosin
- Phenylephrin - Vasopressin
- Bradykinin - extrazellulares ATP

Aminosauren
Gallensauren
ras-Onkogen

- Serotonin
Oxidativer Stress
Urea

Expression Hyperosmolaritat
Hypoosmolaritat

Abbildung 1.4: Modulatoren des Zellvolumens

Die genannten Effektoren beeinflussen die Aktivitdt von lonen- und Substrattransportsystemen und
bewirken durch Schaffung oder Dissipation eines osmotisch wirksamen Gradienten Zellschwellung
bzw. Zellschrumpfung (verandert nach Haussinger & Schliess '?', Haussinger '%%).

Bereits geringe Anderungen der zelluldren Hydratation agieren als separates und potentes
Signal fiir die Regulation des zellularen Metabolismus und der Genexpression '?*'%_ Dieses
Regulationsprinzip wurde in erster Linie an Leberzellen erarbeitet; es gilt aber auch fir eine
Vielzahl anderer Zellen wie Makrophagen, Astrozyten, Fibroblasten und Muskelzellen %% 1%
Hepatozyten reagieren innerhalb von Sekunden nach hypo- oder hyperosmotischer
Exposition mit einer Zellvolumenzunahme bzw. Zellvolumenabnahme wie nahezu perfekte
Osmometer bevor sie regulatorische Volumenabnahme-Mechanismen (regulatory volume
decrease; RVD) bzw. Volumenzunahme-Mechanismen (regulatory volume increase; RVI)
aktivieren 122 128133,

Die meisten hypoosmotisch geschwollenen Zellen vollziehen eine RVD durch die
Freisetzung von anorganischen lonen, wie K*, Na*, CI" und Bicarbonat, sowie durch die

Freisetzung organischer Osmolyte wie Taurin und Betain (Abbildung 1.5) "% 1%,
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Die hyperosmotisch induzierte Volumenzunahme (RVI) wird kurzzeitig durch die Aktivierung
des CI7HCO3™- und Na*/H*-Austauschers und des Na*/K*/2CI-Kotransporters reguliert "% 3"
3 Ein isoosmotischer Austausch von anorganischen lonen gegen kompatible organische
Osmolyte wie Taurin und Betain erlaubt eine Langzeit-Adaption an dehydrierende
Bedingungen (Abbildung 1.5) 13,

Weder RVD noch RVI stellen das initiale Zellvolumen vollstdndig wieder her. Die Zellen
verbleiben in leicht geschwollenen bzw. geschrumpften Zustand, der als Signal fir die

Modifikation der zelluldren Funktionen agiert '2* 13 1%,

H20 lonen
AN n n
" Organische " RVD
Osmolyte
Hypoosmolaritat
Na*
Aktivierung von
_ lonenkanilen _ Nﬁi
Y " Toocr )
Hzo Cl
Hyperosmolaritat l

Organische
Osmolyte

KCI

A

Organische

Osmolyte 4
lonen

Langzeit-Adaption

Abbildung 1.5: Zellvolumenregulation

Hypoosmotisches Schwellen induziert eine regulatorische Volumenabnahme (regulatory volume
decrease; RVD), wahrend hyperosmotisches Schrumpfen eine regulatorische Volumenzunahme
(regulatory volume increase; RVI) verursacht. Die RVI wird kurzfristig durch Elektrolytaufnahme
reguliert, bevor durch isoosmotischen Austausch von Elektrolyten gegen kompatible organische
Osmolyte eine Langzeit-Adaption an dehydrierende Bedingungen geregelt wird (verandert nach
Schliess & Haussinger ' %),

Die Transportsysteme, die an RVD und RVI beteiligt sind, kénnen auch durch
Wachstumsfaktoren und apoptotische Stimuli aktiviert werden, was somit zu
Volumenveranderungen und Aktivierung von Volumen-abhangig regulierten, intrazellularen
SignalUbertragungs-Mechanismen unter isoosmotischen Bedingungen flhrt und so eine Art
,second transmitter*-Funktion Gibernimmt 33 136

Verallgemeinernd lasst sich sagen, dass eine Volumenzunahme im Hepatozyten anabole

Stoffwechselprozesse und die Proliferation fordert, wohingegen eine Zellvolumenabnahme
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eine katabole Stoffwechselsituation im Hepatozyten induziert, Insulinresistenz vermittelt,
sowie die Zellen fiir apoptotische Signale sensitiviert 122 124126130 133,135,136, 138

Der Einfluss der Zellhydratation auf die Zellfunktion erfordert Strukturen, die die
Volumenveranderungen registrieren (Osmosensing) und intrazellulare Signalwege in
Richtung der Effektoren aktivieren (Osmosignaling) ' 139141,

Eine Vielzahl an zelluldren Signaltransduktionskomponenten, die durch anisoosmotische
Zellvolumenverénderung beeinflusst werden, wurde bereits charakterisiert "% ', So fiihrt die
Leberschwellung beispielsweise zur Aktivierung von MAP-Kinasen und der PIl-3-Kinase '%*

13910 ynd eine Schrumpfung zur Aktivierung des CD95-Systems und zur Produktion von

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 33142,

Die Mechanismen des Osmosensings dagegen sind bisher nur unvollstandig verstanden.
Neuere Studien deuten aber darauf hin, dass das Integrinsystem eine bedeutende Rolle als
Osmosensor bei der Hepatozytenschwellung spielt '** 1 143145 Bej den Integrinen handelt
es sich um eine Familie von extrazellularen Matrix-Adhasions-Molekllen, die in die
Mechanotransduktion und in Wachstumsfaktor-induzierte Signalwege involviert sind "7,

Inwieweit Integrine und andere Osmosensoren eine Rolle bei der Registrierung der
Zellschrumpfung spielen, ist noch weitgehend unbekannt '. Kiirzlich konnte aber gezeigt
werden, dass eine hyperosmotisch-induzierte Zellschrumpfung von Hepatozyten

madglicherweise durch endosomale Kompartimente registriert wird "2,

1.2.2 Zellulare Hydratation und virale Replikation

Der Hydratationszustand der Zelle ist nicht nur flr die Expressionskontrolle von

zellspezifischen Genen wichtig, sondern beeinflusst auch die virale Replikation '?" 132,

Bereits in den 1960er und 70er Jahren konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung der

149, 150

extrazellularen NaCl-Konzentration zur Inhibition der Poliovirus- und der Friend-

Murine-Leukemia-Virus-Produktion "', sowie zur Abnahme der Replikation des
Reticuloendotheliose-Virus '°2, des Sindbis-Virus '** '** und des Influenza Virus '*° fiihrt. Des
Weiteren ist die Infektion von MDCK-Zellen mit dem Vesikular-Stomatitis-Virus durch
Erhéhung der extrazellularen K'-Konzentration auf Kosten der Na’-Konzentration

t ' ein Schritt der Zellschwellung induziert 2. In einer U1-Zelllinie, die zwei

beeintrachtig
Kopien des HIV-Genoms enthalt, fiihrt eine Erhéhung der Osmolaritat durch NaCl zu einer
Hochregulation der HIV-Produktion **’.

Der hepatozellulare Hydratationszustand beeinflusst auch die Replikation des Hepatitis B

137

Virus Im Entenhepatitis-Modell steigert die hyperosmotische Zellschrumpfung die

Synthese der viralen DNA, RNA und der viralen Proteine, wohingegen die hypoosmotische
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Zellschwellung die virale Replikation hemmt '*®, In Ubereinstimmung mit der Kontrolle der
viralen Replikation durch die zelluldre Hydratation, fuhrt auch Insulin, was bekanntermallen
eine Zellschwellung induziert, zur Abnahme der Genexpression des Hepatitis B Oberflachen-
Antigens in humanen Hepatomazellen "% ',

Inwieweit die Replikation von HCV durch den Hydratationszustand der Zelle beeinflusst wird,

ist bislang noch unbekannt.

1.3 Die Src-Protein-Tyrosin-Kinasen

1.3.1 Expression und Aufbau der Src-Kinasen

Bei der Familie der Src-Protein-Tyrosin-Kinasen handelt es sich um Nicht-Rezeptor-
Phosphotyrosin-Kinasen, die in vielen Signaltransduktionswegen eine Rolle spielen und an
der Regulation der Proliferation, Differenzierung, Migration, Apoptose und anderer Vorgange
in der Zelle beteiligt sind '®'. Die Familie umfasst acht gut charakterisierte Mitglieder: c-Src,
Fyn, Yes, Fgr, Hck, Lyn, Blk und Lck, die in zwei Subfamilien gruppiert werden kénnen, die
Src-verwandten (c-Src, Fyn, Yes und Fgr) und die Lyn-verwandten (Lyn, Hck, Lck und Blk).

162

Des Weiteren gibt es drei Src-Kinasen-ahnliche Kinasen Brk, Frk und Srm . Das

Expressionsmuster der Src-Kinasen ist in Tabelle 1.1 wiedergegeben.

Tabelle 1.1: Expression der Src-Kinasen (nach Thomas & Brugge ")

c-Src Ubiquitar, zwei Neuron-spezifische Isoformen

Fyn Ubiquitar, T-Zell-spezifische Isoform (FynT)

Yes Ubiquitar

Far myeloide Zellen, B-Zellen

Hck myeloide Zellen (zwei verschiedene Translationsstarts)

Lyn ZNS, B-Zellen, myeloide Zellen; zwei alternative Spliceformen
Blk B-Zellen

Lck T-Zellen, NK-Zellen, ZNS

Die Mitglieder der Src-Kinase-Familie weisen eine konservierte Domanen-Organisation auf
(Abbildung 1.6) . Am aminoterminalen Ende befindet sich die Src-Homologie (SH)-

Doméane 4, daran schlielft sich die ,unique“-Domane an und dann die Protein-
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Interaktionsdomanen SH3 und SH2. Am carboxyterminalen Ende befindet sich eine
katalytische Domane (SH1) und ein regulatorisches Segment '%* ¢,

Die SH4-Domane enthalt eine Myristylierungsstelle, die verantwortlich fur die Lokalisierung
der Src-Kinase an die Membran ist '%. Neben der irreversiblen Myristylierung des Glycins an
Position 2, die allein nicht ausreichend fiir eine Membranassoziation scheint, konnen bei fast
allen Src-Kinasen Cysteine in der SH4-Domane palmityliert werden '®. Die Bindung des
Palmitats ist reversibel und kann Uber eine intrazelluldre Relokalisation der Src-Kinasen die

Interaktion mit unterschiedlichen Signalwegen steuern "%

Tyr 416:

Myristylierung Autophosphorylierung

Tyr 527:
Deaktivierung
Typ Il

helix
SH4[H Unique SH3 SH2 W— SH1 -
1
Membran- negative negative Regulation, Kinasedoméne negative
lokalisation Regulation, Substraterkennung, Regulation
Cytoskelett- Signalempfang
lokalisation,
Substrat-
erkennung

Abbildung 1.6: Struktur der Src-Kinasen am Beispiel von ¢c-Src

Die Src-Kinase besitzt vier Src-Homologie (SH)-Domanen und eine einzelne aminoterminale Unique-
Domane mit unbekannter Funktion. Die bisher bekannten Funktionen der verschiedenen Doméanen
sind angegeben. Die SH1-Domane enthalt die Kinasedomane und einen konservierten Tyrosinrest,
der in Autophosphorylierung involviert ist (verandert nach Boggon & Eck 167).

Die ,unique“-Domane ist spezifisch fir jede Src-Kinase. Die Sequenz variiert in hohem Male
zwischen den verschiedenen Familien-Mitgliedern %8 und es wird angenommen, dass diese
Region wichtig ist flr die Vermittlung von Interaktionen mit Rezeptoren oder Proteinen, die
spezifisch sind fiir jede Src-Kinase .

Bei der SH3-Doméne und der SH2-Domane handelt es sich um Protein-Protein-
Interaktionsdomanen. Die SH3-Domane bindet prolinreiche Regionen mit der Konsensus-
Sequenz PXXP, wobei umgebende Aminosauren zusatzliche Affinitdit und Spezifitat

1 Die SH2-Doméne interagiert mit Liganden, die phosphorylierte Tyrosinreste

verleihen
enthalten "%,

Die letzte Domane ist die Kinase- oder SH1-Domane, die aus zwei Einheiten besteht und flr
die enzymatische Aktivitdt und die Substratspezifitat verantwortlich ist ' '®* Bestimmte
Aminosauren innerhalb dieser Doméne sind stark konserviert unter allen Kinasen und wichtig
fur die ATP-Bindung und die Phosphotransfer-Reaktion. Innerhalb der Kinase-Domane
befindet sich eine Autophosphorylierungstelle (Tyrosin 416) in einer Region, die als
Aktivierungsloop bezeichnet wird .

Das carboxyterminale regulatorische Segment spielt eine bedeutende Rolle in der
Regulation der Kinase-Aktivitat und enthalt eine autoinhibitorische Phosphorylierungsstelle

(Tyrosin 527) .
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1.3.2 Regulation der Src-Kinasen

Die Aktivitat von Src-Kinasen wird durch komplexe intramolekulare Interaktionen reguliert,
sowie durch den Phosphorylierungsstatus der beiden wichtigen Phosphorylierungsstellen
Tyrosin 416 und Tyrosin 527 ' °_|n der inaktiven Konformation ist das carboxyterminale
Tyr527 phosphoryliert und interagiert mit der SH2-Domane. Die SH3-Domane interagiert mit
der Linker-Region zwischen der SH2-Domane und der aminoterminalen Kinase-Einheit, die
eine PPII-Helixstruktur ausbildet (Abbildung 1.7). Diese intramolekularen Interaktionen

supprimieren die Kinase-Aktivitdt um mehr als 98% durch Konformationsédnderung der

169 171

Kinase-Domane und konnten durch Aufklarung der Kristallstrukturen von Src und
Hck '"? bestatigt werden. Die Src-Kinasen kénnen nicht nur durch Dephosphorylierung von
Tyr527 aktiviert werden, sondern auch durch Bindung der SH2-Domane an spezifische
Phosphotyrosine in Liganden oder durch Bindung der SH3-Domane an prolinreiche Motive in
Zielproteinen. Dies resultiert in Autophosphorylierung in trans des konservierten Tyr416 und
zur Stabilisierung der aktiven Konformation ' ', Durch den Konformationswechsel &ffnet
sich die Kinase und erreicht ihre maximale Aktivitat.

Die Inaktivierung der Src-Kinasen durch Phosphorylierung des carboxyterminalen Tyrosins
erfolgt durch die C-terminale Src-Kinase (CSK) oder die CSK-homologe Kinase (CHK) '"°.
Die Aktivitat dieser Kinasen ist somit kritisch fiir die negative Regulation der Src-Kinasen '"°.
Uber die Phosphatasen, die fir die Dephosphorylierung der konservierten Tyrosine
verantwortlich sind, ist nur wenig bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, dass
Phosphatasen wie PEP, TC-PTP, SHP-1 und CD45 an der Regulation der Aktivitat von Src-

Kinasen beteiligt sind %2,

Basale Aktivitat Aktivierte Kinase

SH3-Ligand

Kinase

lPhosphoryIierung

Y
416
Kinase
Dephosphorylierung
Y
416

C Y527

Abbildung 1.7: Aktivierung der Src-Kinase
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Die linke Seite zeigt die inaktive Konformation von Src, in der das phosphorylierte Tyrosin 527 mit der
SH2-Domane interagiert und die SH3-Domane mit dem Linker zwischen der SH2- und der Kinase-
Domane. Der mittlere Teil veranschaulicht verschiedene Mechanismen, die in die Aktivierung von Src
involviert sind. Rechts dargestellt ist die aktive Konformation mit dem phosporylierten Tyrosin 416
(verandert nach Martin 7).

1.3.3 Die Src-Kinase c-Src

Der Prototyp der Src-Kinase-Familie c-Src ist Gegenstand ausgedehnten Interesses,
entweder in Form von v-Src, einer aktivierten Form, die durch ein transformierendes Gen
(v-Src) des Rous-Sarkom-Virus (RSV) kodiert wird, oder in Form von c-Src, kodiert durch das
c-Src-Gen von multizellularen Organismen '"°. Vor beinahe einem Jahrhundert beschrieb
Peyton Rous erstmals ein Virus, welches das Wachstum von Tumoren in Huihnern
verursacht, und erkannte, dass die Injektion von zellfreien Extrakten dieser Tumore in naiven
Tieren erneut Tumore auslést '®* '8, Das v-Src-Gen, welches fiir die Transformation durch
das Rous-Sarkom-Virus verantwortlich ist, wurde in den 1970er Jahren im viralen Genom
identifiziert und sequenziert "*® '"°. Die v-Src Sequenz ist konserviert im Vertebraten-Genom,
was andeutet, dass v-Src von einem humanen Gen abstammt, welches durch
Rekombination in das virale Genom inkorporiert wurde '®°. Es differiert in der Sequenz zu
c-Src in der Deletion der negativ-regulatorischen carboxyterminalen Doméane und

Punktmutationen im gesamten Gen ™% 1.

Im Gegensatz zu v-Src ist c-Src kaum
transformierend, in Ubereinstimmung mit seiner Rolle als Proto-Onkogen, welches nach
Aktivierung oder Mutation als Onkogen fungieren kann *®°.

Wie bereits erwahnt, wird c-Src ubiquitar exprimiert; allerdings exprimieren Neuronen,

%4 In Neuronen

Osteoklasten und Thrombozyten 5-200-fach hohere Level des Proteins
werden zudem zwei alternativ gespleiste Formen von c-Src exprimiert, die 6- oder 11-
Aminosaure-Insertionen in der SH3-Domane enthalten '®.

Der Proteinlevel und der Level der Aktivitdt von c-Src werden durch eine Reihe von
Mechanismen reguliert. Inaktivierung von c-Src erfolgt durch die CSK, die das konservierte
carboxyterminale Tyrosin (Tyr527) phosphoryliert. Dies wird aufgehoben durch
Phosphatasen wie die Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B), was zur Aktivierung von
c-Src fuhrt. Die Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie EGFR, fihrt zu deren
Assoziation mit der SH2-Doméane von c¢-Src, was die inhibitorischen intramolekularen
Interaktionen stért und die Aktivierung von c-Src férdert. Andere Proteine, wie das Crk-
assoziierte Substrat (CAS) und FAK, binden die SH2- und SH3-Doméane und foérdern die
Aktivierung von c-Src durch einen ahnlichen Mechanismus. Der Proteinlevel von c-Src wird
durch die E3-Ubiquitin-Ligase CBL Uber Ubiquitinylierung und nachfolgende proteasomale

Degradation negativ reguliert. Die Funktion von c-Src kann zudem durch die Regulation
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seiner zelluldren Lokalisation moduliert werden; so ist inaktives c-Src in perinuklearen
Regionen lokalisiert, aktiviertes c-Src dagegen wird zur Zell-Peripherie an die
Plasmamembran transloziert, wo es mit membrangebundenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
oder Integrinen interagieren kann .

c-Src ist ein wichtiges Molekil in einem komplexen Netzwerk von interagierenden Proteinen.
Eine grol3e Anzahl von c-Src-Substraten konnte bisher identifiziert werden, zu denen fokale
Adhasionsproteine, Adaptorproteine und Transkriptionsfaktoren zahlen "®®. In Abbildung 1.8
sind einige vereinfachte Beispiele der c-Src-regulierten Signalwege dargestellt. Diese
beinhalten den Ras-Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (Ras-MAPK)-Signalweg, der die fos-
Expression  durch  Phosphorylierung von  Mitgliedern der  Ets-Familie  von
Transkriptionsfaktoren  reguliert, den  Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt  (PI3K-Akt)-
Signalweg, der die Translationsinitiation und das Zell-Uberleben reguliert, und der Stat3-

Signalweg, der die Expression von myc und cyclin D1 reguliert ''".

L i —_—
Substrate Docking Adaptoren Tyrosinkinasen Substrate an

an fokalen Proteine Zell-Zell-
Adhésionen GEFs Kontakten

|

PI3K Ras Stat3

PDK1 l Raf

Akt MEK

Y

BAD mTOR MAPK

!

[ Translationsinitiation, Metabolismus ]
v s
Ets/TCF pSTAT3
l Myc
Fos Cyclin D1

v ¥ v v [ v
[ wotitat | | Proliferation und Uberleben | [Zzelzel-Adnasion

Abbildung 1.8: Src-regulierte Signalwege

Src phosphoryliert Substrate im Cytosol, an der inneren Plasmamembran, an Zell-Matrix- oder Zell-
Zell-Adhasionen. Tyrosin-Phosphorylierung kann die Funktion dieser Proteine direkt beeinflussen.
Alternativ dienen die Phosphotyrosyl-Reste als Bindestelle flr Proteine mit SH2-Doméanen. Diese
Signaling-Komplexe initiieren Signalwege, die Proteinsynthese, Genexpression, Zytoskelettanordnung
und viele andere Aspekte der Zellfunktion regulieren (verandert nach Martin '"").

Die Uberexpression des c-Src-Proteins und eine Zunahme seiner spezifischen Aktivitat

konnte in zahlreichen Krebsarten beobachtet werden, wobei es in die Entwicklung,

182

Wachstum, Progression und Metastasierung der Tumore verwickelt ist In zwei

Veroffentlichungen konnten seltene, aber mdglicherweise bedeutende Punktmutationen

identifiziert werden, die c-Src genau carboxyterminal des regulatorischen Tyrosin 527

183

trunkieren, was in die Aktivierung von c-Src in Colon- und endometrialen Tumoren
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resultiert '®*. In anderen Tumoren konnte diese Mutation bisher aber noch nicht identifiziert
werden. Da c-Src in einer grol3en Anzahl von humanen Tumoren haufig aktiviert ist, ist es ein
Ziel der Arzneimittel-Therapie. Zahlreiche Inhibitoren werden bereits in frihen Phase |- oder
praklinischen Studien getestet "°°.

In Anbetracht der schweren Konsequenzen der hyperaktiven Form sind die Konsequenzen
eines defekten c-Src-Gens iiberraschend mild '®°. Mause mit c-Src -/- Null-Mutationen sind
lebensfahig, und das einzige Defizit in diesen Mausen ist Osteopetrosis, eine Erkrankung,
die aus einer mangelnden Knochenresorption durch Osteoklasten resultiert '® "% Dieser
Phanotyp kann dadurch erklart werden, dass Fyn und Yes, die eine ahnliche ubiquitare
Verteilung besitzen wie c-Src, das Fehlen von c-Src in allen Geweben bis auf die

Osteoklasten kompensieren kénnen "7 1%,

Src-Kinasen sind ein verbreitetes Target fir virale Interferenz mit zellularen Signalwegen, vor
allem im Fall von Viren die chronische Infektionen etablieren '®. So ist bereits dokumentiert,
dass c-Src in den Replikationsprozess einiger Viren wie HBV '®°, HIV ' und HSV ™
involviert ist.

Auch fir die Replikation der Familie der Flaviviridae scheinen Src-Kinasen notwendig. Bei
dem Denguevirus (DENV) handelt es sich um ein durch Moskitos Ubertragenes Flavivirus.
2007 konnten Chu & Yang zeigen, dass Inhibitoren von c-Src einen starken inhibitorischen
Effekt auf das Denguevirus aufweisen. So blockiert der Src-Inhibitor Dasatinib die DENV-
Infektion primar durch Inhibition der Bildung von infektidsen Virus-Partikeln innerhalb der
virusinduzierten membranésen Replikationskomplexe '®. Die virale RNA-Synthese oder die
virale Genexpression dagegen scheinen nicht beeinflusst zu werden.

Auch im Fall des West-Nil-Virus (WNV) konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat einer Src-
Kinase (Yes) notwendig ist fiir den viralen Replikationszyklus '®*. Die erhdhte Aktivitat von
Yes wahrend einer WNV-Infektion beeinflusst nicht die Synthese der viralen RNA oder der
viralen Proteine, sondern spielt vielmehr eine Rolle bei der Migration der Virionen vom ER
durch den sekretorischen Weg. So flhrt die Inhibition von Yes zu einer Reduktion der
Produktion von infektidsen Viren.

Fir das Hepatitis C Virus wurde beschrieben, dass NS5A einige Mitglieder der Src-Kinase-
Familie bindet und deren Kinaseaktivitat reguliert '**. So interagiert NS5A mit den SH3-
Doménen von Hck, Lck, Lyn und Fyn, aber interessanterweise nicht mit c-Src selbst. Die
Interaktionen modulieren die Kinaseaktivitat der Src-Kinasen, so werden Hck, Lck und Lyn
inhibiert, Fyn dagegen aber aktiviert. Dies kdnnte moglicherweise ein Rolle spielen entweder
bei der Virus-Replikation oder der Pathogenese. Spatere Studien konnten zeigen, dass
NS5A auch mit c-Src interagiert und diese aktiviert, wobei die Bindung aber Uber andere

Regionen als die SH3-Doméne stattzufinden scheint ''" 19 1%,
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Wie im Vorhergehenden erldutert, erreicht die derzeitige Kombinationstherapie mit
pegyliertem IFN-a und Ribavirin nur eine Effektivitdt von ca. 50%, so dass die Entwicklung

von neuen antiviralen Strategien gegen HCV dringend notwendig ist.

Fir eine Vielzahl von Viren konnte bereits gezeigt werden, dass Anisoosmolaritat die virale
Replikation beeinflusst. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss von Anisoosmolaritat
auf die HCV-Replikation im subgenomischen Replikon-Modell analysiert werden und nach

Méglichkeit daran beteiligte zellulare Faktoren charakterisiert werden.

Im zweiten Teil widmet sich die Arbeit der Frage, inwieweit c-Src einen Einfluss auf die HCV-
Replikation besitzt, um so vielleicht einen Einblick in neue zellulare Kofaktoren der viralen

Replikation zu erlangen.

Die Arbeit befasst sich schlieldlich in einem dritten Teil mit der Generierung und
Charakterisierung von rekombinanten Antikérperfragmenten gegen essentielle Motive von
NS5B. Diese sollen durch einen Phagen-Display aus einer humanen HCV-spezifischen
Phagenbibliothek selektiert werden. Ausgesuchte Antikorperfragmente sollen in
molekularbiologischen und proteinbiochemischen Analysen naher charakterisiert werden und

auf ihr mogliches inhibitorisches Potential hin untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

21 Materialien, Substanzen und Losungen

Materialien fur die Zellkultur

25 cm? Gewebekulturflaschen
75 cm? Gewebekulturflaschen
35 mm Gewebekulturplatten

60 mm Gewebekulturplatten
100 mm Gewebekulturplatten
24 Well-Gewebekulturplatten
Minisart Plus Sterilfilter 0,2 ym
Minisart Plus Sterilfilter 0,45 um

Zellkulturmedien und Zusatze

DMEM/Nutrient Mix F-12

DMEM (ohne NaCl und Phenolrot)
DMSO

FCS

G418 (Geneticin)

OptiMEM

PBS

Penicillin/Streptomycin

Sf-900 Il SFM

Trypsin/EDTA

Reagenzien und Feinchemikalien

Alpha-*P-dATP
Ampicillin

Aprotinin

Benzamidin
-Glycerophosphat
Bradford Protein-Assay

Greiner; Solingen, Deutschland
Greiner; Solingen, Deutschland
Falcon; Heidelberg, Deutschland
Falcon; Heidelberg, Deutschland
Falcon; Heidelberg, Deutschland
Nunc; Wiesbaden, Deutschland
Sartorius; Géttingen, Deutschland

Sartorius; Géttingen, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland

PAA-Laboratories; Linz, Osterreich
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Cytogen; Sinn-Fleisbach, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Cytogen; Sinn-Fleisbach, Deutschland

MP Biomedicals; lllkirch, Frankreich

Sigma; Miinchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
BioRad; Hercules, USA
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BSA
c-Src siRNA/siAb Assay Kit
c-Src siRNA

Chloramphenicol
DEPC

DTT

GFP siRNA

Glutathion-Sepharose 4B
Glyoxal

Kanamycin

Leupeptin

Lipofectamine 2000
Magermilchpulver
Mounting Medium
Mounting Medium mit DAPI
Na-Pyrophosphat
Ni-NTA-Agarose

Pefabloc

PMSF

Protein G PLUS-Agarose
ReBlot mild

Tetrazyklin

Triton X-100

Western Lightning Plus ECL

Kits

HiSpeed Plasmid Maxi Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit
QIlAquick PCR Purification Kit
QlAshredder

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

PAA-Laboratories; Linz, Osterreich
Upstate; Billerica, USA

Eurofins MWG Operon; Ebersberg,
Deutschland

Fluka; St. Gallen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Eurofins MWG Operon; Ebersberg,
Deutschland

GE Healthcare; Freiburg, Deutschland
Fluka; St. Gallen, Schweiz

Sigma; Miinchen, Deutschland
Sigma; Miinchen, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
AppliChem; Darmstadt, Deutschland
Dako; Hercules, USA

Vector; Burlingame, USA

Sigma; Karlsruhe, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland

Fluka; St. Gallen, Schweiz

Roche; Mannheim, Deutschland
Santa Cruz; Heidelberg, Deutschland
Chemicon; Temecula, USA

Fluka; St. Gallen, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
Perkin Elmer; Waltham, USA

Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
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PCR und Klonierung

BL21

dNTP Mix
IPTG

JM109
Oligonukleotide

One Shot Top10 Zellen
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Restriktionsenzyme

Sequenzierreaktionen

Smart Ladder

Power SYBR® Green PCR Master Mix
T4-DNA-Ligase

XL1-Blue

Phagen-Display

ABTS Tabletten

Buffer for ABTS

Detection Module Recombinant Phage
Antibody System

HB2151

pNPP

RNase Inhibitor

Streptavidin

Inhibitoren

Genistein
Herbimycin A
L-JNKI
N-Acetylcystein
Okadainsaure
SB202190

Promega; Madison, USA

Roche; Mannheim, Deutschland
Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland
Promega; Madison, USA

Eurofins MWG Operon; Ebersberg,
Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs; Ipswich, USA
New England Biolabs; Ipswich, USA
Eurofins MWG Operon; Ebersberg,
Deutschland

Eurogentec; Koéln, Deutschland
Applied Biosystems; Foster City, USA
New England Biolabs; Ipswich, USA
Stratagene; La Jolla, USA

Roche; Mannheim, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland

Amersham; Freiburg, Deutschland

Amersham; Freiburg, Deutschland
Sigma; Munchen, Deutschland
Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland
Fluka; St. Gallen, Deutschland

Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Alexis; San Diego, USA

Sigma; Minchen, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland

Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
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SU6656
PD98059
PP2

Primarantikorper

B-Actin, monoklonal
Digoxigenin-AP, Fab fragments
Flag M1, monoklonal

GAPDH, monoklonal

GFP, monoklonal

GST, polyklonal

His (C-terminal), monoklonal
HisG, monoklonal

NS5A, monoklonal

NS5B (5B-3B1), monoklonal
NS5B (5B-12B7), monoklonal
NS3, monoklonal
Phosphotyrosin (4G10), monoklonal
Src (GD11), monoklonal

Src, polyklonal

418

Src (pTyr*™®), monoklonal

529
)

Src (pTyr’*®), polyklonal

Tetra-His HRP Konjugat, monoklonal

Sekundéarantikorper

Anti-Kaninchen (HRP-konjugiert)
Anti-Maus (HRP-konjugiert)
Anti-Maus (Cy3-konjugiert)
Vektoren

pAK100

pAK400

Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland

Abcam; Cambridge, USA

Roche; Mannheim, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Biodesign; Saco, USA

Santa Cruz; Heidelberg, Deutschland
Cell Signaling; Danvers, USA
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Abcam; Cambridge, UK

Alexis; San Diego, USA

Alexis; San Diego, USA

Abcam; Cambridge, UK

Upstate; Billerica, USA

Upstate; Billerica, USA

Cell Signaling; Danvers, USA
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Calbiochem; Bad Soden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland

DAKO; Hercules, USA
DAKO; Hercules, USA
Jackson; West Grove, USA

Prof. Dr. Plickthun; Universitat Zirich,
Schweiz
Prof. Dr. Plickthun; Universitat Zurich,

Schweiz



Material und Methoden

24

pcDNA3.1+
pECFP-N1
pEYFP-C1
pGEX-6P-3

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Clontech; Mountain View, USA
Clontech; Mountain View, USA

Amersham; Freiburg, Deutschland

Nicht aufgefiihrte Chemikalien zur Herstellung der Pufferlésungen wurden von Merck

(Darmstadt, Deutschland), Sigma (Taufkirchen, Deutschland) oder Fluka (St. Gallen,

Schweiz) bezogen und wiesen den Substanz-Reinheitsgrad pro analysi auf.
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2.2 Methoden

2.21 Zellbiologische Arbeitsmethoden

Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Zelllinie Beschreibung
Huh7 humane, hepatozelluldre Karzinom-Zelllinie "’
Huh9-13 Zellklon 9-13 einer Huh7-Zelllinie, stabil transfiziert mit einem

subgenomischen HCV-Genom des Genotyps 1b.
HCV-Replikon: 1577/NS3-3" - 1%
Zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Bartenschlager (Heidelberg).

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM/Nutrient Mix-F12 (supplementiert mit 10%
Komplement-inaktiviertem FCS und im Fall der Huh9-13-Zellen mit 1 mg/ml Geneticin), in
einer wassergesattigten Atmosphare im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,. Zum
Passagieren wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit
Trypsin/EDTA von der Kulturflasche gelést und mit frischem Medium in neue
Zellkulturflaschen Uberpipettiert. Fir die Langzeit-Lagerung wurden die Zellen in einem
Einfriermedium, bestehend aus dem Kulturmedium und 10% DMSO, bei -80 °C eingefroren.

Die in der Arbeit verwendeten anisoosmotischen Medien basieren auf einem DMEM-Medium
ohne NaCl. Hypoosmotisches Medium (~205 mosmol/l) wurde durch eine 2:3 Mischung
dieses Mediums mit normoosmotischen DMEM/F12-Medium (~305 mosmol/l) hergestellt.
Hyperosmotisches Medium wurde durch Zugabe von 1,66 g NaCl pro 100 ml DMEM-Medium
ohne NaCl hergestellt und steril filtriert. Durch Mischung mit DMEM/F12-Medium im

Verhaltnis 2:3 erhielt man ein hyperosmotisches Medium mit etwa 405 mosmol/I.

Transfektion

Als Transfektion wird das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen bezeichnet. Bei einer
transienten Genexpression wird das fremde Genmaterial nur voribergehend exprimiert,
wobei die exprimierten Proteine korrekt ko- oder posttranslational modifiziert werden. Die
transiente Transfektion von Huh7- und Huh9-13-Zellen wurde mit Hilfe von Lipofectamine
2000 (Invitrogen) durchgefuhrt. Hierbei bilden die Liposomen mit der zu transfizierenden
DNA spontan Komplexe, in denen die DNA eingeschlossen ist. Diese Komplexe kdnnen mit

der Zellmembran fusionieren und so die DNA in die Zellen entlassen. Fir die Transfektion
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wurden die Zellen in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat und am nachsten Tag transfiziert.
Hierzu wurden 4 ug Plasmid-DNA in einem Ansatz und 10 pl Lipofectamine 2000 in einem
anderen Ansatz in jeweils 150 yl OpitMEM aufgenommen. Die beiden Ansatze wurden 5 min
bei RT inkubiert und dann gemischt. Nach einer weiteren Inkubation fur 20 min bei RT wurde
das DNA/Lipofectamine-Gemisch auf die Zellen gegeben. Nach etwa 4 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel, und 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.

Fir die Transfektion von siRNA wurden die Oligonukleotide in einer Endkonzentration von 20
bzw. 25 nM eingesetzt. Zum einen wurde eine c-src siRNA aus einem Oligomix unbekannter
Zusammensetzung (Upstate) genutzt und zum anderen c-src siRNAs nach selbst
ausgesuchten Sequenzen (siRNA 1. 5-GAAGCUGAGGCAUGAGAAG-3"; siRNA 2:
5-AGCUGGUGCAGUUGUAUGC-3"; siRNA 3: 5-CGUGAAGCACUACAAGAUC-3"), die
durch die Firma Eurofins MWG Operon hergestellt wurden. Fur die Transfektion wurden die
siRNA und 5 pl Lipofectamine 2000 in je 250 yl OptiMEM verdinnt. Die Ansatze wurden
5 min bei RT inkubiert, gemischt und nach einer weiteren Inkubation fiir 20 min bei RT auf
einen Tag zuvor in 35 mm Zellkulturschalen ausgesate Zellen gegeben. Nach 4 Stunden

erfolgte ein Mediumwechsel, und 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.

Immunfluoreszenz

Zur Untersuchung der Verteilung von Proteinen wurden Huh7- oder Huh9-13-Zellen in
24 Well-Gewebekulturplatten auf Deckglaschen ausgesat und am nachsten Tag transfiziert.
24 h nach Transfektion wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit
eiskaltem Methanol fir 3 min fixiert. Nach erneutem Waschen (dreimal 10 min mit PBS)
wurden unspezifische Bindungsstellen durch 30 min Inkubation mit einer 1%igen BSA-
Lésung abgesattigt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit primaren Antikdérpern (in 1%
BSA/PBS) fur 1 h bei RT. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und fur 1 h mit
dem sekundaren Antikérper bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die
Zellen mit Mounting Medium eingedeckt und mit farblosem Nagellack versiegelt. Die

Auswertung erfolgte am Laserscanningmikroskop LSM 510 META (Zeiss, Jena).

Kultivierung von Insektenzellen

Zelllinie Beschreibung
High-Five Trichoplusia ni (Ovarialzellen) '%°
Sf21 Spodoptera frugiperda (Ovarialzellen) 2

Die Kultivierung der Insektenzellen erfolgte in einem Sf-900 1| SFM Medium (supplementiert
mit 10% Komplement-inaktiviertem FCS im Fall der Sf271-Zellen) bei 27 °C ohne Zugabe von
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CO,. Zum Passagieren wurden die Insektenzellen rein mechanisch durch wiederholtes
Uberstromen der Zellen mit Medium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen
Uberpipettiert. Fur die Langzeit-Lagerung wurden die Insektenzellen in einer Losung aus
40% konditioniertem altem Medium und 60% frischem Medium mit 30% FCS und 10%
DMSO bei -80 °C eingefroren.

Infektion von Insektenzellen

In Sf21-Insektenzellen kann fremde DNA mit Hilfe von Baculovirus-Partikeln eingefiihrt
werden. Bei Baculoviren handelt es sich um Retroviren, die bestimmte Insektenarten befallen
kdonnen. Durch genetische Veranderung kann eine bestimmte DNA in das Virusgenom
eingebracht werden, die nach Infektion der Zellen verstarkt exprimiert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Bacmid-DNA genutzt, die fir ein His-getaggtes NS5B
kodiert (pBac C 5B Rev 1-3; zur Verfliigung gestellt von Prof. Bartenschlager, Heidelberg).
Mit der Bacmid-DNA wurden Sf271-Zellen transfiziert, die dann das Virus exprimieren. Das
Virus muss Uber mehrere Stufen amplifiziert werden. Zur Infektion der Insektenzellen wurde
frisches Medium mit rekombinantem Virusiberstand versetzt. Nach einer Infektionsdauer
von etwa 2 Tagen bei 27 °C wurde der Mediumuberstand abzentrifugiert (3.000 rpm, 5 min,
RT), der Uberstand sterilfiltriert (0,45 ym) und auf neue Sf27-Zellen gegeben. Nach zwei
weiteren Infektionsrunden zur Amplifikation des viralen Titers wurde der abzentrifugierte und
sterilfiltrierte Uberstand auf High-Five-Zellen gegeben, um dort rekombinantes Protein zu

gewinnen.

2.2.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

Bakterienstamme und ihre Kultivierung

Fir die Amplifikation von Plasmid-DNA wurden Escherichia coli-Bakterien des Stammes
JM109 (Promega) bzw. One Shot Top10 Chemically comepetent E. coli-Zellen (Invitrogen)
verwendet. Das Standardmedium fir die Kultivierung der Bakterien ist LB (10 g/l Trypton,
5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5). Fir Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar
zugesetzt. Selektionsmedien enthielten zusatzlich 50 mg/l Ampicillin bzw. 25 mg/l
Kanamycin. Agarplatten und auch Flissigkulturen kénnen bei 4 °C bis zu 6 Wochen im
Kihilschrank gelagert werden. Fir eine langerfristige Lagerung wurden Glycerinkulturen in

Einfriermedium (LB-Medium mit 20% Glycerin) angelegt und bei -80 °C kryokonserviert.
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Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Far die Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen aus einer gefrorenen Dauerkultur (J/M109
Bacterial Strain Glycerol Stock) wurde mit einer Impfése etwas Inokulum auf eine LB-
Agarplatte ausgestrichen. Nach einer Inkubation Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank wurde
eine einzelne Bakterienkolonie in 2,5 ml LB-Medium suspendiert und erneut tiber Nacht und
unter Schitteln bei 37 °C kultiviert. Die Vorkultur wurde in 250 ml LB-Medium
(supplementiert mit 20 nM MgSO,) tberflhrt und bis zu einer ODgoo von 0,4 bis 0,6 inkubiert.
Durch Zentrifugation (4.000 rpm, 4 °C, 5 min) wurden die Bakterien geerntet, und das
Zellpellet wurde in TFB-1 Puffer (30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 100 mM
RbCl, 15% Glycerin, pH 5,8) resuspendiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut zentrifugiert und das Zellpellet in TFB-2 Puffer (100 mM MOPS, 75 mM CacCl,,
10 mM RbCI, 15% Glycerin, pH 6,5) resuspendiert. Nach Inkubation auf Eis fir 15 — 60 min

wurden die Zellen aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen

Als Transformation wird die Aufnahme genetischen Materials in Form von freier Plasmid-
DNA in kompetente Bakterienzellen bezeichnet. Fir die Transformation wurden je Ansatz
100 pl kompetente JM109 Zellen auf Eis aufgetaut, mit einem Ligationsansatz oder Plasmid-
DNA gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fur 45 sec bei
42 °C im Wasserbad. Nach einer Inkubation fir 2 min auf Eis wurden den Bakterien 900 ul
SOC-Medium (0,5 g/l Hefeextrakt, 2 g/l Trypton, 2,5 mM KCI, 10 mM NacCl, 10 mM MgCl,,
20 mM Glukose, pH 7,0) zugesetzt und fur 1 h bei 37 °C im Bakterienschittler kultiviert.
AnschlieBend wurden die Bakterien auf Selektionsagarplatten mit Hilfe eines Drigalski-
Spatels ausgestrichen und Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die gewachsenen
Bakterienkolonien wurden in 14 ml PE-Réhrchen (Falcon) Uberflihrt und in LB-Medium bei
37 °C und 220 rpm im Bakterienschittler inkubiert.

Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden Kits der Firma Qiagen (QlAprep Spin

Miniprep Kit, QlAprep Spin Maxiprep Kit) gemafR den Herstellerangaben verwendet.
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Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde mittels spektralphotometrischer Messung (Extinktion
AEjs) in einem Ultrospec (2100pro) Photometer der Firma Amersham bestimmt. Eine
OD =1 bei 260 nm entspricht 50 ug/ml doppelstrangiger DNA, wobei E = 1 einer Extinktion
von 1 bei einer Klivette mit 1 cm Schichtdicke entspricht. Das Verhaltnis der Extinktionen bei
260 nm (E2s0) und 280 nm (E.g0), welches ein Mal fir die Reinheit der DNA darstellt, sollte
zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Das verwendete Photometer zeigt die DNA-Konzentration sowie den Reinheitsgrad der

Probe direkt an.

Restriktion von Plasmid-DNA

Fir die Spaltung von Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurden Enzyme
von New England Biolabs mit den dazugehdrigen Reaktionspuffern verwendet. Fir eine
Standardreaktion wurden ca. 1 U Enzym pro 1 ug DNA eingesetzt und der Ansatz flir 2 h bei
37 °C inkubiert.

Zur Uberprifung der Spaltung wird der Ansatz mit einem Orange-G-Ladepuffer (3,7 g/l
EDTA, 15% Ficoll 400, 0,1% Orange G) versetzt und auf ein Agarosegel geladen.

Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Fir die Elektrophorese von DNA wurden 0,8-1,5%ige Agarosegele verwendet, die zusatzlich
mit 5 pl Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) versetzt wurden. Die Agarosegele wurden mit
einem TAE-Puffer (242 g/l Tris, 100 ml/l 0,5 M EDTA (pH 8,0), 57,1 ml/l Essigsaure)
hergestellt, der auch als Laufpuffer verwendet wurde. Die DNA-Proben wurden vor dem
Probenauftrag mit 1/5 bis 1/3 ihres Volumens mit Orange-G-Ladepuffer versetzt. Als DNA-
Grolenstandard wurde der Smart Ladder (Eurogentec; Koéln) verwendet. Die Auftrennung
der DNA erfolgte bei etwa 120 Volt in einer Flachbett-Elektrophoreseapparatur der Firma
Peqglab (Erlangen) und die Dokumentation des Gels mittels eines Doc-Print-

Geldokumentationssystems (Peglab).

Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente konnen gezielt aus dem
Agarosegel isoliert werden. Hierzu wird ein schmaler Gelstreifen, der die gewiinschte Bande

mit dem gesuchten DNA-Fragment enthalt, mit Hilfe eines Skalpells unter UV-Bestrahlung
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(365 nm) ausgeschnitten. Zur Extraktion der DNA wurde das QlAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen GmbH, Hilden) gemaR den Anweisungen des Herstellers verwendet.

Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase des Bakteriophagen T4
(NEB) verwendet. Diese katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen
benachbarten 5°-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen in doppelstrangiger DNA. Um eine
Religation des Vektors moglichst zu unterbinden, wurde meist ein 3-fach molarer
Uberschuss an Fragment-DNA in der Ligationsreaktion eingesetzt.

Die Ansatze wurden fur eine Stunde bei RT oder tUber Nacht bei 16 °C inkubiert.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt %', Sie ermdglicht
enzymatisch bestimmte Nukleotidsequenzen in vitro millionenfach zu amplifizieren. Im ersten
Schritt wird die Template-DNA durch thermische Denaturierung in einzelstrangige DNA
uberfuhrt, an welche dann flr das Template spezifische Primer hybridisieren (annealing).
Davon ausgehend synthetisiert eine thermostabile DNA-Polymerase die komplementéaren
Strange (extension). Durch mehrfache Wiederholung dieser Schritte erfolgt eine
Amplifikation des gewunschten DNA-Abschnittes.

Als DNA-Polymerase wurde die Phusion DNA-Polymerase von NEB verwendet. Die PCR-
Ansatze enthielten 10 ng Template-DNA, 1 yl dNTP Mix (10 mM), 10 pmol sense Primer,
10 pmol antisense Primer, 10 yl Phusion HF Buffer und 0,5 ul Phusion DNA-Polymerase. Die
Ansatze wurden mit sterilem H,O auf ein Endvolumen von 50 ul aufgefiillt, und die PCR-
Reaktion erfolgte im PTC-200 Thermocycler der Firma MJ-Research (Hercules, USA).

Plasmide und Klonierung

Das Klonieren der Konstrukte wurde nach Standardprotokollen durchgefihrt, die von
Sambrock et al ?° bereits beschrieben wurden. Die Sequenzen der hergestellten Konstrukte

wurden durch Sequenzierung durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) tberpriift.

e Das Plasmid pFK-1341PI-Luc/NS3-3"_ET wurde von Prof. Dr. Bartenschlager
(Heidelberg) zur Verfigung gestellt. Es kodiert fir die nicht-strukturellen Proteine NS3
bis NS5B des Hepatitis C Virus.
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e Das Plasmid pGEM-T-B-Actin wurde von Prof. Dr. Bojar (Dusseldorf) zur Verfugung
gestellt.

e Zur Erstellung des Konstruktes pcDNA3.1+newMCS-vsrc wurde v-Src  mit
N-terminalem His-tag aus pQE30-vsrc (zur Verfigung gestellt von Prof. Dr.
Barnekow, Miunster) durch Restriktion mit EcoRI und Hindlll herausgeschnitten. In
pcDNA3.1+ wurde eine neue MCS eingefiigt, so dass v-Src durch die EcoRI und
Hindlll Restriktionsschnittstellen einkloniert werden konnte.

e Zur Erstellung des pGEX-csrc-Konstruktes wurde c-Src mit Stop-Codon durch PCR
amplifiziert (aus cDNA) und in frame an den C-Terminus des pGEX-6P-3-
Expressionsvektors von Amersham kloniert. Die Einklonierung erfolgte Uber EcoRl
und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-csrc-SH1-Konstruktes wurden die AS 252-536 von c-Src mit
Stop-Codon durch PCR amplifiziert (aus pGEX-csrc) und in frame an den C-Terminus
des pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham kloniert. Die Einklonierung
erfolgte Uber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-csrc-SH2/1-Konstruktes wurden die AS 143-536 von c-Src
mit Stop-Codon durch PCR amplifiziert (aus pGEX-src) und in frame an den
C-Terminus des pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham kloniert. Die
Einklonierung erfolgte Giber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-csrc-SH3/2-Konstruktes wurden die AS 1-261 von c-Src mit
Stop-Codon durch PCR amplifiziert (aus pGEX-csrc) und in frame an den C-Terminus
des pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham kloniert. Die Einklonierung
erfolgte iber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-NS5B-Konstruktes wurde NS5B mit Stop-Codon durch PCR
amplifiziert (aus pFK-1341PI-Luc/NS3-3"_ET) und in frame an den C-Terminus des
pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham kloniert. Die Einklonierung erfolgte
Uber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-NS5B-Motiv1-Konstruktes wurden die AS 1-382 von NS5B
mit Stop-Codon durch PCR amplifiziert (aus pFK-1341PI-Luc/NS3-3"_ET) und in
frame an den C-Terminus des pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham
kloniert. Die Einklonierung erfolgte Uber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung des pGEX-NS5B-Motiv2-Konstruktes wurden die AS 357-591 von
NS5B mit Stop-Codon durch PCR amplifiziert (aus pFK-1341PI-Luc/NS3-3"_ET) und
in frame an den C-Terminus des pGEX-6P-3-Expressionsvektors von Amersham

kloniert. Die Einklonierung erfolgte tiber EcoRI und Xhol Restriktionsschnittstellen.
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e Fur die Erstellung der pAK400-scFv-Konstrukte wurden ausgesuchte scFv durch
Restriktion mit Sfil aus dem pAK100-Vektor herausgeschnitten und in den pAK400-

Vektor einkloniert.

e Zur Erstellung des NS5B-N-CFP-Expressionsplasmids wurde NS5B ohne Stop-
Codon durch PCR amplifiziert (aus pFK-1341PI-Luc/NS3-3"_ET) und in frame an den

N-Terminus des eCFP in den pECFP-N1-Expressionsvektor von Clontech kloniert.

Die Einklonierung erfolgte tiber Xhol und BamHI Restriktionsschnittstellen.

e Zur Erstellung der scFv-C-YFP-Expressionsplasmide wurden ausgesuchte scFv

durch PCR amplifiziert (aus pAK100-scFv) und in frame an den C-Terminus des

eYFP in den pEYFP-C1-Expressionsvektor von Clontech kloniert. Die Einklonierung

erfolgte iber Xhol und EcoRI Restriktionsschnittstellen.

Tabelle 2.1: Oligonukleotide fiir die PCR (Sequenzangaben von 5" nach 3°)

Primer

NS5B-N-
CFP

scFv-C-YFP

new MCS
pcDNA3.1+

pGEX-csrc

pGEX-csrc
SH1

pGEX-csrc
SH2/1

pGEX-csrc
SH3/2

pGEX-NS5B

pGEX-NS5B
Motiv1

pGEX-NS5B
Motiv2

sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense

antisense

Sequenz
TGTCAACTCGAGTCGATGTCCTAC
TACTGGATCCAATCGGTTGGGGAG
GCTCGAGATATGGCGGACTACAAAGA
AGAATTCGACTAAATTCGGCCCCCGAG
CTAGCACCATGGTCCGCGGAGAATTCCTGCAGGTCGACAAGCTTGC
GGCCGCAAGCTTGTCGACCTGCAGGAATTCTCCGCGGACCATGGTG
TCACGGAATTCTATGGGTAGCAAC
TTGACTCGAGTACTAGAGGTTCTC
TCACAGAATTCTAAGCCGCAGACT
TTGACTCGAGTACTAGAGGTTCTC
TCACAGAATTCTTCCGACTCCATC
TTGACTCGAGTACTAGAGGTTCTC
TCACGGAATTCTATGGGTAGCAAC
AGCTCGAGTATTAATCCTTGGCCA
CATGGAATTCTTCGATGTCCTACACA
TTGACTCGAGTACTATCGGTTGGGGA
CATGGAATTCTTCGATGTCCTACACA
TTGACTCGAGTACTAGTACACCCTTT
TCACGGAATTCGGAATACGACTTG
TTGACTCGAGTACTATCGGTTGGGGA
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Isolierung von RNA

Beim Arbeiten mit RNA wurden alle Gefalze und die Arbeitsfliche mit RNase-Zap (Sigma,
Minchen) und verwendetes Wasser mit DEPC (Sigma) behandelt, um Kontaminationen mit
RNasen zu vermeiden. Zum Pipettieren wurden gestopfte, sterile, RNase-freie Spitzen
verwendet. Die Isolierung von RNA aus Huh9-13-Zellen erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini

Kits (Qiagen, Hilden) gemafR den Herstellerangaben.

Northern Blot Immundetektion

Fur den Northern Blot wurde je Probe 1 ug RNA eingesetzt. Fur die Denaturierung wurde pro
10 pl Probe 4,1 pl 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7), 6 ul Glyoxal (deionisiert mit
lonenaustauscher AG-510-X8 der Firma BioRad) und 20,5 yl DMSO zugesetzt und fiir 1 h
bei 50 °C inkubiert. Anschlielend erfolgt die Zugabe von 7 pl Orange-G-Ladepuffer.

Nach der Denaturierung wurde die RNA zusammen mit einem 0,5-10 kb RNA-Ladder
(Invitrogen) auf ein RNase-freies 1%iges Agarosegel aufgetragen. Als Laufpuffer diente ein
10 mM Natriumphosphatpuffer (3,9 mM NaH,PO,, 6,1 mM Na,HPO,; pH 7), der wahrend des
Laufs durch Magnetrihrer gleichmaflig umgewalzt wurde, um ein Konstanthalten des pH-
Wertes zu gewahrleisten. Die Auftrennung der RNA erfolgte bei etwa 100 Volt in einer
horizontalen Elektrophoreseapparatur der Firma Gibco fur etwa 3 Stunden. Die aufgetrennte
RNA wurde Uber die Northern Blot Methode vom Gel auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche) Uber Nacht in 20x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat; pH 7)
transferiert. AnschlieRend wurde die RNA auf der Membran UV-fixiert und flir 1 h bei 63 °C in
Prahybridisierungslésung (10% Dextransulfat, 12,5x Denhardts-Lésung (50x: 10 mg/ml Ficoll
400, 10 mg/ml Polyvinylpyrrolidon, 10 mg/ml BSA Fraktion V), 4,8x SSC, 0,1% SDS,
100 pug/ml denaturierte Lachssperma-DNA) inkubiert. Nach der Prahybridisierung erfolgte die
Zugabe einer denaturierten DNA-Sonde zusammen mit 100 pl Lachssperma-DNA
(10 mg/ml). Als Sonden dienten ein Xhol/Spel-Insert der Replikon-Plasmid-DNA bzw. ein
Ncol/Notl-Insert einer 3-Actin-Plasmid-DNA, die tber das Megaprime DNA Labelling System
(Amersham) radioaktiv markiert wurden. Zur Entfernung freier Nukleotide wurden die Sonden
Uber ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham) aufgereinigt. Nach der Hybridisierung
Uber Nacht bei 63 °C wurde die Membran zweimal fir 15 min bei 58 °C in Waschpuffer | (2x
SSC, 0,1% SDS) und zweimal fur 15 min bei 58 °C in Waschpuffer Il (0,2x SSC, 0,1% SDS)
gewaschen. Die Detektion der Signale erfolgte durch Exposition von ECL-Filmen

(Amersham) fur mehrere Stunden bei -80 °C.
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cDNA-Synthese

Fiar die cDNA-Synthese wurde 1 yg RNA eingesetzt. Die Umschreibung erfolgte mit dem
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Nach der

Synthese wurde die cDNA 1:6 mit sterilem H,O verdinnt.

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) und Real-Time-PCR

Um die Expression eines Zielgens semiquantitativ zu bestimmen, wurden RT-PCRs
durchgefiihrt. Hierbei wird die synthetisierte cDNA direkt in einer PCR mit spezifischen

Primern eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend in einem Agarosegel analysiert.

Tabelle 2.2: Oligonukleotide fiir die RT-PCR (Sequenzangaben von 5" nach 3")

Primer Sequenz
sense AAT TAT TCT AGG GCG CTG TGG
NSSA antisense GAG CTG TGA CCC AAC CAG GT
sense ATG CTA CAA CAT CTC GCA GCG CAA
NS9B antisense GCC ATGATG GTG GTG TCA ATT GGT
GAPDH sense ACA GTC CAT GCC ATC ACT GCC

antisense GCCTGC TTCACCACCTTCTTG

Um das Expressionsniveau des Zielgens quantitativ zu bestimmen, wurden Real-Time-PCRs
mit Hilfe der LightCycler-Technik durchgefiihrt. Hierbei werden die PCR-Produkte direkt
wahrend ihrer Bildung durch DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR® Green erfasst,
wobei aus der Menge an amplifiziertem PCR-Produkt direkt auf die Menge an eingesetztem
RNA-Template geschlossen werden kann.

Die Real-Time-PCR wurde mit Hilfe des Power SYBR® Green PCR Master Mix der Firma
Applied Biosystems durchgeflihrt. Die Reaktionsansatze enthielten 9,45 ng cDNA, 0,3 uM
sense Primer, 0,3 pM antisense Primer, 1x Power SYBR® Green PCR Master Mix. Die Real-
Time-PCR Reaktion erfolgte in speziellen 96-Well Real-Time-PCR Platten (Applied
Biosystems) im 7500 Real Time PCR System Lightcycler der Firma Applied Biosystems. Im
Anschluss daran schloss sich eine Schmelzkurven-Analyse der PCR-Produkte an. Anhand
dieser kann man zwischen spezifischem PCR-Produkt und eventuell nicht spezifischem
PCR-Produkt oder gebildeten Primer-Dimeren unterscheiden und somit die Reinheit des
PCR-Produkts beurteilen. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ unter Verwendung eines
Referenzgens (hSDHA) nach der AACt-Methode 2%
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Tabelle 2.3: Oligonukleotide fiir die Real-Time-PCR (Sequenzangaben von 5" nach 3")

Primer Sequenz
sense CTGTCTGCGCCTTCCTTG A
NSSA antisense TTG GCC TCGATGAGG TCAG
sense CCA CGA AAG GTG CCT ACT GC
o-Sre antisense | GTA GTG CTT CAC GTT GAG GCC
HSDHA sense CCT GGA GAT AAAGTC CCT CCAA

antisense ACA GATTCT TCC CCAGCGTTT

2.2.3 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

Herstellung von Proteinextrakten

Zellen fur die Western Blot Analyse oder Immunprazipitation wurden in Protein-Lysepuffer
TLP (136 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 10% Glycerol, 2 mM EDTA, 50 mM
B-Glycerophosphat, 20 mM Natrium-Pyrophosphat, 0,2 mM Pefabloc, 5 ug/ml Aprotinin,
5 pg/ml Leupeptin, 4 mM Benzamidin, 1 mM Natrium-Vanadat, 1% Triton X-100) mit Hilfe
eines Zellschabers aufgeschlossen. Die Proben wurden kurz gevortext und anschlielend flr
zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden diese abzentrifugiert (15 min,
14.000 rpm, 4 °C) und das Pellet verworfen.

Alternativ wurden die Zellen in einem modifizierten Lysepuffer mTLP (Zugabe von 0,2%
SDS) aufgeschlossen. Nach der 10-minltigen Inkubation auf Eis wurden die Proben mit

sechs 10 Sekunden langen Ultraschallstofien sonifiziert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration von Extrakten wurde mit Hilfe des BioRad-Protein-Assays nach
Herstellerangaben bestimmt. Dieser Assay, der auf der Methode von Bradford ?** basiert,
macht sich zunutze, dass sich das Absorptionsmaximum des Saurefarbstoffs Coomassie-
Brilliant-Blau G-250 nach Bindung an Proteine in einer sauren LOsung von 465 nm zu
595 nm verschiebt. Die anschlieRende Messung der Extinktion AEsgs erfolgte in einem

Ultrospec Photometer (2100pro) der Firma Amersham.

Immunoblotting und Immundetektion

Fir Western Blot Analysen wurden gleiche Mengen an Protein (10-50 ug) der verschiedenen

Proben verwendet. Vor dem Auftrag wurden die Proteinproben mit dem gleichen Volumen
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eines 2-fachen SDS-PAGE-Probenauftragspuffer (0,09 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% Glycerol,
2% SDS, 0,02% Bromphenolblau, 0,1 M DTT) versetzt und fir 5 min bei 95 °C
hitzedenaturiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-
Polyacrylamidgelen mit unterschiedlicher Acrylamidkonzentration (8% bis 12%). Zur
Durchfihrung wurde das Gelelektrophoresesystem der Firma Biometra (Goéttingen)
verwendet. Die Proteine wurden bei etwa 140 V Uber mehrere Stunden aufgetrennt. Als
Proteinstandard wurde der SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen) eingesetzt.
Nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine in
einer Elektroblotting-Apparatur (Biometra) nach dem Semi-Dry-Verfahren auf eine
proteinbindende Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell; Dassel). Der Proteintransfer
vom Gel auf die Membran wurde durch das Anlegen einer Stromstirke von 1 mA/cm? fir
einen Zeitraum von 1,1 Stunden gewabhrleistet. Der Stromfluss zwischen den Elektroden
wurde durch mit Blottingpuffer (1 mM SDS, 39 mM Glycin, 48 mM Tris, 20% Methanol)
getrankte Whatman-Papiere (Schleicher & Schuell; Dassel) sichergestellt.

Um die Qualitdt der Proteinibertragung zu Uberprifen, wurde die Membran nach
Beendigung des Transfers fiur einige Minuten in einer 0,2%igen (in 3% TCA) Ponceau-Rot-
Farbelésung (Serva; Heidelberg) inkubiert und mit destilliertem Wasser gewaschen.
Unspezifische Antikérperbindungen wurden mit 3% BSA oder 5% Milchpulver in TBS-T
(20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 137 mM NaCl, 0,1% Tween) fur 1 Stunde bei RT abgesattigt.
Anschlieend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem primaren Antikorper in 3% BSA
bzw. 5% Milchpulver in TBS-T bei 4 °C Uber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T
wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper inkubiert. Uberschiissiger Antikérper
wurde durch weiteres Waschen mit TBS-T entfernt, so dass gebundene Immunkomplexe mit
Hilfe des Western Lightning Plus ECL Substrats (Perkin Elmer) auf ECL-Filmen (GE

Healthcare) nachgewiesen werden konnten.

Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation oder Koimmunprazipitation handelt es sich um eine Methode zum
Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo. Dabei wird ein bestimmtes Protein
zusammen mit seinem Interaktionspartner mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers, der an
Protein G-Agarose gebunden ist, aus einem Zellextrakt prazipitiert. Protein G ist ein
Zellwandprotein von Bakterien der Gattung Streptococcus, welches spezifisch die Fc-Region
von Immunglobulinen des Isotyps IgG bindet. Der Nachweis der Interaktion erfolgt schlielich
durch eine Western Blot Analyse mit Hilfe eines Antikorpers gegen den potentiellen

Interaktionspartner.
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Fir die Koimmunprazipitation wurden zunachst 4 ug eines Src Antikdrpers (Upstate) an die
Protein G-Agarose (Santa Cruz) in einem Volumen von 500 ul in PBS gekoppelt. Nach einer
Inkubation fiir 2 h bei 4 °C in einem Uberkopf-Rotor wurden die Prazipitate zentrifugiert
(13.000 rpm, RT, 5 sec) und mehrfach mit TLP gewaschen. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von 600 pg Proteinextrakt. Nach einer weiteren Inkubation Gber Nacht bei 4 °C im
Uberkopf-Rotor wurden die Prazipitate erneut zentrifugiert und mehrfach mit TLP
gewaschen. Danach wurden die Proben durch Zugabe von 2-fachem SDS-PAGE
Probenauftragspuffer und Inkubation fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach Zentrifugation fur

5 sec bei 13.000 rpm wurden die Uberstande fiir die Beladung von SDS-Gelen verwendet.

Expression und Aufarbeitung von GST-Proteinen

Fir die Herstellung von GST-markierten Proteinen wurde die gewlinschte Gensequenz des
kodierenden Bereichs in einen pGEX-6P-3-Vektor (Amersham) kloniert. Nach
Transformation in BL21 E. coli-Bakterien (Promega) nach Herstellerangaben wurde ein
Glycerol-Stock (20% Glycerin) angelegt und bei -80 °C eingefroren. Fur die Aufzucht der
transfomierten BL21 wurde eine einzelne Bakterienkolonie in 5 ml 2YT-Medium (16 g/l
Trypton; 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) mit 50 pg/ml Ampicillin angeimpft und Uber Nacht
unter Schutteln bei 37 °C im Inkubator kultiviert. Am nachsten Tag wurden 200 ml 2YT-
Medium mit 50 pg/ml Ampicillin mit 2 ml der Ubernachtkultur beimpft, unter Schitteln bei
37 °C inkubiert und das Zellwachstum durch Tribungsmessung bei einer optischen Dichte
(OD) von 600 nm bestimmt. Bei Erreichen einer ODgog von 1-2 wurde zur Induktion der
Expression 0,1 mM IPTG zugegeben und fir weitere 4 Stunden bei 30 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Bakterienkultur flir 10 min bei 7.700 x g und 4 °C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 10 ml kaltem PBS resuspendiert.
Nach Resuspendierung wurde das Gemisch mit Ultraschall sonifiziert, dabei wurden die
Proben auf Eis gehalten. AnschlieRend wurde Triton X-100 bis zu einer Endkonzentration
von 1% zugesetzt und fur 30 min bei 4 °C in einem Uberkopfmischer inkubiert. Die
Suspension wurde schlieRlich fir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C abzentrifugiert und der
Uberstand, in dem sich das Fusionsprotein befindet, wurde bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C eingefroren.
GST-Pulldown
Die GST-Pulldown Technik ® nutzt die Affinitat von GST zu einer Glutathion-gekoppelten

Sepharosematrix, um interagierende Proteine aus einem Zellextrakt mit nicht-

interagierenden Proteinen aufzureinigen. Der Nachweis der Interaktion erfolgt Uber eine
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Western Blot Analyse mit Hilfe eines Antikdrpers, der den potentiellen Interaktionspartner
erkennt.

Fur den GST-Pulldown werden etwa 10 ug der aufgearbeiteten GST-Fusionsproteine mit
500 pug Huh9-13-Zellextrakt und 50 ul Glutathion-Sepharose-Beads (50% in TLP) Gber Nacht
bei 4 °C in einem Uberkopf-Rotor inkubiert. Die Proben wurden anschlieRend fiir 1 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, und die Glutathion-Sepharose-Beads wurden viermal mit
je 1 ml TLP gewaschen. Danach wurden die Proben durch Zugabe von 2-fachen SDS-PAGE
Probenauftragspuffer und Aufkochen fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach Zentrifugation fur
1 min bei 13.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand fiir die Beladung von SDS-Gelen

verwendet.

Expression und Aufreinigung von rekombinantem NS5B in Insektenzellen

Fir die Expression des His-getaggten NS5B wurden High-Five-Zellen mit 500 pl
Viruslberstand (3. Runde) infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen bei 27 °C
wurden die Insektenzellen durch Zentrifugation (5.000 rpm, 20 min, 4 °C) geerntet. Das
Zellpellet einer 75 cm? Zellkulturflasche wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut fiir
10 min bei 5.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml Lysispuffer | (10 mM
Tris/HCI (pH 7,8), 10 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 1x Complete, 10 mM 2-Mercaptoethanol,
1 mM PMSF, 4 pg/ml Leupeptin) resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurde das Pellet in 2 ml Lysispuffer 1l (20 mM Tris/HCI (pH 7,8),
300 mM NaCl, 10 mM MqgCl,, 0,5% Triton X-100, 20% Glycerol, 1x Complete, 10 mM
2-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 4 ug/ml Leupeptin) aufgenommen. Das Zell-Lysat wurde
mit sechs 10 Sekunden langen Ultraschallst6Ren sonifiziert und anschiefiend zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 ml Lysispuffer Ill (20 mM Tris/HCI (pH 7,8), 500 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 10 mM Imidazol, 2% Triton X-100, 50% Glycerol, 1x Complete, 10 mM
2-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 4 ug/ml Leupeptin) resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand mit 500 pl Ni-NTA-Agarose (aquilibriert in Lysispuffer 1)
fir mindestens 30 min bei 4 °C im Uberkopf-Rotor inkubiert. Die Agarose wurde durch
Zentrifugation (5 min, 1.000 rpm, 4 °C) pelletiert und zweimal mit 5 ml Waschpuffer (20 mM
Tris/HCI (pH 7,8), 500 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM Imidazol, 2% Triton X-100, 50%
Glycerol, 1x Complete, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 4 ug/ml Leupeptin)
gewaschen. Zur Elution der rekombinanten Proteine wurde die Agarose in 500 pl
Elutionspuffer (20 mM Tris/HCI (pH 7,8), 500 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 200 mM Imidazol, 2%
Triton X-100, 50% Glycerol, 1x Complete, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 4 ug/ml
Leupeptin) resuspendiert, fir 5 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (5 min, 1.000 rpm,

4 °C). Die Elution wurde viermal durchgefihrt. Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und in
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Elutionspuffer (ohne Imidazol und Triton X-100, 20% Glycerol) in Dialysierschlauchen (Roth)
dialysiert.

His-Pulldown

Beim His-Pulldown wird die Affinitat des His-Tags zu Ni-NTA-Agarose genutzt, um potentielle
Interaktionspartner aus periplasmatischen Bakterien-Extrakten aufzureinigen. Der Nachweis
der Interaktion erfolgt, wie beim GST-Pulldown, Uber eine Western Blot Analyse mit Hilfe
eines Antikorpers, der den potentiellen Interaktionspartner erkennt.

His-getaggtes NS5B wurde wie beschrieben in den Insektenzellen exprimiert und an Ni-NTA-
Agarose gekoppelt. Nach zweimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden periplasmatische
Extrakte mit der Agarose Uber Nacht im Uberkopf-Rotor bei 4 °C inkubiert. Die Ni-NTA-
Agarose wurde zentrifugiert (5 min, 1.000 rpm, 4 °C) und dreimal mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Proben durch Zugabe von 2-fachen SDS-PAGE
Probenauftragspuffer und Aufkochen fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach Zentrifugation flr
5 min bei 1.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand fiir die Beladung von SDS-Gelen

verwendet.

2.2.4 Phagen-Display

Beim Phagen-Display handelt es sich um eine gentechnische Methode um Protein-Protein-
Interaktionen mit Hilfe von kombinatorischen Bibliotheken zu identifizieren. Dabei werden
Proteine oder Peptide (z. B. Antikdrperfragmente) funktionell auf der Oberflache von
Bakteriophagen prasentiert. Aus grof3en, rekombinanten Phagen-Display-Bibliotheken,
lassen sich geeignete Bindungspartner fir einen immobilisierten Liganden isolieren und
identifizieren (Abbildung 2.1).

Spezifisch bindende Phagen werden durch mehrere Waschschritte und einen Elutionsschritt
selektioniert (Panning) und kénnen durch Wiederholung des Pannings angereichert werden.
Letztlich kann die Aminosauresequenz der selektionierten Klone durch Sequenzierung der

Phagemid-DNA entschlisselt werden.
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Inkubation der Phagen-
Bibliothek mit
immobilisiertem Antigen

Nicht-bindende Phagen
werden ausgewaschen

Amplifikation
selektierter
Phagen

Waschschritte,
Elution

Ceeseeseccs |
SOOO |
be SO o e DG S
Sequenzierung,
Affinitdtsbestimmung

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Phagen-Display

Um Antikérperfragmente gegen NS5B zu identifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Phagenbibliothek verwendet, die von Frau Dr. Tessmann aus Plasmazellen von HCV-
infizierten Patienten hergestellt wurde 2%°. Aus dem Knochenmarksaspirat der HCV-infizierten
Patienten wurde die Gesamt-RNA isoliert und anhand der daraus synthetisierten cDNA die
variablen Bereiche der schweren und leichten Immunglobulinketten (Vi und V) durch PCR
amplifiziert. Die Vy-antisense und die V| -sense Primer enthielten zusatzlich Sequenzen, die
fur einen flexiblen Aminosaure-Linker (GlysSer); kodieren. Dies erlaubte die rekombinante
Hybridisierung zwischen den Vy- und V| -Produkten in einer nachfolgenden Overlap-
Extension-PCR-Reaktion. Nach Verdau mit Sfil wurden die Einkettenantikdrper (scFv) in den
Phagemid-Vektor pAK100 ligiert, und die resultierenden Plasmide wurden in
elektrokompetente E. coli XL1-Blue transformiert. Die Transformanten wurden gepoolt, um
eine grof3e Bibliothek von rekombinanten humanen scFv in pAK100 herzustellen.

Als Antigene wurden verschiedene Peptid-Motive von NS5B eingesetzt, die essentiell fur die

d 207, 208

Polymerase-Funktion des Proteins sin . Diese wurden von der Firma Invitrogen

synthetisiert und sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2.4: Antigene fiir den Phagen-Display
Motiv Aminosauresequenz (Position)

A CPMGFAYDTRCFDSTVT (213-229)
ASGVLTTSCGNTLTCYLKA (281-299)
KLQDCTMLVCGDDLVVI (307-323)
RAFTEAMTRYSAPPG (337-351)
KGGRKPARLIVFPDLG (151-166)

m O O @
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Herstellung eines Helferphagenstocks

Fur die Herstellung von rekombinanten Phagen wurden Helferphagen bendétigt, die zunachst
in ausreichender Menge hergestellt werden mussten. Als Helferphage wurde der M13K07-
Phage der Firma Amersham verwendet. Fir die Amplifikation von Helferphagen wurden 8 mi
LB-Medium (supplementiert mit 10 pg/ml Tetrazyklin) mit einer XL1-Blue-Kolonie beimpft und
Uber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Bakterienkultur wurde mit 1 pl Helferphagen infiziert
und fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 500 ml LB-Medium (10 pg/ml Tetrazyklin,
70 pg/ml Kanamycin) wurde die Kultur Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Morgen
wurde die Kultur fir 15 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Nach Zentrifugation fir 15 min bei
3500 rpm wurde der Uberstand durch Filterpapier (Schleicher & Schuell) filtriert.

Um den Titer der amplifizierten Helferphagen zu bestimmen, wurde die Plaque-Methode
verwendet. Hierflir wurden je 300 ul XL1-Blue-Bakterienkulturen (+ 100 pl 1M MgSQO,, 100 ul
20% Maltose) mit 1 pl von Helferphagen-Verdiinnungen (10%, 10° und 107°) durch eine
30-minltige Inkubation bei 37 °C infiziert. Zu den Infektionsansatzen wurden 10 ml
geschmolzene, 42 °C warme Topagarose (0,75% Secam-Agarose/LB-Medium) gegeben,
gemischt und auf grol’e LB-Agarplatten verteilt. Nach Inkubation iber Nacht im Brutschrank
bei 37 °C hatten die E. coli-Zellen einen Bakterienrasen gebildet, in dem mit Helferphagen-
infizierte Bakterien als Stellen mit geringerer Zelldichte (Plaques) zu erkennen waren und

ausgezahlt werden konnten.

Anzucht der Phagenbibliothek

Fir die Anzucht der Phagenbibliothek wurden 50 ml 2YT-Medium (10 ug/ml Tetrazyklin, 1%
Glucose, 25 pg/ml Chloramphenicol) mit ~10° Phagenbibliothek-enthaltenen Bakterien
(Glycerinstock) angeimpft und bei 37 °C kultiviert. Nach Erreichen einer ODggo von 0,8 wurde
die Kultur auf 100 ml aufgefillt und bis zu einer ODgyy von 0,6 inkubiert. AnschlieRend
wurden 10'-10"? Helferphagen, sowie 1 mM IPTG zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C
schittelnd kultiviert. Zur Selektion der Bakterien, bei denen eine Infektion mit dem
Helferphagen stattgefunden hat, wird das Medium mit 30 pg/ml Kanamycin versetzt und Gber
Nacht bei 26 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Kultur fir 15 min bei
4.500 rpm zentrifugiert. Um die Phagen zu prazipitieren, wurde 1/5 Volumen 20% PEG/15%
NaCl zum Uberstand gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Lésung wurde 20 min bei
5.000 rpm zentrifugiert und das Phagen-Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert. Die
erhaltene Ldsung enthielt die zur Immunselektion einzusetzende Phagenbibliothek und
konnte fUr kurze Zeit bei 4 °C oder nach Zusatz von 20% Glycerin Uber langere Zeit bei

-80 °C gelagert werden.



Material und Methoden 42

Um den Titer der Phagenpraparation zu bestimmen, wurden mit 1 ul Phagensuspension der
Verdiinnungsstufen 10 und 107 je 200 pl exponentiell wachsende E. coli XL1-Blue in 2YT-
Medium infiziert und flr 15 min bei 37 °C inkubiert. Die infizierten Bakteriensuspensionen
wurden auf 2YT-Agarplatten (Chloramphenicol, 1% Glucose) ausplattiert und Gber Nacht bei
37 °C inkubiert. Durch Auszahlen der Bakterienkolonien konnte die Anzahl infektidser
Phagenpartikel (cfu, colony forming units) ermittelt werden. Da es sich bei den verwendeten
Vektoren um Phagemide handelt, die sowohl die Eigenschaften eines bakteriellen Plasmids
als auch die eines Phagen-Vektors besitzen ?*, konnte die cfu der pfu (plaque forming unit)

gleich gesetzt werden.

Affinitdtsanreicherung rekombinanter Phagen (Panning)

Fur die Immunselektion, beginnend mit dem ersten Panning wurde zum einen eine XL1-
Blue-Ubernachtkultur angesetzt und zum anderen eine Mikrotiterplatte (Corning) tiber Nacht
bei 4 °C mit 50 pl/Kavitat der Peptide (100 pg/ml in H,O) beschichtet. Am darauffolgenden
Tag wurden die Platten finfmal mit PBS gewaschen und anschliefend die unspezifische
Bindung von Phagen an die Platte durch Inkubation mit 200 pl BSA (3% in PBS) fir 1 h bei
RT abgesattigt. Nach erneutem funfmaligem Waschen mit PBS wurden 50 pl der
Phagenbibliothek (10''-10"?) pro Kavitat auf die Mikrotiterplatte aufgebracht und fiir 2 h bei
RT inkubiert. Die Platte wurde fiinfzehnmal mit PBS/0,1% Tween gewaschen, um nicht
gebundene Phagen zu entfernen. Die gebundenen Phagen wurden mit 50 pl/Kavitat
Elutionspuffer (0,1 M Glycerin/HCI, pH 2,2) fur 10 min eluiert und sofort mit 12 pl 1M Tris
(pH 7,0) neutralisiert.

Um den Phagentiter zu bestimmen, wurden 50 ul des Phageneluats zu 2 ml einer frischen
XL1-Blue-Kultur gegeben, 30 min bei 37 °C stehen gelassen und anschlieRend fir 30 min
bei 37 °C schittelnd inkubiert. Von der erhaltenen Bakteriensuspension wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt und auf 2YT-Platten (25 ug/ml Chloramphenicol, 1% Glucose)

ausplattiert.

Amplifikation von angereicherten Phagenpartikeln

Bevor die durch Elution gewonnenen rekombinanten Phagen einem erneuten
Selektionszyklus zugeflihrt werden konnten, mussten sie amplifiziert werden. Dazu wurde
eine exponentiell wachsende Kultur von XL1-Blue verwendet.

Fur die Amplifikation wurden 2 ml XL1-Blue-Bakterienkultur mit 50 pl der eluierten
Phagenlésung infiziert. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C ohne Schutteln wurde die Kultur fir

weitere 30 min bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 8 ml 2YT
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(25 pg/ml Chloramphenicol, 10 pg/ml Tetrazyklin, 1% Glukose), und nach 2 Stunden wurde
die Kultur auf ein Volumen von 50 ml aufgeflllt. Nach Erreichen einer ODgyo von 0,6 wurden
10"-10"? Helferphagen, sowie 1 mM IPTG hinzugegeben und fiir 1 h bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 30 pg/ml Kanamycin und eine Inkubation
Uber Nacht schittelnd bei 26 °C. Am nachsten Tag wurde die Kultur zentrifugiert (15 min,
4.500 rpm), und es erfolgte die Prazipitation der Phagen durch Zugabe von 1/5 Volumen
20% PEG/15% NaCl und einer 30-minutigen Inkubation auf Eis. Nach Zentrifugation fur
20 min bei 5.000 rpm wurde das Pellet in 60 yl PBS aufgenommen. Fir die nachste
Panningrunde wurden je 50 ul der rekombinanten Phagen eingesetzt. Um den Titer der
Phagen zu bestimmen, wurden 200 pl XL1-Blue mit 1 pl von Phagen-Verdiinnungen (10
und 107) fir 15 min bei 37 °C infiziert und anschlieRend auf 2YT-Platten (25 ug/ml

Chloramphenicol, 1% Glucose) ausplattiert.

Monoklonaler Phagen-ELISA

Zur lIsolierung und zum Nachweis einzelner, spezifisch bindender rekombinanter Phagen
wurden diese, aus Einzelkolonien stammend, im Phagen-ELISA getestet. Fir die Herstellung
von monoklonalen Phagen wurden Phagemid enthaltende Einzelkolonien der dritten
Panning-Runde in 5 ml 2YT-Medium (10 pg/ml Tetrazyklin, 25 pg/ml Chloramphenicol)
angeimpft und Uiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden je 10'"-10"2
Helferphagen und 0,5 mM IPTG hinzugegeben und bei 26 °C inkubiert. Nach etwa 3-4 h
erfolgte die Zugabe von 30 pg/ml Kanamycin und eine weitere Kultivierung Uber Nacht bei
26 °C. Nach Zentrifugation fir 15 min bei 4.500 rpom wurden die monoklonalen Phagen durch
Zugabe von 1-1,5 ml 20% PEG/15% NaCl und 2-stindiger Inkubation auf Eis geféllt. Die
Phagenlésung wurde erneut zentrifugiert (20 min, 5.000 rpm, 4 °C) und das Pellet wurde in
100 ul PBS resuspendiert.

Fir den monoklonalen Phagen-ELISA wurden Mikrotiterplatte Gber Nacht mit 100 pl Antigen
(25 pg/ml) beschichtet und am nachsten Tag zweimal mit PBS gewaschen. Nach
Absattigung der Platten mit 2% Magermilch/PBS fir 1-2 h bei RT wurden je 100 pl Phagen
(10% in PBS) pro Kavitat vorgelegt. Nach einer Inkubation fiir 2 h bei RT wurden die Platten
funfmal mit PBS/0,05% Tween gewaschen. Als nachstes erfolgte die Zugabe von 100 pl
HRP-anti-M13-Konjugat (1:5.000 in 2% Magermilch/PBS). Nach 1 h wurden die Platten
erneut sechsmal mit PBS/0,05% Tween gewaschen, bevor 100 pl einer frisch hergestellten
ABTS-L6sung zugesetzt wurde. AbschlieRend erfolgte die Messung der Absorption bei einer

Wellenlange von 405 nm im ELISA-Reader der Firma Anthos.



Material und Methoden 44

Produktion und Nachweis loslicher antigenbindender scFv-Antikorperfragmente

Fur die Expression I6slicher scFv wurden je 500 pyl HB2151 Zellen mit 50 pl monoklonalen
Phagen fiir 30 min bei 37 °C infiziert. Nach der Inkubation wurde die Kultur mit 2YT-Medium
(0,1% Glukose) auf 2 ml aufgefillt. Nach 2 h bei 37 °C wurden 25 pg/ml Chloramphenicol
zugegeben und nach Erreichen einer ODgy von 0,8 wurde die Proteinexpression durch
Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Kulturen wurden Uber Nacht bei 26 °C inkubiert und
am nachsten Tag fir 5 min bei 4.000 rpm =zentrifugiert. Die erhaltenen
Expressionstiberstande wurden mittels Western Blots und im ELISA analysiert.

Um zu uberprifen, ob die scFv in den periplasmatischen Raum der Bakterien sekretiert
wurden, wurde das Bakterien-Pellet in 100 ul Spheroblastbuffer (200 mM Tris/HCI (pH 8),
0,5 mM EDTA (pH 8), 0,5 M Saccharose) resuspendiert. Nach Zugabe von 40 ul Lysozym
(10 mg/ml) und 360 pl 50% Spheroblastpuffer erfolgte ein Inkubation fir 30 min auf Eis. Die
Proben wurden zentrifugiert (5 min, 10.000 rpm, 4 °C) und konnten ebenfalls Gber Western
Blot und im ELISA analysiert werden.

Fir den ELISA wurden Mikrotiterplatten mit 100 pl Antigen (25 pg/ml) bei 4 °C Uber Nacht
beschichtet. Nach zweimaligem Waschen mit TBS/0,05% Tween wurden unspezifische
Bindungsstellen mit 200 pl 3% BSA/TBS fir 1 h bei RT abgeséttigt. Die Platten wurden
erneut dreimal mit TBS/0,05% Tween gewaschen und mit 100 pl des bakteriellen
Zellkulturiberstandes fur 2 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten dreimal mit
TBS/0,05% Tween gewaschen und mit einer 1:420 Verdinnung des anti-flag M1 Antikérpers
(3% BSA/TBS-T) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (dreimal TBS/0,05%
Tween) wurde ein HRP-konjugierter Maus-Antikdper (1:5.000 in 3% BSA/TBS-T) fur 1 h bei
RT inkubiert. Die Platten wurden erneut dreimal gewaschen und abschlieRend mit 100 pl
frisch hergestellter ABTS-LAsung im Dunkeln inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte

im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 405 nm.

Produktion und Aufreinigung rekombinanter scFv

Um die rekombinanten Antikdrperfragmente im praparativen Mal3stab zu produzieren und
aufzureinigen, wurden ausgesuchte scFv in den pAK400-Vektor kloniert. Dieser Vektor
erlaubt die Aufreinigung Uber ein fusioniertes His-tag. Mit je einer Einzelkolonie der
transformierten E. coli wurden Vorkulturen von 5 ml 2YT-Medium (Chloramphenicol)
angeimpft und tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 100 ml 2YT-Medium
1:50 mit der Ubernachtkultur Gberimpft und bis zu einer ODgyo von 0,8 bei 37 °C kultiviert. Bei
Erreichen der gewlnschten OD wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1mM IPTG

induziert und die Kultur wurde tber Nacht bei 26 °C schittelnd inkubiert. Nach Zentrifugation
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(5 min, 4.000 rpm, 4 °C) wurde das Pellet in 600 yl Spheroblastbuffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 240 pl Lysozym (10 mg/ml) und 2160 pl 50% Spheropblatbuffer wurde fir
20 min auf Eis inkubiert, bevor flr 5 min bei 5.000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde.

Zur Aufreinigung der periplasmatisch exprimierten scFv wurde der periplasmatische Extrakt
mit 500 pl Ni-NTA-Agarose (aqulibriert in Spheroblastbuffer) fir 1,5 h bei 4 °C im
Uberkopfrotor inkubiert. Nach Zentrifugation (3 min, 1.000 rpm, 4 °C) wurde die Agarose
zweimal mit je 5 ml Waschpuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol; pH 7,8)
gewaschen und anschlieRend wurden die scFv dreimal mit 500 pl Elutionspuffer (50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol; pH 7,8) eluiert.

Polymerase-Aktivitats-Assay

Um ein mdogliches inhibitorisches Potential von selektionierten Antikérperfragmenten
abzuschatzen, wurde ein enzymatischer Polymerase-Aktivitats-Assay in ELISA-Format
entwickelt. Wie in Abbildung 2.2 dargestellt, wird in diesem Assay ein biotinylierter poly(rA)-
Strang Uber Streptavidin an ein Well einer 96 Well-Platte immobilisiert. Rekombinantes
NS5B kann nun Digoxigenin-gelabelte UTP an den poly(rA)-Strang synthetisieren. Diese
Synthese kann anschlieRend uber einen Digoxigenin-Antikdrper detektiert werden. Zur
Einschatzung der inhibitorischen Aktivitat der scFv werden die aufgereinigten scFv mit dem

rekombinanten NS5B vorinkubiert und schlieRlich die Polymerase-Reaktion durchgefuhrt.

w Streptavidine

A Biotin

3+ poly r(A)

5 oligo r(U)

KN Digoxigenin-labeled UTP

Anti-Digoxigenin

| alkaline-phosphatase-
Il’ \ conjugated antibody

Immobilization of Polymerase-reaction, Detection with
a biotinylated washing alkaline
poly(rA) stretch to phosphatase-
Strepatavidin conjugated anti-
Digoxigenin
antibodies

Abbildung 2.2: Polymerase-Aktivitats-Assay

Fir den Assay wurde als erstes eine 96 Well-Platte fir 20 min unter UV-Bestrahlung
sterilisiert. Die Wells wurden Uber Nacht bei 4 °C mit 1 ug/Well Streptavidin beschichtet und
am nachsten Morgen 1 h bei RT mit 3% BSA geblockt. Pro Well wurden dann 10 pmol

Biotin-5"-poly(rA) mit 10 pmol oligo4s(rU) in Gegenwart eines RNase-Inhibitors (Fermentas)
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annealed und fur 1 h bei RT in der 96 Well-Platte inkubiert. Die Wells wurden viermal mit
H,O gewaschen und die Reaktionslésung (20 U RNase-Inhibitor, 1x PA-Puffer (100 mM Tris,
100 mM MgCl,, 5 mM DTT, 125 mM KCI, 5 mM EDTA), 0,06 mM UTP, 0,03 mM Dig-UTP,
4 mM MgSQ,, 30-200 ng NS5B) fur 1 h bei 32 °C inkubiert. Aufgereinigte scFv wurden fur
10 min bei 4 °C mit NS5B vorinkubiert. Die Wells wurden sechsmal mit H,O gewaschen und
anschlielend wurde ein AP-gekoppelter Digoxigenin-Antikérper (in 3 % BSA) fur 1 h bei RT
inkubiert. Die Wells wurden erneut sechsmal mit Wasser gewaschen, und 20 bzw. 40 min

nach Zugabe der pNPP-Substratlésung (Sigma) wurde die ODy4o5 bestimmt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Anisoosmolaritat auf die Replikation von HCV

Wie bereits erwahnt, beeinflusst der Hydratationszustand der Zelle auch die Replikation
einer Vielzahl von Viren '*2. 1994 konnten Offensberger et al. '*® am Entenhepatitis-Modell
zeigen, dass eine Zellschwellung (Hypoosmolaritat) zu einer Hemmung der viralen
Replikation des HBV fihrt und eine Zellschrumpfung (Hyperosmolaritat) zur Stimulation der
Replikation. Bisher ist noch unbekannt, inwieweit die Replikation von HCV durch den
Hydratationszustand der Zelle beeinflusst wird. Aus diesem Grund sollte geklart werden, ob
Anisoosmolaritat einen Einfluss auf die Replikation des subgenomischen HCV-Replikons in
Huh9-13-Zellen besitzt. Zu diesem Zwecke wurden die Zellen unter anisoosmotischen

Bedingungen inkubiert und anschlieffend deren RNA- und Protein-Gehalt analysiert.

3.1.1 Hypoosmolaritit supprimiert die virale Replikation

Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, kommt es unter hypoosmolaren Inkubationsbedingungen
innerhalb von 24 h zu einer Hemmung der viralen RNA-Produktion, die im Verlauf von
weiteren 48 h noch deutlich zunimmt und, soweit anhand der Befunde aus der Real-Time-
PCR abschatzbar, zu einer Suppression der viralen RNA-Produktion um etwa 95% fuhrt.
Hier ergaben sich in den verschiedenen Nachweisverfahren fir RNA wie Northern Blot,
Reverse-Transkriptase (RT)-PCR und quantitativ mittels Real-Time-PCR vergleichbare
Befunde. Im Gegensatz zu hypoosmotischen Inkubationsbedingungen konnte unter
hyperosmotischen Inkubationsbedingungen auf RNA-Ebene kein signifikanter Effekt auf die

virale Replikation nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.1: Einfluss von Anisoosmolaritat auf die HCV-RNA

Huh9-13-Zellen wurden Uber die angegebenen Zeitrdume in hypoosmotischem (205 mosmol/l),
normoosmotischem (305 mosmol/l) oder hyperosmotischem (405 mosmol/l) Medium inkubiert.
(A) Nach RNA-Extraktion wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proben in einem Northern Blot
auf eine Membran geblottet und mit spezifischen Sonden fiir das HCV-Replikon und B-Actin (als
endogene Kontrolle) auf ihre Replikon- bzw. B-Actin-mRNA-Werte untersucht. Die gesamte RNA
wurde schlieBlich mit Hilfe der Realtime- (B) und der RT-PCR (C) analysiert. Hierfur wurden im NS5A-
Gen und im Fall der RT-PCR zuséatzlich im NS5B-Gen lokalisierte Primer verwendet. Die Ergebnisse
der Realtime-PCR sind als Prozent der normoosmotischen Kontrolle dargestellt (MW + SD). Als
Kontrolle wurde in der RT-PCR GAPDH mit spezifischen Primern nachgewiesen.

Ubereinstimmend mit den Befunden der viralen RNA-Expression fand sich auch auf
Proteinebene eine nachhaltige Suppression der Expression der viralen Proteine NS3, NS5B
und NS5A unter hypoosmolaren Bedingungen (Abbildung 3.2). Entsprechend zu den
Befunden auf RNA-Ebene lieR  sich hingegen unter  hyperosmotischen
Inkubationsbedingungen auch auf Proteinebene keine signifikante Beeinflussung der viralen

Replikation nachweisen.
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Abbildung 3.2: Einfluss von Anisoosmolaritat auf die HCV-Proteine

Huh9-13-Zellen wurden Uber die angegebenen Zeitrdume in hypoosmotischem (205 mosmol/l),
normoosmotischem (305 mosmol/l) oder hyperosmotischem (405 mosmol/l) Medium inkubiert. Nach
Versuchsende wurden Zelllysate gewonnen. Gleiche Proteinmengen (20 pg) wurden einer
Immunoblot-Analyse unterzogen. Mittels spezifischer monoklonaler Antikérper wurden NS3, NS5B,
NS5A und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.
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3.1.2 Osmolarititsabhangigkeit der viralen Replikation

Oben ausgefihrte Daten belegen, dass insbesondere hypoosmolare Bedingungen zu einer
Hemmung der viralen Replikation fuhren. Um die Osmolaritdtsabhangigkeit der viralen
Replikation noch genauer aufzulésen, erfolgte die Durchfliihrung von Osmolaritatsreihen
(205 mosmol/l bis 405 mosmol/l), bei denen die Osmolaritdt in Schritten von etwa
25 mosmol/l erhéht wurde. Wie in Abbildung 3.3 A und B dargestellt, kommt es erst ab einer
Reduktion der Osmolaritat um mehr als 50 mosmol/l zu einem merklichen Abfall der viralen
Replikation, die bei weiterer Absenkung der Osmolaritat weiter zunimmt. Dieser Effekt
kommt auf Proteinebene noch deutlicher zum Ausdruck, bei der es bereits bei einer
Reduktion um 50 mosmol/l zu einer deutlich reduzierten Expression viraler Proteine wie NS3,
NS5B und NS5A kommt (Abbildung 3.3 C). Im Gegensatz hierzu hat eine weitere Steigerung
der Osmolaritat Gber normoosmolare Bedingungen hinaus keinen relevanten Einfluss auf die

Expression viraler RNA oder viraler Proteine.
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Abbildung 3.3: Osmolaritatsabhangigkeit der viralen Replikation
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Huh9-13-Zellen wurden fir 48 h in Medien der angegebenen Osmolaritaten inkubiert. (A) Der
Northern Blot wurde mit spezifischen Sonden flir das HCV-Replikon und B-Actin auf ihre Replikon-
bzw. B-Actin-mRNA-Werte untersucht. (B) Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Realtime-PCR
analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der normoosmotischen Kontrolle dargestellt. (C) Gleiche
Proteinmengen (20 ug) wurden einer Western Blot-Analyse unterzogen. Mittels spezifischer Antikérper
wurden NS3, NS5B, NS5A und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

3.1.3 Effekt von Raffinose auf die virale Replikation

Um die Moglichkeit auszuschlieRen, dass vielmehr Anderungen der lonenstéarke und nicht
Osmolaritats- und Volumenanderungen fir die Effekte auf die virale Replikation
verantwortlich sind, wurden Experimente mit dem nichtpermeablen Osmolyt Raffinose
anstelle von NaCl durchgefihrt.

Durch Zugabe von 100 mmol/l Raffinose zum hypoosmotischen Medium (~205 mosmol/l)
wurde normoosmotisches (~305 mosmol/l) und durch Zugabe von 100 mmol/l Raffinose zum

normoosmotischen hyperosmotisches (~405 mosmol/l) Medium erzeugt.

- - 4 Replikon
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Abbildung 3.4: Effekt von Raffinose anstelle von NaCl auf die virale Replikation

Huh9-13-Zellen wurden fir 36 h in den verschiedenen Medien inkubiert. Ausgehend vom
hypoosmotischen Medium wurde durch Zugabe von 100 mM Raffinose normoosmotisches und durch
Zugabe von 100 mM Raffinose zum normoosmotischen, hyperosmotisches Medium hergestellt. Der
Northern Blot wurde mit spezifischen Sonden fiir das HCV-Replikon und B-Actin auf ihre Replikon-
sowie B-Actin-RNA-Werte untersucht.

Die Northern Blot Analyse in Abbildung 3.4 zeigt, dass die Substitution von NaCl durch
Raffinose zu &ahnlichen Anderungen der HCV-Replikation wie NaCl fiihrt. Diese Daten
weisen darauf hin, dass die virale Replikation durch zellulare Volumenanderungen

beeinflusst wird und nicht durch Veranderungen der lonenstarke.
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3.1.4 Pharmakologische Charakterisierung der hypoosmotisch induzierten Hemmung

der viralen Replikation

Um die an der hypoosmotisch induzierten Hemmung der viralen Replikation beteiligten
Signalelemente zu identifizieren, wurde in den nachfolgend beschriebenen Experimenten der
Einfluss von spezifischen Inhibitoren auf den hypoosmotischen Effekt untersucht.

Wie bereits beschrieben, wird eine Schwellung von Hepatozyten durch das Integrin/Src-
System registriert und fiihrt zur Aktivierung von ERK- und p38 MAP-Kinasen "°. Um zu
klaren, ob diese Signalkomponenten auch eine Rolle bei der hypoosmotisch induzierten
Hemmung der viralen Replikation spielen, wurde der Effekt verschiedener Inhibitoren, unter
anderem der Familie der Src-Protein-Tyrosin-Kinasen und der p38 MAP-Kinase, untersucht.
In ersten Northern Blot-Analysen kamen PP2 (Inhibitor von Lck, Fyn, Hck und c-Src '°),
SU6656 (Inhibitor von Yes, Lyn, Fyn, c-Src und Lck 2'"), Herbimycin A (HA, Inhibitor von
c-Src 2'?) und L-JNKI (Inhibitor der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) ?'®) zum Einsatz. Wie
Abbildung 3.5 zeigt, vermochte keiner der eingesetzten Inhibitoren die hypoosmotisch
induzierte Reduktion der viralen RNA zu beeinflussen. Im Fall von Herbimycin A fiel jedoch
auf, dass der Inhibitor per se bereits zu einer deutlichen Hemmung der viralen Replikation

fuhren kann, ein Effekt, der durch die anderen Inhibitoren nicht vermittelt wird.
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Abbildung 3.5: Einfluss von verschiedenen Inhibitoren auf die hypoosmotisch induzierte
Abnahme der viralen Replikon-RNA

Huh9-13-Zellen wurden Uber 48 h mit hypoosmotischem (205 mosmol/l), normoosmotischem
(305 mosmol/l) bzw. hyperosmotischem (405 mosmol/l) Medium inkubiert. Die angegebenen
Inhibitoren wurden bereits 30 min vor Einstellung der Osmolaritdt dem Kulturmedium zugesetzt. Als
Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. Die Northern Blots wurden mit spezifischen Sonden fir das HCV-
Replikon und B-Actin auf ihre Replikon- sowie B-Actin-RNA-Werte untersucht.
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In nachfolgenden Immunoblot-Analysen wurden darlber hinaus der Tyrosinkinase-Inhibitor
Genistein #'*, der p38 MAP-Kinase-Inhibitor SB202190 %'°, der ERK/MAPK-Inhibitor
PD98059 #'®, der Serin/Threonin-Phosphataseinhibitor Okadainsdure (OA ?'"), das
Antioxidans N-Acetylcystein (NAC 2'®), sowie Herbimycin A und L-JNKI verwendet.
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Abbildung 3.6: Einfluss von verschiedenen Inhibitoren auf die hypoosmotisch induzierte
Reduktion der viralen Proteine

Huh9-13-Zellen wurden Uber 72 h mit hypoosmotischem (205 mosmol/l) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/l) Medium inkubiert. Die angegebenen Inhibitoren wurden 1 h vor Einstellung der
Osmolaritat dem Kulturmedium zugesetzt. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. Die Western Blots
mit gleichen Proteinmengen (10 pg) wurden mit spezifischen Antikdrpern fir NS5B, NS5A und
GAPDH (Beladungskontrolle) auf ihre Expression untersucht.

Wie Abbildung 3.6 zeigt, war auch keiner dieser eingesetzten Inhibitoren in der Lage, die
hypoosmotisch induzierte Abnahme der Expression der viralen Proteine zu beeinflussen.

Die Ergebnisse legen nahe, dass keine der adressierten Proteinkinasen den inhibitorischen
Effekt von Hypoosmolaritat auf die virale Replikation vermittelt. Es ist daher davon
auszugehen, dass weder Mitglieder der Src-Kinase-Familie, noch Genistein-sensitive
Protein-Tyrosin-Kinasen, noch Mitglieder der MAPK-Familie wie p38-MAPK, JNK-1 oder
ERK1/2 die suppressiven Effekte von Hypoosmolaritat auf die virale Replikation vermitteln.
Die Versuche mit dem Phosphatasen-Inhibitor Okadainsdure legen ferner nahe, dass auch
Okadainsaure-sensitive Phosphatasen wie PP2A nicht an den inhibitorischen Effekten von

Hypoosmolaritat auf die virale Replikation beteiligt sind.
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3.2 c¢-Src beeinflusst die Replikation von HCV

Bei der pharmakologischen Charakterisierung der hypoosmotisch induzierten Hemmung der
viralen Replikation fiel auf, dass Herbimycin A per se und unabhangig von der
Umgebungsosmolaritat zu einer deutlichen Reduktion der Replikon-RNA flihrt. Ausgehend
von diesem Befund wurde der Einfluss von Herbimycin A auf die virale Replikation
eingehender untersucht.

Dass Herbimycin A ein potenter Inhibitor der viralen Replikation ist, belegen die in Abbildung
3.7 dargestellten Konzentrationsreihen. Wie in der Abbildung ersichtlich, reicht bereits eine
Konzentration von 10 nM Herbimycin A aus, um nach einer Stimulationsdauer von 72 h die
Expression der viralen Proteine NS3, NS5B und NS5A deutlich zu supprimieren. Hiermit
Ubereinstimmend kommt es auch auf RNA-Ebene erst bei Konzentrationen von weniger als
100 nM Herbimycin A zu einem Anstieg der viralen RNA-Expression, wahrend die virale RNA
bei Konzentrationen oberhalb von 100 nM um mehr als 90% supprimiert wird (Abbildung
3.7 B).
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Abbildung 3.7: Herbimycin A hemmt die virale Replikation

Huh9-13-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Herbimycin A stimuliert und flr einen
Zeitraum von 72 h kultiviert. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. (A) Zelllysate wurden in gleicher
Proteinmenge (20 ug) im PAA-Gel aufgetrennt. Mittels spezifischer Antikbrper wurden NS3, NS5B,
NS5A und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen. (B) Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der
Realtime-PCR analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der Huh9-13-Kontrolle dargestellt (MW
+ SD).
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Der hemmende Effekt von Herbimycin A ist hierbei nach etwa 12 h auf RNA-Ebene
nachweisbar und erst nach etwa 24 h auch auf Ebene der Expression der viralen Proteine
(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Zeitabhangigkeit der Hemmung der viralen Replikation durch Herbimycin A
Huh9-13-Zellen wurden mit 0,1 yM Herbimycin A stimuliert und Uber die angegebenen Zeitrdume
kultiviert. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. (A) Zelllysate wurden in gleicher Proteinmenge
(20 pg) im PAA-Gel aufgetrennt. Mittels spezifischer Antikérper wurden NS3, NS5B, NS5A und
GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen. (B) Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Realtime-PCR
analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der Huh9-13-Kontrolle dargestellt (MW + SD).

3.21 Inhibitoren der Src-Kinase-Familie supprimieren die HCV-Replikation

Da Herbimycin A als vergleichsweise spezifischer Inhibitor von c-Src beschrieben ist 2'2,
legen die Befunde nahe, dass c-Src fur die virale Replikation von wichtiger Bedeutung ist.
Diese Annahme wurde mit Hilfe weiterer Inhibitoren, die jeweils spezifisch Mitglieder der Src-
Kinase-Familie hemmen, Uberpruft. Wie in Abbildung 3.9 dargestellt, hemmen sowohl
SU6656 (inhibiert Yes, Lyn, Fyn, c-Src und Lck) als auch PP2 (inhibiert Lck, Fyn, Hck und
c-Src) die virale Replikation und fihren innerhalb von 24 h zu einer Suppression sowohl der
Expression der Virusproteine NS3, NS5A und NS5B als auch der viralen RNA.
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Abbildung 3.9: SU6656 und PP2 hemmen die Replikation von HCV

(A) Huh9-13-Zellen wurden mit 10 yM SU6656 bzw. PP2 stimuliert und Uber die angegebenen
Zeitraume kultiviert. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. Zelllysate wurden hergestellt und gleiche
Mengen an Protein (20 pg) wurden im PAA-Gel aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit
spezifischen Antikdrpern gegen NS3, NS5B, NS5A und GAPDH (Beladungskontrolle). (B) Huh9-13-
Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von SU6656 und
PP2 kultiviert. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Realtime-
PCR analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der Huh9-13-Kontrolle dargestellt.

Die Ergebnisse mit den beiden Src-Kinase-Familie-Inhibitoren bestatigen, dass c-Src
relevant fir die Replikation des subgenomischen Replikons in Huh9-13-Zellen zu sein
scheint. So konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von c-Src durch den spezifischen
c-Src-Inhibitor Herbimycin A, aber auch durch weitere Inhibitoren der Src-Kinase-Familie wie
SU6656 und PP2 zu einer deutlichen Reduktion der Virus-Replikation fuhrt.

3.2.2 Eine konstitutiv aktive Src steigert die Expression von NS5A

Wie erwahnt, handelt es sich bei v-Src um eine konstitutiv aktive Src. Um den Einfluss dieser

aktiven Form auf die virale Replikation zu untersuchen, wurde v-Src mit einem

aminoterminalem HisG-Tag in einen eukaryotischen Expressionsvektor (pcDNA3.1+)
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kloniert. Wie Abbildung 3.10 zeigt, fuhrt die Transfektion von Huh9-13-Zellen mit dem v-Src-

Konstrukt zu einer Verstarkung der Expression von NS5A.
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Abbildung 3.10: Eine konstitutiv aktive Src steigert die Expression von NS5A

Huh9-13-Zellen wurden mit einem HisG-getaggten v-Src-Konstrukt transfiziert und fiir 24 h kultiviert.
Als Kontrolle wurde der Leervektor pcDNA3.1+ transfiziert. Zelllysate wurden in gleicher Proteinmenge
(10 pg) im PAA-Gel aufgetrennt. Mittels spezifischer Antikérper wurden das HisG-Tag (v-Src), NS5A
und GAPDH (Beladungskontrolle) nachgewiesen.

3.2.3 siRNA-Silencing von c-Src inhibiert die virale Replikation

Um zu untersuchen, ob auch eine Hemmung der c-Src-Expression in der Hepatoma-Zelllinie,
die das subgenomische HCV-Replikon exprimiert, die virale Replikation supprimiert, wurden
Huh9-13-Zellen mit spezifisch gegen humanes c-Src gerichteter siRNA transfiziert. Als
Kontrolle diente die Transfektion mit einer Kontroll-siRNA.

Der spezifische Knockdown von c¢-Src durch einen siRNA-Oligomix unbekannter
Zusammensetzung der Firma Upstate hatte eine deutliche Hemmung der Expression der
viralen Proteine NS3, NS5B und NS5A zur Folge (Abbildung 3.11 A). Die Realtime-PCR
bestatigt die Ergebnisse, und wie Abbildung 3.11 B zeigt, kommt es im Vergleich zur
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA zu einer Inhibition der viralen Replikation um etwa
30%.
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Abbildung 3.11: siRNA-Knockdown des c-Src-Proteinlevels inhibiert die virale Replikation
Huh9-13-Zellen wurden mit 20 nM von einem src-spezifischen siRNA-Pool bzw. einem Kontroll-
siRNA-Pool transfiziert und fir 48 h kultiviert. (A) AnschlieBend wurden Zelllysate bereitet und gleiche
Mengen (10 ug) wurden per SDS/PAGE aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit spezifischen
monoklonalen Antikérpern gegen NS3, NS5B, NS5A, c-Src und GAPDH. (B) Des weiteren wurde die
Gesamt-RNA mit Hilfe der Realtime-PCR analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der Kontroll-
siRNA dargestellt (MW z SD).

Des Weiteren wurden drei verschiedene c-Src spezifische siRNAs nach selbst ausgewahlten
Sequenzen der Firma Eurofins MWG Operon eingesetzt. Auch hier kommt es bei den
siRNAs jeweils alleine oder in Kombination der drei zu einer effektiven Reduktion der c-Src-
Expression. Durch die Unterdriickung der c-Src-Expression wird auch die Expression der
viralen Proteine deutlich gehemmt (Abbildung 3.12 A). Auch auf RNA-Ebene ist der Effekt
des Knockdowns von c-Src auf die virale Replikation zu erkennen. Obwohl die Hemmung der
c-Src-Expression durch die Transfektion der Huh9-13-Zelllen mit den verschiedenen c-Src
siRNAs nicht vollstandig war (Reduktion um durchschnittlich 40-60%), hatte der c-Src-
Knockdown eine deutliche Verringerung der Menge an viraler mRNA um ebenfalls etwa
40-60% zur Folge.
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Abbildung 3.12: siRNA-Knockdown des c-Src-Proteinlevels inhibiert die virale Replikation
Huh9-13-Zellen wurden mit 25 nM src-spezifischen siRNAs bzw. GFP siRNA transfiziert und fir 72 h
kultiviert. (A) AnschlieBend wurden Zelllysate in gleicher Proteinmenge (20 pg) im PAA-Gel
aufgetrennt. Mittels spezifischer Antikdrper wurden NS3, NS5B, NS5A, c¢-Src und GAPDH
(Beladungskontrolle) nachgewiesen. (B) Des weiteren wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe der Realtime-
PCR analysiert. Die Ergebnisse sind als Prozent der GFP siRNA (Kontroll-siRNA) dargestellt (MW +
SD).

3.2.4 c-Srcinteragiert mit NS5B

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, dass c-Src eine wichtige Bedeutung fir die
Replikation des subgenomischen Replikons in Huh9-13-Zellen hat. Um die Rolle von c-Src
fur die virale Replikation naher zu bestimmen, wurde in nachfolgenden Untersuchungen
Uberprift, ob c-Src moglicherweise mit einem der viralen Proteine von HCV interagiert und
so seinen Einfluss auf die Replikation ausibt. Zu diesem Zweck wurden Ko-
Immunprazipitationsstudien mit einem monoklonalen c-Src Antikérper durchgefiihrt. Wie die
nachfolgende Abbildung belegt, konnte keine Interaktion von c-Src mit NS3 nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu konnte aber ein c-Src/NS5B-Komplex identifiziert werden
(Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: c-Src interagiert mit NS5B, aber nicht mit NS3

Far die Immunprazipitation wurden Huh9-13-Zellextrakte mit einem Antikdrper gegen c-Src inkubiert.
Die Immundetektion erfolgte mit monoklonalen Antikérpern gegen NS3 und NS5B. Als Kontrolle diente
die Gegenfarbung mit c-Src.

Wie erwahnt handelt es sich bei ¢c-Src um eine Tyrosinkinase. Es war daher von Interesse, in
Immunprazipitationsstudien zu Uberprifen, ob NS5B nicht nur mit c-Src interagiert, sondern
mdglicherweise auch von dieser phosphoryliert wird.
Wie die nachfolgende Abbildung belegt, ist davon auszugehen, dass das prazipitierte NS5B
nicht tyrosinphosphoryliert vorliegt (Abbildung 3.14).
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Tyrosin (4G10)
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Abbildung 3.14: NS5B wird nicht Tyrosin-phosphoryliert

Die Immunprazipitation aus Huh9-13-Zellextrakten wurde mit einem spezifischen NS5B-Antikérper
(5B-12B7) durchgefiihrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
Phosphotyrosin (4G10). Als Beladungskontrolle diente die Gegenfarbung mit NS5B.

Mit Hilfe von Ko-Immunprazipitationsstudien sollte Uberprift werden, ob der hemmende
Effekt von Herbimycin A auf die virale Replikation darauf basiert, dass es die Interaktion
zwischen c-Src und NS5B stort.

Die beiden folgenden Abbildungen legen nahe, dass unter Stimulation mit Herbimycin A die
Ausbildung des c-Src/NS5B-Komplexes nachgewiesen werden kann (Abbildung 3.15 A und
B). Diese Ergebnisse deuten an, dass die Interaktion zwischen c-Src und NS5B durch

Herbimycin A nicht beeintrachtigt wird.
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Abbildung 3.15: Die Interaktion von c¢-Src und NS5B wird nicht durch Herbimycin A
beeintrachtigt

Die Stimulation der Huh9-13-Zellen erfolgte mit 0,1 uM (A) bzw. 0,2 uM (B) Herbimycin A flr die
angegebenen Zeitraume. Als Kontrolle wurde mit DMSO stimuliert. Die Immunprazipitation der
verschiedenen Huh9-13-Zellextrakte erfolgte (ber einen c-Src spezifischen Antikorper. Um die
unspezifische Bindung von Proteinen an die Agarose zu berlicksichtigen, wurde in einer sogenannten
Antikdrper-Kontrolle die Prazipitation in Abwesenheit des Antikdrpers durchgefihrt. Die
Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen NS5B. Als Beladungskontrolle
diente die Gegenfarbung mit c-Src.

Um die Interaktion zwischen c-Src und NS5B naher zu charakterisieren, wurden GST-
Pulldown-Experimente durchgefihrt. Hierflir wurde zunachst Volllangen c-Src mit einem
GST-Tag versehen und in Bakterien exprimiert. Abbildung 3.16 belegt, dass das GST-
getaggte c-Src-Konstrukt, welches durch das pGEX-Plasmid exprimiert wird, genau wie sein
endogenes Aquivalent in der Lage ist mit NS5B zu interagieren. Eine Bindung von NS5B an
GST alleine oder an die Glutathion-Sepharose konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.16: GST-getaggtes c-Src interagiert mit NS5B

Fir den GST-Pulldown wurden Huh9-13-Zellextrakte mit GST-getaggtem c-Src inkubiert. Um die
unspezifische Bindung von Proteinen an die Sepharose bzw. an den GST-Anteil zu bericksichtigen,
wurde der Pulldown zum einen in Abwesenheit der GST-Proteine bzw. in Anwesenheit des
GST-Proteins durchgefihrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper gegen
NS5B. Als Beladungskontrolle diente die Gegenfarbung mit einem polyklonalen GST-Antikoérper.

Als nachstes wurden verschiedene Verklrzungsmutanten von c-Src auf ihre Bindung mit
NS5B hin analysiert. Dazu wurden mittels PCR die Doménen von c¢-Src in das pGEX-
Plasmid kloniert und in Bakterien exprimiert. Abbildung 3.17 A zeigt die generierten
VerklUrzungsmutanten, bei denen verschiedene Domanen trunkiert wurden. Wie in Abbildung
3.17 B dargelegt, ist die SH1-Domane von c-Src nicht in der Lage mit NS5B zu interagieren.
Im Gegensatz dazu konnte sowohl mit GST-SH2/1 als auch mit GST-SH3/2 eine Bindung mit
NS5B nachgewiesen werden. Diese Daten deuten darauf hin, dass die Interaktion mit NS5B

Uber die SH2- und die SH3-Domane von c-Src vermittelt wird.
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Abbildung 3.17: NS5B bindet die SH2- und SH3-Domanen von c-Src

(A) Darstellung der c-Src-Verkirzungsmutanten (B) Fir den GST-Pulldown wurden Huh9-13-
Zellextrakte mit GST-getaggten Verklrzungsmutanten von c-Src inkubiert. Um die unspezifische
Bindung von Proteinen an die Sepharose bzw. an den GST-Anteil zu berlicksichtigen, wurde der
Pulldown zum einen in Abwesenheit der GST-Proteine bzw. in Anwesenheit des GST-Proteins
durchgefihrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen NS5B. Als
Beladungskontrolle diente die Gegenfarbung mit einem polyklonalen GST-Antikorper.

Um zu klaren, ob NS5B auch mit anderen Proteinen, die SH3-Doméanen besitzen,
interagieren kann, wurden verschiedene GST-Fusionsproteine eingesetzt, die die SH3-
Domanen von weiteren Src-Kinasen (Fyn, Hck, Lck) und die der Abl-Kinase enthalten (zur
Verfigung gestellt von Prof. Willbold, Dusseldorf). Abbildung 3.18 bestatigt, dass NS5B mit
dem Volllangen c-Src sowie mit der SH3-Domane von c-Src interagiert. Auch mit den
anderen getesteten SH3-Domanen von Fyn, Hck und Lck scheint es eine Interaktion zu
geben, wobei diese aber nicht so stark sind, wie im Fall der SH3-Domane von c-Src. Bei der
SH3-Domane von Abl dagegen ist nur eine sehr schwache Interaktion mit NS5B
nachweisbar. Diese Daten belegen, dass die Fahigkeit von NS5B mit SH3-Domanen zu
interagieren nicht nur auf c-Src beschrankt ist, da NS5B imstande ist, mit SH3-Domanen von

anderen Mitgliedern der Src-Kinase Familie zu interagieren.
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Abbildung 3.18: NS5B bindet SH3-Doméanen von Src-Kinasen

Fir den GST-Pulldown wurden Huh9-13-Zellextrakte mit GST-getaggten SH3-Doménen von
Src-Kinasen inkubiert. Um die unspezifische Bindung von Proteinen an die Sepharose bzw. an den
GST-Anteil zu berlcksichtigen, wurde der Pulldown zum einen in Abwesenheit der GST-Proteine und
zum anderen in Anwesenheit des GST-Proteins durchgefiihrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem
monoklonalen Antikérper gegen NS5B. Als Beladungskontrolle diente die Gegenfarbung mit einem
polyklonalen GST-Antikorper.




Ergebnisse 63

3.2.5 c-Src beeinflusst die subzelluldre Organisation der viralen Proteine

Zur Klarung der funktionellen Relevanz des c-Src/NS5B-Komplexes bei der Replikation von
HCV wurde mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie Uberprift, ob eine Inhibition
von c-Src durch Herbimycin A Einfluss auf die zellulare Lokalisation der Virus-Proteine
besitzt. Die von Andreas Pfannkuche (Dusseldorf) durchgefuhrten Immunfluoreszenzen in
Abbildung 3.19 demonstrieren beispielhaft, dass die Stimulation mit Herbimycin A bereits
nach 12 h zu einer veranderten subzelluldren Organisation der Virus-Proteine fuhrt. Wie man
sieht, kommt es im Fall von NS5A anstelle einer Lokalisation in cytoplasmatischen und
periplasmatischen Regionen eher zu einer Akkumulation in vesikuldren Strukturen im
Cytoplasma. Bei NS5B dagegen lasst sich keine deutliche Veranderung der Lokalisation

durch die konfokale Laserscanning-Mikroskopie ausmachen.

NS5A

Kontrolle Herbimycin A Herbimycin A

NS5B

Kontrolle Herbimycin A Herbimycin A

Abbildung 3.19: Herbimycin A beeinflusst die subzelluldre Organisation der viralen Proteine
Huh9-13-Zellen wurden mit 0,1 yM Herbimycin A stimuliert und Uber die angegebenen Zeitrdume
kultiviert. Die Immunfluoreszenz erfolgte mit monoklonalen Antikdrpern gegen NS5A und NS5B. Als
Sekundarantikérper wurde ein Cy3-konjugierter Maus-Antikorper eingesetzt. Die zellulare Lokalisation
wurde mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. VergréfRerung: d x 100.

Auch ein siRNA-Knockdown der c-Src-Proteinlevel flhrt zu einer Veranderung der zellularen
Lokalisation der Virus-Proteine. Die in Abbildung 3.20 dargestellten Immunfluoreszenzen
demonstrieren, dass es durch den Gen-Knockdown von c-Src bei NS5B anstelle einer
Lokalisation in cytoplasmatischen und periplasmatischen Regionen eher zu einer

Akkumulation in vesikularen Strukturen im Cytoplasma kommt.
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Lipofectamine

Abbildung 3.20: siRNA-Knockdown des c-Src-Proteinlevels beeinflusst die subzelluldre
Organisation von NS5B

Huh9-13-Zellen wurden mit 20 nM von einem src-spezifischen siRNA-Pool transfiziert und fiir 48 h
kultiviert. Die Immunfluoreszenz erfolgte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen NS5B. Als
Sekundarantikdrper wurde ein Cy3-konjugierter Maus-Antikorper eingesetzt. Um den Zellkern
anzufarben, wurde Mounting Medium mit DAPI verwendet. Die zelluldre Lokalisation wurde mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. VergréfRerung: d x 120.
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3.3 Generierung NS5B-spezifischer humaner Antikorperfragmente

Aufgrund des Mangels an praventiven Impfstoffen oder einer effektiven antiviralen Therapie
bleiben Infektionen mit dem Hepatitis C Virus eines der grofiten Gesundheitsprobleme
weltweit. Intrazellulare Antikdrper, die virale oder zellulare Proteine antagonisieren,
reprasentieren in diesem Zusammenhang eine Klasse von neutralisierenden Molekulen, die
im Rahmen gentherapeutischer Therapiestrategien ein gro3es Potential haben. In diesem
Kontext konnten insbesondere Einzelkettenantikérperfragmente (scFv; single-chain variable
fragments) bereits erfolgreich im Bereich der HIV-Forschung und der Onkologie eingesetzt
werden 2% 2% Ein rekombinantes scFv besteht aus der variablen Domane der schweren
Kette (Vu), die Gber einen Polypeptid-Linker mit der variablen Domane der leichten Kette (V)
verbunden ist und somit eine voll funktionelle, antigenbindende Einheit erzeugt (Abbildung
3.21).

IgG scFv

Abbildung 3.21: Schematische Darstellung eines Einzellkettenantikdrperfragments (scFv) im
Vergleich zum Immunglobulin G (IgG)

Jedes Oval reprasentiert eine Immunglobulin-Faltungsdomane. Disulfidbriicken sind durch rote Linien
dargestellt und der Polypeptid-Linker des scFv durch eine blaue Linie. VL = variable Domane der
leichten Kette; VH = variable Doméne der schweren Kette; CL = konstante Domane der leichten Kette;
CH = konstante Domane der schweren Kette (verandert nach Peterson et al *').

Die Isolierung von hochaffinen scFv, die spezifisch flr ein Target-Protein sind, ist durch die
Phagen-Display-Technologie moglich, die die Expression von kombinatorischen
Immunglobulin-Gen-Bibliotheken auf der Oberflache von filamentdésen Bakteriophagen

erlaubt.
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3.3.1 Affinitatsselektion

Die in dieser Arbeit verwendete humane scFv-Bibliothek, die sich von Knochenmarksaspirat
von chronisch HCV-infizierten Patienten herleitet, wurde fir drei Runden der
Affinitatsselektion gegen 100 ug/ml der verschiedenen Peptid-Motive von NS5B verwendet,
um scFv zu selektionieren, die spezifisch an diese binden.

In der ersten Runde der Affinitatsselektion wurden 10'? cfu/ml der rekombinanten Phagen
eingesetzt. In den folgenden Runden konnten nur relativ geringe Phagentiter amplifiziert
werden, so dass in der zweiten und dritten Selektionsrunde nur etwa 10° bis 10" cfu/ml
eingesetzt wurden. Nach Inkubation der Phagenbibliothek mit den immobilisierten Motiven im
ELISA-Format wurden Phagen mit Affinitat zu NS5B um ein Vielfaches angereichert.
Erkennbar ist dies anhand der Uber die Selektionsrunden zunehmenden Anzahl an eluierten
Phagen im Verhaltnis zu den eingesetzten Phagen (Tabelle 3.1). Im Fall der Phagen gegen
Motiv A kommt es nach der dritten Runde der Affinitdtsselektion zu einer 174-fachen, gegen
Motiv B zu einer 1652-fachen, gegen Motiv C zu einer 2133-fachen, gegen Motiv D zu einer
45-fachen und gegen Motiv F zu einer 1380-fachen Gesamt-Anreicherung der spezifischen

Phagen.

Tabelle 3.1: Anzahl der in der Affinitatsselektion (Panning) eingesetzten Phagen und der
anschliefend eluierten Phagen (cfu/ml)
Die Anreicherung der ersten Runde der Affinitatsselektion wurde gleich 1 gesetzt.

Antigen | Panningrunde 5;5?::3::; P:ar?:cr;:lter Ve;gi:?erP:aar?:iT:er Anreicherung
anning
1 1x 10" 6,9x10° 6,9x 107 1
Motiv A 2 2x10" 1,6 x 10° 8x10° 11,6
3 1,1x 10" 1,3 x 10* 1,2x10° 15
1 1x 10" 2,3x10° 2,3x10° 1
Motiv B 2 3,5x10° 2x10? 57 x 107 24,8
3 5,5x 10° 2,1x10* 3,8x10° 66,6
1 1x 10" 1,5x 10° 1,5x 10 1
Motiv C 2 2,6 x10° 1,7 x 10° 6,5x 107 433
3 1,2 x 10° 3,8x 10° 3,2x10° 49
1 1x 10" 3,3x10° 3,3x 107 1
Motiv D 2 6 x 10° 2x10° 3,3x10°® 10
3 2x10" 3x10° 1,5x 107 45
1 1x 10" 2,1x10° 2,1x10° 1
Motiv F 2 2,9x10° 8x10° 2,8x10° 1333
3 1x10" 2,9x10* 2,9x10° 1
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Nach der dritten Runde der Affinitatsselektion erfolgte die Isolation einzelner klonaler
Phagen. Hierzu wurde stichprobenweise von jedem Motiv eine Vielzahl von Einzelkolonien
gepickt. Um die scFv in I8slicher Form zu exprimieren, wurden HB2151-Zellen mit den
monoklonalen Phagen infiziert. Bei diesen E. coli-Zellen handelt es sich um einen
sogenannten Nicht-Suppressor Stamm, bei dem die scFv nicht mehr als Fusionsprotein auf
der Oberflache der Phagen prasentiert werden, sondern in den periplasmatischen Raum der
E. coli sekretiert werden %2,

Die periplasmatischen Extrakte der Zellen wurden verwendet, um I6sliche scFv mit Affinitat
gegen die Motive von NS5B zu identifizieren. Die Spezifitat der Antikérperfragmente wurde
zunachst in einem indirekten ELISA gegen die Motive getestet. Abbildung 3.22 zeigt
beispielhaft das Ergebnis eines ELISA von scFv gegen Motiv A. Man erkennt, dass die OD4os

von einigen Klonen deutlich tUber dem Hintergrundsignal von 3% BSA liegen.
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Abbildung 3.22: Bindung von bakteriell exprimierten, monoklonalen scFv an Motiv A von NS5B
Periplasmatische Extrakte der scFv gegen Motiv A wurden prapariert. Nach Beschichtung einer
Mikrotiterplatte mit Motiv A von NS5B und anschliefender Blockierung erfolgte eine Inkubation mit
100 ul des periplasmatischen Extrakts. Anschliefend wurde mit einem monoklonalen Flag-Antikérper
und einem HRP-konjugierten Maus-Antikorper inkubiert. Die Detektion der Bindung erfolgte anhand
einer ABTS-Anfarbung und Messung der optischen Dichte.
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Um das Vorhandensein vollstandiger Antikérperfragmente zu verifizieren, wurde ein Sfil-
Verdau der ELISA-positiven Klone durchgefiihrt. Ein vollstidndiges scFv-Gen ergibt ein
Fragment von 750 bp. Abbildung 3.23 zeigt beispielhaft einen Sfil-Verdau von einigen
selektierten scFv gegen Motiv A. Wie man sieht, zeigen nicht alle analysierten Klone das

spezifische scFv-Insert von etwa 750 bp. Nicht positive Klone wurden verworfen.
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Abbildung 3.23: Kontrolle von selektierten scFv-Klonen gegen Motiv A von NS5B auf
Vollstiandigkeit der Antikorperfragmente

pAK100-scFv Plasmide wurden fur 3 h bei 50 °C mit Sfil verdaut. Proben wurden auf einem 1,5%igen
Agarosegel analysiert. M: DNA-Groflenstandard.

3.3.2 Immunoblot-Analysen

Um die richtige Expression und Grolke der scFv zu Uberprifen, wurden Immunoblot-
Analysen durchgefuhrt. Hierzu wurden periplasmatische Extrakte im PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und die Antikérperfragmente mit Hilfe eines Flag-Antikorpers
detektiert. Abbildung 3.24 zeigt, dass in einigen Fallen die erwartete, spezifische Bande bei
etwa 31 kDa deutlich nachgewiesen werden kann (scFv B30, B33, C7, C12, C19 und D2).
Einige Antikorperfragmente dagegen zeigen nur eine sehr schwache oder auch kaum

nachweisbare Expression im Periplasma.
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Abbildung 3.24: Bakterielle Expression von Ioslichen monoklonalen scFv

Um die Expression und GrofRe der bakteriell exprimierten Antikdrperfragmente zu bestimmen, wurden
12 pl der periplasmatischen Extrakte per SDS/PAGE aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit
einem monoklonalen Antikérper gegen Flag.
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Tabelle 3.2 fasst die Ergebnisse der indirekten ELISA gegen die verschiedenen Antigene,
des Sfil-Verdaus und der Analyse auf die richtige Expression zusammen. Es wird deutlich,
dass die Spezifitdt von den stichprobenweise selektierten scFv im ELISA nicht hoch ist. Von
den ELISA-positiv getesteten scFv enthielten einige Klone kein vollstandiges
Antikérperfragment oder sie zeigten nur eine sehr schwache bis keine Expression in
periplasmatischen Extrakten. So konnten letztlich nur einige wenige Klone fir eine weitere

Charakterisierung selektiert werden.

Tabelle 3.2: Spezifitat der Bindung der léslichen scFv an Motive von NS5B

Antigen Anzahl getesteter | ELISA positive Sfil-Verdau korrekte
scFv scFv positive scFv Expression
Motiv A 60 23 15 7
Motiv B 69 41 29 27
Motiv C 54 22 22 16
Motiv D 49 24 19 9
Motiv F 30 15 7 1

3.3.3 Sequenzierung und Klassifizierung der variablen Domanen

Die kodierende Sequenz der Phagemid-DNA von ausgesuchten Klonen wurde bestimmt und
die Aminosauresequenz der variablen Domanen der Antikérperfragmente abgeleitet. Die
Positionen der Framework-Regionen (FR) und Komplementaritats-determinierenden
Regionen (CDR) wurden entsprechend der Systematik nach Kabat #?* #** festgelegt. Ein
Vergleich der scFv-Sequenzen der variablen Domanen ausgesuchter Klone zeigt Abbildung
3.25. Zusatzlich zu den scFv, die gegen die Motive von NS5B selektiert wurden, sind auch
scFv aufgefiihrt, die in einer Affinitatsselektion gegen Volllangen NS5B selektiert wurden
(scFv 72, 78, 82; durchgeflhrt von CIliff Brackmann). Einige Klone gegen die jeweiligen
Motive besalRen identische DNA-Sequenzen, demzufolge kodieren sie das gleiche
Antikérperfragment (Daten nicht gezeigt). Dies deutet an, dass in der Affinitatsselektion
Klone mit identischer Sequenz angereichert werden konnten.

Die Gruppierung der variablen Domanen und Identifikation der am nachsten verwandten V-,
D- und J-Segmente wurde durch Alignment mit Hilfe des DNA-Plot (http://www.dnaplot.de)
oder des Immunglobulin-BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast) durchgefihrt. Die
verschiedenen Charakteristika der Antikorperfragmente sind in Tabelle 3.3 dargestellt.
V(D)J-Keimbahnsegmente mit der gréBten Ahnlichkeit zu der Sequenz der scFv sind

angegeben. Wie man erkennt, besitzen einige Antikdrperfragmente A-leichte Ketten und
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einige k-leichte Ketten. In einigen Fallen war es nicht moglich, die Keimbahnsegmente zu

bestimmen.
--flag--———----- FR-L1-————-——— ————- CDR-L1---—- —-———- FR-L2--——- -CDR-L2 -————————————— FR-L3--—————————————
A35 MADYKDQSVLTQ-PPSASGTPGQRVTISC SGSRSNIGMN---TVN WYQHLPGTAPKLLIY SNHQRPS GVPDRFSG--PKSGTSASLAISGLQSDDEADYYC
B12 MADYKDEIVLTQSPLSLPVTPGEPASISC RSSQSLLHSNGDNYLD WYLQKPGQSPQLLIY LGSNRAS GVPDRFSG--SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
B35 MADYKDDIVMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQDIRRD———--—-— MG WYQQKPGTAPKLLIY GASSLQT GVPSRFSG--SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
Cc2 MADYKDDIVMTQSPGTLSLSPGERATLSC RASHS-VNSN---SLA WYQQKPGRAPRLLIY DASTRAT GIPDRFSG--SGSGTDFTLTISRLEPEDFAIYYC
Cc10 MADYKDEIVLTQSPLSLPVTPGEPASISC RSSQSLLHSNGDNYLD WYLQKPGQSPQLLIY LGSNRAS GVPDRFSG--SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
D2 MADYKDETTLTQSPGSQPEWEESNLIPPP LRFLAVAPS----- LS SLPIST-VPSRCAVH GLFRQONR GVLS--EK--QKVLATQGLQGCGVFPKCLKRVSG
F1l MADYKDNFMLTQ-PHSVSESPGKTITISC TRSSGSITSN---FVH WYQQCPGNSLTTMIY DHHKRPS GVPDRFSGSIDRSSNSASLTISGLKTEDEADYYC
72 MADYKDQSVLTQ-PPSVSAAPGQKVTISC SGSSSNIGNN---YVS WYQQLPGTAPKLLIY ENNKRPS GIPDRFSG--SKSGTSATLGITGLQTGDEADYYC
78 MADYKDEIVLTQSPLSLPVTPGEPASISC RSSQSLLHSNGYNYLA WYLQKPGQSPQLLIY LGSNRAS GVPERFSG--SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
82 MADYKDSSELTQ-DPAVSVALGQTVRITC —---QG--DSLRAYSAT WYQQRSGQAPILVIY DGNIRSS GIADRFSG--SRSGDTASLTITGAQADDEADYYC
--CDR-L3--- --- FR-L4-- - ——————- LINKER--————= —=———————— FR-Hl-————————- ——- CDR-Hl1--- —--—-- FR-H2---—-
A35 AAWDDSLNGYV FGPGTKLTVL GGGGGSGWWWEWRRGSGGGGS QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSSGYYWG WIRQPPGKGLEWIG
B12 MQOALQTPR--T LGQGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS QVNLRESGGDLVQPGRSLRLSRAAS G--HTFGESAMH WVRQAPGKGLEWVS
B35 LOHYNYPR--T FGQGTKVDIKR GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS QVNLRESGGGLLQPGESPRVSCAAS G--FSFPYYWMH WVRQTPGKELLWVS
Cc2 QQYGSSLG-YT FGQGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS QVNLRESGADVKKPGSSVKVSCKVS G—APFSSYGLS- WVRRTPGQGLEWMG
C10 MOALQTPR--T LGQGTKLEIKR GGGGSGGGGSGGGGSRGGGS QVQLQES—-—-—-—-—---— GTG-—————~—= ————————— AGV GAASGLGLGLKHLL
D2 QVOWLMPV-TL ALWGTKVDIKR GGGGSGGGGSGGGGSSGGRS EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS G--FTFSSYAMS WVRHAPGKGLEWVS
Fl QSYDRGVM--V LGGGTKVTVL GGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS QVQLQESGGGLVQPGGSLKLSCGAS G--LTFSGSAVH WVRQASGKGLEWVG
72 GTWDSSLSAGV FGGGTKVTVL GGGGGSGGGGSGGGGSSGGGS QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCEAS G--FAFSNYAMN WVRQAPGKGLEWVS
78 MEALRSPF--T FGPGTKVDIKR GGGGSGGGGS————————-—- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCTFS G-DSENSYNWWN WVRQSPGKGLEWIG
82 NSRDTADNRVL FGGGTQLTVL GGGGGSGGGGSGGGGSSGGGS QVNLRESGAGLLKPSETLSLTCAVS GGSF--SGYYWT WIRQPPGKGLEWTG
—————— CcbR-H2------- - —--————-----FR-H3---- - - - - ——————— —-————--CDR-H3----——- -—-FR-H4---
A35 SIYSSGST---YYNSSLKS RVTISVDTSKNQFTLRLSSVTAADTAVYYCAR R----NGVTRHFGNY--FDS WGQGTLVTVSS
B12 GISYSGIT---DHADSVKG RFTISRDNANNPLYLHMSSLRAEDTALYFCAK DRGRFGST-SLGDGM---DV WGQGTLVTVSS
B35 RISPDGKT--TNYADSVKG RFTISRDNANNTLFLRMNSLRADDTAVYYCAR ———————— VRGSRN----DL WGQGTLVTVSS
Cc2 ATIIPIFNT--TNYARQFEG RVTITADTSTSTAYTDPSGLISDDTAVYYCTR G---AYDLSSGYYHHPAFDF WGQGTLVTVSS
Cc10 PALHARL————— LLDVLPP -VTHVS---QVPLLWRRGQERAQAHPLMHAPW STPPSASVYPLHWAV---EC PLHGTTVTVSS
D2 AISGSGGS--TYYADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK DGSAYYDFWSGYRYG--MDV WGQGTLVTVSS
Fl RITSKAQSYATAYGESVKG RFTISRDDSKNTACLQMNSLKTEDTAVYYCAL P----YCSSTSC-YA--LDV WGQGTTCTVSS
72 TIRGSGRS--TFYADSVKG RFTISRDNPRYTVYLQLNGLRGEDTAVYFCAK R----REEKDYNYGWH-FDL WGRGTLVTVSS
78 EVFESGT---THYNPSLKG RVTISLDESKNRFSLIVTSLTAADSAVYFCAR A----PQPTYYYYG---LDV WGQGTLVTVSS
82 EINDSGN---TIYNPSLKS RVTISLDGSRNHFSLKLTSVTAADTAIYFCAR GRRIPQILRKAQVSG--FDY WGQGTLVTVSS

Abbildung 3.25: Aminosduresequenzen der variablen Doméanen selektierter scFv gegen Motive
von NS5B und NS5B

Von monoklonalen scFv wurde die kodierende DNA isoliert. Es erfolgte eine automatische
Sequenzierung der variablen Doménen mit spezifischen Primern. AnschlieBend wurde die
entsprechende Aminosduresequenz abgeleitet, die hier aufgefihrt ist. Die CDR der einzelnen
Antikorper sind gelb hervorgehoben, der Linker grau. Disulfidbriicken bildende Cystein-Reste sind fett
dargestellt. Flag = Flag-tag, FR = Framework-Region, CDR = Komplementaritats-determinierende
Region, L = leichte Kette, H = schwere Kette.

Tabelle 3.3: Klassifizierung und entwicklungsgeschichtlicher Ursprung der variablen Doménen
der klonierten Antikérperfragmente nach Kabat
n.k. = nicht klassifizierbar

Leichte Kette Schwere Kette
scFv | Klasse | Familie | V-Segment | J-Segment | Familie | V-Segment | D-Segment | J-Segment
A35 A VL1 V1-16 JL1 VH4 VH4-39 D7-27/D1-26 JH4b
B12 K VKII A19 JK1 VH3 VH3-9 D3-16 JH5a
B35 K VKI L11 JKI VH3 VH3-74 n.k. JH5b
Cc2 K VKIII A27 JK2 VH1 VH1-69 D3-3 JH3a
c10 K VKII A19 JK1 VH4 VH4 n.k. JH6
D2 K n.k. n.k. n.k. VH3 VH3-23 D3-3 JH6b
F1 Py VL6 V1-22 JL2/JL3a/b VH3 VH3-73 D4/4-b JH6b
72 A VL1 V1-19 JL2/JL3a VH3 VH3-23 D5-12 JH2
78 K VKII A3/A19 JK3 VH4 VH4-28 D4-23 JH6b
82 Py VL1 V3-19 JL2/3a VH4 VH4-34 D1-14 JH4b
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3.3.4 Expression von rekombinantem NS5B und His-Pulldown-Experimente

Die NS5B RNA-abhangige RNA-Polymerase wurde in einen Baculovirus-Expressionsvektor
kloniert (pBac C 5B Rev 1-3; zur Verfigung gestellt von Prof. Bartenschlager, Heidelberg)
und als aminoterminal Hisg-getaggtes Fusionsprotein in Insektenzellen exprimiert. Die
Infektion von Sf27-Zellen mit dem rekombinanten Baculovirus resultierte in der Synthese
eines Polypeptids mit der erwarteten GroRe von etwa 69 kDa, welches Uber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Um zu analysieren, ob die selektionierten Antikdrperfragmente mit dem Volllangen NS5B
interagieren, wurden His-Pulldown-Experimente durchgefihrt. Hierfir wurde das
rekombinante His-getaggte NS5B an Ni-NTA-Agarose gekoppelt. Durch Inkubation mit den
periplasmatischen Extrakten der verschiedenen scFv sollten diese ko-prazipitiert werden.
Abbildungen 3.26 A - D zeigen die Ergebnisse der His-Pulldown-Experimente mit
ausgesuchten Antikorperfragmenten selektioniert gegen Motiv A (A) (B), Motiv C (C) (D) und
Volllangen NS5B (B). Wie man sehen kann, sind Interaktionen der scFv mit NS5B
darstellbar, wie beispielsweise im Fall der scFv gegen Volllangen NS5B (scFv 72, 78 und
82). Auch Antikérperfragmente, die gegen Motive von NS5B selektioniert wurden, scheinen
mit NS5B zu prazipitieren, wie z. B. scFv A22, A43, C2 und C19. Andere scFv zeigen nur
eine schwache Interaktion mit NS5B (scFv A20, A55) oder gar eine unspezifische Bindung
an die Ni-NTA-Agarose wie scFv C12, C22 oder auch C23.

A
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€ P F P ¥ P F P ¥ Pul
= down g down = down = down = down
1] | w i w
NS5B + - + - + - + - + -
' - - < Flag (scFv)
B scFv A43 scFv A55 scFv 72 scFv 78 scFv 82
T Pl % Pm ¥ P P F  Pul
5 down 5 down 5 down 5 down 5 down
NS5B + - + - + - + - + -

4 Flag (scFv)
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Abbildung 3.26: His-Pulldown-Experimente

Fir die His-Pulldown-Experimente wurde His-getaggtes NS5B mit periplasmatischen Extrakten
selektionierter scFv gegen Motiv A (A) (B), Volllangen NS5B (B) und Motiv C (C) (D) inkubiert. Um die
unspezifische Bindung von scFv an die Ni-NTA-Agarose zu berlcksichtigen, wurde der Pulldown
zusatzlich in Abwesenheit von NS5B durchgefiihrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem
monoklonalen Antikérper gegen Flag. Als Beladungskontrolle diente die Gegenfarbung mit einem
monoklonalen His-Antikdrper.

3.3.5 Polymerase-Aktivitats-Assay

Um die enzymatische Aktivitdt der rekombinanten Polymerase zu bestimmen, wurde ein
Polymerase-Aktivitats-Assay im ELISA-Format entwickelt. Der in der Polymerase-Reaktion
durch NS5B neu synthetisierte RNA-Strang kann mit einem Digoxigenin-Antikorper und einer
nachfolgenden Farbreaktion detektiert werden.

Zunachst wurde die rekombinante Baculovirus-exprimierte Polymerase auf ihre Fahigkeit
untersucht, einen RNA-Doppelstrang zu synthetisieren. Das Ergebnis in Abbildung 3.27 A
zeigt, dass die rekombinante Polymerase aktiv ist und dass die Menge an synthetisiertem
RNA-Doppelstrang mit  steigender Polymerase-Konzentration in  einer nahezu
dosisabhangigen Weise zunimmt. Eine Sattigung, die einer 100%igen Synthese entspricht,

wird bei etwa 4 pg/pl Enzym erreicht.
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Abbildung 3.27: Polymerase-Aktivitits-Assay

(A) Effekt der Enyzm-Konzentration auf die Substratpolymerisierung. Die Polymerase-Reaktionen
wurden mit verschiedenen Mengen der rekombinanten Baculorvirus-exprimierten NS5B Polymerase
durchgefihrt. (B) Screening von anti-NS5B scFv auf inhibitorische Aktivitat. Aufgereinigte
Antikérperfragmente wurden mit NS5B in Reaktionspuffer vorinkubiert. Die Polymerase-Reaktion
wurde durchgefuhrt und die Doppelstrang-Neusynthese bestimmt. Die Polymeraseaktivitat des
Enzyms ohne vorinkubierte Antikdrper wurde als 100% bezeichnet.

Um ein inhibitorisches Potential von ausgewahlten scFv im Polymerase-Aktivitats-Assay zu
bestimmen, wurden Antikérperfragmente und NS5B eingesetzt, die Uber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt wurden. Die scFv wurden in gleichem molaren Verhaltnis mit dem Enzym in
Reaktionspuffer vorinkubiert, die Polymerase-Reaktion durchgefiihrt und die Doppelstrang-
Neusynthese wurde bestimmt. Eingesetzt wurden die drei Antikdrperfragmente, die gegen
das Volllangen NS5B-Protein selektiert wurden. Alle getesteten Antikérper inhibierten die
Polymeraseaktivitdt von NS5B mit Effizienzen zwischen 40% bis nahezu 80% im Fall von
scFv 82 (Abbildung 3.27 B).

3.3.6 Generierung und Testung von YFP- und CFP-Fusionsproteinen

Die Methode des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ist ein modernes
Werkzeug zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Fur zuklnftige FRET-
Analysen wird es wichtig sein, die zellulare Lokalisation der scFv und von NS5B untersuchen
zu kénnen. Aus diesem Grunde wurden scFv-YFP- (scFv 72, 78, 82) sowie NS5B-CFP-

Fusionsproteine kloniert.

Nicht dargestellt ist die nach der Klonierung durchgefiihrte biochemische und funktionelle
Charakterisierung der Fusionskonstrukte; die Funktionskontrolle erfolgte auf Proteinebene.
Abbildung 3.28 demonstriert beispielhaft — mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-

Mikroskopie — die Funktionsfahigkeit der Fusionsproteine in situ.
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Die scFv-YFP-Fusionsproteine sind alle in cytoplamatischen Regionen lokalisiert (Abbildung
3.28 A-C). Das NS5B-CFP-Fusionsprotein (Abbildung 3.28 D) wird wie das endogene NS5B
in Huh9-13-Zellen (Abbildung 3.28 E) in cytoplasmatischen und perinukledren Regionen

exprimiert.

¥

| T o
scFv 72-YFP ' scFv 78-YFP
oo

NS5B-CFP

Abbildung 3.28: Zelluldre Lokalisation der scFv-YFP- und NS5B-CFP-Fusionskonstrukte
Huh7-Zellen wurden mit 5 ug scFv 72-YFP (A), scFv 78-YFP (B), scFv 82-YFP (C) und NS5B-CFP
(D) transient transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert. (E) Zur Kontrolle wurde in Huh9-13-
Zellen NS5B mit einem monoklonalen Antikorper angefarbt. Als Sekundarantikérper wurde ein Cy3-
konjugierter Maus-Antikorper eingesetzt. Zur Anfarbung der Zellkerne wurde Mounting Medium mit
DAPI verwendet. Die zellulare Lokalisation der Fusionskonstrukte und NS5B wurde mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysiert. VergréRerung: d x 100
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4. DISKUSSION

4.1 Anisoosmolaritat beeinflusst die HCV-Replikation im subgenomischen
Replikon-Modell

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von anisoosmolarem Stress auf die
HCV-Replikation im subgenomischen Replikon-Modell untersucht.

In den 1990er Jahren konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von Leberzellen mit
Hormonen wie beispielsweise Insulin oder die vermehrte Aufnahme von Aminosauren zu
Anderungen der zelluldren Hydratation und damit des zelluldren Volumens filhren und
hierdurch eine Modifikation des zellularen Metabolismus und der Genexpression
hervorrufen '2* 2 137 7Zentrale Effekte von Hormonen wie Insulin konnten durch Inkubation
von Leberzellen in hypoosmolarem Medium und die hierdurch bedingte Anderung des
Zellvolumens simuliert werden. Die zugrundeliegenden Mechanismen des Osmosensings
und durch diese aktivierte Osmosignalilibertragungsprozesse konnten in der Folge am
Modellsystem anisoosmotisch exponierter Zellen und Gewebe charakterisiert werden. Diese
Experimente konnten eindeutig belegen, dass ein Zusammenhang zwischen Anderungen
des Zellvolumens und der Regulation von Protein- und Kohlenhydratmetabolismus besteht
und dass Stimuli wie Insulin diese Prozesse uber Anderungen des Zellvolumens

regulieren 133, 135, 225, 226

. Dementsprechend filhren Substanzen, die wie z.B. bestimmte
Diuretika die Insulin-bedingte Zunahme des Zellvolumens unterbinden, zu einer relativen
Insulinresistenz der Leberzelle. Verallgemeinernd lasst sich feststellen, dass eine
Hydratationszunahme (Zellschwellung) anabole Stoffwechselprozesse und die Proliferation
fordert, wohingegen eine Hydratationsabnahme (Zellschrumpfung) zur Katabolie flhrt,
Insulinresistenz vermittelt, sowie die Zellen fiir apoptotische Signale sensitiviert "> %27,

Der Einfluss der Zellhydratation auf die virale Replikation wurde bereits in den 1960er und
70er Jahren unter anderem an RNA-Viren wie dem Polio- '** '*° dem Sindbis- "** '™>* und
dem Influenza Virus '*° untersucht. In den bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass
die virale Replikation durch Anisoosmolaritat beeinflusst wird. So fiihrt eine hypoosmotische
Zellschwellung zu einer verminderten Replikation, wohingegen eine hyperosmotische
Zellschrumpfung die Replikation steigert % 50 152.153.158 |5 Stydien zur Replikation des HIV
wurde auch gezeigt, dass die virale Replikation durch Erhéhung der Osmolaritat ansteigt *°’.

Auch der hepatozellulare Hydratationszustand beeinflusst die virale Replikation. Dies konnte

2 Inwieweit

am Entenhepatitis-Modell zur Infektion mit HBV belegt werden
Hydratationsanderungen einen Effekt auf eine HCV-Infektion besitzen, ist bisher noch nicht

erortert worden. In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss
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von Anisoosmolaritdt auf die HCV-Replikation in Huh9-13-Zellen untersucht, die das
subgenomische HCV-Replikon 1377/NS3-3" enthalten.

Die durchgefihrten Studien demonstrieren, dass die virale Replikation des HCV-Replikons in
den Hepatomazellen durch Anderungen der umgebenden Osmolaritdt nachhaltig reguliert
wird. Bereits nach einer Inkubationsdauer von 24 h kommt es unter hypoosmotischen
Bedingungen zu einer Verringerung der RNA-Level, deren Ausmalfd sich bei Verlangerung
der Inkubationsdauer auf bis zu 72 h noch deutlich ausgepragter darstellt (>90% Reduktion).
Dieser inhibitorische Effekt der Zellschwellung konnte sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene (Abbildung 3.1 und 3.2) nachgewiesen werden. Eine durch Hyperosmolaritat
induzierte Zellschrumpfung dagegen zeigte keinen eindeutigen Effekt auf die HCV-
Replikation. Im Gegensatz zu anderen Zellvolumen-sensitiven Stoffwechselprozessen, die

innerhalb weniger Minuten bis zu einigen Stunden beeinflusst werden '#

, erfolgt die
Abnahme der viralen Replikation nach Zellschwellung mit einer Zeitverzdgerung von etwa
24 h. Dies konnte auf die Beteiligung von komplexen Langzeit-adaptiven Mechanismen flir
die Triggerung der viralen Replikation in Reaktion auf Zellvolumenanderungen hinweisen.
Fur die Expression zellularer Proteine in der Leber konnte bereits gezeigt werden, dass sie
sensitiv auf geringe Osmolarititsdnderungen reagieren 2. Auch im Fall des
subgenomischen Replikons zeigt sich sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene
eine fein abgestufte Sensitivitat gegenuber osmotischen Modifikationen (Abbildung 3.3).

Um die Frage zu klaren, ob der Effekt der Anisoosmolaritat auf die virale Replikation auf
Modifikationen des zelluldren Volumens beruht oder auf Anderungen der lonenstarke
(ausgeldst durch Erhéhung der Natriumchlorid-Konzentration), wurde NaCl gegen den nicht-
zellpermeablen Osmolyt Raffinose ausgetauscht. Durch Zugabe von Raffinose zum
hypoosmolaren Medium kommt es zu einer Steigerung der viralen Replikation ahnlich wie
bei Zugabe von NaCl (Abbildung 3.4). Eine weitere Erhdhung der Osmolaritat durch
Raffinose Uber normoosmolare Bedingungen hinaus fuhrt auch hier zu keiner deutlichen
Anderung der viralen Replikation. Dies zeigt, dass der Effekt der Anisoosmolaritdt nicht
durch eine Anderung der lonenstarke erzielt wird. Es ist also davon auszugehen, dass die
Anderung des Zellvolumens fiir den Effekt auf die virale Replikation verantwortlich ist, was
maoglicherweise auf eine Signallbertragung durch Integrine hinweist.

Wie einleitend beschrieben, dienen Integrine als Sensoren der Zellvolumenanderung und
Ubersetzen die mechanische Information der Zellschwellung in ein chemisches Signal, um
verschiedene Signalkaskaden zu aktivieren (Abbildung 4.1).

Um aufzuklaren, welche komplexen Signalstrukturen an der hypoosmotisch-induzierten
Reduktion der viralen Replikation beteiligt sind, kamen in dieser Arbeit Inhibitoren zum
Einsatz, die mehr oder weniger spezifisch einzelne Komponenten bekannter Signalwege

ausschalten konnen. Die Auswirkungen der Inhibitoren auf die Hemmung der viralen
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Replikation durch Hypoosmolaritdt wurden sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene

untersucht.

RVD

‘ , cell membrane

- - —

proteolysis
formation inhibition

Abbildung 4.1: Zellvolumen-Sensing und -Signaling in der Leber

Eine Hepatozytenschwellung wird durch das Integrin/Src-System reg|strlert und fahrt zur Aktivierung
der Erk- und p38 MAP-Kinasen (verandert nach Haussinger et al. ECM = Extrazellulare Matrix,
MT = Mikrotubuli, RVD = Regulatorische Volumenabnahme.

K

Nach gegenwartigen Modellvorstellungen wird die Volumenanderung des Hepatozyten durch
das Integrin/Src-System registriert und aktiviert Erk- und p38 MAP-Kinasen (Abbildung 4.1).
Weder fUr Inhibitoren der Src-Kinase (PP2, SU6656, Herbimycin A) noch fir Substanzen, die
die Aktivitdt der Erk-Kinase (PD98059) und der p38 MAP-Kinase (SB202190) hemmen,
konnte ein signifikanter Einfluss auf die inhibitorische Wirkung von Hypoosmolaritat
nachgewiesen werden (Abbildung 3.5 und 3.6), so dass davon ausgegangen werden muss,
dass die Hemmung der Replikation nicht durch Aktivierung dieser Kinasen vermittelt wird.
Auch ein Inhibitor gegen die c-Jun N-terminale Kinase (L-JNKI) vermochte diesen Effekt der
Hypoosmolaritdt nicht zu unterbinden. Ebenso scheinen weitere Tyrosinkinasen nicht
beteiligt zu sein, da der Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein ohne Effekt auf die Hemmung der
Replikation durch hypoosmolare Inkubationsbedingungen war. Des Weiteren ergab sich
auch kein Anhalt fir die Beteiligung von Serin/Threonin-Phosphatasen in der Vermittlung der
Effekte von Hypoosmolaritat auf die virale Replikation. So war Okadainsaure nicht in der
Lage, die Abnahme der Expression der viralen Proteine zu verhindern. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass andere Tyrosinkinasen und Phosphatasen beteiligt sind, die
gegenlber den bislang eingesetzten Inhibitoren insensitiv sind.

In Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dass osmotischer und oxidativer Stress

miteinander assoziiert sind '*?. Eine zentrale Bedeutung von oxidativem Stress fiir die hier
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beschriebenen Effekte ist jedoch unwahrscheinlich, da N-Acetylcystein mit seiner
antioxidativen Wirkung keinen Einfluss auf die hypoosmotisch verminderte virale Replikation
besitzt.

Die im ersten Teil der Arbeit vorgestellten Daten belegen, dass die virale Replikation des
subgenomischen Replikons durch hypoosmolare Exposition deutlich supprimiert wird und
bereits geringe Osmolaritatsabnahmen dafiir ausreichend sind. Die bisherigen Befunde
weisen darauf hin, dass Anderungen des Zellvolumens fiir diesen Effekt verantwortlich sind
und bisher unbekannte Signalwege an der Regulation der viralen Replikation unter
Hypoosmolaritat beteiligt sind. Die Identifikation dieser und deren Komponenten wird das Ziel

von weiteren Studien sein.

4.2 c-Src beeinflusst die HCV-Replikation im subgenomischen Replikon-
Modell

Wie beschrieben, gibt es eine Vielzahl von Wirtszell-Faktoren, die die Replikation des HCV-
Genoms oder -Replikons durch Interaktion mit der viralen RNA oder den viralen Proteinen
regulieren 2% Besonders fiir die HCV-Proteine NS5A und NS5B konnten Interaktionen mit
den unterschiedlichsten Proteinen identifiziert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher die Relevanz der zelluldren Kinase c-Src fur die
Replikation des Hepatitis C Virus untersucht. Src-Kinasen sind bereits als verbreitetes Target
fir eine virale Interferenz mit zelluldren Signalwegen bekannt '®® '®* Zunachst wurde der
Effekt des c-Src-Inhibitors Herbimycin A auf die HCV-Replikation in den Huh9-13-Zellen, die
das subgenomische Replikon enthalten, untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass
Herbimycin A die virale Replikation nachhaltig unterdrickt. Selbst bei geringen
Konzentrationen von 10 nM lasst sich noch ein signifikanter inhibitorischer Effekt auf die
virale Replikation belegen (Abbildung 3.7). Der hemmende Einfluss von Herbimycin A auf die
Replikation von HCV ist auf RNA-Ebene bereits nach 12 h zu beobachten, auf Proteinebene
aber erst nach 24 h (Abbildung 3.8).

Neben seiner Eigenschaft als Inhibitor von c-Src wird Herbimycin A auch als Inhibitor von
Hsp90 beschrieben ?*2. In diesem Zusammenhang konnte bereits 2007 von Nakagawa et
al. * ein supprimierender Effekt von Herbimycin A auf die HCV-Replikation nachgewiesen
werden. Hiermit Ubereinstimmend liel3 sich die virale Replikation auch durch einen siRNA-
vermittelten Knockdown von Hsp90 unterdriicken. Hsp90 und c-Src stehen aber auch direkt
in einem Verhaltnis zueinander, so ist beschrieben, dass sie in kurzlebigen Komplexen

interagieren 2%+ 2%,
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Um eine mogliche Beteiligung von c-Src an der Replikation des HCV-Replikons zu
untermauern, wurden weitere bekannte Inhibitoren von Mitgliedern der Src-Kinase-Familie
untersucht, und sowohl SU6656 als auch PP2 weisen einen zwar deutlich geringeren, jedoch
ebenfalls vorhandenen suppressiven Effekt auf die virale Replikation auf (Abbildung 3.9). Die
Tatsache, dass die inhibitorische Potenz letzterer Inhibitoren nicht mit derjenigen von
Herbimycin A vergleichbar ist, lasst sich hierbei am ehesten darauf zurlckfihren, dass im
Gegensatz zu Herbimycin A, einem relativ potenten und selektiven Inhibitor von c-Src 2%,
sowohl SU6656 als auch PP2 praferentiell andere Mitglieder der Src-Kinase-Familie

210.21 ynd erst ab sehr viel héheren Konzentrationen auch c-Src hemmen. Diese

hemmen
Ergebnisse deuten an, dass c-Src fir eine effiziente Replikation des HCV-Replikon eine
entscheidende Rolle spielt. Dies wird weiter bestatigt durch Expression einer konstitutiv
aktiven viralen Src (v-Src) in Huh9-13-Zellen, was zu einer Erhéhung der Proteinexpression
von NS5A fuhrt (Abbildung 3.10).

Um zu untersuchen, ob die Suppression der HCV-Replikation durch c-Src-Inhibitoren aus
einer funktionellen Hemmung von c-Src resultiert, wurde zusatzlich zu der
pharmakologischen Inhibition die c-Src-Proteinexpression durch siRNA herunterreguliert. In
Ubereinstimmung mit den Inhibitor-Experimenten kommt es auch durch den Knockdown von
c-Src mit den verschiedenen eingesetzten siRNAs zu einer deutlichen Hemmung der
Replikation (Abbildung 3.11 und 3.12). Mit Hilfe der Laserscanning-Mikroskopie konnte
zudem gezeigt werden, dass der c-Src-Knockdown zu einer Veranderung der Lokalisation
von NS5B fuhrt (Abbildung 3.20).

Die bisherigen Befunde deuten darauf hin, dass c-Src mdglicherweise direkt oder indirekt mit
einem der viralen Proteine NS3 bis NS5B interagiert, um die Replikation des HCV-Replikons
zu regulieren. In einigen Studien wurde bereits beschrieben, dass NS5A mit c-Src
interagiert """ 19 1% |n den hier vorgestellten Ergebnissen war es nicht mdglich NS3 {iber
einen c-Src-spezifischen Antikdrper zu koprazipitieren (Abbildung 3.13), im Gegensatz dazu
konnte aber gezeigt werden, dass NS5B und c-Src interagieren. Soweit Untersuchungen mit
einem Phosphotyrosin-spezifischen Antikorper eine solche Schlussfolgerung zulassen, legen
die hier vorgelegten Befunde nahe, dass NS5B nicht von c-Src tyrosinphosphoryliert wird
(Abbildung 3.14). Durch einen Abgleich mit einem Programm zur Vorhersage von moéglichen
Phosphorylierungsstellen (NetPhos 2.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ #*®) konnte
nachgewiesen werden, dass beispielsweise die sogenannte Finger-Domane von NS5B
mehrere maogliche Phosphorylierungsstellen besitzt, einschliel3lich Tyrosinresten an der
Positition 64 und 103 %*’. Diese putativen Phosphorylierungsstellen befinden sich alle auf der
Oberflache dieser Doméane, so dass sie fir eine Phosporylierung durch c-Src zuganglich

waren. Insgesamt besitzt NS5B 7 Tyrosinreste, die potentiell phosphoryliert werden kénnen.
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Die Aktivitdt von c-Src scheint fir die Interaktion mit NS5B nicht von Bedeutung zu sein, da
eine Hemmung der c-Src-Aktivitdt durch Behandlung der Zellen mit Herbimycin A keinen
messbaren Einfluss auf die Ausbildung des c-Src/NS5B-Komplexes hatte (Abbildung 3.14).
Der supprimierende Effekt von Herbimycin A auf die virale Replikation basiert daher eher
nicht auf einer Beeintrachtigung der Interaktion der beiden Proteine, sondern muss in der
Hemmung der Aktivitat von c-Src begrundet sein.

Die Analyse der Lokalisation der viralen Proteine unter Herbimycin A-Stimulation (Abbildung
3.19) zeigte, dass es bei NS5B zu keiner Lokalisationsdnderung kommt, bei NS5A im
Gegensatz dazu aber schon. Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass Herbimycin A
moglicherweise die Bildung der Replikationskomplexe mit den viralen Proteinen und der
viralen RNA unterbindet. Da NS5B direkt mit NS3/4A %, NS5A #** und durch NS5A indirekt
mit NS4B ?*° interagiert, ist NS5B nicht nur das zentrale Enzym der viralen Replikation,
sondern moglicherweise auch das Hauptprotein fir die Assemblierung der
Replikationskomplexe 2*'
NS5A und NS5B in die Regulation der HCV-Replikation involviert sind 7 10" 242243 Eg wird

angenommen, dass die Polymerase-Aktivitdt von NS5B auf der Basis von Protein-Protein-

. Ergebnisse mit dem HCV-Replikon-System legen nahe, dass

Interaktionen, homomerer Oligomerisierung und heteromerer Interaktion zwischen NS5B und
NS5A reguliert wird 2% 24! 2% Dje Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin,
dass die Polymerase-Aktivitdt von NS5B auch durch die Interaktion mit c-Src beeinflusst
wird. Durch die pharmakologische Inhibition von c-Src interagieren NS5A und NS5B
moglicherweise nicht mehr, was zu einer Anderung der Lokalisation von NS5A fiihrt, aber
nicht zu einer Lokalisationsdnderung von NS5B, so dass es zu einer Dissoziation des viralen
Replikationskomplexes kommt. Bereits in einer anderen Veroéffentlichung wurde
angenommen, dass virale Proteine wie NS5A und NS3, die multiple Funktionen in der viralen
Replikation und Pathogenese ausuben, nur zu den Replikationskomplexen in dem
sogenannten membrandsen Netz rekrutiert werden, wenn sie an der RNA-Replikation
beteiligt sind. So war in der Tat der Anteil der nicht-strukturellen Proteine, die mit dem
membrandsen Netz assoziiert sind, hoher in den Zellen, die eine starkere Replikation
aufwiesen '"*. Wird jedoch durch den Einsatz von spezifischer siRNA die Proteinexpression
von c¢-Src supprimiert, kommt es auch bei NS5B zu einer Lokalisationsanderung in den
Replikonzellen. So ist c-Src méglicherweise wichtig fir die Bildung von funktionellen
membranassoziierten Replikationskomplexen und die Lokalisation von NS5B darin, und die
Aktivitat von c-Src fiir die Interaktion von NS5B und NS5A, die Vorraussetzung ist flr eine
effiziente Replikation des Virus.

Interaktionen von viralen Proteinen mit Src-Kinasen werden vorwiegend durch zwei Arten
von molekularen Erkennungsvorgangen vermittelt: erstens die Interaktion von

Phosphotyrosin-Resten mit SH2-Domanen, wie beispielsweise bei der Assoziation von EBV
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LMP2A mit Lyn ?** und zweitens die Interaktion von prolinreichen Motiven mit SH3-
Domanen, beispielhaft veranschaulicht durch die Interaktion von HIV-1 Nef mit Hck, Lck,
Lyn, Fyn und c-Src 2 ?*’_Um die Interaktion von NS5B mit c-Src néher zu charakterisieren,
wurden GST-Pulldown-Experimente etabliert. Zunachst einmal konnte gezeigt werden, dass
auch in Bakterien exprimiertes GST-getaggtes c-Src an NS5B aus Replikonzellextrakten
bindet (Abbildung 3.16).

Experimente mit Deletionsmutanten von GST-c-Src deuten an, dass sowohl die SH2- als
auch die SH3-Domane essentiell sind fur die Interaktion mit NS5B (Abbildung 3.17 B). Durch
den Einsatz von GST-getaggten SH3-Domanen von weiteren Src-Kinase-Familie-Mitgliedern
(rot dargestellt in Abbildung 4.2) und einer Nicht-Src-Kinase konnte gezeigt werden, dass
NS5B in die zweite Kategorie der Interaktionen von Src-Kinasen einzuordnen ist, da es im
Stande ist, die SH3-Domane von c¢c-Src und in geringeren Ausmaf auch die von Fyn, Hck
und Lck zu binden. Mit der Nicht-Src-Kinase Abl dagegen konnte nur eine sehr schwache
Interaktion mit NS5B gezeigt werden (Abbildung 3.18). Ahnliche Ergebnisse konnten bereits
fir NS5A von HCV beschrieben werden. Macdonald et al. zeigten 2004 '**, dass NS5A iiber
ein polyprolinreiches Motiv mit Hck, Lck, Lyn und Fyn interagiert, wohingegen eine Bindung

mit der SH3-Domane von c-Src interessanterweise nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 4.2: Phylogenetischer Baum der Src-Kinasen
Der phylogenetischer Baum zeigt zwei Subklassen innerhalb der Familie (verandert nach Williams et
al. 194). Rot umrandet dargestellt sind die in GST-Pulldown-Analysen eingesetzten Src-Kinasen.

Durch einen Abgleich mit dem SH3-Hunter (http://cbm.bio.uniroma2.it/SH3-Hunter/), einem
Web-Server fir die Detektion von putativen Interaktionsmotiven von SH3-Domanen in
Proteinsequenzen ?*®, konnte das Vorhandensein zweier méglicher prolinreicher Regionen

innerhalb der NS5B-Sequenz aufgedeckt werden. Diese sind in Abbildung 4.3 rot dargestellit.
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1 SMSYTWTGALITPCAAEETKLPINALSNSLLRHHNLVYATTSRSASLRQK 50

51 KVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSARSK 100
101 FGYGAKDVRNLSSKAVNHIRSVWKDLLEDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPE 150
151 KGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGSSYGFQYSPGQR 200
201 VEFLVNAWKAKKCPMGFAYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEAR 250
251 QAIRSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKAA 300
301 AACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDEASLRAFTEAMTRYSAPP 350
351 GDPPKPEYDLELITSCSSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETA 400
401 RHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQIYGA 450
451 CYSIEPLDLPQIIQRLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVW 500
501 RHRARSVRARLLSQGGRAATCGKYLFNWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSSW 550
551 FVAGYSGGDIYHSLSRARPRWFMWCLLLLSVGVGIYLLPNR 591

Abbildung 4.3: Aminosduresequenz von NS5B
Dargestellt ist die Aminosauresequenz von NS5B. Die rot hervorgehobenen Aminosauren zeigen die
beiden putativen SH3-Interaktionsmotive (PxxP).

Um die Rolle dieser beiden Motive bei der Interaktion mit SH3-Domanen der Src-Kinasen zu
bestimmen, wurden im Rahmen dieser Arbeit bereits GST-NS5B-Verkirzungsmutanten mit
den einzelnen Motiven kloniert (siehe Material und Methoden). Anhand von GST-Pulldown-
Experimenten soll in weiterfiihrenden Arbeiten untersucht werden, welche der beiden
prolinreichen Regionen die Interaktion zur SH3-Domane von c-Src vermittelt.

Eine Schlisselfrage, die zu beantworten bleibt, ist, welche physiologischen Konsequenzen
die Interaktion von c-Src mit NS5B auf die Virus-Replikation und die Pathogenese besitzt.
Ein erster Schritt zur Beantwortung dieser Frage ist die Analyse der Kinase-Aktivitat von
c-Src in HCV-Replikon-exprimierenden Zellen. Waris et al. '® haben 2005 gezeigt, dass ein
subgenomisches HCV-Replikon in Huh7-Zellen c-Src aktiviert. In Studien unserer
Arbeitsgruppe  dagegen konnten keine  Unterschiede in der aktivierenden
Tyrosinphosphorylierung von c¢-Src in Huh7- und Huh9-13-Zellen nachgewiesen werden
(Dissertation E. D. Brenndérfer 2%9).

Da eindeutig gezeigt werden konnte, dass c-Src sowohl mit NS5B interagiert, als auch die
virale Replikation moduliert, ist davon auszugehen, dass die beiden Proteine innerhalb der
Replikonzellen kolokalisieren. Bisher gibt es aber noch keinen direkten Nachweis fur eine
Kolokalisation, aber mehrere Studien konnten demonstrieren, dass NS5B vorwiegend mit der
cytosolischen Seite der ER-Membranen assoziiert "®. Fiir c-Src ist beschrieben, dass es mit
dem an der ER-Membran lokalisierten |Ps-Rezeptor assoziiert und diesen phosphoryliert 2*°,
was einem indirekten Beweis fir eine mdgliche Kolokalisation von NS5B und c-Src
entspricht.

Die im zweiten Teil der Arbeit vorgestellten Daten identifizieren die zellulare Kinase c-Src als

neuen Interaktionspartner der NS5B-Polymerase von HCV, wobei die Interaktion auf Seiten
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von c-Src Uber die SH3-, aber mdglicherweise auch Uber die SH2-Domane vermittelt wird.
Es konnte belegt werden, dass c-Src unabdingbar ist fur eine effiziente Replikation des
subgenomischen Replikons, da sowohl die pharmakologische Inhibition von c-Src durch
spezifische Inhibitoren, als auch eine Hemmung der ¢c-Src-Expression durch siRNA zu einer
signifikanten Supprimierung der viralen Replikation flhrt. Durch konfokale Laserscanning-
Mikroskopie konnte angedeutet werden, dass c-Src moglicherweise flr eine effiziente
Bildung der membranassoziierten Replikationskomplexe notwendig ist. Die Ergebnisse legen
nahe, dass eine Inhibition von c-Src ein mdgliches therapeutisches Konzept fir die
Behandlung von HCV-Infektionen darbietet. Es ist namlich anzunehmen, dass antivirale
Wirkstoffe, die direkt gegen virale Enzyme gerichtet sind, aufgrund der hohen genetischen
Diversitat, Mutationsrate und dem schnellen Turnover von HCV, eine Entstehung von viralen
Resistenzen begiinstigen kénnten " #°2, Daher scheint eine anti-HCV-Therapie, die gegen
Wirtszell-Faktoren wie die zellulare Kinase c-Src gerichtet ist, gegentber einer Inhibition von

viralen Proteinen praferabel zu sein.

4.3 Generierung NS5B-spezifischer humaner Antikorperfragmente

Im letzten Teil der Arbeit wurden schliel3lich NS5B-spezifische humane Antikdrperfragmente
generiert und auf ihr inhibitorisches Potential hin untersucht.

Die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B, das zentrale Enzym fur die Replikation des
viralen Genoms in infizierten Zellen, ist ein vielversprechender Angriffspunkt flr die
Entwicklung von antiviralen Wirkstoffen. Gegenwartig sind zahlreiche Kleinmolekul-
Inhibitoren flir NS5B beschrieben, wobei einige bereits in klinischen Studien eingesetzt
werden ?**. Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane monoklonale Antikdrper gegen das
NS5B-Protein fir eine mogliche Anwendung als sogenannte Intrabodies fiir eine
intrazelluldare  Immunisierung  kloniert. Eine intrazellulare = Expression  dieser
Antikérperfragmente in Patienten sollte aufgrund ihres humanen Ursprungs nicht von einer
Immunreaktion gegen das Transgen begleitet sein.

Rekombinante Antikorper sind bedeutende Hilfsmittel bei der Pravention, Diagnose und
Behandlung einer breiten Auswahl an Krankheiten, inklusive infektiosen Krankheiten, Krebs,

neurologischen Stérungen und Autoimmunerkrankungen, geworden 2%

. Aufgrund ihrer
geringen Grofde, der einfachen Produktion und der besseren Gewebedurchdringung haben
scFv einige Vorteile gegeniiber vollstindigen Antikdrpern 2*°. Aus der geringen GroRe
ergeben sich aber auch Eigenschaften, die einen therapeutischen Einsatz limitieren. So liegt

die Halbwertszeit von Einzellkettenantikdrpern im Blut im Bereich von wenigen Stunden 2°®
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%7 so dass sie damit deutlich schneller aus der Blutzirkulation eliminiert werden als ganze
Antikérper.

Der Phagen-Display ist ein leistungsstarkes Hilfsmittel fir die Gewinnung von spezifischen
Antikdrperfragmenten mit hohen Bindungseigenschaften aus einer grofen Anzahl von
Varianten. Fiur HCV konnten bereits humane als auch humanisierte spezifische scFv
beschrieben werden 2% 2%,

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun mit Hilfe des Phagen-Display und einer aus HCV-
infizierten  Patienten  hergestellten = Phagenbibliothek  Phagen mit  hochaffinen
Antikérperfragmenten gegen verschiedene Motive der NS5B-Polymerase angereichert und
selektiert werden. Da zahlreiche rekombinante Antikorper identifiziert werden sollten, wurden
nur drei Runden der Affinitatsselektion durchgefihrt. Hierdurch werden aber nicht nur
hochaffine scFv selektiert, sondern auch solche minderer Spezifitat zur Erweiterung der
Diversitat. Um moglichst hochaffine Phagen zu isolieren, kann die Prozedur des Pannings
mehrere Male wiederholt werden, wobei es jedoch bei zu vielen Selektionsrunden aufgrund
eines Wachstumsvorteils entsprechender Klone in E. coli zu einer Anreicherung

260-262

unvollstandiger oder mutierter Antikdrperfragmente kommen kann . In der Literatur

werden daher meist 2 — 6 Runden vorgeschlagen 2°° 253,

Die verwendete Phagenbibliothek wurde bereits erfolgreich zur Isolierung von scFv gegen
die HCV-Proteine NS3 % und Core ?** eingesetzt. Die Selektion dieser Phagenbibliothek
erfolgte mit flr die Polymerase-Aktivitat von NS5B wichtigen Motiven als Antigene, die direkt
auf einer Plastikoberflache (96 Well-Platte) immobilisiert wurden. Diese Methode wurde
aufgrund der einfachen Handhabbarkeit und dem bereits erfolgreichen Einsatz bei einer
diversen Reihe von Antigenen ausgewahlt 2.

Die Anreicherung von spezifischen Antikérperfragmenten wurde durch die Bestimmung der
Phagentiter vor und nach jeder Panningrunde mittels Titration kontrolliert. In der dritten
Runde der Affinitatsselektion gegen die verschiedenen immobilisierten Motive von NS5B war
die Anzahl der eluierten Phagen deutlich erhéht im Vergleich zu der Anzahl der Phagen, die
in der ersten Runde eluiert wurden (Tabelle 3.1). Dies deutet an, dass eine Population von
spezifisch bindenden Phagen wahrend der Panningrunden angereichert wurde. Nach der
dritten Selektionsrunde wurden monoklonale Phagen isoliert und periplasmatische Extrakte
hergestellt. Etwa 40-60% von diesen Phagen zeigten in einem indirekten ELISA eine
spezifische Bindung an die Motive von NS5B (Tabelle 3.2).

Die Sekretion der scFv in den periplasmatischen Raum der E. coli-Bakterien war eine
Schlisselentdeckung bei der Entwicklung der Phagen-Display-Technologie, da es die
Produktion von l6slichen und funktionellen Proteinen mit korrekt gebildeten Disulfidbriicken

2
t 55

erlaub . Bei der periplasmatischen Expression wird das im Cytoplasma der Zelle

translatierte scFv durch eine aminoterminal vom scFv-Gen gelegene Signalsequenz (pelB) in



Diskussion 85

den periplasmatischen Raum zwischen &auflerer und innerer Membran des Bakteriums
dirigiert. Das dort herrschende oxidative Milieu beginstigt die Ausbildung der
intramolekularen Disulfidbriicken der schweren und leichten Ketten und die korrekte Faltung

%6 In einem

der Antikérperfragmente, so dass I6sliche, funktionelle scFv entstehen
sogenannten Nicht-Suppressor E. coli-Stamm wie HB2151 werden die I6slichen scFv durch
Induktion mit IPTG produziert und durch osmotischen Schock aus dem periplasmatischen
Raum extrahiert.

Nach Extraktion der Phagemid-DNA der bindenden Klone wurde diese einem Sfil-Verdau
unterzogen, um das Vorhandensein vollstandiger Antikbrperfragmente zu verifizieren. Die
Analyse des Verdaus zeigte, dass nicht alle selektierten Klone das spezifische scFv-Insert
von etwa 750 bp trugen (Abbildung 3.23). Aufgrund der Verwendung von degenerierten
Primern fir die PCR-Amplifikation der variablen Domanen der Antikérper kénnen
Fehlpaarungen, Punktmutationen, interne Stopcodons und andere Fehler innerhalb der
amplifizierten DNA auftreten und zur Produktion von nicht-funktionellen und unvollstandigen
scFv-Molekiilen filhren. Plasmide, die nichtproduktive, anomale oder trunkierte
Antikorperfragmente-kodierende Sequenzen tragen, werden oft durch den E. coli-Wirt
bevorzugt. Sie verfigen Uber einen Wachstums- und Selektionsvorteil gegenliber Klonen,
die vollstdndige scFv tragen und verursachen Probleme wahrend der Anreicherung von

antigenbindenden Antikdrpersequenzen durch Phagen-Display 2°7%%°

. Diese Ereignisse
zeigen die Wichtigkeit von stringenten Waschschritte wahrend des Pannings, um scFv-freie
Phagen zu entfernen 2°2,

Die Ergebnisse der Immunoblot-Analysen der periplasmatischen Extrakte zeigten bei den
meisten Klonen distinkte Banden mit dem erwarteten Molekulargewicht von etwa 30 kDa
(Abbildung 3.24) **°. Das Auftreten von Phagen mit kleineren Inserts (16 kDa) beruht, wie
beschrieben, meist auf einem Abbruch der Transkription/Translation, wobei gewdhnlich die
VH-Region fehlt ?°. Des Weiteren ist es moglich, dass Proteasen im Periplasma die
Antikérperfragmente proteolytisch abbauen. Ein weiteres Problem bei der periplasmatischen
Expression ist die Tendenz der scFv zur Bildung von unldslichen Aggregaten (inclusion

2% und somit im Immunoblot der

bodies), die nicht ins Periplasma transportiert werden
periplasmatischen Extrakte nicht nachweisbar sind.

SchlieBlich wurde die kodierende DNA der bindenden scFv isoliert, sequenziert, und die
variablen Domanen der selektierten Einzelkettenantikdrperfragmente wurden charakterisiert.
Einige Klone besallen identische DNA-Sequenzen, doch eine Anreicherung von Klonen
gleicher Sequenz korreliert nicht notwendigerweise mit der Spezifitdit und Affinitdt der
Fragmente, sondern ist moglicherweise auch auf einen Wachstumsvorteil gegenuiber
anderen Klonen zuriickzufiihren ?’". Die isolierten Sequenzen lassen sowohl A-leichte Ketten,

als auch «-leichte Ketten erkennen (Tabelle 3.3). Des Weiteren wurden die einander am
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nachsten verwandten V-, D- und J-Segmente identifiziert. Durch Alignment anhand der
Regeln von Kabat ?* konnten die hypervariablen Bereiche (CDRs) und die Framework-
Regionen der scFv eindeutig identifiziert werden (Abbildung 3.25). Erkennbar ist, dass bei
einigen Klonen nur ein Paar der Disulfidbricken-bildende Cystein-Reste vorhanden sind,
diese aber trotzdem als spezifisch bindende scFv isoliert werden konnten (scFv C10 und
scFv D2). Des Weiteren scheinen Mutationen im Glycin-Linker keine negativen
Auswirkungen zu haben (scFv A35 und scFv 78).

Um zu Uberprufen, ob ausgesuchte Einzelkettenantikbrperfragmente gegen die Motive von
NS5B auch an Volllangen-NS5B binden, wurden His-Pulldown-Experimente durchgefiihrt.
Diese zeigten, dass die scFv, die gegen Volllangen-NS5B selektioniert wurden (scFv 72, 78
und 82), deutlich besser an NS5B binden als die scFv, die gegen die verschiedenen Motive
selektioniert wurden (Abbildung 3.26). Dies lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass
die zur Selektion verwendeten Motive im Volllangen-Protein nicht vollstandig fir eine
Bindung der Antikorperfragmente zuganglich sind. Einige der scFv gegen NS5B-Motive
zeigen aber auch eine eindeutige Bindung an NS5B (scFv A43 und scFv C2).

Um eine potentielle Beeintrachtigung der RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Aktivitat von
NS5B durch selektionierte Einzelkettenantikérperfragmente zu untersuchen, wurde ein in
vitro Polymerase-Aktivitats-Assay unter Verwendung eines Baculovirus-exprimierten NS5B
im ELISA-Format etabliert. Dieser Assay erlaubt die reproduzierbare Quantifizierung der
Polymerase-Aktivitdt und bietet eine schnelle Screening-Methode fir inhibitorische
Verbindungen. In diesem System war NS5B erfolgreich in der Lage, einen RNA-
Doppelstrang zu synthetisierten (Abbildung 3.27 A). Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch
den Einsatz dieses Assays gezeigt werden, dass die gegen Volllangen-NS5B selektionierten
scFv die Polymerase-Aktivitdt von NS5B in vitro hemmen (Abbildung 3.27 B). Die
effizienteste Inhibition konnte fur den Klon scFv 82 gemessen werden. Eine Beeintrachtigung
der Polymerase-Aktivitat von scFv, die gegen die Motive von NS5B selektioniert wurden,
sollte in weiteren Experimenten analysiert werden.

Zusammenfassend wurden im dritten Teil der Arbeit mit Hilfe eines Phagen-Display in drei
Runden der Affinitatsselektion spezifische Einzelkettenantikérperfragmente mit hoher
Affinitat gegen NS5B bzw. essentielle Motive von NS5B aus einer aus HCV-infizierten
Patienten hergestellten Phagenbibliothek generiert, die zumindest zum Teil die Polymerase-
Aktivitat von NS5B in einem in vitro-Assay hemmen. Die weitere Evaluierung des
inhibitorischen Potentials dieser Antikérperfragmente im Kontext des Replikonsystems bzw.
replikationsfahiger Viren wird Gegenstand kunftiger Untersuchungen sein. Sollten sich die
scFv in diesem Kontext als effektiv erweisen, wirden sie potentielle Kandidaten fir eine

intrazelluldre Immunisierung gegen eine HCV-Infektion reprasentieren.
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Andere Arbeitsgruppen konnten belegen, dass eine intrazelluldre Expression von
Einzellkettenantikorperfragmenten als sogenannte Intrabodies sehr effektiv ist bei der
Inhibition von diversen intrazelluldren Proteinen. Auch fur verschiedene scFv, die gegen HIV-
Proteine gerichtet sind, ist beschrieben, dass sie nach intrazellularer Expression die
Replikation und Infektion des HIV inhibieren 2>?"". Andere Intrabodies wurden erfolgreich
gegen verschiedene Onkogene eingesetzt. So ist verdffentlicht, dass scFv, die gegen
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (VEGFR2, Tie-2) und ATF-1 gerichtet sind, das maligne Potential
von Melanomzellen reduzieren 2% #’°. |m Fall des erbB2-Onkogens filhrte die adenovirale
Expression eines spezifischen scFv ebenfalls zu einer Aufhebung des malignen Potentials
von Ovarkrebszellen und férderte die Initiation einer klinischen Studie an Patienten mit
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Ovarkrebs . Eine intrazellulare Immunisierung mit Intrabodies konnte also ein viel

versprechender Ansatz sein fir die Behandlung von chronischen HCV-Infektionen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Hepatitis C Virus stellt weltweit eine der Hauptursachen chronischer Lebererkrankungen
dar und ist damit ein globales gesundheitspolitisches Problem. Die gegenwartige Therapie
basiert auf einer Kombination von pegyliertem Interferon-a und Ribavirin, geht jedoch
Genotyp-abhangig einher mit niedrigen Ansprechraten, bei vergleichsweise hoher Frequenz
an zum Teil schwergradigen Nebenwirkungen. Die Entwicklung von alternativen und
effektiveren Strategien zur Behandlung einer HCV-Infektion ist daher von groRRer Bedeutung.
In diesem Zusammenhang ist die genaue Kenntnis der zellularen Faktoren, die die virale
Replikation determinieren, von essentiellem Interesse, um neben viralen auch zellulare

Angriffspunkte einer therapeutischen Intervention zu identifizieren.

In einem ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss zellularer Hydratationsanderungen auf die
virale Replikation analysiert. Hierbei konnte belegt werden, dass eine hypoosmotisch
bedingte Zunahme der zellularen Hydratation Uber bislang unverstandene Mechanismen die
virale Replikation im subgenomischen Replikon-Modell unterdriickt, wahrend diese durch

hyperosmolare Inkubationsbedingungen unbeeinflusst blieb.

In einem zweiten Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die zellulare
Tyrosinkinase c-Src essentiell fur die Replikation von HCV ist, und dass c-Src mit der viralen
Polymerase NS5B zumindest Uber seine SH3-Domane interagiert. Inhibitorstudien und der
Einsatz c-Src-spezifischer siRNA legen nahe, dass c-Src die subzellulare Lokalisation von
NS5A und NS5B bestimmt und das Hemmung von c-Src mdglicherweise zu einer Stérung

der Replikonstruktur fihrt.

Im dritten Teil der Arbeit erfolgte mit Hilfe eines Phagen-Display aus einer aus HCV-
infizierten Patienten hergestellten Phagenbibliothek die Isolation affiner
Einzelkettenantikérperfragmente gegen essentielle Motive der viralen Polymerase NS5B
sowie gegen Volllangen-NS5B. Die Bindungsaktivitat der bakteriell exprimierten scFv wurde
mittels ELISA Uberprift, und nach Verdau und Immunoblot-Analysen erfolgte die Analyse
und Charakterisierung der Sequenzen der positiven scFv hinsichtlich ihrer Integritat. Dartber
hinaus gelang es bei den gegen Volllangen-NS5B generierten scFv in einem Polymerase-
Aktivitats-Assay zu belegen, dass sie in vitro die Aktivitat einer rekombinant generierten

NS5B-Polymerase hemmen.
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6. SUMMARY

The hepatitis C virus represents one of the major causes of chronic liver disease worldwide
and is, therefore, a global health policy problem. Current therapy is based on the
combination of pegylated interferon-a and ribavirin, but it is genotype-dependent
accompanied by a low response rate with comparatively high frequency of severe side-
effects. The development of alternative and more effective strategies for the treatment of
HCV infection is of great importance. In this regard, the precise knowledge of the cellular
factors that determine viral replication is of essential interest to identify both viral and cellular

targets of therapeutic intervention.

In the first part of the thesis, the influence of alterations of cellular hydration on viral
replication was analysed. It could be shown that viral replication in the subgenomic replicon
model was inhibited by hypoosmotic increase of cellular hydration via so far unknown

mechanisms, whereas it was unaffected by hyperosmotic incubation.

In the second part of the thesis it could be demonstrated that the cellular tyrosine kinase
c-Src is crucial for the replication of HCV and that c-Src interacts with the viral polymerase
NS5B at least via its SH3 domain. Inhibitor studies and the use of c-Src specific siRNA
suggest that c-Src regulates the subcellular localisation of NS5A and NS5B and that

inhibition of c-Src potentially leads to a disruption of the replicon structure.

In the third part of the thesis a phage display from a phage library cloned from patients
infected with HCV was carried out for the isolation of high affinity single-chain antibody
fragments against essential motifs of the viral polymerase NS5B and full length NS5B.
Binding activity of bacterially expressed scFv was assessed via ELISA and after digestion
and immunoblot analysis the sequences of positive scFv were analysed regarding their
integrity. Furthermore, it was possible to show, using a polymerase activity assay, that the
scFv generated against full length NS5B inhibit the activity of a recombinant NS5B

polymerase in vitro.
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